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RESUMEN

Las adaptaciones locales le permiten a las poblaciones sobrevivir en ambientes especificos y su estudio
requiere de la integracion de distintas areas dentro de la biologia con un enfoque evolutivo. Este tipo de
caracteres son de suma importancia, al ser resultado de procesos historicos, tanto demogréaficos como
ambientales, que ha experimentado cada poblacion individual. En afios recientes se han desarrollado
muchos métodos y técnicas para realizar escaneos genémicos que nos permiten estudiar el surgimiento
y mantenimiento de adaptaciones en especies que no son consideradas modelo.

En el presente trabajo se utiliz6 la técnica AFLP (Amplified fragment length polimorfism, por
sus siglas en inglés) para obtener informacion bésica sobre la genética de poblaciones de Hemidactylus
frentaus en dos regiones del Pacifico mexicano. Siendo esta una especie invasora, se realizd una
busqueda de posibles sefiales selectivas a nivel genético en 287 loci que pudieran responder a un
gradiente altitudinal y a otros factores ambientales que ocupa la especie a lo largo de su distribucién (0-
1500 m s.n.m.) y que pudieran estar generando adaptaciones locales a medida que la especie coloniza
nuevos hébitats.

A pesar de ser una especie con alta diversidad genética en el pais, y aunque algunos loci
mostraron relaciones con condiciones de precipitacion, la poblacién no mostrd sefiales claras de
adaptaciones genéticas diferenciales que favorezcan su establecimiento en distintos ambientes a lo
largo del gradiente altitudinal. A pesar de esto y considerando su distribucion mundial, no es posible

descartar la presencia de adaptaciones a otras escalas geograficas.
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ABSTRACT

Local adaptations are responsible for population survival in specific environments and their study
requires the integration of distinct biological disciplines with an evolutionary perspective. This kind of
characters are of special importance, as they result from historical demographic and environmental
processes that each individual population has experienced in a given place. In recent years, many
genome scan methods and techniques have been developed enabling us to study the emergence and
maintenance of adaptations in non-model species.

The present study used the AFLP technique (Amplified fragment length polimorfism), to obtain
basic information regarding the genetic status of Hemidactylus frenatus populations in two regions of
the mexican Pacific coast. Being an invasive species, we search for possible selective signs at the
genetic level in 287 loci that might respond to the altitudinal gradient and a series of enviromental
factors along the species distribution range (0-1600 m. a.s.l.) that could promote the emergence of local
adaptations as the species colonize new habitats.

In spite of being a species with high genetic diversity in Mexico, and although some loci seem
to have a relation with environmental factors like precipitation, its populations didn't show clear signs
of local adaptations favoring its establishment in distinct environments along the altitudinal gradient.
Despite of these, and considering its worldwide distribution, it is not possible to rule out the presence

of adaptations at different geographical scales or regions.
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INTRODUCCION

ADAPTACIONES

Una de las observaciones mas importantes que hiciera Charles Darwin durante su viaje en el H.M.S.
Beagle fue aquella sobre la diversidad de picos que presentaban los pinzones de las islas Galapagos.
Esta y otras observaciones realizadas durante aquel viaje permitieron al naturalista formular su teoria
de la evolucidn por seleccion natural (Darwin 1859). Al darse cuenta de que ésta diversidad respondia
tanto a condiciones ambientales (p. ej. la alimentacion de los pinzones en cada isla) como a procesos
historicos (separacion y aislamiento), Darwin entendié que la diversidad bioldgica en las islas
Galépagos, y en el resto del mundo, era el resultado de procesos adaptativos histdricos, aunque poco
pudo explicar sobre los mecanismos involucrados.

El subsecuente descubrimiento del ADN como la molécula de herencia, la conceptualizacion
del resto de las fuerzas evolutivas y la formulacion de la teoria de la genética de poblaciones,
permitieron detallar mejor el proceso descrito por Darwin (Huxley 1942). La relacion existente entre
genes y caracteres se volvid evidente y el estudio de la diversidad genética permiti6 abordar la
evolucion desde una nueva perspectiva molecular. En afios mas recientes, la integracion de areas como
la biologia del desarrollo y la ecologia en la teoria evolutiva han permitido profundizar ain méas nuestro
entendimiento sobre el proceso evolutivo (Piggliucci & Miller 2010).

En biologia evolutiva, una adaptacion puede ser tanto un proceso cémo un caracter. CoOmo
proceso, la adaptacion hace referencia a los mecanismos mediante los cuales una poblacion adquiere un
caracter adaptativo. Como carécter, una adaptacion es cualquier rasgo morfolégico, fisiologico, de
conducta o desarrollo que incrementa la supervivencia y/o el éxito reproductivo de un organismo en un
ambiente dado (Futuyma 2013). Aunque el mecanismo primario en el proceso adaptativo es la

seleccion natural (Fleagle 2013), el resto de las fuerzas evolutivas también juegan papeles importantes
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en el surgimiento y mantenimiento de dichas adaptaciones.

El surgimiento de adaptaciones puede explicarse facilmente partiendo de la idea de que la
seleccion natural es la fuerza evolutiva predominante en un ambiente dado (Endler 1986). Si existen
dos poblaciones de la misma especie habitando ambientes distintos, la seleccion natural podria
favorecer caracteristicas distintas en cada poblacion. La acumulacion de estos caracteres o adaptaciones
diferenciales podria ocasionar una diferenciacion importante entre poblaciones, lo que podria llegar a
generar especiacion (Coyne & Orr 2005). Uno de los ejemplos més notables de especiacion se presenta
en los anoles, un grupo de reptiles que sobresale por su enorme radiacion adaptativa en las islas del
Caribe. Este grupo exhibe una enorme diversidad a lo largo de muchos caracteres morfoldgicos,
anatémicos, fisioldgicos y ecoldgicos asociados a los diferentes microhébitats que habitan (Glor et al.
2003; Losos 2009; Mufoz et al. 2013; Velasco et al. 2016). Este es el escenario mas simple; sin
embargo, la seleccion natural nunca actda de forma aislada y el resto de las fuerzas evolutivas pueden
complicar este escenario.

La segunda fuerza importante en el surgimiento y mantenimiento de las adaptaciones es el flujo
génico. En los casos donde las poblaciones no se separan por completo y existe un intercambio de
individuos reproductivos entre ambas, el flujo génico se refiere a la cantidad de variacidén genética en
cada poblacién que proviene del intercambio de individuos (Hedrick 2011). Bajo ciertos escenarios, los
procesos de intercambio son decisivos, al ser capaces de evitar que las adaptaciones se fijen,
homogenizando el contenido genético entre las poblaciones mediante el movimiento de individuos.

Si la seleccidn natural es fuerte, niveles bajos 0 medios de flujo génico no afectaran de forma
alguna la fijacion de adaptaciones. En el caso de que la intensidad de la seleccion natural disminuya y
el flujo génico aumente, se dificulta el aumento de la frecuencia de los genes, alelos o caracteres
seleccionados por encima del resto. El aislamiento geografico o regimenes de seleccion demasiado
estrictos son las formas mas efectivas de evitar el flujo génico. De cualquier manera, el intercambio de

individuos suele ser una constante entre poblaciones relacionadas (Tigano & Friesen 2016)
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La tercera fuerza evolutiva que interviene en el surgimiento de adaptaciones es la deriva génica.
En el escenario mas simple, un mayor tamafio poblacional implica un mejor muestreo de genes entre
una generacion y otra. Al disminuir el tamafio poblacional comienzan a restringirse los genes que se
heredan a la siguiente generacion. La estocasticidad del muestreo genético entre generaciones es lo que
se conoce como deriva genética (Hedrick 2011). De esta manera, se pueden eliminar o fijar mas
rapidamente alelos adaptativos por estocasticidad, una probabilidad que aumenta mientras disminuye el
tamafo poblacional.

Un ejemplo de esto se presenta en el trabajo realizado por Jordan & Snell (2008) en un
Microlophus albemarlensis a lo largo de las islas Galapagos. En este estudio se encontrd una alta
diferenciacion poblacional (Fst=0.44) y una correlacion positiva entre la riqueza alélica y el tamafio de
cada isla, lo que sugiere un efecto determinante de la deriva genética. Runemark et al. (2010)
registraron la diferenciacion en patrones de coloracion en la garganta de Podarcis gaigeae a lo largo de
un complejo de islas donde los tamafios poblaciones son reducidos. Al comparar la frecuencia de las
coloraciones en las distintas islas con la frecuencia neutral de las mismas coloraciones en tierra firme
fue imposible descartar la accion de la deriva genética

Por ultimo se encuentra la mutacion, tradicionalmente considerada la Unica fuente de cambio
capaz de generar variacion, ha perdido un poco de importancia en el proceso. El cambio genético no es
mas un proceso elemental, pero si uno definitivo ya que son los cambios genéticos los que hacen
permanentes a las innovaciones, adaptaciones y, por lo tanto, las diferencias en adecuacién (Piggliucci
& Miiller 2010). Si bien existen estudios realizados en organismos como Drosophila y Arabidopsis que
muestran como las mutaciones puntuales son capaces de generar adaptaciones, su aparicion en genes
adaptativos es, por probabilidad, muy escasa y por lo general nociva para los individuos. Actualmente
se reconoce que mecanismos como la plasticidad fenotipica o la recombinacion pueden generar
variacion adaptativa de manera mucho mas eficaz (West-Eberhard 2003).

La plasticidad fenotipica se refiere a la capacidad de un mismo genotipo para producir fenotipos
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distintos en respuesta a condiciones ambientales contrastantes (Wilson 1894, Baldwin 1902, Wheeler
1910). De esta manera, la variacion generada por plasticidad, que podria estar controlada por
mecanismos a nivel epigenético (Jablonka & Lamb 2005, Francis 2012), no involucra cambios
genéticos, suele responder a condiciones temporales y podria ser pasajera en la mayoria de los casos.

