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RESUMEN

La extrema variacion morfoldégica y de color de las iguanas Sauromalus que habitan isla
Alcatraz, Sonora, México, ha llevado a la hipdtesis de que es una poblacién hibrida
conformada por tres especies (S. varius, S. hispidus y S. ater), producto de su translocaciéon
deliberada por los nativos Comcaac. La hipdtesis maneja que la especie nativa de la isla era
S. ater, por su cercania con el continente. A la fecha esta hipétesis no se habia probado
mediante estudios genéticos. Para determinar introgresién entre tres especies de
Sauromalus en la poblacion de esta isla, se colectaron 30 individuos de isla Alcatraz, y 30 de
cada una de tres localidades en donde se distribuyen cada una de las especies

involucradas en la supuesta hibridacion (S. varius en isla San Esteban, S. hispidus en isla San
Lorenzo y S. ater en Bahia Kino). Se amplificaron dos marcadores mitocondriales (cyt b y
ND4), ademas de siete microsatélites caracterizados para S. varius con el fin de analizar la
diversidad y estructura genética de las poblaciones y corroborar mediante un analisis de
asignacién bayesiana de individuos a poblaciones los niveles de introgresiéon en la
poblacion de Alcatraz. En general, se encontraron niveles bajos de diversidad genética en
todas las poblaciones, siendo la poblacién de San Esteban la que mostré6 los niveles mas
bajos de heterocigosis (H= 0.19), nimero total de alelos (15) y nimero de alelos privados
(2), le siguen Alcatraz y San Lorenzo con valores de heterocigosis de 0.28 y 0.31
respectivamente. Bahia Kino fue la poblacion que presenté los valores mas altos de
diversidad genética (H = 0.39) con 29 alelos en total, 14 de ellos privados. La baja
diversidad genética encontrada posiblemente sea resultado de tamafios efectivos pequefios
y una escasa entrada de variacién por flujo génico derivada de su aislamiento geografico. Se
encontraron tamanos efectivos pequefios principalmente en las poblaciones islefias
(Alcatraz = 2.6, San Lorenzo = 18.3, San Esteban = 8.7), encontrando el tamafio mas grande
en la poblacion continental (Bahia Kino = 27.5). Se encontr6 una fuerte estructura genética
(Gst = 0.584; N5t = 0.922), encontrando haplotipos mitocondriales tnicos por poblacion. No
se detect6 aislamiento por distancia con ninguno de los tipos de marcadores, pero si se
detect6 sefial filogeografica con los marcadores mitocondriales. Los datos microsatelitales
unicamente detectaron tres poblaciones, agrupando a los individuos de Alcatraz junto con

los de San Esteban, sugiriendo que se trata de la misma especie, S. varius. En cuanto a los



andlisis de hibridacién, se detectaron sbélo dos individuos con ancestria mixta en isla
Alcatraz. También fue posible detectar individuos hibridos en el resto de las poblaciones
pero de igual forma en baja frecuencia, lo que sugiere que podrian ser resultado de

translocaciones fortuitas de las iguanas.
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ABSTRACT

Extreme morphological and colour variation of the iguanine Sauromalus inhabiting Alcatraz
island in Sonora, Mexico, lead to the hypothesis that this population is conformed by the
interbreeding of three different chuckwalla species (S. varius, S. hispidus and S. ater)
translocated by Comcaac natives, and that S. ater was the native species to the island,
because of its proximity to the continent. To understand the genetics of the Alcatraz island
Sauromalus population, we collected 30 samples of adult iguanas in the island. To compare
we also collected an equal number of samples of each species from the closest
distributional site: S. varius (San Esteban island), S. hispidus (San Lorenzo island), and S.
ater (Bahia Kino mainland). We amplified two mitochondrial markers (cyt b and ND4), plus
7 microsatellites designed for S. varius, to study the genetic diversity and structure of all
populations, and the hybridism in Alcatraz, through a population assignment Bayesian
analysis. We found low levels of genetic diversity within island populations. San Esteban
was the population that showed the lowest levels of genetic diversity (Ho = 0.19, total
number of alleles = 15, private alleles = 2), followed by Alcatraz and San Lorenzo (Ho = 0.28
and Ho = 0.31, respectively). Bahia Kino was the population that showed the greatest levels
of genetic diversity (Ho = 0.39) with 29 total alleles, 14 of them private. This levels of
genetic diversity may be caused by small population sizes and poor genetic flow caused by
the geographical isolation. We also found a strong genetic structure with unique
mitochondrial haplotypes for each population. We found small effective population sizes,
mainly in the island populations (Alcatraz = 2.6, San Lorenzo = 18.3, San Esteban = 8.7),
finding the biggest size in the continental population (Bahia Kino = 27.5). We found a
strong genetic structure (Gsz = 0.584; Ny = 0.922) with unique haplotypes in each
population. We did not detected isolation by distance with any of the two markers, but we
did found phylogeographical signal with the mitochondrial genes. The microsatellites data
suggest only three populations, grouping the individuals of Alcatraz and San Esteban
together, indicating that there are no genetic differences between populations in both sites.
Hybridization analysis showed only two individuals in Alcatraz with mixt ancestry. It was

also posible to detect hybrid individuals in the other populations but in low frequency as
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well, suggesting that they may be a result of random translocations. Our analysis refutes
the idea that the Sauromalus population in Alcatraz island is hybrid and suggest that are S.

varius individuals possibly translocated by the seris of San Esteban island.
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INTRODUCCION

La hibridacién es un fenémeno comun en muchos taxa (Huxel, 1999). Sin embargo, cuando
se da por causas antropogénicas, como modificaciones del habitat y/o introducciones de
especies exdticas (Rhymer y Simberloff, 1996), resulta una gran amenaza a las poblaciones
nativas (Jensen et al. 2005). Esta mezcla no natural de taxa histéricamente aislados debida
a actividades relacionadas con humanos ha incrementado dramaticamente en décadas
recientes (Olden et al. 2004), provocando una “homogenizacién bidtica” que pudiera tener
implicaciones evolutivas y ecoldgicas dramaticas (Hu et al. 2003). La incorporacion de tan
so6lo pequeias cantidades de material genético no nativo en el genoma, puede incrementar
el riesgo de extincion de una poblacion nativa por medio de depresion exogamica (Marr et
al. 2002; Gilk et al. 2004). La viabilidad y fecundacién de la poblacién puede verse
disminuida debido a la introduccion de alelos mal adaptados (Pasachnik et al. 2009), o bien,
puede causar que la poblacién sea reemplazada por una forma genética o fenotipica

parecida a la forma no nativa (Huxel, 1999).

La introgesidn es un fendmeno que se refiere a la introduccién en una poblacién de
material genético de otras especies o subespecies, dando como resultado una hibridacién
entre dos formas previamente diferenciadas. Las poblaciones hibridas son de interés
puesto que se encuentran en la frontera entre dos especies o estan bajo un cambio genético
rapido. Estas poblaciones son generalmente el resultado de apareamiento o de mezcla de

dos o mas poblaciones parentales por un largo periodo de tiempo (Hedrick, 2011).

La hibridacién es mas comun en plantas que en animales. En el Reino Unido se tiene
registrado que al menos el 25% de las especies de plantas y el 10% de las especies
animales estan involucradas en hibridacién y potencial introgresion con otras especies
(Mallet, 2005). Por esta razon, la hibridaciéon en plantas no se ve tanto como un “ruido”
evolutivo, sino mas bien como un posible mecanismo de especiacidn (Soltis y Soltis, 2009).
Por el contrario, en el caso de animales, se asume casi automaticamente que la hibridacién
es un “error reproductivo” (Mallet, 2005) y es frecuentemente observado entre especies

cercanamente relacionadas, ya sea en zonas hibridas geograficamente definidas o después

13



de introducciones de fauna mediadas por humanos (Barton y Hewitt, 1989; Goodman et al.

1999).

En animales se ha reportado hibridacion e introgresion tanto en invertebrados como
en vertebrados (Harper y Hart, 2007). En lo que respecta a organismos terrestres, muchos
casos de hibridacién se le han atribuido a los ciclos glaciares del Pleistoceno, aislando a los
organismos en pequeiios refugios y diferenciandose estos por vicarianza, y posteriormente
produciéndose un contacto secundario al terminar el ciclo glaciar (Avise et al. 1987;
Harrison, 1993). Aunque en organismos marinos estos eventos de hibridaciéon son menos
entendidos debido a las diferentes barreras vicariantes en el mar, también se han
reportado algunos ejemplos, siendo a veces tan comunes como en otros ambientes

(Gardner, 1997; Harper y Hart, 2007).

En peces se han registrado y confirmado diversos casos de hibridacién, muchos de
ellos ocurridos en los Grandes Lagos del Este Africano, que son los ecosistemas de agua
dulce mas diversos en la Tierra, particularmente por su gran diversidad de peces ciclidos
(Salzburger y Sturmbauer 2002). En estos casos particulares, se ha detectado que la
hibridacién es un proceso de especiacién que ha dado origen a una parte de la gran
diversidad ictiolégica encontrada (Sturmbauer et al. 1997; Riiber et al. 2001), aunque
algunos de los eventos de hibridaciéon, provocados por introducciones humanas

accidentales (Stauffer y Hert, 1992; Stauffer et al. 1996).

La hibridacién es comun entre especies de anfibios (Vences y Wake, 2007). Los
sistemas de anfibios mas ampliamente estudiados al respecto son las zonas hibridas entre
los sapos Bombina variegata y B. bombina (Szymura y Barton, 1991; MacCallum et al. 1998).
Entre los urodelos, sistemas bien estudiados incluyen la hibridacion parcial de las especies
de la salamandra Ensatina (Alexandrino et al. 2005), la zona de contacto entre Triturus
cristatus y T. marmoratus en el oeste de Francia (Arntzen et al. 1991), asi como el impacto
de la salamandra tigre Ambystoma tigrinum mavortium en poblaciones nativas de

Ambystoma californiense de California (Ryan et al. 2009), entre otros.

En aves es un fendmeno ampliamente conocido, aproximadamente el 10% de todas

las especies han producido por lo menos un hibrido (Panov, 1989; Grant y Grant, 1992),
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siendo mas comun en los 6rdenes Anseriformes, Galliformes y Trochiliformes (Randler,
2006). Desde un punto de vista ecolégico y etologico, la hibridacion en este grupo se da por
una eleccidn restringida de apareamientos (Randler, 2002), puesto que usualmente ocurre
cuando una especie es rara o esta ausente, lo que conlleva a que se produzcan
apareamientos entre especies cercanamente relacionadas (principio de Hubb) (Randler,
2002). Sin embargo, el 25% de todos los apareamientos mezclados no pueden ser
explicados por este principio, pues ocurre en aves muy comunes como del orden
Passeriforme (Randler, 2006). Deben existir otros comportamientos que promuevan la

hibridacién, como la copulacion extra-pareja (Martin, 1980).

Aunque el numero de casos conocidos de hibridaciéon natural en mamiferos no se
conoce, este continta creciendo desde 1970, como resultado de descubrimientos asociados
con investigaciones citologicas en roedores (Shurtliff, 2013). Adn asi, se ha estimado que la
proporcion de especies de mamiferos que hibridizan es menor que en otros grupos de
vertebrados (Mallet, 2005) y se ha propuesto que esto puede deberse a que los mamiferos
tienen caracteristicas Unicas que podrian reducir la produccién de hibridos viables, como
por ejemplo, sus altas tasas de rearreglo de genes comparada con otros vertebrados, que
pudieron llevar a un rapido cambio en los patrones de expresion génica provocando que
los mamiferos desarrollen incompatibilidades en hibridos ( Zeh y Zeh, 2000; Shurtliff,
2013).

Aunque en varios de los casos la hibridacién se ha detectado morfoldgicamente,
existe muchos casos en los que esto puede ser dificil, pues algunas cruzas heteroespecificas
pueden producir descendencia que se parezca mas a un fenotipo que a otro de los padres
(Byrne y Anderson, 1994), por lo que el uso de marcadores moleculares representa una
buena opciéon para detectar este fenomeno. Analisis de marcadores genéticos
independientes de caracteres morfologicos pueden revelar alelos o haplotipos compartidos

que sean consistentes con una hibridacién o introgresién (Addison y Hart, 2005).

El marcador genético ideal para la estimacién de niveles de introgresiéon debe ser
selectivamente neutro, biparental, heredado, codominante, diagnéstico entre los taxa de

interés en multiples loci, y que permita la obtenciéon de muestras no letales (Pritchard et al.
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2007). Por su parte, los marcadores moleculares mitocondriales (mtDNA) proporcionan

informacion sobre eventos pasados y la diversidad genética de las especies (Riddle, 1996).