Cuando alguna de las variantes generadas por plasticidad es favorecida, aumenta su frecuencia,
modificando asi el fenotipo 6ptimo de la poblacion bajo ciertas condiciones. Inicialmente, se cree que
esta modificacion se lleva a cabo a través de modificaciones como la metilacion de genes o el uso de
MRNA de interferencia que funcionan como silenciadores o alterar la expresion de genes y fenotipos.
Estos son reconocidos como mecanismos de marcaje epigenético y no modifican los genes originales
(Jablonka & Lamb 2005, Pigliucci & Muller 2010). En caso de que la nueva presion selectiva se vuelva
constante, se daré paso a un proceso denominado acomodacion genética, donde el sistema de desarrollo
cambia de configuracion para facilitar la produccion de algin caracter en los individuos de la
poblacion. Finalmente, y de ser necesario, el sistema genético sufrird un proceso de modificacion
denominada asimilacion genética, donde los caracteres favorables podrian ser producidos directamente
por el sistema de desarrollo sin necesidad de que el estimulo selectivo esté presente. Este fendmeno se
conoce como canalizacién (Waddington 1942) y fue inicialmente descrito en experimentos realizados
en Drosophila (Waddington 1953).

Por esta razon se dice que la evolucion adaptativa ocurre Unicamente cuando la constitucion
genética de una poblacion cambia como consecuencia de la seleccion natural. Entonces, para demostrar
que una adaptacion ha ocurrido, se necesita evidencia de que esta dada por caracteres heredables y que
sus frecuencias han sido afectadas a lo largo del tiempo por la seleccion natural (Merila & Hendry
2013). El campo de la filogeografia nos ofrece distintas herramientas para estudiar la evolucion
adaptativa asi como su relacion con los procesos historicos que han vivido las especies y sus

poblaciones en cierto lugar.
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FILOGEOGRAFIA Y GENOMICA

Originalmente descrita como el andlisis filogenético de datos genéticos en un contexto
geogréfico que buscaba probar hipotesis sobre la relacion causal entre los accidentes geograficos, la
distribucion de especies y los mecanismos de especiacion (Avise 2000), la filogeografia se ha
convertido rdpidamente en uno de los campos mas integrativos de la biologia evolutiva. Mientras
distintas herramientas analiticas son desarrolladas para distinguir entre diferentes modelos
demograficos e histéricos complejos, se han revelado interesantes patrones espaciales de seleccion,
identidad de comunidades y adaptacion (Hickerson et al. 2010).

Aunque tradicionalmente, los estudios sobre adaptacion habian sido omitidos en filogeografia,
posiblemente por su énfasis inicial en la variacién genética neutra y los procesos estocasticos-
historicos, es un hecho que la seleccién natural juega un papel central en la generacion de biodiversidad
(Funk et al. 2006). Por esta razon, su estudio se ha convertido poco a poco en una parte integral de la
filogeografia. A medida que se genera mas informacion gendmica sobre organismos no modelo (Vera
et al. 2008), los estudios comparativos con un enfoque filogeografico han permitido identificar
diferentes patrones de seleccion especifica para ciertos locus, resultado directo de los procesos
evolutivos y las condiciones historicas que ha experimentado cada poblacion.

De esta forma, el uso de herramientas cémo la gendmica de poblaciones o la genética
cuantitativa, nos permite realizar comparaciones sobre la variacion genética espacial o la diferencia en
caracteres cuantitativos entre poblaciones. Esto nos ofrece distintos métodos para detectar seleccion
natural en un marco biogeogréafico-histérico al incluir la comparacion de esta variacion con la de la
variacion neutra y la diferenciacion de caracteres en distintos contextos geogréaficos. Esto es de suma
importancia pues la adaptacion local contribuye al mantenimiento de la diversidad genética, constituye
un primer paso para la especiacion y facilita el aumento en los rangos de distribucion de las especies
(Savolainen et al. 2013)

El escenario mas comun para el surgimiento de adaptaciones son los ambientes contrastantes,
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donde las poblaciones se enfrentan a presiones selectivas distintas (p. ej. frio o calor, sitios acidos,
salinos o0 neutros, aguas dulce o salada, etc.). Por otro lado, las adaptaciones locales también pueden
surgir a lo largo de gradientes ambientales (Endler 1977). En los gradientes, muchas condiciones
bidticas y abidticas varian en pequefias escalas geograficas, creando un fenotipo adaptativo continuo en
lugar de fenotipos dptimos discretos (Keller et al. 2010) lo que puede llegar a generar especiacion
parapética a lo largo de estas zonas (Coyne & Orr 2005). Uno de los tipos de gradiente mas estudiados
son los altitudinales. Existe un gran nimero de trabajos que documentan los efectos de la altitud sobre
distintas caracteristicas en diversos grupos. Unos grupos muy estudiados en este aspecto han sido los
anfibios y reptiles (Hertz 1992; Gvozdik & Castilla 2001, Bonin et al. 2006, Huang et al. 2006, Liao &
Lu 2011, Luquet et al. 2015). Se observa que una gran cantidad de caracteres morfoldgicos,
fisiologicos, etoldgicos y fenoldgicos llegan a mostrar variacion de tipo adaptativo a lo largo de clinas
altitudinales.

En un estudio realizado por Reguera e al. (2014) se mostr6 que la coloracién dorsal de una
especie de lagartija (Psammodromus algirus) se torna mas oscura conforme aumenta la altitud en su
distribucion. Esto responde directa y simultdneamente a la reduccion de la temperatura y el aumento en
la radiacion UV, favoreciendo su termorregulacion en climas mas frios y protegiéndola del dafio que
puede generar la radiacion a mayores altitudes. Igualmente, existen muchos ejemplos sobre el cambio
de rasgos relacionados a la termorregulacion (temperatura Optima, temperatura minima critica,
temperatura maxima critica, temperatura preferida o conductas y patrones de exposicion) en distintas
especies de reptiles (anoles, agamidos y lacértidos) a lo largo de gradientes altitudinales (Clusella-
Trullas & Chown 2014).

Sin embargo, debido a la falta de informacidn sobre los fenotipos adaptativos en la mayoria de
las especies, y dado que las bases genéticas son desconocidas para la mayoria de los caracteres
(Mackay etal. 2009; Anderson etal. 2013), los escaneos genomicos se han convertido en una

herramienta confiable para identificar rapidamente genes candidatos que pudieran ser objetos directos
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de la seleccién natural (Lotterhos and Whitlock 2015). El objetivo de los escaneos genémicos es
obtener un gran numero de marcadores distribuidos a lo largo de un genoma y que nos permitan
identificar y separar los efectos especificos a un s6lo locus (como la seleccién o la mutacion) de los
efectos gendmicos generales (como la deriva y el flujo genético) (Black et al. 2001). Asi, es posible
utilizar los escaneos genodmicos para identificar loci candidatos a estar bajo seleccion natural en
cualquier especie. Para esto, se han desarrollado varios métodos estadisticos que permiten identificar
dichos genes con facilidad y con un alto grado de confianza. Los primeros utilizan los indices de
diferenciacion Fst entre poblaciones; los segundos, buscan asociaciones estadisticas entre la variacion
genética en el espacio y las condiciones ambientales.

Los analisis que utilizan indices Fst se encuentran entre los primeros métodos moleculares
desarrollados para detectar seleccion (Lewontin & Krakauer 1973). Estos analisis se basan en la idea de
que si la seleccion direccional ocurre localmente sobre un locus dado, la diferenciacion (determinada
por Fst) incrementard para éste locus comparado con lo que se espera tedricamente bajo un modelo
neutral para el genoma en general (De Mita et al. 2013). Dichos loci merecen atencién particular, ya
que la seleccidn podria ser la causa detras de su conducta atipica, ya sea porque son los objetos directos
de la seleccion natural o porque estan fisicamente ligados al/los genes bajo seleccion (Bonin et al.
2006).

La segunda aproximacion para detectar seleccion se basa en la correlacion estadistica que
pudiera existir entre la variacion genética espacial y la informacién ambiental (Endler 1986). EI método
estadistico mas apropiado para detectar dicha correlacion es la regresion logistica (Joost et al. 2008). A
diferencia de los métodos que utilizan indices de diferenciacion, la regresion logistica considera las
condiciones ambientales como las variables que determinan la presencia o ausencia de un alelo. Otro
método estadistico capaz de detectar loci bajo seleccion natural son los modelos mixtos de factores
latentes. Este andlisis considera que cierto numero de factores pueden estar determinando la estructura

poblacional de una especie. Al ser factores desconocidos, el anélisis los modela dentro de cierto rango

Pagina | 10



de valores al tiempo que estima la relacion entre los loci y algun cierto factor. Los analisis con modelos
de factores latentes son capaces de estimar la estructura poblacional en segundo plano y considerarla al
momento de inferir las relaciones genotipo-ambiente (Frichot et al. 2013). Esto es importante, ya que la
correcta asignacion de la estructura filogeogréafica de las poblaciones puede ser determinante para la
correcta deteccion de loci bajo seleccion (Excoffier et al. 2009, De Mita et al. 2013).

La estructuracion es una consecuencia de niveles bajos de flujo génico y puede estar
estrechamente relacionada al surgimiento de adaptaciones (Hedrick 2011). Los niveles bajos de flujo
génico pueden ser consecuencia tanto de barreras geogréficas que impiden la dispersion de individuos
entre poblaciones, como a las restricciones selectivas que imponen las localidades sobre los individuos
(Coyne & Orr 2005). En cualquier caso, la disminucion del flujo favorece el aumento de la frecuencia
de caracteres adaptativos al no recibir individuos con Optimos distintos o caracteres adaptativos
diferentes.

Dicha estructuracion debe considerarse en los andlisis mediante la integracion de modelos
demograficos. Estos modelos reflejan los patrones de migracién entre poblaciones y pueden ayudar a
identificar mejor las relaciones filogenéticas que existen entre ellas. EI uso de un modelo demografico
correcto segun las poblaciones naturales, mejora nuestra capacidad para detectar genes bajo seleccion
(Excoffier et al. 2009, De Mita et al. 2013, Tiffin & Ross-Ibarra 2014).

Desde su aparicion, una de las técnicas moleculares mas utilizadas para detectar seleccion
natural con escaneos gendmicos han sido los AFLPs (Amplified Fragment-Lenght Polimorfism, por sus
siglas en inglés) (Vos et al. 1995). Los AFLPs se generan por digestion del ADN genémico con
endonucleasas de restriccion, seguido de un PCR selectivo de amplificacion y una electroforesis de un
subconjunto de estos fragmentos, resultando en un perfil Unico y perfectamente reproducible para cada
individuo (Meudt & Clarke 2007). Esta técnica permite obtener un enorme nimero de marcadores, con
alta reproducibilidad y a bajo costo en practicamente cualquier especie.