Uno de los principales objetivos de la genética de la conservacién es ayudar a
minimizar las extinciones evitando los problemas relacionados con tamafios efectivos
pequeiios, como es el efecto deletéreo de la endogamia, la pérdida de la diversidad y con
esto de la habilidad para responder a cambios ambientales, y los efectos deletéreos de la
cruza entre individuos muy distintos, que puede llevar a la reduccién en la adecuacion en la
primera o futuras generaciones en las que se siga dando esta cruza (depresién por

exogamia) (Rocha y Gasca, 2007).

Asimismo, con la genética también se pueden resolver problemas de tipo
taxonémico y establecer especies prioritarias para la conservacion, definir unidades
evolutivamente significativas y unidades de manejo, asi como también resolver

incertidumbres taxonémicas (Moritz, 2002).

En este estudio se pretende analizar la estructura genética de la poblacién de la
iguana Sauromalus de isla Alcatraz y otras poblaciones aledafias mediante el uso de dos
tipos de marcadores, uniparental (mtDNA) y biparental (microsatélites), ademas de las
estimaciones de flujo génico para poder determinar la historia evolutiva y el grado de
hibridacién de dicha poblacién mediante la comparacién de los resultados arrojados por

ambos marcadores.
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OBJETIVOS

General:

Analizar la hipétesis de un posible origen hibrido en la poblaciéon de Sauromalus de isla

Alcatraz, Sonora, México.
Particulares:

e Estimar los niveles de diversidad y estructura genética para todas las poblaciones

mediante marcadores mitocondriales y microsatélites.

e Determinar los niveles de introgresién genética en la poblacién de Alcatraz y

estimar los niveles de flujo génico.

e Identificar la procedencia de los genes parentales de la poblacién de isla Alcatraz.

HIPOTESIS

Debido a la distribucion geografica de las iguanas del Golfo, en donde la masa oceanica
representa una barrera para su dispersiéon, manteniendo las poblaciones aisladas, se

plantean las siguientes predicciones:

1. Se espera encontrar niveles bajos de flujo génico entre las poblaciones dando como
resultado una fuerte estructura genética y niveles bajos de diversidad genética al no tener

una entrada constante de variacidn.
En lo que respecta a la hibridacion, pueden esperarse dos resultados:

2. La poblacion de Sauromalus de isla Alcatraz es una poblacion hibrida de S. varius x S.
hispidus x S. ater, como se ha planteado desde 1972 en base a las caracteristicas

morfoldgicas de los individuos de la isla.
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3. Los individuos de la poblacién de isla Alcatraz tienen una mayor semejanza morfologica
con S. varius por lo que no son individuos hibridos sino unicamente individuos

translocados.
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ANTECEDENTES

Hibridacion en reptiles

En reptiles, al igual que en los otros grupos de vertebrados, la hibridacién es un fen6meno
comun. Se han reportado diversos casos en lagartijas (Dessauer et al. 2000; Fu et al. 2000;
Taylor et al. 2001; Manning et al. 2005; Pinho et al. 2009), cocodrilos y tortugas (Demas y
Wachtel, 1991). En lagartijas, en muchos casos se ha propuesto la hibridacién como el
evento que dio origen a especies partenogenéticas como las especies de los géneros

Cnemidophorus, Heteronotia y Darevskia (Dessauer et al. 2000; Fu et al. 2000).

En iguanas también se encuentra documentado este fendmeno en numerosos casos.
Uno de los primeros que se documenté fue el caso de las iguanas de las islas Galdpagos
entre la iguana terrestre Conolophus subcristatus y la iguana marina Amblyrhunchus
cristatus (Rassman et al. 1997). Anteriormente se habia reportado una poblacion hibrida en
la isla Plaza Sur basado en caracteristicas morfoldgicas, y posteriormente confirmado
mediante un andlisis con fragmentos de restriccion (RFLP) de ADN ribosomal nuclear.
Secuencias de citocromo b (cyt b) de los hibridos revelaron que eran descendencia de
hembras de la iguana terrestre y machos de la iguana marina (Rassman et al. 1997). Este
evento de hibridacion entre las dos especies ha seguido siendo reportado en trabajos mas

recientes (Tzika et al. 2008; Gentile et al. 2009).

Un género del que se conoce que varias de sus especies hibridizan es Ctenosaura.
Pasachnik et al. (2009) reportaron bajos niveles de hibridaciéon entre Ctenosaura bakeri,
especie endémica de una isla de Honduras y C. similis, una especie con una distribucion
amplia. Aunque si se encontraron evidencias genéticas de hibridacién entre las dos
especies los autores mencionan que ocurre a niveles muy bajos y que no representan una
amenaza para C. bakeri. De este mismo género se han reportado otros casos de hibridaciéon

entre C. pectinata y C. hemilopha (Zarza et al. 2008; Zarza et al. 2009).
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Género Sauromalus

En la regidn del Golfo de California se distribuyen cinco especies de Sauromalus (Iguanidae).
Este género es uno de los grupos mas conspicuos de escamados en los desiertos del
suroeste de Estados Unidos y noroeste de México (Hollingsworth, 1998). Estd compuesto
por un grupo de animales de mediano a gran tamafio, terrestres o saxicolas. Tienen una
dieta estrictamente vegetariana y se caracterizan principalmente por su peculiar
comportamiento de escape, inflando sus cuerpos dentro de fisuras de rocas, lo que hace
muy dificil removerlas (Grismer, 2002). De las cinco especies distribuidas en esta region,
Sauromalus ater es principalmente continental, mientras que el resto son endémicas de las

islas (Hollingsworth, 1998; Grismer, 2002).

En isla Alcatraz, estad reportada una poblacién hibrida introgresiva que involucra a
tres de ellas: Sauromalus varius, S. hispididus y S. ater (Robinson, 1972; Case, 1982; Grismer,
1995). Este reporte estd basado Unicamente en observaciones morfolégicas, como
individuos que presentan los patrones de coloracién de las tres especies (Hollingsworth,
1998; Grismer, 2002). Sin embargo, su identidad genética o posible hibridacién no ha sido

validada por estudios genéticos.

Figura 1 Sauromalus ater x hispidus x varius de isla Alcatraz,
Sonora. Tomada de Grismer (2002).
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Sauromalus varius

Esta especie se caracteriza por su cuerpo aplanado, amplio y obeso, con faldas de piel a los
lados y un patrén de coloracién moteado gris oscuro, amarillo o naranja (Grismer, 2002).
Es una especie dimorfica con una longitud hocico-cloaca (LHC) maxima de 324 mm en
machos y 314 mm en hembras (Case, 1982) Es la mas grande de todas las especies de
Sauromalus, llegando a medir hasta 600 mm de longitud (Wellehan et al. 2003). Su gran
tamafio y su patrén de coloracidén son caracteristicas que lo diferencian del resto de las

especies del género (Lawler et al. 1995)

=S

Figura 2 Sauromalus varius de isla Roca Lobos, Baja California. Fotografia: V.
Reynoso, 2013.

Tienen la cabeza y el cuerpo muy deprimidos, siendo la parte posterior muy amplia.
Su cabeza esta cubierta por escamas suaves e irregulares, las cuales son mas largas en las
regiones frontal y parietal y se tornan tuberculares en la region posterior. Las escamas del
cuerpo son cortas, tuberculares y subcdnicas, débilmente espinosas, siendo menores en la
region ventral, principalmente en el pecho. Los juveniles poseen bandas cafés transversales

indistintas que desaparecen cuando son adultos (Lawler et al. 1995).
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Distribucion.- Es una especie nativa de isla San Esteban (Sonora) y enlistada como especie
en peligro en CITES I y especie amenazada en la NOM-ECOL-059-2010. Actualmente
también se puede encontrar en isla Roca Lobos (Baja California) de manera silvestre y una
poblacion en cautiverio en el Museo Desierto Arizona-Sonora en Tempe, Arizona (McAliley
et al. 2006). También se dice que hay una poblacién de recién introduccién en Punta

Sargento en Sonora (comp. pers.) (Figura 3).

Figura 3 Mapa que muestra la distribucion de las especies Sauromalus ater (S. obesus), S. hispidus,

S. varius y la poblacién hibrida de isla Alcatraz.

Ecologia.- Tiene una dieta que consiste en 22 especies de plantas, dentro de las que
destacan Perityle emoryi (Asteraceae n.c. manzanilla), Olneya tesota (Fabaceae n.c. palo
fierro), Atamisquea emarginata (Capparidaceae n.c. atamisque), Opuntia biglovii (Cactaceae

n.c. cholla), prefiriendo arbustos sobre hierbas, cactos, pastos y hojas sobre flores, frutos,
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semillas o tallos (Sylber, 1988). En cuanto a su reproduccidn, se tiene reportado que se
aparea en primavera y deposita los huevos a finales de la primavera y principios del verano,
las crias emergen en septiembre y octubre (Case, 1982). Muestra actividad durante todo el
afio, siendo minima durante los dias calidos de invierno. Durante los periodos frios se
refugian en fisuras entre las rocas. Emergen durante 1 o 2 horas cuando sale el sol
colocandose debajo de parches de chollas. Dentro de sus depredadores se encuentran aves,
como la aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) y la iguana espinosa Ctenosaura conspicuosa

(Grismer, 2002).

Hdbitat.- La isla San Esteban tiene un clima caliente y arido, excepto durante el verano
tardio y el otofio, cuando las lluvias fuertes son comunes. La flora esta compuesta por
especies xerdfitas y tropicales deciduas. Durante la temporada de lluvias, el follaje es

abundante y los pastos cubren los arroyos (Grismer, 2002).

Sauromalus hispidus

Sauromalus hispidus también posee un cuerpo amplio y obeso. Los adultos alcanzan a
medir hasta 317 mm LHC, lo que la convierte en la segunda especie mas grande del género
(Grismer, 1995). Su cabeza es plana, relativamente pequefia y triangular desde una vista
dorsal, siendo mas grande en adultos machos (Grismer, 2002). Se diferencia de las otras
especies por poseer escamas espinosas en la nuca tan grandes como las espinas
preauriculares, sus escamas dorsales terminan de manera posterior en una espina obtusa y
larga, cuentan en promedio con 16 filas de escamas dorsales, el numero de filas de escamas
ventrales, que van desde la papada gular hasta el ano, promedian 118, el nimero de
escamas alrededor de la parte mas gruesa de la cola promedia 50, y cuentan con 12 a 15
poros femorales (Stejneger, 1891). Otra caracteristica que diferencia esta especie de las
otras dos es su coloracidn, pues presenta un patréon oscuro (Grismer, 2002). Como las otras
especies de Sauromalus, esta catalogada como especie amenazada en la NOM-ECOL-059-

2010.
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Figura 4 Sauromalus hispidus de isla Animas, Baja California.
Fotografia: V. Reynoso, 2013.

Distribucion.- Es endémica de las islas del Golfo de California, estando presente en Angel de
la Guarda, Cabeza de Caballo, Flecha, Granito, La Ventana, Mejia, Piojo, Animas, San Lorenzo

y Smith (Hollingsworth, 1998; Grismer 2002) (Figura 3).

Hdbitat.- Las islas en donde se distribuye se ubican en la regién costera central. Son de

clima arido y domina la vegetacion espinosa arbustiva (Grismer, 2002).

Ecologia.- Esta especie esta bien representada en las islas. De acuerdo con Grismer (2002)
los juveniles tienen preferencia por areas rocosas, mientras que los adultos permanecen la
mayor parte del tiempo en madrigueras profundas. Su dieta estd compuesta por 35
especies de plantas entre las que destacan Bursera microphylla (Burseraceae n.c. Torote
colorado), Ambrosia ilicifolia (Asteraceae) y Viscainoa geniculata (Zygophyllaceae). Al igual
que S. varius es estrictamente herbivora prefiriendo arbustos sobres hierbas (Sylber, 1988).
El apareamiento generalmente ocurre a principios de la primavera, la ovoposicién a
principios del verano y las crias emergen en otofio (Grismer, 2002). Se ha reportado que las
hembras producen en promedio 19 huevos (Sylber, 1988); sin embargo, se han encontrado

algunas con hasta 28 huevos bien desarrollados (Grismer, 2002). Dentro de sus
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depredadores mas comunes se encuentran la aguililla cola roja (Buteo jamaicensis) y el

alcauddn verdugo (Lanius ludovicianus).