La técnica de AFLPs ha sido utilizada con éxito en la identificacion de variantes geneticas
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relacionadas a enfermedades del ser humano, la identificacion de genes Utiles para cultivos agricolas y
el estudio de plagas que afectan a éstos cultivos (Bensch & Akensson 2005). Mas recientemente, ha
comenzado a ser utilizada en estudios ecoldgicos y evolutivos en la identificacion de genes candidatos
a estar bajo seleccion en poblaciones naturales (Wood et al. 2008, Freedman et al. 2010, Nunes et al.
2012). En uno de los trabajos clésicos con escaneos gendmicos, Bonin et al. (1995) analizaron las
poblaciones de Rana temporaria a lo largo de un gradiente altitudinal y pudieron encontrar ocho loci
con sefiales de seleccion natural utilizando dos métodos distintos de deteccién. En un ejemplo mas
reciente, Nunes et al. (2011) analizaron poblaciones de Lacerta lepida a lo largo de la peninsula Ibérica
implementando diversos métodos de deteccion. En este caso, lograron identificar 23 loci con
comportamientos estadisticos atipicos relacionados al cambio de temperatura, radiacion solar y
precipitacion a lo largo de un gradiente ambiental.

Aunque esta técnica tiene importantes ventajas, también tiene algunos inconvenientes cuando se
compara con el resto de los marcadores moleculares. Por ejemplo, y tal vez mas importante, esta su
caracter dominante. En los AFLPs es dificil conocer la identidad de los alelos, pues se trabaja con la
presencia 0 ausencia de fragmentos. Esto se traduce en una pérdida de informacion que puede ser
contrarrestada por el nimero de marcadores producidos (Meudt & Clarke 2007, Varshney et al. 2007).

En segundo lugar, la cantidad de anlisis disponibles para informacion binaria es mucho mas
limitada que para marcadores como microsatélites o secuencias, para los que se conoce su genotipo y
con los cuales incluso se pueden inferir haplotipos. Sin embargo, a pesar de todo esto, la generalidad de
los AFLPs permite aplicarlos a cualquier especie, incluso sin tener informacion previa sobre el genoma
de la misma o sobre los caracteres con valor adaptativo en sus poblaciones.

A pesar de esto, todas estas técnicas han aumentado sustancialmente las oportunidades para
estudiar la adaptacion al permitirnos integrar un mayor nimero de especies en los estudios evolutivos.
Asi es como, mas recientemente, las especies exdticas han sido integradas a estos estudios, mostrando

ser sistemas invaluables para el estudio de la evolucidn y, mas concretamente, los procesos adaptativos.
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ESPECIES INVASORAS

Las especies invasoras son todas aquellas que ocurren fuera de su lugar de distribucion original
y mas all4 de su distribucion potencial (CONABIO 2015). Al encontrarse fuera de sus condiciones
naturales, las especies invasoras se enfrentan a condiciones fisicas y bidticas totalmente diferentes, lo
que se traduce en presiones selectivas distintas. Este proceso puede favorecer el surgimiento de nuevas
adaptaciones, tanto en las poblaciones invasoras como en las poblaciones de especies nativas al nuevo
habitat. Stuart et al. (2014) documentaron el cambio que sufre una especie local de Anolis al poco
tiempo de la introduccion de otra especie de Anolis en una isla de Florida. Estos cambios incluyeron el
desplazamiento de los individuos locales hacia lugares més altos de los arboles y, cémo consecuencia,
el desarrollo de falanges més largas en las patas que mejoran el agarre.

A pesar de que los intercambios bidticos han sido fendmenos comunes en la historia de la
Tierra, en tiempos recientes el nimero e intensidad de estos intercambios ha ido en aumento debido a
las actividades humanas como el turismo y el comercio. Aunque las especies invasoras han sido
estigmatizadas como dafiinas, hay quién opina que son pocas las especies que interfieren de forma
negativa en las comunidades invadidas (Sax et al. 2005). Dado que las invasiones biolégicas son
practicamente imposibles de erradicar, se podrian aprovechar como oportunidades para estudiar los
procesos evolutivos, a diversas escalas y en diferentes sistemas.

La primera de ellas es que las invasiones bioldgicas se desarrollan en condiciones ambientales
naturales y en tiempos ecoldgicos observables por el ser humano. Esto mejora, por mucho, cualquier
experimento realizado en un laboratorio. En segundo lugar, las invasiones biologicas ofrecen réplicas,
tanto espaciales como temporales, que permiten realizar estudios comparativos a distintas escalas. Por
ultimo, existe mucha informacion relacionada a ciertas especies invasoras, incluyendo el tiempo desde
el inicio de la invasion, el namero (aproximado) de individuos fundadores o el lugar de origen de los

mismos. Esto nos permite formular hipotesis mas precisas sobre los procesos poblacionales,
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demogréficos o histéricos, que han ocurrido en cierto lugar (Valade et al. 2009).

El estudio de las invasiones biologicas ha permitido formalizar algunas ideas importantes en el
campo de la biologia evolutiva. Primero, la idea de que la evolucion puede ser también un proceso
rapido (Lee 2002, Prentis et al. 2008). Esto contradice la idea clésica de la evolucion como un proceso
lento y gradual, pues ha sido posible observar cambios adaptativos al cabo de pocas generaciones en
distintos casos de invasion. La segunda idea tiene que ver con el papel de la plasticidad fenotipica
dentro del proceso evolutivo. En muchas invasiones bioldgicas, la plasticidad fenotipica es el primer
mecanismo adaptativo que utilizan las especies para colonizar nuevos habitats, mostrando en poco
tiempo cambios fenotipicos que no involucran cambios genéticos. Esto ha permitido situarla en el
centro del proceso evolutivo como una propiedad fundamental de los seres vivos (Pigliucci 2001,
West-Eberhard 2003, Pigliucci and Mdller 2010).

Las especies que estan mé&s estrechamente relacionadas al ser humano, ya sea por ser
comensales, mascotas, especies de ornato o de importancia econémica son algunos de los casos mas
interesantes de plasticidad y adaptacién. Esto se debe principalmente a que dichas especies han
alcanzado junto al ser humano distribuciones mundiales, enfrentandose a todo tipo de presiones
selectivas y regimenes de domesticacion. Una de las especies invasoras comensales del ser humano con

mayor distribucion a nivel mundial es el geco casero Hemidactylus frenatus (Cole et al. 2005).

HEMIDACTYLUS FRENATUS

Hemidactylus frenatus (Dumeril & Bribon 1836) es un reptil perteneciente al orden Squamata,
infraorden Gekkota, familia Gekkonidae. El infraorden Gekkota es el segundo grupo maés diverso de
vertebrados terrestres y comprende siete familias, incluidos los gecos sin extremidades (Pygopodidae).
La familia Gekkonidae, a la cual pertenece H. frenatus, cuenta con alrededor de 950 especies
distribuidas en 51 generos. El género Hemidactylus se distribuye en las zonas tropicales a nivel

mundial y cuenta con un gran numero de especies consideradas invasoras. De estas se considera que H.
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frenatus es la especie de reptil con mayor distribucion adquirida a nivel global. Originaria de sudeste
asiatico, muy posiblemente de Indonesia (Case et al. 1994, Lever 2006, Csurshes & Markula 2009),
esta especie posee actualmente numerosas poblaciones estables en Australia, las Islas del Pacifico,
Estados Unidos, México, Centro y Sudamérica y Africa (Alvarez-Romero et al. 2005, Caicedo-Portillas
et al. 2011, Hoskin 2011). Naturalmente, la especie posee una vagilidad muy limitada, pero su estrecha
relacion como comensal del ser humano ha facilitado su traslado alrededor del mundo en barcos
comerciales y transportes terrestres.

H. frenatus es una especie sumamente territorial (Bolger & Case 1992, Petren & Case 1998,
Brown et al. 2002) y un importante depredador con habitos oportunistas (Canyon & Hill 1997, Wilson
2006). Las hembras ponen 2 huevos en cada evento reproductivo (Church 1962, Husband 1980, Cogger
et al.1983, Krysko et al. 2003), con periodos de incubacién que van de 45 a 90 dias dependiendo de la
temperatura ambiental (Greer 1989, Krysko et al. 2003, Das 2006). Luego de alcanzar la madurez
sexual, después de aproximadamente un afio (Hoskin 2011), los individuos de esta especie pueden
reproducirse todo el afio en las zonas tropicales, y de manera estacional en las zonas subtropicales
(Church 1962, Cogger et al. 1983, Ota 1994, Murphy-Walker & Haley 1996, Wilson 2006, Yamamoto
& Ota 2006). Adicionalmente, las hembras tienen la capacidad de almacenar esperma hasta por un afio
(Murphy-Walker & Haley 1996, Yamamoto & Ota 2006) lo que, sumado a una esperanza de vida
cercana a los 5 afios (Csurshes & Markula 2009), favorece notablemente el crecimiento demografico de
la especie.

En nuestro pais, el registro méas antiguo de H. frenatus se remonta al afio de 1895 en las costas
del estado de Guerrero en el puerto de Acapulco (Pope 1935, Farr 2011). Actualmente la especie se
encuentra distribuida en practicamente toda la region neotropical de México abarcando los estados de
Baja California Sur, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima, Michoacan, Morelos, Guerrero, Oaxaca,
Chiapas, Quintana Roo, Yucatan, Tabasco, Veracruz y Tamaulipas (CONABIO 2015). En algunos de

estos lugares su distribucion se eleva desde los O hasta casi los 1600 m s.n.m. (Reyes-Pérez obs.
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personal).

A pesar de que existen algunos trabajos sobre su distribucion, ecologia y conducta, los trabajos
relacionados a los aspectos genéticos, filogeograficos o evolutivos de la especie son practicamente
inexistentes. Por esta razén, el presente trabajo utiliza un enfoque de genémica de poblaciones para
realizar un primer acercamiento al estado genético de la poblacién invasora de Hemidactylus frenatus
en el Pacifico mexicano; ademés de abordar preguntas sobre la existencia de adaptaciones locales, a
través de la deteccion de regiones genéticas candidatas a seleccion.

A lo largo de su distribucion, las poblaciones de Hemidactylus frentaus se enfrentan a distintas
condiciones ambientales. Si que las presiones selectivas varian a lo largo de gradientes altitudinales y
de vegetacion, las poblaciones de esta especie podrian haber desarrollado adaptaciones que respondan a
dichos cambios en las condiciones ambientales. Es importante recordar que el tipo de dispersion
predominante en la especie (natural o asistida) determinard los niveles de flujo génico a diferentes

escalas espaciales. Esto podria ser un factor decisivo en el surgimiento de adaptaciones.

OBJETIVOS

® Obtener parametros descriptivos basicos sobre la diversidad genética de la especie y su
distribucion en las poblaciones del territorio nacional

® Determinar la existencia y el patron de estructuracion poblacional para la especie en México

® Deducir, mediante el uso de técnicas genomicas, la posible existencia de adaptaciones locales
en las poblaciones invasoras de Hemidactylus frenatus a lo largo de su distribucion en dos

regiones del Pacifico mexicano
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MATERIALES Y METODOS

MUESTREO

El estudio se realiz6 en la region del Pacifico Mexicano siguiendo la distribucion de H. frenatus en est
region e incluyo los estados de Nayarit, Jalisco, Colima, Oaxaca y Chiapas e involucré las laderas de la
Sierra Madre Occidental, la Faja Volcanica Transmexicana, la Sierra Madre del Sur y la Sierra de
Chiapas (Fig. 1). Segun la clasificacion de Rzedowsky (1988), el &rea de estudio posee vegetacion de
bosque tropical subcaducifolio, bosque tropical caducifolio, bosque espinoso y bosque de coniferas y
Quercus. La division climatoldgica del territorio nacional realizada por la CONABIO (1998) establece
para esta area geografica los climas Aw (tropical con lluvias en verano) y BSh (semiarido calido)
principalmente. Algunas zonas de poca extension corresponden a climas templados.

Con el fin de aumentar las probabilidades de encontrar variantes genéticas asociadas a
adaptaciones locales a lo largo de un gradiente altitudinal, se visitaron once localidades distribuidas en
dos gradientes de los 0 a los 1600 m s.n.m. dentro de los estados sefialados. La altura maxima (1600 m)
responde al hecho de que la especie presenta sus poblaciones mas extremas a poco mas de 1500 msnm
(Guadalajara y Oaxaca de Juarez).

Para cada punto de muestreo se obtuvieron los valores de tres variables climéticas: temperatura
minima promedio del mes mas frio, la precipitacion maxima del mes mas humedo y la precipitacion
méaxima del mes mas seco. Estos valores fueron obtenidos de las bases de datos del Servicio
Meteorologico Nacional y la Comision Nacional de Aguas. Las variables fueron elegidas considerando
la temperatura minima critica de la especie (17 °C), bajo la cual los organismos dejan de alimentarse, y
la sensibilidad de los huevos a la humedad y la desecacion, esperando que dichos factores pudieran
representar presiones selectivas diferenciales a lo largo de la distribucion de la especie.

El muestreo consistio en localizar a los individuos sobre las paredes de casas y edificios dentro

de cada localidad. Dada su poca vagilidad, se procuré no tomar mas de dos individuos del mismo
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edificio para reducir las probabilidades de muestrear individuos relacionados. En cada localidad se
colectaron de 15 a 25 muestras de tejido muscular (cola) que fueron conservadas en etanol al 70% para
su procesamiento posterior. Los estados de Guerrero y Michoacdn tuvieron que ser excluidos del
muestreo debido a la situacion de inseguridad y violencia que se vivio en éstas entidades durante el

periodo en que se realizd este estudio.

(3)Guayabitos
¥(2)Amatlan

'(1)Jarnay ;

(4)Melaqué(s)minatitian

¥(8)0axaca
'(11]Tuxtla Gutierrez
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(6)Barra de la Cruz .

¥(10)Huixtla

Image Landsat Googleearth

Data SIO, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO

Figura 1. Ubicacion y nombre de las localidades en donde se colectaron muestras de Hemidactylus
frentus para la estimacion de estructura genética y la deteccion de loci ""outliers' relacionados a
variables ambientales.

EXTRACCION DE ADN Y OBTENCION DE AFLPs

El ADN gendmico se extrajo con el kit Qiagen DNeasy Blood & Tissue siguiendo las instrucciones del
proveedor, realizando una centrifugacion extra (8000 rpm durante 2 minutos) después de la digestion
con proteinasa K para eliminar pigmentos y posibles residuos de hueso y escamas. La técnica de
AFLPs fue implementada segun Vos et al. (1995) con algunas modificaciones menores. Brevemente, el

ADN fue digerido durante tres horas a 37° C con la enzima EcoRI (Invitrogen) y durante tres horas
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mas a 65° C con la enzima Msel (ThermoScientific). Para la ligacion se utilizaron los adaptadores
EcoRl-adapter (F_CTCGTAGACTGCGTACC y R_AATTGGTACGCAGTCTAC) y Msel-adapter
(F_GACGATGAGTCCTGAG y R_TACTCAGGACTCAT) en concentraciones de 3.8 mM y 0.38
mM, respectivamente. La reaccion tuvo un volumen total de 12.94 uL y contenia 6.47 pL del ADN
previamente digerido y fue incubada a 37° C durante tres horas. Posteriormente, se realizaron dos
reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) consecutivas para obtener el perfil genético de cada
individuo.

En la primera reaccion se utilizaron cebadores Eco+0 y Mse+0 junto a 3 uL de ADN ligado.
Esta PCR-preselectiva incluyé 2 minutos de desnaturalizacion a 94° C, seguidos de 30 ciclos de 20
segundos de desnaturalizacién a 94° C, 90 segundos de alineacion a 57° C y 3 minutos de extension a
72° C cada uno. La segunda reaccion se llevo a cabo en un volumen total de 12.5 uL que contenia 2.5
uL de Green go Taq Flexi Buffer, 0.5 uL de MgCl> 1.5 mM, 0.625 uL de dNTPs, primer Eco+3
(+ACG) marcado con fluorescencia y uno de cinco primers Mse+4 (+CCCG, +CCGA, +AGCA,
+CCAA, +CCCA), los tres en una concentracion 0.5 mM, 0.2 uL de Go Taqg Flexi DNA polimerasa
(PROMEGA) y 1.5 uL del producto del PCR-preselectivo. Esta segunda reaccion consistié en un
primer paso de desnaturalizacion a 94°C durante 2 minutos, seguido de 10 ciclos de 20 segundos de
desnaturalizacion a 94°C, 30 segundos de alineacion que comenzaron a 65°C y luego fueron
descendiendo 0.4° C cada ciclo (hasta terminar en 61°C), y 30 segundos de extension. Después de esto
se programaron 25 ciclos mas conservando la temperatura de alineacion constante a 61°C. La reaccion
finaliz6 con una extension a 72°C durante 5 minutos.

Los electroferogramas correspondientes a cada individuo y reaccion fueron obtenidos con un
secuenciador automatico 3730xI de Applied Biosystems, a través de los servicios de secuenciacion de
la Universidad de Ilinois en Urbania-Champaign. Para evaluar la reproducibilidad de los marcadores

obtenidos, el 12% de las muestras fueron enviadas por duplicado.
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ANALISIS

Los electroferogramas fueron visualizados con el programa PeakScanner v1.0 (Applied Biosystems)
para detectar la presencia, tamafio e intensidad de cada fragmento. Posteriormente, se utiliz6 el paquete
RawGeno v2.02 (Arrigo et al. 2009) en R v3.0.2 (R Core Team 2009) para marcar y agrupar los
fragmentos detectados en cada electroferograma. RawGeno incluye diversos filtros para asegurar la
calidad de los picos y la consistencia del marcaje. EI primer filtro permite excluir del analisis muestras
de mala calidad (p. ej. con un nimero de bandas presentes demasiado bajo respecto al resto de la
muestra). La siguiente seric de filtros se aplica en el proceso de ‘“scoring” o genotipado. Los
parametros utilizados para éste fueron la deteccion de fragmentos mayores a 100 pares de bases (pb)
con una intensidad minima de fluorescencia de 100 rfu, y una reproducibilidad de bandas del 100% en
muestras duplicadas. También se conservaron las bandas cuya reproducibilidad no se evalu6 al no estar
presentes en los individuos duplicados, pero que existen en otros individuos dentro la muestra.

Luego se utilizé el programa FAMD (Schliter & Harris 2006) para eliminar loci cuyas
presencias estaban por arriba del 95% o por debajo del 1% del total de la muestra. Esto se realiz con el
fin de eliminar aquellos loci que, al ser practicamente monomorficos, podrian ocasionar falsos
positivos en ciertos analisis (por ej. regresiones logisticas) o sesgar las estimaciones de algunos indices.
Con las bandas retenidas se elaboraron matrices de presencia/ausencia de fragmentos para cada par de

primers e individuo que luego fueron concatenadas en una sola matriz para los analisis posteriores.

Diversidad génica y estructura poblacional

Los primeros analisis se realizaron con el programa AFLPdat (Ehrich 2006) para obtener los indices de
diversidad para cada poblacion. Estos incluyeron el numero de sitios polimorficos (cuya frecuencia
estuviera entre 0.05 y 0.95) y el indice de diversidad de Nei (He, heterocigosis esperada bajo Hardy-
Weinberg en proporciones genotipicas). Con el programa AFLPsurv (Vekemans 2002) se estimd la

varianza en He debida a diferencias en el tamafio de las muestras y el programa FAMD fue utilizado
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para estimar el indice de diversidad Shannon por poblacion.

Para evaluar la estructuracion poblacional existente en la muestra se utilizo el programa BAPS
v6.0 (Corander et al. 2008). BAPS es un programa de inferencia bayesiana que considera las
frecuencias alélicas y el niUmero de grupos genéticos como variables aleatorias. Con este programa se
Ilevé a cabo el analisis de agrupamiento de individuos bajo un modelo de mezcla (“admixture”). Para
ello se realizaron 10 corridas independientes, explorando valores para el nimero de poblaciones (k) de
1 a 14 en cada corrida, para evaluar el maximo numero posible de grupos (igual al nimero de

poblaciones muestreadas) més dos.

Deteccion de outliers génicos

Debido a que los resultados entre los métodos antes mencionados (ver Introduccion) para deteccién de
outliers pueden variar segun el enfoque utilizado (Fst 0 asociaciones genotipo-ambiente; De Mita et al.
2013), se utilizaron ambas aproximaciones para comparar resultados.