Sauromalus ater

Sauromalus ater (sn. S. obesus), al igual que las otras dos especies, también posee un cuerpo
comprimido dorsoventralmente. Son de tamafio moderado, relativamente mas pequefias
que las especies insulares, llegando a medir apenas 224 mm LHC cuando son adultos
(Grismer, 2002). Su cabeza es aplanada, relativamente pequefia y triangular, ideal para
refugiarse en grietas entre las rocas (Lappin et al. 2006). Es una especie sexualmente
dimorfica en la que los machos presentan un cuerpo y una cabeza mas grande que las
hembras (Petren y Case, 1997). De acuerdo con algunos autores este patron estd
correlacionado con aspectos de territorialidad (Kwiatkowski y Sullivan, 2002). De manera
general, las crias, juveniles y hembras adultas poseen un color café grisaceo tenue y un
patrén de bandeo mas oscuro en el cuerpo y la cola. Sin embargo, esta especie posee una
amplia variacion de color a lo largo de toda su distribucién (Grismer, 2002; Kwiatkowski y

Sullivan, 2002), por lo que se reconocen varias clases.

Figura 5 Sauromalus obesus de Bahia Kino, Sonora.
Fotografia: V. Reynoso, 2013.
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Distribucion.- De las tres especies, S. ater es la que presenta la distribucion mas amplia,
abarcando tanto localidades continentales como islas. Se distribuye en los desiertos de
Sonora y Mojave, desde el este de California, sureste de Nevada y Utah hacia el sur por el
oeste de Arizona y sur de California llegando al noreste de Sonora y Baja California. En este
ultimo se extiende por las dreas rocosas hasta aproximadamente 10 km al sur de La Paz,
todo por la parte oeste de la peninsula, encontrdndose Unicamente dos poblaciones
aisladas del lado del Pacifico en Sierra Vizcaino y Sierra Santa Clara (Grismer, 2002).
También esta presente en algunas islas del Golfo de California, como isla Ballena, Danzante,
El Coyote, Espiritu Santo, Gallo, Pardo, Partida Sur, San Cosme, San Diego, San Francisco,
San José, San Marcos, Santa Cruz, Tiburén y Willard (Hollingsworth, 1998; Grismer, 2002).
Debido a su amplia distribuciéon y diversidad morfolégica se han manejado diferentes
clasificaciones en subespecies. La mas reciente reconoce cinco subespecies: S. ater ater, S.
ater shawi, S. ater multiforminatus, S. ater townsendi y S. ater tumidus. De éstas, S. ater

townsendi es la que se distribuye en el noroeste de Sonora e isla Tiburén (Figura 6).

¥

Figura 6 Mapa de distribucion de Sauromalus ater (IUCN, 2014).
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Ecologia.- Los machos alcanzan la madurez reproductiva a los 2 afios de edad y 125 mm
longitud hocico-cloaca (LHC). Las hembras por su parte alcanzan la madurez reproductiva
al mismo tamafio que los machos y a los 2 o 3 afios de edad, pero so6lo cuando las
condiciones ambientales son 6ptimas. El nimero de huevos producidos esta altamente
relacionado con el tamafo del cuerpo, siendo en promedio 7 huevos. Se ha registrado que
los adultos de ambos sexos parecen ser mas susceptibles a depredadores después de que
alcanzan los 165 mm LHC, por lo que es dificil observarlos en el exterior. Asimismo se ha
encontrado un tiempo generacional de 8.2 afios y una expectativa de vida de alrededor de

15 anos (Abts, 1987).

Dentro de sus depredadores naturales se han reportado aves como el halcon
peregrino (Falco peregrinus) y el cernicalo americano (Falco sparverius), coyotes (Canis
latrans) y serpientes como el crétalo diamante occidental (Crotalus atrox), la serpiente real
comun (Lampropeltis getula), la culebra lira cabeza negra (Trimorphodon biscutatus) y la

serpiente de Gopher (Pituophis catenifer) (Prieto y Sorenson, 1975; Brodie et al. 2003).

La hipo6tesis manejada sobre la poblacién hibrida de isla Alcatraz es que S. ater era la
especie endémica de la isla, puesto que es comun en las faldas rocosas de las montafias en
Bahia Kino, y que por posibles introducciones de las otras dos especies por los indios Seri

se produjo la introgresion (Grismer, 2002).

27



Estudios genéticos con Sauromalus

Existen diversos estudios sobre el género Sauromalus. Sin embargo, gran parte de ellos son
sobre aspectos morfoldgicos (Case, 1976; Tracy, 1999; Lappin et al. 2006), ecoldgicos
(Hansen, 1974; Abts, 1987; Sylber, 1988; Kwiatkowski y Sullivan, 2002a, 2002b; Brodie et
al. 2003; Kwiatkowski, 2003, Tracy y Diamond, 2005), etolégicos (Mayhew, 1963; Nagy,
1973; Smits, 1985; Deban et al. 1994) , fisiologicos (Crawford y Kampe, 1971; Muchlinski et
al. 1990), y de sistematica (Hollingsworth, 1998), y muy pocos son sobre aspectos

genéticos.

El primer estudio genético que se realizé con el género fue para evaluar la
diversidad cariotipica de nueve poblaciones islefias representando a las especies S. ater,
hispidus y varius. Se encontré que todas las poblaciones tienen un namero diploide de 36
cromosomas y que no ha ocurrido ningin rearreglo cromosémico durante la radiacién y

evolucion del género (Robinson, 1974).

Existen otros dos estudios filogeograficos en el suroeste de Estados Unidos. En el
primero de ellos analizaron 51 individuos de S. obesus de 25 localidades con sitios de
restriccion polimérficos de ADN mitocondrial generados con 20 endonucleasas,
encontrando una fuerte estructura genética y niveles muy altos de diversidad genotipica
(Lamb et al. 1992). El segundo se llevo a cabo en el sur de Nevada analizando secuencias de
fragmentos mitocondriales (cyt b y region control) de 105 individuos de 25 localidades
vecinas, encontrando en este caso niveles muy bajos de diversidad genética dentro de las

poblaciones, siendo mayor la diferencia entre poblaciones (Brodie et al. 2003).

Por ultimo, se encuentra un andlisis filogenético de la evolucién del tamafio del
cuerpo y biogeografia del género Sauromalus y otras iguanas utilizando secuencias
mitocondriales del gen cyt b. Para probar las hipdtesis evolutivas del tamafo del cuerpo se
utilizaron muestras de S. hispidus y S. varius, puesto que son hasta cinco veces mas grandes
que otras especies de iguanas continentales. La reconstruccion del tamafo del cuerpo como
caracter continuo reveld6 que los ancestros de Sauromalus eran de gran tamafio. Se
infirieron dos principales cambios en el tamafio del cuerpo después de la divergencia de

Sauromalus del ancestro comun con Iguana iguana, su especie mas cercana. El primer

28



cambio, de grande a pequefio, ocurri6 antes de cualquier diversificacion en el género
Sauromalus. Durante la especiacidn, el tamafio permaneci6 pequeno. El segundo cambio, de
regreso a grande, ocurrid en el ancestro de las especies gigantes y se mantuvo durante la

divergencia de S. hispidusy S. varius (Petren y Case, 1997).
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MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

El Mar de Cortés, también conocido como el Golfo de California, es un cuerpo de agua que
separa la peninsula de California de la parte continental de México (Lindsay y Engstrand,
2002) (Figura 6). Se extiende en direccion noroeste en una longitud de 1,500 km, con
anchuras variables de 92 a 222 km, en latitudes extremas de 20°30’ y 31° Norte, y
longitudes de 107° y 115°. Aqui se localizan aproximadamente 900 islas o islotes
(SEMARNAT, 2012), siendo la mayoria de estas vestigios geoldgicos de la separacion de la
peninsula del continente, un proceso continuo que empezdé hace aproximadamente 4

millones de afios (Lindsay y Engstrand, 2002).

Los climas regionales varian desde las lluvias de invierno tipo mediterraneo a las
lluvias de verano tipo monzén. Las temperaturas pueden variar desde los grados de
congelamiento hasta los 48°C en el verano del Desierto de Sonora, aunque de manera
general se considera un clima calido-seco. Cuenta con una gran diversidad escénica que
consiste en desiertos, bosques secos bajos, dunas, islas, deltas, playas arenosas, arrecifes de
coral y de roca, asi como vientos hidrotermales y humedales costeros (Luque y Robles,
2006).
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a. Bahia Kino

Es un area continental de 60 km de litoral situada en la costa del Mar de Cortés en el estado
de Sonora. Abarca desde Punta Chueca (29° 00’ 53” N, 112° 09’ 37” W), frente a isla
Tiburén, hasta punta San Nicolds (28° 43’ 07” N, 111° 55 10” W). La regién cuenta
principalmente con climas secos y semisecos con una temperatura media anual de 21.5 °C,

llegando a alcanzar hasta los 49.5 °C (DIGAOHM, 2012) (Figura 8a).
b. Isla Alcatraz

Es una pequena isla de 1.44 km?, que se encuentra aproximadamente a 1.5 km de la costa
de la comunidad Bahia Kino Viejo, Sonora (28° 49’ N, 111° 55 W) (Galvan, 2007).
Comprende cuatro habitats basicos: playa arenosa, playa rocosa, salitrales y riscos rocosos.
La vegetacidn es haléfila con arbustos de yodo (Allenrolfea occidentalis: Amaranthaceae) y
saliciesos (Lycium spp.: Solanaceae) que crecen en el valle salado, mientras que el cardén
(Pachycereus pringlei: Cactaceae) se puede encontrar en altitudes mas elevadas (Galvan,

2007; DIGAOHM, 2012) (Figura 8b).
c. Isla San Esteban

Es una isla rocosa y arida con una longitud de 7.4 km en direccién N-S y aproximadamente
5.55 km de ancho, 531 m de altura y 41 km? (Wilder et al. 2008; DIGAOHM, 2012). Se
encuentra aproximadamente en medio de la parte continental de México y la peninsula de
Baja California, a una latitud de 28° 40’ N. Es el centro conector de una cadena de islas a lo
largo del Golfo, encontrandose ligeramente mas cerca de isla Tiburén, 11 km al sur, que a
San Lorenzo del lado de Baja California (Banks, 1969). Esta compuesta de rocas volcanicas
calcoalcalinas, andesitas orogénicas y dacitas (Desonie, 1992). Un aspecto importante de
esta isla es que es de origen volcanico surgiendo en medio del golfo, por lo que nunca ha

estado en contacto con el continente (Wilder et al. 2008) (Figura 8c)
d. Isla San Lorenzo

San Lorenzo tiene una longitud de 16 km y aproximadamente 2 km de ancho y esta

localizada 34 km al sur de isla Angel de la Guarda. Sus rocas mas antiguas consisten en
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metasedimentos, que se encuentran principalmente en la parte central de la isla (Rossetter,

1973) (Figura 8d).

Figura 8 (a) Bahia Kino, (b) isla Alcatraz, (c) isla San Esteban, (d) isla San Lorenzo.
Fotografias: (a) y (b) G. Santos, 2013; (c) MapasMexico.net, 2013; (d) V. Reynoso, 2013.

Colecta y obtencion de muestras

Para obtener las muestras se llevaron a cabo dos salidas de campo con una duracién de 30
y 15 dias cada una. Se colectaron 90 individuos pertenecientes a isla Alcatraz (30), isla San
Lorenzo (30) y Bahia Kino (30). Con 30 individuos de isla San Esteban colectados en el

2011, se tienen representantes de las tres especies de interés con un total de 120 muestras.

Para la colecta se hicieron recorridos por las partes rocosas de las islas buscando los
individuos en los orificios entre las rocas principalmente. Una vez observado el individuo

se procedia a capturarlo de manera directa o bien con ayuda de un lazo de perro para
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evitar las espinas de los cactus. Los ejemplares colectados fueron mantenidos en sacos de
manta para la obtencidn de las muestras al finalizar la jornada, cuya duracion promedio fue

de 8 horas, desde el inicio de los recorridos hasta la obtencion de las muestras.

Para la obtencion de las muestras se extrajo 1 ml de sangre de la vena caudal de
todos los ejemplares colectados (Esra et al. 1975), en total 115. Las otras cinco muestras
son de tejido de algiin dedo, porque no fue posible extraer sangre puesto que los individuos
ya estaban muertos. Todas las muestras fueron preservadas en etanol 96% y transportadas

ala Coleccion Nacional de Anfibios y Reptiles del Instituto de Biologia, UNAM.

Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 utilizando un protocolo modificado de Sunnucks y Hales
(1996) y Aljanabi y Martinez (1997), el cual consiste en colocar 25 pl de tejido sanguineo
en 300 pl de buffer TEN (10 mM TrisHCI pH 8, 100 mM EDTA y 100 mM NaCl) + SDS 2%,
agregando 12 ul de proteinasa Ky dejando incubar toda la noche a 56 °C. Al dia siguiente se
afiaden 100 pl de NaCl 5M, se vortexean las muestras durante 30 segundos y se centrifugan
durante 7 min 30 seg a 14,000 rpm a 4 °C. Posteriormente se transfiere el sobrenadante a
tubos nuevos con 800 pl de etanol absoluto frio y se dejan toda la noche a -20 °C. El tercer
dia se centrifugan las muestras durante 20 min 30 seg a 14,000 rpm a 4 °C, se decanta el
exceso de alcohol y se afiaden 800 pl de etanol 70% frio. Se centrifuga nuevamente durante
7 min 30 seg a la misma velocidad, se decanta el exceso de alcohol y se secan a temperatura
ambiente durante toda la noche. Una vez secas se les afiaden 150 pl de agua destilada

estéril y las muestras se consideran listas para ser visualizadas.

Visualizacion de ADN

Se llevd a cabo la visualizacion de todas las muestras mediante la técnica de electroforesis
en geles de agarosa al 1% (Figura 9). El tamp6n de carga const6 de 1 pl de Buffer de carga

10X adicionado con el colorante Red Gel, y 5 pul de muestra de ADN.
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Figura 9 Extraccion de muestras de isla Alcatraz en un gel de agarosa al 1%.

Amplificacion de genes mitocondriales y microsatélites

Mediante la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis et al. 1986) se
amplificaron dos genes mitocondriales (Kocher et al. 1989; Arévalo et al. 1994) (Tabla 1) y
siete microsatélites aislados y caracterizados para Sauromalus varius (Tabla 2) (McAiley et
al. 2006). Para la amplificacion de los genes mitocondriales se implementé un protocolo
diferente al reportado (Apéndice 1a), mientras que para la amplificacion de los

microsatélites se sigui6 el protocolo de McAliley et al. (2006) (Apéndice 1b).

Tabla 1 Primers de los genes mitocondriales.

Primer Secuencia Referencia
L14841 5’-
(F) AAAAAGCTTTCCAACATCTCAGCATGATGAAA
Cythb Kocher et al. (1989)
H15149 5’-AAACTGCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA
(R)
ND4 (F) 5’-CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTA
ND4 Arévalo et al. (1994)

LEU (R) 5’-CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA
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Tabla 2 Caracteristicas de los siete microsatélites disefiados para Sauromalus varius (McAliley et al.
2006)

Locus Repeat motif Secuencia Tamanio de
alelos
Sauro 2A5 F: TCGGACACTGCCTTAAATTAGA®
(GT)15 R: TGGAGGAATTTCTTGATGGTTACA 152-162
Sauro 7A9 (AC)12 (AG)2 F: GTGCCCTGTGAAATGTATTC* 161-197
R: TTCAGGAAAGCTCTATTACAC
Sauro 10H2 (ca)11 F: GAAGAGGGGAAGAGTCCTAGA* 180-198
R: CCCACCTTTGACACTGGACTTA
Sauro 2F5 (AC)10 F: CCCAAGAACTAGACTGCCTGTAA® 152-158
R: TGGAATATGTGGCAGGTTTT
Sauro 13812  (CA)11 F:CTTTGACACTGGACTTATAGACTAA® 144-160
R: GCAAAGATTCAAGGTGTCTACT
Sauro 9B10 (CACA)3 F: AGGCACCCTGTTCTCCTCATC* 142-146
(CAGA)3 R: GAGTACATCTGACCGTCCACATT
Sauro 18A4 (AT)4 (GT)12 F: GGTTGGCCCATTTCTATT® 143-161

R: AAATGAAGGGAGGTTAGAA

* Primer marcado con HEX en 5’

° Primer marcado con FAM en 5’

Las reacciones para la amplificacién se prepararon con un volumen final de 15 pl
para los genes mitocondriales y de 25 pl para los microsatélites, con las siguientes
concentraciones: 1.0 U de Taq polimerasa (Invitrogen y Bioline), 3mM de MgClz, 100 uM de
cada primer, 1X de buffer PCR, 0.5 - 1 ul de ADN, y agua destilada estéril para completar el
volumen. Se visualizaron en geles de agarosa al 2% con un tampdn de carga de 1ul de

Buffer de carga adicionado con Red Gel y 4 ul de muestra.

Figura 10 Amplificacién del microsatélite 13B12 con 15 muestras de isla
San Esteban visualizada en un gel de agarosa al 2%.
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Las amplificaciones fueron secuenciadas y genotipificadas en un secuenciador ABI
3500 xL (Applied Biosystems) del Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de Biologia,
UNAM. Para los microsatélites se utilizéd el tamafio estandar GeneScan™ 500 Rox™

(Applied Biosystems) para su lectura.

Analisis del genoma mitocondrial

Las secuencias mitocondriales fueron visualizadas y editadas utilizando los programas
FinchTV (Geospiza, 2013) y MEGA 5 (Tamura et al. 2011). Con este ultimo también se

realizo el alineamiento de las mismas utilizando el criterio CLUSTAL.

Diversidad y estructura genética

Se obtuvieron valores de diversidad genética, como numero de sitios polimorficos (s),
numero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (Hq) y diversidad nucleotidica (), tanto
de forma general como por poblacién, con el programa DnaSP v5 (Librado y Rozas, 2009)
para ambos genes mitocondriales (cyt b y ND4). Para obtener la estructura genética, con
este mismo programa se calcularon los valores de Fs: pareados entre todas las poblaciones.
Por medio de este estadistico se calcul6 el nimero de migrantes efectivos (Nm) con la

siguiente férmula:

1- Fst

" oF«

Asimismo, también se calcularon los estadisticos Gst y Ns.. Gsc es conocido como
coeficiente de diferenciacion genética. Este estimador se utiliza principalmente en
secuencias nucleares y mitocondriales y se basa en las formulas propuestas por Nei (1987).
Funciona de la misma manera que Fs: pues depende la cantidad de variacién genética
encontrada. Ns; también es similar a Fs, pero Ns utiliza la correcciéon de Jukes y Cantor
(1969). Con los valores de Ny se analiza la relaciéon entre el promedio de la distancia
genética entre distintas poblaciones con relacién a la poblacién total. Una de las principales
diferencias entre estos dos estadisticos es que Gs: utiliza Unicamente las frecuencias alélicas

para medir diferenciaciéon entre poblacién, mientras que Ns también toma en cuenta las
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similitudes entre los haplotipos (Pons y Petit, 1996). Por esta razén, una comparacién entre

estos dos estadisticos puede ser indicador de sefial filogeografica.

Para detectar si existe sefal filogeografica se utiliz6 el programa SPADS 1.0
(Dellicour y Mardulyn (2014), en el cual la prueba estadistica para evaluar la significancia
en la diferencia entre Nyg: y Gs esta basada en permutaciones aleatorias de haplotipos

(Hardy y Vekemans, 2002).

Con el programa Network 4.612 (Bandelt et al. 1999) se construyeron dos redes de
haplotipos, una por cada gen, utilizando el criterio Median-Joining. También, se elabor6 un
mapa en donde se presenta la distribucidn geografica de los haplotipos encontrados, con el
programa ArcGIS 10.2. Adicionalmente, con el programa Mesquite v 3.04 (Maddison et al.
2015) se concatenaron las secuencias de ambos genes mitocondriales y se construyé una

red de haplotipos bajo los mismos criterios mencionados anteriormente.

Se realiz6 un analisis de aislamiento por distancia con el programa IBD (Jensen et al.
2005). La principal utilidad de este tipo de analisis es determinar si la distancia geografica
esta relacionada con las distancias genéticas encontradas en las poblaciones, es decir, si a
mayor distancia geografica, se encuentra una mayor diferenciacién genética (Bohonak,
2002). Para esto se realiz6 una prueba de Mantel, la cual analiza la significancia en la
correlacién de matrices de distancias genéticas y distancias geograficas. La matriz de
distancias genéticas se realiz6 con los valores pareados de Fs. Las distancias geograficas se

obtuvieron de Google Earth.

Para los andlisis de inferencia bayesiana, se utilizé el programa jModelTest v.0.1.1
(Posada, 2008) para buscar el modelo de sustituciéon que mejor se ajusta a los datos de los
genes cyt b y ND4. Para ambos genes se escogio el modelo GTR. Asimismo, se obtuvieron
secuencias en GenBank de las especies Iguana iguana, Ctenosaura hemilopha, C. similis y
Conolophus subcristatus para ser utilizadas como grupos externos (Apéndice 2). Con esta
informacién se generaron dos arboles de inferencia bayesiana con el programa BEAST

v.1.8.0 (Drummond et al. 2007) utilizando 100,000,000 cadenas de Markov.
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Se estimaron los tiempos de divergencia de las tres especies de Sauromalus
analizadas en este trabajo, S. ater, S. hispidus y S. ater. Para esto se obtuvieron secuencias en
GenBank de las especies Ctenosaura pectinata. C. hemilopha e I. iguana para ser utilizadas
como grupos externos (Apéndice 2). Se trabaj6 con el modelo de reloj relajado y una edad
media de divergencia de 9.24 Ma (SD = 2.47 Ma) estimada por Zarza et al. (2008) para C.

pectinata y C. hemilopha. Se corrieron 500,000,000 generaciones de cadenas de Montecarlo.

Posteriormente se evaluaron ambos resultados con el programa Tracer v.1.6.0
(Rambaut et al. 2014). Se generaron los arboles en el programa TreeAnnotator v.1.8.0
(Drummond et al. 2007) utilizando un burn in de 1,000, y 5,000 para los arboles de
inferencia bayesiana y el reloj molecular, respectivamente. Los arboles se visualizaron en el

programa FigTree v.1.4.2 (Rambaut 2007).
Analisis de microsatélites

Se visualizaron los picos de los microsatélites con los programas GeneMapper 4.0 (Applied
Biosystems, 2005) y GeneMarker (SoftGenetics, 2004). Adicionalmente los alelos
encontrados fueron verificados con el programa Micro-checker (van Oosterhout et al
2004), evaluando también combinaciones de loci donde alelos nulos pudieran estar
presentes. Se tomé como presencia de alelos nulos cuando Micro-checker lo sugiri6 y se

observaron individuos no amplificados.

Diversidad y estructura genética

Para determinar los niveles de diversidad genética de las poblaciones se estimaron los
parametros de heterocigosis observada y esperada, riqueza alélica, equilibrio de Hardy-
Weinberg y la frecuencia de alelos nulos, todo esto mediante los programas GENEPOP 4.2

(Rousset, 2008) y Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Para obtener los niveles de flujo génico y diferenciacién genética se calcularon los
estadisticos F (Fis, Fit y Fst), ademads del equivalente estadistico de diferenciacién utilizado
para microsatélites (Rs). Asimismo, se calcul6 el nimero de migrantes efectivos para las

poblaciones en total, asi como entre poblaciones, este ultimo mediante la formula:
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1- Fst

~ 4Fs
utilizando GENEPOP 4.2 (Rousset, 2008) y Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010).

Se efectu6 la prueba de comparacién entre Fs: y Rs: desarrollada por Hardy et al.
(2003) conocida como Prueba de permutaciones alélicas, esto con el programa SPAGeDI
(Hardy y Vekemans, 2002). La prueba compara el valor observado de Ry con el valor
esperado después de las permutaciones (pRs) cuando las diferencias en los tamafios
alélicos no contribuyen a la diferenciacién genética, bajo el supuesto de que el
procedimiento no debe afectar los valores de Ry, pero si los tamafios alélicos contribuyen a
la diferenciacién genética, pRs: dependera sélo de la identidad y tendra un valor menor a Rs:.
Cabe resaltar que pRs: tiene un valor igual al Fs: observado de los datos. Esta comparacion
puede responder a la pregunta de si los alelos mas relacionados estdn dentro de cada
poblacién o en poblaciones distintas, es decir, si existe alguna sefial filogeografica dentro de

las poblaciones (Hardy y Vekemans, 2002).