El primer método que se revisd fue el basado en indices de diferenciacion Fst. Desde que fuera
presentado, este método ha sufrido distintos ajustes que permiten realizar analisis mas precisos.
Arlequin utiliza la aproximacion del programa FDIST propuesta por Beaumont & Nichols (1996) para
la deteccion de outliers. Dicha aproximacion consiste en modelar una distribucion neutral a partir de la
distribucion conjunta de Fst y la heterocigosidad esperada entre poblaciones (He) bajo un modelo
demografico con un numero finito (aunque muy elevado) de islas. A diferencia de FDIST, Arlequin
incorpora un modelo jerarquico de islas que agrupa a las poblaciones en k grupos de d poblaciones con
distintas tasas de migracion dentro y entre grupos (Excoffier et al. 2009). Este escenario se adecUa
perfectamente a las poblaciones de H. frenatus, ya que presupone que las poblaciones se agrupan en
“vecindarios” dentro de los cudles existe un flujo génico considerable pero entre los cudles el flujo
génico es mucho menor (Slatkin and Voelm 1991; Excoffier et al. 2009). Las pruebas para

desequilibrio de ligamiento y diferenciacion poblacional se realizaron para cada par de loci utilizando
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10,000 cadenas MCMC y 1000 pasos de desmemorizacién. Para detectar los loci bajo seleccion se
realizaron 20,000 simulaciones con 100 demes por grupo y 10 grupos.

Al igual que Arlequin, el software Bayescan v2.1 (Foll & Gaggiotti 2008) implementa este
método pero utilizando estadistica bayesiana para la deteccion de loci candidatos a la adaptacion. De
esta forma, se incorpora una cierta incertidumbre en las frecuencias alélicas que puede deberse a bajos
tamafios de muestra. Estas pueden usarse sin mucho riesgo de sesgo pero con poca resolucion. El
programa Bayescan asume que las frecuencias alélicas siguen una distribucion multinominal de
Dirichlet (Foll & Gaggiotti 2008). En este caso, el indice Fst sera una funcion tanto de componentes
poblacionales especificos compartidos por todos los loci como de componentes especificos de locus
compartidos por todas las poblaciones. En esta aproximacion, la desviacion de la neutralidad en un
locus dado se supone cuando el componente locus-especifico es necesario para explicar el patron de
distribucion espacial de la variacion (Excoffier et al. 2009). La distribucion de Dirichlet de frecuencias
alélicas puede resultar de una amplia variedad de escenarios demogréaficos en los cuales las poblaciones
intercambian genes que pertenecen a una poza comun (Balding 2003; Beaumont, 2005). En el caso de
Bayescan, esta distribucion se determina asumiendo un modelo infinito de islas, lo que tiene como
consecuencia una distribucion que puede ajustarse a varios modelos demogréaficos (Beaumont &
Nichols 1996).

Para detectar la presencia de outliers en la muestra se realizaron cuatro andlisis. Para el primero
de ellos se dividio el total de la muestra en grupos de distintas altitudes (1500, 750, 400 y 0 m s.n.m.).
El segundo analisis se realizd considerando los dos grupos encontrados por BAPS para buscar loci
candidatos entre norte y sur. El tercero y cuarto andlisis se realizaron dentro de cada grupo, dividiendo
las poblaciones al interior en sus respectivas altitudes (1500, 750 y 0 m en el grupo norte y 1500, 400 y
0 m en el grupo sur). Para todos los analisis se realizaron 10 corridas piloto con una duracion de 5,000
iteraciones cada una con el fin de obtener una distribucion con la cual comenzar el proceso de MCMC.

Los analisis finales consistieron en 100,000 iteraciones y un periodo burn-in de 10,000 repeticiones.
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Para el segundo método, se utilizaron el software de estadistica R v3.0.2 (R Core Team 2009) y
el programa LFMM (Frichot et al. 2013) para realizar las distintas regresiones. La primera de ellas, la
regresion logistica, es uno de los modelos lineares generalizados (GLM por sus siglas en inglés)
(Nelder & Wedderburn 1974) disefiado para trabajar con datos de respuesta categdrica y cuya
distribucion no es normal. La regresion logistica es una modificacion al modelo de regresion lineal que
transforma la probabilidad de la variable dependiente a través de un logaritmo para posteriormente
realizar el modelo de ajuste sobre dicha transformacion (Fig. 2). Este método nos permite explicar la
media de los datos a través de una o mas variables explicativas independientes. La regresion logistica
permite trabajar con datos de respuesta binaria y variables independientes tanto categéricas como
continuas.

plx)
1 — p(x)

=a+ 3z

A) logit(p(x)) =1n

B) 17 i

Variable independiente

Figura 2. A) Ecuacion general de la regresion logistica, B)
Gréfica general de un modelo de regresion logistica

Utilizando la informacion de presencia o ausencia de fragmentos como respuesta dependiente

binomial y la altitud, la temperatura promedio del mes mas frio y la precipitacion como variables
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explicativas independientes, se realizd una serie de regresiones logisticas simples a cada loci detectado
como outlier por los programas Arlequin y Bayescan. Para esto, se utilizé el software estadistico R con
el cual también se corrobor6 el ajuste del modelo con los datos mediante una prueba de bondad de
ajuste ¥ para cada regresion.

El programa LFMM fue especialmente disefiado para probar asociaciones entre loci y
gradientes ambientales mediante el uso de modelos mixtos con factores latentes o “latent factor mixed
models”. A diferencia de la regresion logistica, este método implementa un algoritmo con MCMC para
un andlisis de regresion en el que las variables consideradas son modeladas como factores no
observados (latentes). De esta forma, busca la correlacion entre las variables ambientales y las
frecuencias alélicas al mismo tiempo que estima, en segundo plano, los niveles de estructuracién entre
poblaciones. La estimacion de pardmetros se realiza con una extension probabilistica de andlisis de
componentes principales y técnicas estadisticas de aprendizaje (Frichot et al. 2013). Los analisis se
realizaron incluyendo los 287 loci y considerando un nimero de factores latentes K= [2,6] con 10
repeticiones para cada uno por variable ambiental (total de 250), y con 10,000 iteraciones que siguen a

un periodo de burn-in de 1,000 repeticiones para cada corrida.

RESULTADOS

El total de bandas detectadas por RawGeno fue de 1279. La combinacion Eco+ACG/Mse+CCAA
produjo el mayor nimero de bandas con un total de 289, mientras que la de menor numero fue la
combinacion Eco+ACG/Mse+AGCA con 229 fragmentos. El promedio de bandas producidas por par
de primers fue de 256. Una vez realizada la primera depuracion, donde se eliminaron 18 reacciones de
mala calidad, se conservaron 532 loci para su posterior analisis. La combinacién mas informativa fue
Eco+ACG/Mse+CGAC de donde se retuvieron el 59.5% de las bandas producidas (147 de 247). Luego

de eliminar todos aquellos fragmentos con frecuencias por arriba del 95% o por debajo del 1% se
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retuvieron 287 bandas polimorficas y altamente reproducibles para realizar los analisis posteriores.

Diversidad génica y estructura poblacional

Los indices poblacionales de diversidad obtenidos se muestran en la Tabla 1. La poblacién con mayor

namero de sitios polimorficos fue Rincdn de Guayabitos, en Nayarit, con el 57.49% (165 de 287). La

poblacion menos polimérfica, sin considerar Jamay cuyo N=1, se encontré en Salina Cruz, Oaxaca con

el 29.61% (85 de 287). Considerando que el indice de diversidad de Nei (1987) puede tomar un valor

méaximo de 0.5 para marcadores bialélicos como los AFLPs, el total de las poblaciones muestra valores

intermedios de diversidad (0.1111 - 0.1805) a lo largo de todos los loci. Las localdades de Oaxaca de

Juarez y Salina Cruz presentan los mayores niveles de diversidad para este indice a pesar de tener un

muestreo menor y una varianza mayor debida a este tamafio de muestra. Podemos observar que la

varianza en He debida al tamafio muestreal disminuye a medida que éste aumenta, siendo mayor para la

poblacion de Jamay (N=1). Finalmente, el indice de Shannon muestra valores relativamente elevados

(5.7 — 6.8429) considerando que para sitios poco variables éste tomaria valores cercanos a cero.

Poblacién N Sitios Diversidad génica  Var. He Sde
polimorficos He (Nei 1987) Shannon
1. Jamay, Jal. 1 0 0 0.000116 5.7004
2. Amatlan de Cafas, Nay. 20 158 (55.05 %) 0.1387 0.000012 6.6376
3. Guayabitos, Nay. 24 165 (57.49 %) 0.1374 0.000009 6.8429
4. Melaque, Jal. 20 143 (49.82 %) 0.1312 0.000012 6.6681
5. Minatitlan, Col. 21 126 (43.90 %) 0.1111 0.000011 6.5014
6. Barra de la Cruz, Oax. 17 136 (47.38 %) 0.1347 0.000016 6.6343
7. Salina Cruz, Oax. 5 85(29.61 %) 0.1456 0.000057 6.3371
8. Oaxaca de Juarez, Oax. 5 106 (36.93 %) 0.1805 0.000054 6.6181
9. Pijijiapan, Chis. 16 120 (41.81 %) 0.1261 0.000016 6.4924
10. Huixtla, Chis. 15 111 (38.67 %) 0.1118 0.000017 6.4132
11. Tuxtla Gutiérrez, Chis. 16 152 (52.96 %) 0.1513 0.000017 6.8435

Tabla 1. Indices de diversidad obtenidos con los programas AFLPdat (sitios polimérficos y He),
AFLPsurv (Var He) y FAMD (indice de Shannon).

El programa BAPS encontr6 dos particiones genéticas como el valor éptimo dentro de la

muestra con una verosimilitud de -12094.2573 y una probabilidad posterior de 1 (Fig. 3). Estas

particiones coinciden con los dos grandes grupos de muestreo formados al norte y sur del Pacifico.

Pagina | 25



Adicionalmente se realiz6 un segundo andlisis dentro de cada una de las particiones encontradas.
Ninguno de los dos grupos pudo ser subdivido en otros clusters (PP=0.9798 y 1, para los grupos Sur

(Chiapas-Oaxaca) y Norte (Nayarit-Jalisco-Colima), respectivamente).

[eVEVELIGE
Amatlan

Jamay.

Melaguefminatitian

Oaxaca
Tuxtla Gutierrez

Salina Cruz
Barra de la:Cruz

Huixtla

Figura 3. Gréfica de estructuracion poblacion obtenida con BAPS y localizacion espacial de los
grupos. El color rojo corresponde a los individuos del grupo sur (Oaxaca y Chiapas) y el color verde
indica la poblacién del norte (Nayarit, Jalisco y Colima).

Los andlisis realizados con Arlequin también sugieren la presencia de dos grupos genéticos en el
Pacifico mexicano. La Figura 4 muestra la matriz de Fst pareados entre poblaciones. El color més claro
refleja indices de diferenciacion menores. En el Anexo Il se muestran los valores numéricos para cada

par de poblaciones de esta grafica; ninguna de las comparaciones superd Fst> 0.3.
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Figura 4. Gréfica de los valores pareados de F st entre poblaciones. Los tonos
masoscuros representan valores mayores de estructuracion que se concentran
mas en laregion central, dividiendo los grupos norte y sur

Deteccion de outliers

A) Con indices de diferenciacion (Fst)

e Arlequin
Los analisis para deteccion de outliers llevados a cabo en Arlequin lograron detectar algunos loci
candidatos a ser adaptativos (Figs. 5 y 6). La primera busqueda se realizd dividiendo el total de la
muestra por altitudes (0, 400, 750 y 1500 msnm). En este andlisis se encontraron 16 outliers (L0009,
L017, LO25, LO33, L086, L125, L133, L142, L149, L165, L167, L190, L196, L204, L243 y L287),
todos por arriba del limite. En el segundo analisis, realizado entre los grupos Norte y Sur encontrados

por BAPS y sugeridos por el mismo Arlequin, se encontraron siete loci con sefiales de seleccion
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natural, cinco por arriba del limite (L133, L149, L167, L190 y L204) y Unicamente dos por debajo

(L178 y L198). Los loci L133, L149, L167, L190 y L204 fueron detectados como outliers por ambas

pruebas.
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implementado en Arlequin. Los puntos rojos represetan aquellos loci con indices de
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B Deteccidn de loci outliers entre grupos Norte y Sur
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Figura 6. Gréafica de deteccion de outliers entre los grupos norte y sur por el método de Fst
implementado en Arlequin. Los puntos rojos represetan aquellos loci con indices de
estructuracion mayores 0 menores a lo esperado bajo neutralidd. Los nimeros en cada punto se

refieren el nimero de loci dentro de este trabajo

e Bayescan

De los cuatro analisis realizados con el programa Bayescan Unicamente uno, el realizado entre los

Pagina | 29



grupos norte y sur, mostré loci con comportamientos estadisticos diferentes a lo esperado bajo un

modelo neutral (Fig. 7B). En este caso, cinco loci (L007, L017, L067, L142 y L243) mostraron indices

superiores a lo esperado por neutralidad (Fst > 0.018), colocandolos como posibles candidatos a estar

bajo seleccion natural entre ambos grupos.
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Figura 7. Distribuciones obtenidas con Bayescan para A) el total de la muestra dividida por alturas
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observan cinco loci bajo seleccion; C) la poblacién norte dividida por Alturas (0, 750 y 1500 msnm)

y D) La poblacion sur dividida por alturas (0, 400, 750 y 150 msnm)
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B) Con métodos de regresion

e LFMM

Del total de los anélisis realizados con LFMM Unicamente cuatro detectaron loci con valores z-score

superiores a 3 con probabilidades asociadas iguales o inferiores a 0.001. De estas pruebas, una

corresponde a la division en grupos geograficos norte-sur. Considerando K= 2 (L017, p= 0.00018; 67,

p= 0.00008, L165, p= 0.00008 y L167, p= 0.0000001). Para la altitud se detecté un solo locus (L207,

p=0.00046) considerando K=2. Los analisis realizados para la temperatura minima no detectaron

ningun locus. Los andlisis para precipitacion maxima del mes mas frio detectaron tres loci (L132,

p=0.00063; L244, p=0.00071; L249, p= 0.00053) con una K=2 y los realizados para precipitacion

maxima del mes mas seco detectaron un solo locus (L166, p=0.0006) con K= 3 (Fig. 7).

Manhattan Plot para grupos geograficos (K=2)

Manhattan Plot para temperatura minima (K=2)
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Manhattan Plor para precipitacién maxima del mes mds hiumedo (K=2)

Manhattan Plot para precipitacién maxima del mes més seco (K=3)
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Figura 8. Gréficas obtenidas con LFMM para los andlisis que detectaron loci con desviaciones
standard superiores a la media de los datos

e Regresion logistica en R

El total de regresiones logisticas realizadas dieron un resultado negativo para la relacién entre factores

ambientales y presencia/ausencia de loci (%> 0.05). En la tabla 2 se presentan (inicamente los valores

de P para la prueba de bondad de ajuste ¥°. Las graficas para cada una de éstas regresiones se muestran

en los Anexos H1-VII.

LOCUS NORTE-SUR ALTITUD T° MINIMA  PREC. MAX. PREC. MIN.
LOO7 0.4405 - - - -
LO09 - 0.0744 0.4208 0.0198 0.4474
LO17 0.4405 0.3921 0.4815 0.4846 0.4846
LO025 - 0.3668 0.4639 0.4312 0.4406
LO33 : 0.2705 0.5007 0.242 0.4434
LO67 0.4405 - - - -
LO86 : 0.4692 0.5813 0.4507 0.9994
L125 - 0.3793 0.4586 0.9818 0.4505
L133 0.4405 0.4404 0.1018 0.4722 0.5197
L142 0.4405 0.4487 0.4278 0.5061 0.3742
L149 0.9999 1 1 1 0.5237
L165 - 0.1851 0.467 0.4387 0.4832
L167 0.9999 0.4065 0.3953 0.995 0.4318
L178 0.4405 - - - -
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L190 1 0.4201 0.4417 0.9447 0.4440

L196 - 0.4437 0.4403 0.4406 0.0007
L198 0.4405 - - - -

L204 1 0.9462 0 0.9305 0.9056
L243 0.9999 0.4552 0.3983 0.9977 0.3695
L287 - 0.4353 0.4337 0.9977 0.4412

Tabla 2. Valores de P para la prueba de ajuste y> de las regresiones logisticas realizadas para cada
locus outlier detectado con Arlequin o Bayescan con cuatro variables ambientales en poblaciones de
H. frenatus (Figs. 6y 7).

DISCUSION

Diversidad génica y estructura poblacional

Tanto el nimero de sitios polimérficos como los valores del indice de Shannon nos sugieren que la
poblacién de Hemidactylus frenatus en el Pacifico mexicano posee una alta diversidad genética,
repartida de manera mas o menos equitativa a lo largo de todas las poblaciones analizadas. Es
importante notar que el nimero de sitios polimorficos aumenta de acuerdo al tamafio muestreal (N), lo
que puede interpretarse también como una sefial de alta diversidad génica. Estos resultados concuerdan
con otros estudios dénde se registrd una alta diversidad mitocondrial para la especie en las islas del
Pacifico, donde también ha sido introducida (Moritz et al. 1993, Tonione et al. 2011).

El punto de muestreo méas polimdrfico fue Guayabitos, un destino turistico con un gran nimero
de visitantes a lo largo del afio. Este flujo de transporte y personas podria estar favoreciendo la
migracion de individuos de varias poblaciones para enriquecer el pool génico del sitio. Casos similares
podrian estarse presentando en Amatlan de Cafias y Tuxtla Gutiérrez, segundo y tercer sitios mas
polimorficos, respectivamente. Salina Cruz, el punto menos polimorfico, ademas de tener un muestreo
menor, es un sitio con perturbaciones ecoldgicas mayores. Si bien Salina Cruz es un puerto importante
que recibe embarcaciones de manera constante, el petréleo constituye la principal actividad econémica
del lugar y cuenta con una de las refinerias mas importantes del pais. Esto genera contaminacién y

alteraciones ambientales importantes en la zona, sugiriendo que tal vez H. frenatus no tolere
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condiciones tan extremas. En este sitio también existe un gran nimero de edificaciones abandonadas y
en mal estado, lo que podria dificultar el establecimiento de individuos ya que la especie forrajea
alrededor de puntos de alumbrado (focos, ld&mparas o faroles). La poblacién de H. frenatus era
notablemente menos abundante que en otros sitios de la costa.

El incremento de la diversidad genética en especies invasoras suele ser favorecido por multiples
eventos de introduccion, al constituir las poblaciones con individuos de distintas localidades y
diferentes generaciones (Dlugosch & Parker 2008, Simberloff 2009). Por esta razén, y considerando los
altos indices de diversidad que presenta la especie, es muy probable que la poblacién de H. frenatus en
México tenga su origen en multiples individuos y varios eventos de invasion a lo largo del tiempo.
Recordando algunas caracteristicas de la especie, su tamafio, habitos gregarios y patrones de actividad
y reproduccién favorecen su capacidad para aprovechar la distribucion asistida (Hoskin 2011).
Ademas, siendo una estrecha comensal del ser humano, su movimiento constante desde diversos sitios
en embarcaciones mercantes a través del Pacifico es altamente probable.

Realizar estudios comparativos a diferentes escalas espaciales (Sax et al. 2005) podria ser de gran
utilidad para investigar la hipdtesis de multiples introducciones de H. frenatus y determinar con mayor
precision la historia de invasién de la especie en el pais. Analizar las poblaciones de Indonesia, el area
original de distribucion de la especie, y otras areas de distribucion adquirida, generaria informacion
sobre la diversidad genética que poseen las distintas poblaciones de la especie. Esto nos permitiria
comparar poblaciones y determinar los puntos de origen de los individuos que conformaron las
poblaciones locales en México. Un buen ejemplo de esto es el estudio realizado por Kolbe et al. (2004)
donde se utilizaron marcadores mitocondriales para inferir la historia de invasion de Anolis sagrei en la
isla de Cuba. Ellos concluyen que la poblacion local esta formada por individuos de diversas
localidades externas con un nimero aproximado de ocho introducciones historicas. Aunque previo a la
realizacion de esta investigacion se trabajé con el gen mitocondrial 16S de algunos individuos, este

mostrd poca variacion y tuvo que ser descartado para utilizar otro tipo de marcadores.
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El anélisis de estructuracion realizado con el programa BAPS encontrd dos particiones que
corresponden a los grupos norte (Nayarit, Jalisco y Colima) y sur (Oaxaca y Chiapas) del muestreo. Al
realizar los analisis al interior de cada grupo, fue imposible detectar una estructuracion a menor escala
geogréfica. Existe una remota posibilidad de que incluir las poblaciones de Guerrero y Michoacéan
modifiquen este patron espacial de estructuracion Los valores numeéricos de diferenciacion estimados
con Arlequin para estas particiones apoyan la presencia de dos grupos bien diferenciados en el Pacifico
mexicano, aunque es importante recordar la flta de muestras en Michoacan y Guerrero. Los indices
pareados de Fst son coherentes con la estructuracion excepto en cuatro comparaciones, donde los
indices son similares o llegan a superar aquellos estimados entre poblaciones que no corresponden al
mismo vecindario (Anexo Il). En ningln caso las comparaciones alcanzan valores mayores a 0.23, un
valor que podria considerarse mas o menos elevado.