Asimismo, se hizo un anadlisis de aislamiento por distancia mediante una prueba de
Mantel para determinar si existe una relacion entre las matrices de distancias genéticas y
distancias geograficas de las poblaciones. Para las matrices de distancias genéticas se
utilizaron los estadisticos de diferenciacion genética Fs: y Rs.. Adicionalmente, se realizo un
analisis de regresion lineal entre los niveles de heterocigosis encontrados y el area total

donde se distribuye cada poblacion.

Se estimaron los tamafios efectivos (Ne) de las poblaciones con el programa
NeEstimator (Do et al. 2014) utilizando el método de desequilibrio de ligamiento para

estimarlos.

Se compard la estructura poblacional mediante dos analisis de varianza (AMOVA) en
el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). El primer andlisis se hizo con dos
grupos, un grupo constituido por la poblacién continental, y el otro por todas las

poblaciones islefias. En el segundo andlisis se formaron tres grupos, uno con la poblacién
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continental, otro, la poblacién de San Lorenzo, y el tercero las poblaciones de Alcatraz y San

Esteban.

Por ultimo, se realizé un analisis bayesiano de asignacién de individuos a grupos con
el programa STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al. 2000). Para el obtener el nimero de grupos

(clusters k) se utilizaron los métodos de Evanno y Delta K (Evanno et al. 2005).

Hibridacién

Se utiliz6 el programa Structure 2.3.2 (Pritchard et al. 2000) para identificar individuos con
ancestria mixta y obtener su probabilidad de asignaciéon a poblaciones. Este programa
utiliza datos genotipicos multilocus para estimar de manera probabilistica la pertenencia
de un individuo a un determinado cluster (K) basado en un modelo Bayesiano de Cadenas
de Markov Monte Carlo (MCMC), generando estimaciones de la proporciéon de mezcla de

cada individuo conocido como el valor Q, el cual puede ser utilizado para identificar

individuos hibridos (Pritchard, 2000).

Para obtener el nimero de poblaciones (K) mas probable se utilizaron los siguientes
pardmetros en el programa: un burn in de 50,000 con 500,000 MCMC, un modelo de
ancestria “admixed” con frecuencias alélicas correlacionadas y un set de K de 1 a 7 con 10
repeticiones cada uno. La carpeta de resultados arrojada por el programa se analiz6
utilizando el sitio web Structure Harvester (Earl y vonHoldt, 2012) para obtener el nimero
de clusters mas probable, que estd asociado al nimero mas alto de 4K (Evanno et al. 2005).
Una vez identificado el nimero de clusters se obtuvo el valor Q promedio de las 10 corridas
de cada individuo tomando el minimo de las poblaciones de San Esteban, San Lorenzo y

Bahia Kino como limite para considerar un individuo como puro (Smith et al. 2013).
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RESULTADOS

Genoma mitocondrial

Diversidad genética

Con el gen cyt b se analizaron 41 secuencias de 293 pb, encontrando de manera general una
baja diversidad genética, con 19 sitios polimdrficos y una diversidad nucleotidica total ()
de 0.0205. En total se encontraron 10 haplotipos y una diversidad haplotipica (Hq) de 0.878.
La poblacion que presento los niveles mas bajos de diversidad fue San Esteban (S. varius),
mientras que San Lorenzo (S. hispidus) y Bahia Kino (S. ater) fueron las que presentaron los

niveles mas altos (Tabla 3).

Tabla 3 Resumen de los estadisticos de diversidad genética de la mitocondria de las especies S.
varius (San Esteban), S. hispidus (San Lorenzo) y S. ater (Bahia Kino), y la supuesta poblacién
hibrida de Alcatraz. S, nimero de sitios polimorficos; h, nimero de haplotipos; Hy diversidad
haplotipica; m, diversidad nucleotidica; k, nimero promedio de diferencias nucleotidicas. Arriba son

los valores para cyt b, abajo los valores para ND4.

Poblacion S h Hd T k
Alcatraz 3 3 0.4727 0.0029 0.6909
San Lorenzo 3 4 0.7778 0.0044 1.0222
San Esteban 1 2 0.3889 0.0017 0.3889
Bahia Kino 2 2 0.4667 0.004 0.9333
Alcatraz 0 1 0.00 0.00 0.00
San Lorenzo 5 3 0.5556 0.0022 1.2778
San Esteban 0 1 0.00 0.00 0.00
Bahia Kino 4 3 0.3455 0.0013 0.7273

Con el gen ND4 se analizaron 42 secuencias de 595 pb, en donde se encontraron
valores similares de diversidad nucleotidica () y haplotipica (H4) que con cyt b, siendo

0.025 y 0.7991 los valores totales, respectivamente. Sin embargo, se encontr6 un mayor
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numero de sitios polimorficos, 40 en total, pero un menor numero de haplotipos,
Unicamente siete, repartidos entre s6lo dos poblaciones, San Lorenzo y Bahia Kino. Las
poblaciones de Alcatraz y San Esteban no presentaron sitios polimorficos, y por lo tanto,

s6lo presentaron un haplotipo (Tabla 3).

Estructura genética

Los valores de Fs: encontrados con cyt b son elevados para todas las combinaciones de
poblaciones, encontrandose la menor diferenciacion genética entre la poblacion de Alcatraz

y San Lorenzo, y la mayor entre San Esteban y Bahia Kino (Tabla 4).

Tabla 4 Valores pareados de Fy, G« y N« entre las poblaciones de Alcatraz, San Lorenzo (S.

hispidus), San Esteban (S. varius) y Bahia Kino (S. ater) con el gen cyt b.

Poblaciones Fy Gst Nst
Alcatraz San Lorenzo 0.5143 0.1961 0.5153
San Lorenzo San Esteban 0.8537 0.2594 0.8552
San Esteban Bahia Kino 0.9327 0.3990 0.9343
Bahia Kino Alcatraz 0.9094 0.3603 0.9113
Alcatraz San Esteban 0.9034 0.3933 0.9045
San Lorenzo Bahia Kino 0.8808 0.2329 0.8831

Con ND4, la mayor diferenciacion se obtuvo entre Alcatraz y San Esteban, con un
valor de 1.0, y el valor mas bajo fue entre Alcatraz y San Lorenzo. Sin embargo, todos los
valores son altos (Tabla 5). En ambos casos, los valores de Gs: son menores, pues no se
encontraron multiples alelos en las poblaciones; sin embargo, presenta el mismo patrén de

diferenciacion que los estadisticos Fs: y Ns:.
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Tabla 5 Valores pareados de Fy, Gst y Ng entre las poblaciones de Alcatraz, San Lorenzo (S.

hispidus), San Esteban (S. varius) y Bahia Kino (S. ater) analizadas con el gen ND4.

Poblaciones Fy Gst Ny
Alcatraz San Lorenzo 0.8309 0.5476 0.8310
San Lorenzo San Esteban 0.8973 0.5886 0.8976
San Esteban Bahia Kino 0.9880 0.7054 0.9884
Bahia Kino Alcatraz 0.9880 0.7054 0.9884
Alcatraz San Esteban 1.00 1.00 1.00
San Lorenzo Bahia Kino 0.9706 0.3822 0.9717

Con los valores de Fs: se estimaron los valores de flujo génico en el equilibrio entre
las poblaciones con el estimador Nm. Debido a que los valores de Fs: encontrados fueron
muy elevados, como consecuencia, los valores de Nm resultan muy bajos, es decir, el flujo
génico entre las poblaciones es muy escaso, salvo entre Alcatraz y San Lorenzo, en donde se

obtuvo un valor mayor (Tabla 6).

Tabla 6 Valores pareados de Nm calculados a partir de Fs: entre las poblaciones de Alcatraz, San

Lorenzo (S. hispidus), San Esteban (S. varius) y Bahia Kino (S. ater)..

Alcatraz San Lorenzo San Esteban
Alcatraz -
San Lorenzo 0.4722 -
San Esteban 0.0535 0.0857 -
Bahia Kino 0.0498 0.0677 0.0361

Con el programa SPADS se encontré que Gs: = 0.584 (p < 0.05) y Nst: = 0.922 (p <
0.05), dando como resultado una diferencia de Ny - Gs: = 0.338 (p < 0.05), lo que se traduce

como una sefial filogeografica presente en las poblaciones (Tabla 7).
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Tabla 7 Valores de Gst. N5ty Gst — N5t encontrados para cada gen mitocondrial (cyt by ND4) y

totales tomando en cuenta las cuatro poblaciones analizadas (Alcatraz, San Lorenzo, San

Esteban y Bahia Kino). p < 0.05, valor significativo*

Locus Gst Nyt Gst — Nyt
Cytb 0.407* 0.853* 0.447*
ND4 0.762* 0.972* 0.209*
Total 0.584* 0.922* 0.338*

Las redes de haplotipos muestran una estructura muy marcada y concordante con la

distribucién geografica. Con el gen cyt b Unicamente se encuentra un haplotipo compartido

por la poblaciéon de Alcatraz y San Lorenzo, el resto son exclusivos de alguna de las

poblaciones (Figura 11ay 11b).
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Figura 11 a) Red de haplotipos con cyt b; b) Mapa de distribucién geografica en la region central
del Golfo de California de los haplotipos encontrados en las poblaciones de Alcatraz, San Lorenzo (S.

hispidus), San Esteban (S. varius) y Bahia Kino (S. ater).
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Por su parte, con el gen ND4 también se encontré una fuerte estructura solo con un
haplotipo compartido entre Alcatraz y San Lorenzo, el resto son exclusivos para alguna

poblacion (Figura 12ay 12b).
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Figura 12 a) Red de haplotipos con el gen ND4; b) Mapa de distribucién geografica en la region
central del Golfo de California de los haplotipos encontrados en las poblaciones de Alcatraz, San

Lorenzo (S. hispidus), San Esteban (S. varius) y Bahia Kino (S. ater).
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En la red de haplotipos estimada con las secuencias concatenadas se encontraron 13
haplotipos, de los cuales 12 son exclusivos para alguna poblacién y inicamente el haplotipo

1 se encuentra compartido en las poblaciones de Alcatraz y San Lorenzo (Figura 13).

. Alcatraz
O San Lorenzo
. San Esteban
. Bahia Kino

I
Figura 13 Red de haplotipos estimada con las secuencias concatenadas de los genes

mitocondriales cyt b y ND4.
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La prueba de Mantel mostr6 una relacién negativa entre las distancias genéticas y

las distancias geograficas para ambos genes mitocondriales (cyt b y ND4), pero esta

relacion no fue significativa (r = -0.4407, p = 0.8380; r =

respectivamente) (Figura 14).
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Figura 14 Correlacién entre las distancias genéticas (Fs) y las distancias geograficas de las cuatro

poblaciones (a) para el gen cyt b, y (b) para el gen ND4.
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Los arboles de inferencia bayesiana, para cada uno de los genes mitocondriales
muestran una fuerte estructura poblacional (Figura 15 y 16), pues se observa que las
poblaciones se separan claramente en diferentes clados, siendo la poblacién de Alcatraz la
mas derivada. Unicamente se detecté un individuo de San Lorenzo que con ambos genes se
encuentra en el mismo clado que los individuos de la poblacién de Alcatraz, aunque
morfolégicamente no es diferente a los individuos de San Lorenzo.
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Figura 15 Arbol de inferencia bayesiana con el gen cyt b.
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Figura 16 Arbol de inferencia bayesiana con el gen ND4.
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El reloj molecular arroj6 un tiempo de divergencia estimado del género
Sauromalus de aproximadamente 8.93 Ma. Dentro del género, S. ater se separd del resto
de las especies hace aproximadamente 4.05 Ma. Las otras especies divergieron mas
recientemente. Se estim6 que hace 1.84 Ma S. varius de isla San Esteban divergié de S.
hispidus y de la poblacién de isla Alcatraz. Por ultimo, se encontr6 que S. hispidus y la
poblacion de isla Alcatraz son las mdas cercanas con un tiempo estimado de divergencia

aproximado de 1.07 Ma (Figura 17).
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Figura 17 Cronograma de las especies Sauromalus ater, S. varius, S. hispidus y la poblacién de
Alcatraz. Los valores en los nodos indican la probabilidad posterior de cada clado.
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Microsatélites
Diversidad genética

El anélisis en Micro-checker sugiri6 presencia de alelos nulos en todos los loci debido a
la alta proporcion de homocigos encontrados. Esta alta proporcion de homocigos es
esperada en poblaciones insulares debido a factores como el efecto fundador y la
endogamia. Unicamente se encontraron dos loci en equilibrio de Hardy-Weinberg en
todas las poblaciones, el resto de ellos se encontraron fuera del equilibrio en al menos

una poblacion (Tabla 8).