La estructuracion observada en este estudio podria deberse al patrén de movimiento de los
individuos entre sitios. Al ser una especie comensal del ser humano, las actividades mercantes y de
turismo favorecen la migracion de individuos a distancias mayores de lo que permite su vagilidad
natural, incrementando asi el flujo génico entre poblaciones distantes. Esto puede disminuir, o
aumentar, la estructuracion poblacional a ciertas escalas geogréaficas. Un buen ejemplo de los efectos de
la migracion asistida en la estructuracién poblacional se presenta en el estudio realizado por Short &
Petren (2011) en otro geco invasivo del mismo género, H. mabouia. Utilizando microsatélites en las
poblaciones de Florida, EU, ellos detectaron distintos patrones de estructuracion a escalas geograficas
variables. A escalas geograficas reducidas o regionales era posible detectar estructuracion significativa
entre poblaciones (Fst> 0.17). Al expandir la escala geografica a un nivel estatal, la estructuracion
poblacional se reducia de manera importante (Fst<0.11). Al aumentar més la escala geografica,
comparando distintos estados, era posible observar nuevamente una estructuracion poblacional
considerable para la especie.

El hecho de que no haya sido posible observar una estructuracion al interior de cada grupo, nos
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ayuda a descartar el fendmeno de aislamiento por distancia a lo largo de la distribucion, lo que sugiere
la posible existencia de uno o mas quiebres filogeograficos definidos para la especie. De ser asi, la
inclusion de las poblaciones intermedias (Michoacan y Guerrero) podrian generar dos resultados:
conformar un tercer grupo filogeogréafico al centro del Pacifico o que los individuos muestreados alli se
agrupen en los clusters encontrados en este estudio, mostrando, posiblemente, una zona de contacto
entre ambos. Con la realizacion de este analisis de estructuracion espacial podriamos llegar a entender
que factores geogréficos o humanos limitan la dispersion y el flujo génico de la especie y a qué
distancias actuan, o si la estructuracién poblacional de la especie concuerda con areas mayores que
correspondan a las de especies locales. Recordemos que dentro del area de estudio se encuentran
quiebres filogeogréficos importantes como el Istmo de Tehuantepec, la faja VVolcénica Transmexicana
y el llamado bloque Jalisco, donde muchas especies muestran patrones especiales de estructuracion
poblacional. Seria sumamente interesante verificar si las especies invasoras también estan respondiendo
a estos quiebres, tal y como se ha propuesto para las especies nativas de México.

Segun algunos autores (Ibrahim et al. 1996, Klopfstein et al. 2006, Ramakrishan et al. 2010), es
posible encontrar patrones de estructuracién y variacion genética espacial muy particulares en
poblaciones que se encuentran o tuvieron un proceso de expansion reciente como el que pueden
presentar las especies invasoras. El primero de estos patrones esta relacionado a multiples eventos de
colonizacion y a altos indices de diversidad genética. En este caso, se deberia observar una diversidad
genética elevada en la regién donde se cree que haya iniciado la invasion (en este caso Acapulco) y que
deberia ir disminuyendo conforme nos alejamos de dicho punto hacia la periferia del intervalo actual de
distribucion. De ser este el caso de la poblacién mexicana de H. frenatus, el analisis de las poblaciones
intermedias en Michoacan y Guerrero seria de suma importancia y se esperaria que arroje valores de
diversidad ain mayores que los observados para los grupos Norte y Sur.

La segunda opcion, aungue muy poco probable, es que la poblaciéon invasora haya sido

originada por pocos individuos iniciales sin eventos posteriores de introduccion. De ser asi, la
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expansion poblacional de la especie habria sido un proceso mas lento, implicando eventos de
expansion, adaptacion y colonizacion gradual debido a la poca diversidad genética que se presenta en
eventos simples de introduccion. En este caso, existiria también mayor diversidad genética en la region
donde haya comenzado la invasion y ésta disminuiria drasticamente conforme nos acercamos a la
periferia de la distribucidn. Este patron responde al hecho de que, si es necesaria una adaptacion previa
a la colonizacion de cierto sitio, la combinacion adecuada de genes para llevar a cabo el proceso seria
muy restringida, eliminando aquellos genes que no fueran favorables en dicha region, para luego
limitar la diversidad en las zonas de colonizacion reciente; es decir, los limites de la distribucién actual.
Considerando los valores de diversidad encontrados en el presente estudio, el segundo escenario es
poco probable pues ambos grupos geogréaficos presentan niveles méas o menos elevados de variabilidad
genética. La realizacion de estudios comparativos a escalas temporales podria ayudar a la resolucion de
este problema al permitir rastrear el movimiento de genes en las poblaciones a lo largo del tiempo.
Evidentemente, los estudios comparativos, tanto espaciales como temporales, deben ser
enriquecidos con la inclusion de las poblaciones presentes en los estados de Michoacan y Guerrero y el
uso de otros marcadores moleculares que pudieran aportar mayor informacién. Al ser Acapulco el
primer sitio donde se registro la especie, el analisis de ésta y otras poblaciones cercanas nos ayudaria a
entender de mejor manera los patrones geograficos de diversidad y estructuracién poblacional

encontrados en el presente trabajo.

Deteccion de outliers

En las pruebas de deteccion de outliers realizadas con Arlequin se encontraron un total de 18
loci con comportamientos estadisticos diferentes. El analisis entre grupos norte y sur dio un total de 7
loci, cinco con sefales de seleccion direccional (por arriba de los esperado en un escenario neutral) y
dos que sugieren seleccion estabilizadora (por debajo del mismo). Es importante recordar que el

método carece de robustez al momento de detectar seleccion balanceadora por lo que es mejor
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interpretar con precaucion este Ultimo resultado (Excoffier et al 2009). Por su parte, el analisis
realizado entre altitudes encontré un total de 16 loci, todos por arriba de lo esperado, sugiriendo
seleccion direccional. Cinco loci (L133, L149, L167, L190 y L204) fueron encontrados en comdn entre
ambas pruebas.

Es importante recordar que, aunque el método implementado por Arlequin es el mas sencillo y
por lo tanto es muy probable la deteccion de un gran numero de falsos positivos, este nos permite
asumir un modelo jerarquico de islas durante el analisis, lo que puede mejorar notablemente su poder
de deteccion (ver introduccidn). El anélisis de estructuracién poblacional sugiere que la poblacion de
H. frenatus presenta precisamente este tipo de modelo filogeografico, pues se detectaron dos grupos
bien diferenciados entre si pero sin diferenciacion significativa al interior de cada uno, lo que puede
ajustarse a un patron de estructuracion jerarquica.

Por su parte, los anélisis realizados con Bayescan para detectar outliers no dieron resultados
positivos salvo el realizado entre los grupos norte y sur. Las pruebas en donde se dividié a la poblacion
y subpoblaciones con base en su altitud no detectaron locus con comportamiento distinto a lo esperado
bajo un modelo de neutralidad. Sin embargo, seglin los indices logaritmicos para los cinco loci
detectados entre grupos geogréaficos, éstos muestran una sefial fuerte de estar bajo seleccion (log10(g-
value)>1.5). Ademas de esto, tres de los cinco loci detectados entre grupos Norte y Sur por Bayescan
también fueron detectados por Arlequin en el analisis realizado por altitudes (L017, L142 y L243). En
este caso, el programa supone implicitamente un modelo de islas que puede no ajustarse del todo a la
dinamica poblacional de la especie por lo que puede resultar poco confiable si se compara con el
analisis realizado con Arlequin. Por esta razon, seria posible descartar de forma automatica estos
resultados frente a los de Arlequin; sin embargo, podemos considerar de interés los tres fragmentos que
fueron detectados por ambos metodos, recordando que las diferencias entre altitudes podrian estar
reflejando de alguna forma también diferencias entre grupos geogréaficos.

Es importante recordar que los indices Fst no llegan a ser tan altos ni tan diferentes de lo
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esperado en un modelo neutral, y que los resultados positivos obtenidos con estos dos programas
podrian tener otras explicaciones. Este tipo de analisis estan disefiados para detectar valores extremos
de la distribucion que pueden ser en realidad falsos positivos. Por ejemplo, en un analisis de modelos
realizado por De Mita et al. (2013), se concluyd que los métodos estadisticos para detectar
correlaciones genotipo-ambiente suelen ser més robustos y confiables para la correcta deteccién de
outliers, que aquellos métodos que buscan diferenciacion adaptativa basados en indices Fst. Por lo
tanto, la aplicacién de ambos tipos de método permite determinar con mayor seguridad aquellos loci
que pudieran responder a seleccion natural en poblaciones silvestres, permitiendo contrastar resultados
y utilizar Unicamente aquellos loci que muestran un caracter adaptativo con mas de un método (De
Mita et al. 2013).

Por esta razon, a los 20 loci que fueron detectados con la serie de anélisis basados en indices
Fst, se les aplicaron métodos de regresion logistica para buscar su correlacion con algin factor
ambiental que pudiera variar a lo largo de la distribucién. Ningun loci detectado entre grupos
geogréaficos por Arlequin o Bayescan dio una sefial positiva en los modelos de regresion logistica. De
los 16 loci detectados entre altitudes, Unicamente dos, LO09 y L196, mostraron un verdadero ajuste con
el modelo de regresion logistica (x?<0.05) realizada para los valores de precipitacion. Esto sugiere que
podria existir una relacién entre la presencia o ausencia de dichos fragmentos con condiciones
relacionadas a la precipitacion o humedad relativas. Este método tuvo, sin embargo, el problema de que
no ser corregido para la estructura poblacional. De haberse considerado este factor, es posible que el
numero de loci detectados hubiera sido mayor pero con un aumento proporcional en el nimero de
falsos positivos (De Mita et al. 2013).