En cuanto a los resultados globales en relacién al equilibrio de Hardy-Weinberg
se encontré que las poblaciones de Alcatraz (P=0.014*), San Esteban (P=0.0063*) y
Bahia Kino (P=0.00%*) se encuentran fuera del equilibrio por exceso de homocigos en los
loci Sauro 18A4 en Alcatraz y San Esteban, y por exceso de heterdcigos en San Lorenzo.
Los loci Sauro 2A5, Sauro 13B12, Sauro 7A9, y Sauro 9B10 también se encontraron
fuera del equilibrio por exceso de homdcigos en las poblaciones de Alcatraz, San

Esteban y Bahia Kino.

Se detect6 desequilibrio de ligamiento significativo entre Sauro 2A5 y 7A9
(P=0.059*) y entre Sauro 13B12 y 10H2 (P= altamente significativo), lo que sugiere que
estdn asociados estos dos pares de loci. Esto como resultado del efecto de la deriva
génica en poblaciones insulares donde los tamafios poblaciones no pueden ser muy

grandes, o bien a que estos dos pares de loci estan cercanos en el cromosoma.

Tabla 8 Valores de P de los siete microsatélites indicando si se encuentran en equilibrio de

Hardy-Weinberg. P<0.05 valor significativo *.

Alcatraz San Lorenzo San Esteban Bahia Kino
Sauro 18A4 0.032* 0.005* 0.0329* 0.0797
Sauro 2F5 0.1691 1.00 - 0.6271
Sauro 2A5 0.1198 0.2198 0.0003* 0.2434
Sauro 13B12 1.00 1.00 1.00 0.018*
Sauro 7A9 0.8547 0.6246 0.198 0.00*
Sauro 9B10 0.015* - - 0.00*
Sauro 10H2 1.00 1.00 1.00 0.6992
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En general se encontraron niveles bajos de diversidad genética (Tabla 9),
comparado con otras iguanas (Tabla 10), siendo la poblacién continental (Bahia Kino) la

que presenta los valores mas altos.

Tabla 9 Resumen de los estadisticos de diversidad genética para S. varius, S. hispidus y S. obesus.
N, nimero de muestras; A, numero promedio de alelos; AR, riqueza alélica esperada para 27
individuos; AP, nimero de alelos privados; Ho, heterocigosis observada; He, heterocigosis
esperada; Fis, medida de desviacidn de las proporciones H-W en una subpoblacién (endogamia);

P, valor de significancia (P<0.05*); #, desviacién estandar.

Poblacién N A AR AP Ho He Fis (P)
Alcatraz 30 3.0+ 294 0 0.2814 + 0.2619+ -0.026
0.816 0.848 0.2563 0.1893 (0.517)

San Lorenzo 30 283+ 2.54 2 0.3115 * 0.2757+  -0.066
1.33 1.443 0.3281 0.2687 (0.566)

San Esteban 30 3.0+ 24 + 2 0.1963 * 0.2771 + 0.124
0.707 1.103 0.077 0.143 (0.098)

Bahia Kino 30 4143+ 41+ 14 0.399 0.5448+ -0.115
1.069 1.058 0.2597 0.1641 (0.878)

Tres de las poblaciones presentaron alelos privados. Bahia Kino presenté la
mayor cantidad de alelos privados, lo que indica una mayor diversidad en esta
poblacién con flujo génico limitado. La poblacion de Alcatraz es la Unica que carece de

alelos privados.

En lo que respecta al estadistico Fis, se encontraron valores negativos en tres de
las poblaciones, lo que indicaria un exceso de heterdcigos. Por el contrario, la poblacién
de San Esteban mostré un valor positivo, indicando un exceso de homdcigos. Sin

embargo, ninguno de los valores fue significativo (p > 0.05).
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Tabla 10 Niveles de diversidad genética en otras iguanas. Ho, heterocigosis observada; He,

heterocigosis esperada; AR, riqueza alélica; D, indice normal de Shannon-Weaver de diversidad

genética; , diversidad nucleotidica; G, diversidad genotipica.

, . Tamario de muestra Marcador
, Diversidad , ,
Especie enética Poblaciones molecular Referencia
9 individuos totales utilizado
Amblyrhynchus : 22 Rassman et al.
cristatus Ho=0.37-087 228 SSRs 1997
Conolophus Ho f 0.47 6 Tzika et al.
subcristatus AR=7.64 702 SSRs 2008
He=0.77
C. subcristatus Ho =0.67 2 SSRs Gentile et al.
(amarilla) AR =6.29 (£ 2.46) 42 2009
C. subcristatus Ho =0.38 1 SSRs Gentile et al.
(rosada) AR=3.78 (£ 2.22) 15 2009
Dipsosaurus 37 Enzmllas. d N Lamb et al.
dorsalis G=0.950 13 restriccion 1992
(mtDNA)
Sauromalus 51 Enzmllas. ,de Lamb et al.
ater G=0976 7t restriccién 1992
(mtDNA)
_ c Santos -
Ctenosaura Ho =0.757 1 SSRs Hernandez
pectinata He = 0.633 20 (da‘Fos no
publicados)
Ho = 0.83 Santos -
0=0. .
C. similis 1 SSRs ngr;andez
He = 0.626 20 (datos no
publicados)
Ho = 045 Santos -
0=0. .
C. oxacana 1 SSRs Hzrr;andez
He = 0.409 20 (datos no
publicados)
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Estructura genética

Los valores de Fs: y Rs son concordantes y muestran que existe una diferencia
significativa entre las poblaciones, siendo mayor entre la poblacién de Alcatraz y San
Lorenzo. Por el contrario, el valor es muy bajo entre la poblacién de Alcatraz y San
Esteban. Aunque también muestra diferencias significativas, este valor tan bajo podria

indicar que ambas poblaciones representan una misma especie (Tabla 11).

Tabla 11 Valores pareados de Fs: y Ry entre todas las poblaciones analizadas. Los valores de Fi
se muestran por debajo de la diagonal y los valores de Rs: por arriba de la diagonal. * Valores

significativos (P<0.05).

Alcatraz San Lorenzo San Esteban Bahia Kino
Alcatraz - 0.733* 0.064* 0.529*
San Lorenzo 0.607* - 0.789* 0.472*
San Esteban 0.085* 0.619* - 0.597*
Bahia Kino 0.556* 0.588* 0.589* -

Se encontré un nimero de migrantes efectivos de 0.155 después de la correccion
de tamafo realizada por Genepop tomando en cuenta todas las poblaciones, lo que
indica un flujo génico muy bajo. En el caso de los resultados del flujo génico (Nm) entre
poblaciones también se encontraron valores bajos para todos los casos, excepto entre
Alcatraz y San Esteban, en donde se encontraron valores superiores a la unidad
utilizando los estadisticos Fs: y Ry de diferenciaciéon genética para estimarlo. Debido a
que se trata de poblaciones aisladas, los valores altos encontrados no indican que exista
un flujo génico entre ellas en la actualidad, sino que una poblacién podria ser derivada

de la otra (Tabla 12).

Tabla 12 Valores de Nm pareados obtenidos a partir de los estadisticos Fs (debajo de la

diagonal) y Ry (arriba de la diagonal).

Alcatraz San Lorenzo San Esteban Bahia Kino
Alcatraz - 0.0909 3.6563 0.2228
San Lorenzo 0.1619 - 0.0669 0.2802
San Esteban 2.6912 0.1539 - 0.1688
Bahia Kino 0.1996 0.1752 0.1744 -
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Con el programa SPAGeDi se encontr6 que Rs: = 0.626 > Fs: = 0.531 (p = 0.125), lo
que indica que los tamafos alélicos no estan contribuyendo a la diferenciacién genética
en las poblaciones, y por lo tanto no se detecta una sefial filogeografica con estos

marcadores.

La prueba de Mantel con ambos estadisticos (Fs: y Rs:) mostré una relaciéon
negativa débil pero no significativa entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas (r =-0.0421, p = 0.3710; r = -0.0964, p = 0.3820, respectivamente) (Figura
18).
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Figura 18 Correlacion entre las distancias genéticas y las distancias geograficas de las cuatro

poblaciones (a) con el estadistico Fs y, (b) con el estadistico Rs.

56



De igual forma, se realiz6 una regresion lineal entre la heterocigosis encontrada

en cada poblacién y el tamano del area donde habitan para ver si existe una relacion

entre estas dos variables (Figura 19). Se obtuvo una pendiente de la recta (y = 0.0012) y

un coeficiente de correlacion (R2) de 0.104, lo que indica que no existe una relacion

directa entre los niveles de heterocigosis y el tamafio del &rea donde habitan las

poblaciones estudiadas.
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Figura 19 Regresion lineal entre la heterocigosis encontrada en cada poblacion analizada y la

superficie total de cada isla (Alcatraz = 1.44 Km?, San Lorenzo = 32 Km?2 y San Esteban = 41

Km?) y de un poligono en Bahia Kino, Sonora (53.92 Km?2.

57



Se estimaron los tamafios efectivos (Ne) por poblacion obteniendo el tamafio
mas pequeilo en la poblacidn de Alcatraz y el tamafio mas grande en Bahia Kino (Tabla

13).

Tabla 13 Tamarios efectivos (Ne) estimados para las poblaciones de Alcatraz, San Lorenzo (S.
hispidus), San Esteban (S. varius) y Bahia Kino (S. ater) mediante el método de desequilibrio de
ligamiento. Los valores maximos y minimos se calcularon con el método paramétrico del 95 %

de intervalos de confidencia. oo, tamafio infinito.

Alcatraz San Lorenzo San Esteban Bahia Kino
Ne estimado 2.6 18.3 8.7 27.5
Valor mdximo 6.5 o8 45.9 131.1
Valor minimo 1.6 3.6 2.1 12.4

De acuerdo con los resultados de los andlisis AMOVA el mayor porcentaje de
variacion (61.04% entre grupos) se explica cuando se agrupan las poblaciones de
Alcatraz y San Esteban, quedando independientes San Lorenzo y Bahia Kino. Por el
contrario, cuando se agrupan las poblaciones islefias y se separan de la poblacién
continental, este porcentaje de variacién entre grupos disminuye a un 30.34% y la
variacion se reparte con porcentajes similares en variacién dentro de los individuos
(33.73%) y entre poblaciones dentro de los grupos (33.83%). Estos resultados indican
que existe una estructura poblacional en la cual las poblaciones de Bahia Kino y San
Lorenzo son independientes, mientras que Alcatraz y San Esteban se mantienen unidas

por flujo génico (Tabla 14).
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Tabla 14 Resultados de los anélisis AMOVA cuando (a) se agrupan todas las islas y Bahia Kino

queda independiente, y (b) se agrupan Alcatraz y San Esteban; Bahia Kino y San Lorenzo

independientes. En negritas se resaltan los valores de variacién mas altos.

Entre grupos Entre Entre Dentro de
Iy, poblaciones individuos los
Fuente de variacion dentro de los dentro de las individuos
grupos poblaciones
Suma de
4202.799 3621.922 3852.483 3545.500
cuadrados
C t
@) d?\:’fggfﬁf 26.576 29.629 1.833 29.546
Variacié
artacton 30.34 33.83 2.09 33.73
(%)
Suma de
7807.61 82.322 3930.269 3545.500
cuadrados
b C t
(b) OmPponentes o4 479 0.797 2.229 29.834
de variacion
Variacic
artacion 61.038 0.945 2.643 35.374
(%)

Por ultimo, en los analisis de Structure se encontré un valor 4K que sugiere un

numero de clusters = 3 (Figura 13a), agrupando en un mismo cluster a los individuos de
Alcatraz y San Esteban, otro cluster compuesto por los individuos de San Lorenzo, y el
ultimo por Bahia Kino (Figura 20).

Deltak = mean(|L"(K)|) / sd{L{K))
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Figura 20 Grafica de Delta K en donde se sugiere un valor de K=3
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Hibridacién

Se obtuvieron los promedios de los valores Q de las poblaciones de San Esteban, San
Lorenzo y Bahia Kino tomando el valor mas pequefio como limite para considerar un
individuo como puro en la poblacién de Alcatraz. Tomando esto como base, se lograron
identificar dos individuos con ancestria mixta en Alcatraz (ALC9 y ALC19) (Apéndices
2a y 2b), dos individuos en San Lorenzo (SLS20 y SLS21) (Apéndices 2d y 2e), cuatro
individuos en San Esteban (SE1, SE5, SE16 y SE18) (Apéndices 2f, 2g, 2h y 2i) y un

individuo en Bahia Kino (SBK26) (Apéndice 2j), todos con valores Q menores a los

promedios previamente obtenidos (Figura 21) (Tabla 15).

LR R RN

Individuos de isla Alcatraz

Individuos con ancestria mixta

Figura 21 Barplot de Structure en donde se observa que los individuos de isla Alcatraz y San
Esteban se agrupan en un mismo cluster, separados de los individuos de San Lorenzo y Bahia
Kino. También se observan los individuos que presentan ancestria mixta.
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Los individuos detectados de la poblaciéon de Alcatraz muestran ancestria mixta
de S. ater y S. varius, los individuos de San Lorenzo y San Esteban de S. hispidus y S.
varius, mientras que el individuo detectado en Bahia Kino la muestra entre S. ater y S.

varius.

Tabla 15 Valores Q de los individuos con ancestria mixta.

Valor Q
Individuo Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
(S. hispidus) (S. ater) (S. varius)
ALC9 - 0.3 0.693
ALC19 - 0.17 0.826
SLS20 0.689 - 0.308
SLS21 0.672 - 0.325
SE1 0.29 - 0.706
SE5 0.417 - 0.58
SE16 0.266 - 0.731
SE18 0.394 - 0.602
SBK26 - 0.837 0.160
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DISCUSION

La variacion genética es el material necesario para que se dé un cambio evolutivo, pues
es la variacién la que permite que las poblaciones puedan responder ante cualquier
cambio ambiental y puedan adaptarse (Frankham, 1997). Las poblaciones de
Sauromalus, al ser especies endémicas de islas, son mas susceptibles a cualquier evento
estocastico que pueda modificar todo su entorno, por lo que es importante analizar sus

niveles de variacion genética para poder determinar su capacidad de respuesta.
Diversidad genética

En general, tanto los genes mitocondriales como los microsatélites mostraron bajos
niveles de diversidad genética, comparada con valores encontrados en otras
poblaciones de iguanas. Esta baja diversidad encontrada coincide con la baja diversidad
microsatelital reportada por McAliley et al. (2006) para una poblacién de S. varius en
cautiverio del Museo del Desierto de Arizona-Sonora, con valores de Ho de 0.07 para
Sauro 7A9 hasta 0.30 para Sauro 18A4. Sin embargo, en algunos loci se encontraron mas
alelos de los reportados (Apéndice 3) Asimismo, Brodie et al. (2003) encontraron
niveles muy bajos de diversidad mitocondrial a nivel intrapoblacional en un estudio
realizado con S. ater en Nevada, mencionando que encontraron una diferencia no mayor
a tres pares de bases (pb) en los genes mitocondriales cyt b y regién control, dentro de

las poblaciones.

La baja diversidad encontrada en las poblaciones islefias es de esperarse, pues
éstas tienden a tener una pérdida de variacion genética por el efecto fundador, ademas
de que, después de fundarse, se espera que su tamafo poblacional se mantenga
relativamente pequefio en areas pequefias, en comparaciéon con el de una poblacién
continental (Frankham, 1997). Sin embargo, en comparacién con otras iguanas islefias,
los valores de diversidad genética de las poblaciones de Sauromalus son bajos.
Rassmann et al. (1997), también analizando microsatélites, encontraron niveles de
heterocigosis muy superiores en poblaciones de la iguana marina Amblyrhynchus
cristatus que habita en las islas Galapagos, siendo la menor de 0.37 + 0.03, hasta 0.87 +
0.07. Asimismo, Tzika et al. (2008) encontraron niveles ligeramente superiores a los de
Sauromalus en las iguanas del género Conolophus de las islas Galapagos. Una de sus

poblaciones mostré niveles bajos de heterocigosis con 0.13, y otras de hasta 0.70. Los
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niveles mas altos de diversidad genética en A. cristatus podrian atribuirse a que, al ser
una iguana marina, tiene una mayor posibilidad de movimiento y flujo génico entre las
distintas poblaciones, lo que ayudaria a aumentar sus niveles de diversidad genética al
introducirse alelos nuevos de manera constante (Hedrick, 2011). Ademas estas iguanas
tienen tamanos poblacionales que van desde los 5,000 a los 10,000 individuos, llegando
hasta 20,000 en algunas poblaciones (Rassman et al. 1997). Por su parte, la alta
diversidad genética encontrada en las iguanas del género Conolophus en algunas islas se
debe a que en el caso de isla Fernandina, esta no ha sido expuesta a niveles
significativos de depredaciéon, como otras islas en donde incluso han llegado a la
extincion y por lo que se han tenido que implementar programas de reintroduccion. En
el caso de isla Isabela, se menciona que se debe a que posiblemente exista una

estructura poblacional no detectada (Tzika et al. 2008).

En cuanto al efecto del tamafio de area en la diversidad genética, se espera que
areas mas grandes, alberguen un mayor numero de individuos y por lo tanto, la
diversidad genética sea mayor. Aunque el tamafio de las islas aqui estudiadas varia
considerablemente, siendo Alcatraz la mas pequefa con 1.44 km2, y San Esteban (41
km?2) y San Lorenzo (32 km?2) mas grandes, estos tamafios siguen siendo pequeiios, lo
que podria favorecer la baja diversidad genética al no albergar tantos individuos, ain
cuando el tamafio poblacional no se conoce. El analisis de regresion lineal entre la
heterocigosis encontrada y el area de las islas muestra que la variacion no esta
directamente relacionada con el tamafio de las islas, puesto que San Esteban, aunque es
la isla mas grande, mostro6 los niveles de variaciéon genética mas bajos. Por el contrario,
Rassman et al. (1997) encontraron niveles superiores de variacidon genética en islas con
menor area, pero miles de individuos de la iguana marina A. cristatus, por lo que se
puede concluir que mas que el tamafo del area, lo que influye directamente en la

diversidad genética son los tamafios poblacionales.

Para las iguanas Sauromalus las areas de distribucion pequefias y tamafos
poblacionales reducidos pueden ser la causa de la baja diversidad encontrada. Sin
embargo, también se encontré una baja diversidad en la poblacion continental de S. ater.
Esto pudiera sugerir que aunado a estos dos factores, las caracteristicas de historia de
vida, como una madurez retrasada, alta tasa de supervivencia de los adultos y una baja

tasa anual de reproduccién (Brodie et al. 2003) también pudieran estar influyendo.
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Ademas, estas iguanas tienen baja movilidad, lo que limita el flujo génico entre
poblaciones. Por dltimo, mecanismos y fuerzas evolutivas como el efecto fundador y la
deriva génica también podrian estar actuando sobre estas poblaciones favoreciendo su
baja diversidad, pues se encontraron loci monomorficos en algunas de las poblaciones,
es decir, que hay poblaciones con alelos fijados posiblemente producto de estos
mecanismos. También es importante mencionar que, aunque los niveles de diversidad
genética encontrados fueron bajos, no se detecté6 endogamia en las poblaciones, pues
ninguno de los valores del estadistico Fis fue significativo. Sin embargo, al no existir una
fuente de variacion externa mediante flujo génico entre las poblaciones, es muy

probable que éstas empiecen a tener sefiales de endogamia en poco tiempo.

Estructura genética

Tanto los estadisticos Fs;, Gst y Nyt calculados con los genes mitocondriales, como Fs: y Rst
calculados con los microsatélites muestran una gran diferenciacidon genética entre las
poblaciones, aunque difieren en cuanto a las poblaciones con mayor y menor
diferenciacion. En el caso de los genes mitocondriales, estos muestran que la menor
diferenciacién se encuentra entre las poblaciones de Alcatraz y San Lorenzo,
contrastando con lo arrojado por los microsatélites en donde la menor diferenciacién se
encuentra entre Alcatraz y San Esteban. En el caso de Alcatraz y San Esteban, en donde
se presento el valor mas alto de diferenciacion genética posible con ND4, se explica
debido a que ambas poblaciones no presentaron variacion genética y todos los
individuos representantes resultaron ser de un haplotipo exclusivo y diferente para
cada poblacion. Esta baja variacion encontrada con los genes mitocondriales puede
deberse a que el ADN mitocondrial es cuatro veces mas sensible a cambios estocasticos
en la demografia poblacional (DeSalle et al. 1987), por lo que, por ser de herencia
uniparental, fluctuaciones en los tamafios poblacionales de hembras, como el efecto
fundador durante la colonizacién de nuevas islas, pueden influir en la evolucién del pool
genético mitocondrial con mayor fuerza que el nuclear (Rassman et al. 1997). La
mitocondria tiene funciones celulares vitales para los animales, por lo que se esperaria
que fuera muy conservada. Sin embargo, se ha encontrado que el ADN mitocondrial

presenta tasas de evolucion inusualmente rapidas. Pares de especies que muestran poca
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divergencia en secuencias nucleares, muestran una alta divergencia en secuencias
mitocondriales (Brown et al. 1979). Lo que podria explicar que se hayan encontrado
haplotipos exclusivos para cada poblacidon analizada, y especificamente, haplotipos

diferentes en San Esteban e isla Alcatraz.

Con ambos marcadores mitocondriales, tanto las redes de haplotipos como los
arboles de inferencia bayesiana muestran una fuerte estructura en las poblaciones, lo
que es de esperarse, pues se trata de especies distintas. En las redes se puede observar
que casi todos los haplotipos mitocondriales son exclusivos de alguna de las
poblaciones, esto como consecuencia del aislamiento geografico, compartiendo sélo un
haplotipo la poblacidn de Alcatraz con San Lorenzo. En los arboles también se observa
que cada poblacién esta agrupada en un clado diferente, contrario a los resultados
arrojados por los microsatélites, en donde se observa claramente que la poblacién de
Alcatraz y San Esteban corresponden a la misma poblacién, de acuerdo a los analisis de
asignacion de individuos. Esto puede deberse a que la molécula de ADN mitocondrial
puede mostrar diferencias poblacionales en tiempos relativamente cortos, consecuencia
del tamafo efecto de los genomas mitocondriales que es menor al nuclear, ocasionando

que los genes deriven de manera mas rapida (Kocher et al. 1989).

Con el andlisis de aislamiento por distancia se encontré que los genes mas
parecidos no son los mas cercanos geograficamente, por lo que las diferencias
encontradas en las poblaciones se deba a que el flujo génico es limitado asi como por
efecto de la deriva génica, la cual también puede ser la causa de la fijaciéon de los
haplotipos mitocondriales en las distintas poblaciones. Aunado a esto, el reloj molecular
mostré un tiempo estimado de divergencia entre las especies mayor a 1 Ma, tiempo
suficiente para que el ADN mitocondrial pueda evolucionar de manera independiente

en cada poblacion.

Aunque no se encontré relaciéon entre las distancias genéticas y las distancias
geograficas, si se detectd sefial filogeografica al comparar los valores Gs y Ng. El
estimado G utiliza inicamente las frecuencias alélicas para medir diferenciacién entre
poblaciones, mientras que N también toma en cuenta las similitudes entre los
haplotipos, por lo que al encontraste un valor mayor de Ns es un indicador de una

estructura filogeografica en las poblaciones. Sin embargo, esta diferenciaciéon entre los
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estimados también puede deberse a diferente efecto de las tasas de mutaciéon o a

artefactos del muestreo (Pons y Petit, 1996).

En lo que respecta a los datos microsatelitales nucleares, también se observa una
fuerte estructura. Los resultados de los andlisis de varianza y de asignacién de
individuos muestran que los individuos se agrupan claramente en tres poblaciones: San
Lorenzo, Bahia Kino y Alcatraz-San Esteban. Los microsatélites, al ser marcadores
nucleares, son de herencia biparental, y al tener altas tasas de mutacién, puede dar
informacion sobre la historia reciente de las poblaciones. Cuando se encuentran altos
valores de flujo génico sugiere un intercambio genético reciente entre las poblaciones
(Rassmant et al. 1989). En este caso, el hecho de agruparse juntas las poblaciones de
Alcatraz y San Esteban, sugiere que la poblaciéon de San Esteban proviene de Alcatraz,
puesto que en Alcatraz es donde se encontr6 mas variacion, contrario a la hipoétesis
planteada por Grismer (2002), en donde propone que por la cercania geografica de
Alcatraz con Bahia Kino, la especie fundadora de esta isla es S. ater. Tanto los
marcadores mitocondriales como los microsatélites rechazan esta hipoétesis al
encontrarse diferencias y distancias genéticas significativas entre la poblacién de Bahia
Kino y Alcatraz. El hecho de que las dos poblaciones no compartan haplotipos
mitocondriales, puede sugerir que la poblacién fue fundada por pocas hembras, lo cual
en conjunto con las caracteristicas de la molécula mitocondrial antes mencionadas
derivo en un solo haplotipo diferente al de la poblacion fuente, sumado al efecto de la

deriva génica, el cual en poblaciones pequefias es mas fuerte.

Con los microsatélites nucleares tampoco se detecté aislamiento por distancia ni
sefial filogeografica, pues la comparacion entre los estadistico Fst y R no fueron
diferentes significativamente, lo que indica que los alelos mas relacionados no se
encuentran dentro de cada poblacién y que los tamafios alélicos no estan contribuyendo

a la diferenciacion genética (Hardy y Vekemans, 2002).

Un facto principal responsable de la tasa de pérdida de diversidad genética, asi
como la tasa de incremente de endogamia y deriva génica en una poblacién bioldgica es
el tamano efectivo de una poblacion (Ne), por lo que recientemente su estimacion se ha
convertido en un parametro en los estudios de genética de poblaciones de especies

amenazadas (Charlesworth, 2009). En isla Alcatraz se encontré el tamafo efectivo mas
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pequefio, mientras que en Bahia Kino se encontrd el tamafo efectivo mas grande,

concordante con los niveles de variacién genética encontrados en ambas poblaciones.
Flujo génico e hibridacion

Como lo sugieren los altos niveles de diferenciacién genética entre las poblaciones, el
flujo génico calculado entre estas es minimo. Con los genes mitocondriales el valor mas
alto de flujo génico se obtuvo entre Alcatraz y San Lorenzo, sin embargo, no es tan
elevado como el encontrado con los microsatélites entre Alcatraz y San Esteban. Estos
valores tan bajos encontrados sugieren que las poblaciones han evolucionada de
manera aislada, manteniendo minimo contacto posiblemente producto de
translocaciones deliberadas, practica comin de los Comcaadc (Seris) quienes
translocaban deliberadamente iguanas y otras especies de reptiles para su consumo

(Nabhan, 2002; Murphy y Aguirre-Leén, 2002, Davy et al. 2011).

Se encontr6 un numero bajo de individuos hibridos en la poblacion de Alcatraz,
opuesto a la hipoétesis planteada desde 1972 (Robinson, 1972; Hollingsworth, 1998;
Grismer, 2002), que sugiere que toda la poblacion es hibrida. En Alcatraz se detectaron
dos individuos con ancestria mixta de S. ater y S. varius. Estos individuos pueden ser
resultado de las translocaciones deliberadas por los Seris o de translocaciones recientes
por pescadores, aunque su baja frecuencia y debido a la cercania geografica de isla
Alcatraz con Bahia Kino y con isla Tiburdn, localidades en donde se distribuye S. ater,
los individuos detectados podrian ser producto de translocaciones fortuitas.
Recientemente se ha observado que cuando hay tormentas, las iguanas llegan a viajar

en troncos translocandose de una localidad a otra (Jesus Ventura, CONANP, pers. com.)

También se detectaron individuos con ancestria mixta en las otras tres
poblaciones, dos en San Lorenzo, uno en Bahia Kino, y cuatro en San Esteban. Los
hibridos encontrados en San Lorenzo y San Esteban muestran ancestria mixta de S.
hispidus y S. varius, mientras que el individuo detectado en Bahia Kino involucra a S. ater
y S. varius. En todas las poblaciones la frecuencia de este tipo de individuos es baja, lo

que sugiere que son producto de las translocaciones fortuitas antes mencionadas.

Con los marcadores mitocondriales se detecté un haplotipo de San Lorenzo fuera
de su rango de distribucion, en isla Alcatraz. Aunque con los analisis microsatelitales no

se detecté ese individuo como hibrido, ambos genes mitocondriales muestran el mismo
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patron, lo que se interpreta como una seflal de hibridacion (Franch et al. 2000). Sin

embargo, morfolégicamente no difiere de S. hispidus puros (Apéndice 2c).

La direccion de la hibridacién puede ser inferida por la presencia o frecuencia de
individuos hibridos con genotipos mas similares a una de las especies parentales (Smith
et al. 2013). Cuando los individuos muestran una proporcién genética mayor de una
especie, generalmente mas parecidos a la especie mas abundante en la zona, que de otra,
se consideran como hibridos de Gltima generacion y retrocruzamientos. En este caso, de
acuerdo con los valores de Q encontrados es posible observar que casi todos los
individuos presentan este patrdon, pues muestran una proporcion genética mayor de la
especie mas abundante en su zona (Apéndice 2). S6lo un individuo de San Lorenzo
(Apéndice 2e) muestra proporciones genéticas similares de las dos especies
involucradas, lo que sugiere que es un hibrido de primera generacién (Smith et al

2013).

Debido a la herencia materna de la mitocondria, al hacer uso de marcadores
mitocondriales, es posible explorar si la hibridacién involucra combinaciones
particulares de género en las especies (Hoskin et al. 2005). Analizando qué haplotipo
mitocondrial tienen los individuos hibridos, el haplotipo encontrado sugiere que las
hembras de esa especie son las madres de los hibridos (Smith et al. 2013). De los
individuos hibridos detectados con microsatélites que pudieron ser analizados con los
marcadores mitocondriales se encontré que la madre es la especie mas abundante en la
zona en donde se encuentran. En el caso de Alcatraz y San Esteban, las madres son
hembras de S. varius. En el caso del individuo de Bahia Kino, la madre es una hembra S.
ater. Unicamente el individuo hibrido detectado con los marcadores mitocondriales
(SLS4) sugiere que la madre es una hembra S. varius, especie no distribuida en San
Lorenzo, aunque los datos microsatelitales no sugieren ningun tipo de introgresion

(Apéndice 2c).

Por ultimo, en lo que respecta a las caracteristicas morfolégicas de los individuos
hibridos se observo que ninguno muestra signos evidentes de hibridacion, pues casi
todos son morfolégicamente similares a la especie mas abundante de la zona (Apéndice
2).. S6lo un individuo de San Lorenzo mostr6 un patrén de coloracion diferente al del

resto (Apéndice 2c). El resto muestran las caracteristicas morfoldgicas de la especie de
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la que presentan la mayor proporcion genética. Por esta razén es importante evaluar
este fendmeno con marcadores genéticos, pues nos permiten detectar introgresion en

poblaciones en donde la morfologia no lo sugiere.
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CONCLUSIONES

e Las poblaciones de Sauromalus analizadas mostraron niveles bajos de diversidad
genética con ambos marcadores genéticos, siendo las poblaciones con los valores

mas altos San Lorenzo y Bahia Kino.

e Tanto los marcadores mitocondriales como los microsatélites nucleares
mostraron una estructura genética definida, resultado del aislamiento geografico

en el que se encuentran.

e Los andlisis de inferencia bayesiana con los genes mitocondriales soportan la
estructura genética encontrada, separando a las cuatro poblaciones con su

propio pool genético mitocondrial.

e El reloj molecular sugiere que las especies S. ater, S. varius y S. hispidus

divergieron hace aproximadamente 4 Ma.

e Los andlisis de estructura poblacional microsatelital (AMOVA) y de asignacién
bayesiana de individuos reconocen tinicamente tres poblaciones, sugiriendo que
los individuos de Alcatraz corresponden a la misma especie de San Esteban, es

decir, S. varius.

e Se detect6 una fuerte sefial filogeografica con los marcadores mitocondriales,

pero no asi con los marcadores nucleares.

e Los valores Q arrojados por el analisis de Structure detectaron tnicamente dos
individuos con ancestria mixta en la poblaciéon de Alcatraz, involucrando a las
especies S. varius y S. ater. Los resultados sugieren que el resto de la poblacion

esta compuesta principalmente por la especie S. varius.

e Con los datos microsatelitales se detectaron individuos con ancestria mixta en el
resto de las poblaciones analizadas, encontrandose el mayor nimero, cuatro, en

San Esteban, dos en San Lorenzo y uno en Bahia Kino.
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La mayoria de los individuos hibridos detectados presentaron una mayor
proporcién genética de una de las especies parentales, lo que sugiere que son

hibridos de ultima generacién o producto de retrocruzamientos.

Sé6lo un individuo de San Lorenzo presenté proporciones genéticas similares de

las dos especies parentales, sugiriendo que es un hibrido de primera generacion.

Con los marcadores mitocondriales se detecté un haplotipo de San Lorenzo fuera
de su rango de distribucidn, lo que sugiere que se trata de un individuo hibrido,
aunque los datos microsatelitales no detectaron introgresién nuclear en este

individuo.

Los haplotipos mitocondriales encontrados en los individuos hibridos sugieren
que las madres son hembras que corresponden a la especie mas abundante de su

Zona.

La baja frecuencia de individuos hibridos detectados sugiere que son resultado
de translocaciones fortuitas de las iguanas, y los datos mitocondriales sugieren

que estas translocaciones son unicamente de individuos machos.

El Golfo de California, al ser una zona sujeta a conservacion, requiere de la
implementacion de programas orientado a la conservacion de las especies que
habitan ahi. Sin embargo, es necesario que dichos programas estén orientados a
la restauracion del habitat procurando minimizar el impacto de actividades

antropogénicas.
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APENDICES

Apéndice 1a Protocolo de amplificacién de los genes mitocondriales.

Temperatura Tiempo Niimero de
(°C) ciclos

Incubacion 95° 30 seg

Desnaturalizacion 95° 1 min

Temperatura de 58° (cytb) 1 min 37
alineamiento 53° (ND4)

Extension 72° 1 min

Extension final 72° 5 min

Apéndice 1b Protocolo de amplificacion de los microsatélites.

Temperatura Tiempo Niuimero de ciclos
(°C)

Incubacidn 95° 30 seg
Desnaturalizacion 95° 15 seg

57° (Sauro 2A5y 7A9)

58° (Sauro 10H2 y 2F5)

TZ’:SZ::ZZ;:‘B 60° (Sauro 13B12) 30 seg 30
63° (Sauro 9B10)

54° y 49° (Sauro 18A4)
Extension 72° 50 seg
Extension final 72° 19 min
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Apéndice 2 Numeros de acceso y referencias de las secuencias obtenidas de GenBank.

Especie Locus No. Acceso Referencia
Conolophus cythb KR350773.1 MacLeod et al. 2015
subcristatus ND4 KR305726 MacLeod et al. 2015
Ctenosaura cytb HQ141270.1 Davyetal 2011

pectinata ND4 FJ715728.1 Zarza et al. 2011
Ctenosaura cytb AF020252.1 Petren y Case, 1997

similis ND4 KJ629171 Naccarato et al. 2015
Ctenosaura cythb HQ141251.1 Davyetal 2011
hemilopha ND4 U66227.1 Sites et al. 1996

Iguana cythb AF020251.1 Petren y Case, 1997

iguana ND4 JQ340914.1 Stephen et al. 2013
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Apéndice 3 Tabla de comparacion del nimero de alelos reportados para tres
poblaciones de S. varius, una poblacion silvestre (n = 13) de 1991, y dos poblaciones en
cautiverio (n = 63 y n = 25) del Museo Desierto de Arizona - Sonora de 1993 y 2004
respectivamente (McAliley et al. 2006) con los alelos encontrados en este estudio para

todos los loci en las cuatro poblaciones analizadas.

Alelos reportados Alelos
(McAliley et al. 2006) encontrados
Sauro 18A4 7 7
Sauro 2F5 3 6
Sauro 2A5 3 3
Sauro 13B12 5 7
Sauro 7A9 6 10
Sauro 9B10 2 4
Sauro 10H2 8 7
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Apéndice 4 Fotografias de los individuos con ancestria mixta.

4a Individuo ALC9

ALC10 Alcatraz puro (S. varius)

Fotografias: V. Reynoso
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4b Individuo ALC19

Fotografias: V. Reynoso
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4c¢ Individuo SLS4

SLS5 San Lorenzo puro (S. hispidus)

Fotografias: V. Reynoso
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4d Individuo SLS20

Fotografias: V. Reynoso
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4e Individuo SLS21

Fotografias: V. Reynoso
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4f Individuo SE1

Fotografias: V. Reynoso

SE2 San Esteban puro (S. varius)
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4g Individuo SE5

Fotografias: V. Reynoso
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4h Individuo SE16

Fotografias: V. Reynoso
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4i Individuo SE18

Fotografias: V. Reynoso
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4j Individuo SBK26

Fotografias: V. Reynoso

SBK13 Bahia Kino puro (S. ater)
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