El programa LFMM, por su parte, también detecto algunos loci que no habian sido detectados
previamente y que, en concordancia con las regresiones logisticas, pertenecen a las pruebas realizadas
para la precipitacion maxima del mes mas frio (L132, L244 y L249) y para la precipitacion maxima del

mes mas célido (L166). Debido a que el programa LFMM toma en cuenta la estructuracion poblacional
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en la muestra al tiempo que realiza la basqueda de outliers, lo que genera una robustez similar a la que
se puede obtener con Arlequin, los loci detectados con este método y que ya habian sido encontrados
en los analisis previos merecen un poco méas de atencion. Este fue el caso de los loci LO17 y LO067,
encontrados por Bayescan entre grupos geograficos, y el locus L167, detectado por Arlequin también
entre grupos geogréficos.

Las concordancias entre métodos (Arlequin-RL, Arlequin-LFMM vy Bayescan-LFMM) nos
sugieren, por un lado, que podrian existir diferencias importantes en alguna condicion ambiental entre
localidades geogréficas, por lo que estos loci podrian estar respondiendo directamente a un proceso
adaptativo diferencial entre grupos. Si el patrén observado fuera resultado de un proceso de adaptacion
local, la seleccion natural y el flujo génico serian las dos fuerzas mayormente involucradas en el
proceso. En primer lugar, podriamos hablar de presiones selectivas importantes, que impongan un
régimen de seleccion fuerte hacia la entrada de individuos externos a cada grupo geografico. Esto
reduciria notablemente el flujo de genes por baja adecuaciéon de los migrantes. La segunda opcién
permitiria la entrada de individuos externos en un régimen de seleccion mas laxo, pero la migracién se
veria limitada por la distancia o barreras geogréaficas entre grupos, lo que permitiria el aumento de la
frecuencia de genes potencialmente adaptativos dentro de cada conjunto. Analizar la adecuacion de
individuos externos, las tasas de migracion entre grupos, la existencia de “hibridos” (p. €j. individuos
con ancestria de ambos grupos) o las frecuencias de los fragmentos candidatos a mayor detalle nos
ayudarian a decidir entre ambos escenarios.

Por otro lado, tambien existe la posibilidad de que las diferencias poblacionales tengan su
origen en otra fuerza evolutiva importante, la deriva génica. En este caso, las frecuencias de estos loci
estarian reflejando Unicamente los efectos estocasticos y aleatorios caracteristicos de esta fuerza, y
podrian no tener relacion alguna con la seleccion natural, sino ser simplemente alelos privados para
cada poblacion. La deriva génica influye en la presencia de genes o alelos en relacion a los tamafios

poblacionales y las frecuencias de cada gen. Si consideramos que los grupos genéticos detectados se
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encuentran aislados uno de otro, los tamafios poblacionales serian menores y la deriva podria conducir
distintos fragmentos hacia frecuencias diferentes, dando un efecto similar al de la seleccion natural.

Uno de los procesos que puede contrarrestar los efectos de la deriva es el flujo génico. Si
existiera migracion considerable entre grupos geograficos, los efectos de la deriva serian menores. Sin
embargo, un flujo génico considerable también podria eliminar las adaptaciones que surgen por
seleccion natural si las presiones selectivas no son lo suficientemente fuertes entre poblaciones.
Considerando que los resultados de la estructuracion poblacional sugieren una falta de flujo génico
entre grupos geograficos, es imposible descartar por completo la accion de la deriva si no se analizan
las frecuencias de los alelos en un mayor nimero de poblaciones.

De forma general, y apegandose a los objetivos iniciales del presente trabajo, estos resultados
sugieren que podria existir una diferencia importante en los valores ambientales de precipitacion o
caracteristicas relacionadas (p. ej. humedad relativa). Dado que son mayores las diferencias entre
grupos geogréaficos que entre altitudes, estas diferencias podrian representar presiones selectivas para la
especie desde una perspectiva latitudinal.

La influencia de las diferencias latitudinales en cuestiones adaptativas también ha sido analizada
en diversos estudios y diferentes especies (David & Bocquet 1975, van Berkum 1988, Nylin & Svard
1991, Willing et al. 2003, Geerts et al. 2015). Todos estos estudios utilizan especies con poblaciones
distribuidas a lo largo de gradientes latitudinales para analizar los cambios morfoldgicos o fisioldgicos
adaptativos que se presentan considerando la variacion geogréafica o temporal de factores y condiciones
ambientales importantes a lo largo de dichos gradientes. Esto muestra que existe una influencia
importante de las variaciones ambientales que se presentan en clinas latitudinales y qué éstas suelen
determinar con frecuencia cambios adaptativos diferenciales. Esto puede deberse a los grandes cambios
que se producen latitudinalmente a escalas geograficas mayores y que, en ocasiones, suelen ser mas
notorios que aquellos cambios que se presentan desde una perspectiva longitudinal en el planeta.

Es importante recordar que esta investigacion consider6 Unicamente algunas variables
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geograficas que, si bien suelen representar presiones selectivas generales para el grupo de los reptiles,
pueden no ser los factores mas importantes para detonar un cambio adaptativo en esta especie. Un
mejor conocimiento sobre la biologia general de H. frenatus (la etologia, fenologia, desarrollo,
fisiologia y ecologia) permitiria determinar con mayor exactitud los factores o condiciones que
pudieran representar presiones selectivas reales para la especie, ademas de definir con mayor precision
en qué etapa de vida de los individuos es que dichas condiciones resultan mas determinantes.

Existen distintos métodos para caracterizar de mejor manera los polimorfismos moleculares
encontrados en este estudio, asi como experimentos para poner a prueba las sefiales adaptativas aqui
encontradas. Como parte de los primeros procedimientos, seria posible aislar los fragmentos candidatos
con el fin de realizar su secuenciacion para una busqueda posterior de genes similares (BLAST). De no
encontrarse identidad con genes conocidos, los métodos de secuenciacion de nueva generacion podrian
servir para ampliar la longitud de los fragmentos candidatos o encontrar un mayor numero de
marcadores con los cuales investigar hipotesis de desequilibrio de ligamiento. Este tipo de estudios nos
permitiria determinar con mayor exactitud si nuestros fragmentos candidatos son en si los genes bajo
seleccion, si se trata de regiones cercanas o si forman parte de un conjunto o red de genes que
funcionan como una unidad que confiera adaptacion, para lo que no se requiere necesariamente
cercania fisica entre las regiones participantes. Este patrén de segregacion involucraria la herencia de
conjuntos de genes que deberian ser diferentes entre los dos grupos genéticos aqui encontrados.

Para poner a prueba las sefiales adaptativas detectadas en este trabajo se pueden realizar
experimentos con un caracter mucho maés ecologico. El primero de ellos, comUnmente utilizado para
identificar diferencias en la adecuacion de organismos pertenecientes a poblaciones o regiones
geograficas distintas, son los trasplantes reciprocos de individuos (Declerck et al. 2001, Nuismer &
Gandon 2008, Ridell et al. 2015). Este tipo de experimentos consiste Unicamente en intercambiar
individuos con caracteristicas conocidas y previamente identificadas entre poblaciones (en este caso

Norte-Sur o sobre el gradiente altitudinal) y analizar su adecuacion y supervivencia en las nuevas
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localidades. Aunque este tipo de experimentos generalmente utiliza caracteristicas fisicas diferenciales
entre grupos, la informacion generada en este estudio nos permitiria utilizar individuos caracterizados
genéticamente para evaluar el papel de los outliers genéticos detectados entre regiones, asi como
utilizar genotipos neutrales para evaluar su potencial adaptativo. De existir adaptaciones locales a su
lugar de origen, lo que podria traducirse en fuertes presiones selectivas que impidan el establecimiento
de individuos externos, los individuos trasplantados no podran sobrevivir en las nuevas localidades o
mostraran una disminucién notable en su adecuacion.

Asimismo, existen dos tipos de experimentos o pruebas que se podrian realizar en instalaciones
de laboratorio. La primera de ellas consiste, como ya se menciond, en recrear de la mejor manera
posible las condiciones que se presentan en cada localidad, someter a algunos individuos con genotipos
conocidos a las condiciones que enfrentarian en las localidades ajenas y evaluar su desempefio y
adecuacion. La segunda opcidn nos permite determinar con un poco méas de precision la existencia de
diferencias adaptativas entre localidades y consiste en el analisis de capacidades fisicas, fisioldgicas o
conductuales a partir de experimentos controlados para determinar posteriormente su composicion
genética. Como parte de las pruebas realizadas en este trabajo se intentd llevar a cabo una evaluacion
de caracteristicas fisiologicas entre individuos de diferentes poblaciones. Algunas de estas comprendian
la temperatura minima critica de los individuos, la temperatura preferida, los periodos de actividad y
medidas morfoldgicas. Desafortunadamente fue imposible evaluar estas caracteristicas, pues los
individuos parecian no responder bien al ser extraidos de sus poblaciones y morian al poco tiempo de
llegar a la Ciudad de México al no poder mantenerlas en condiciones de alimentacion, temperatura y
humedad adecuadas. Los resultados obtenidos sobre morfologia y temperatura minima critica para
algunas poblaciones se presentan en el Anexo I.

Respecto a las medidas morfoldgicas consideradas, longitud y anchura del craneo, longitud
hocico cloaca y longitud total, no se observaron diferencias significativas entre poblaciones a diferentes

altitudes; sin embargo, es posible observar una ligera tendencia hacia individuos de mayores
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proporciones en las poblaciones de mayor altitud. Los datos sobre temperatura minima critica se
obtuvieron de individuos pertenecientes a dos poblaciones a 750 m s.n.m y no fue posible realizar una
comparacion entre sitios; por esta razon se presenta inicamente el valor promedio de dicho caracter.
Todas las pruebas antes mencionadas (secuenciacion y BLAST, deteccion de SNPs con
métodos de nueva generacion, trasplante de individuos y evaluacion de respuestas fisioldgicas y
conductuales) nos ayudarian a evaluar de forma méas robusta el papel adaptativo de las diferencias
genéticas aqui encontradas y la presencia de adaptaciones locales en la especie para poder determinar
mejor el papel de este proceso en la colonizacion del territorio nacional por parte de H. frenatus asi
cémo enriquecer el conocimiento sobre el papel general del proceso adaptativo en el éxito o fracaso de

las especies invasoras.

CONCLUSIONES

Esta investigacion se presenta como una primera aproximacion al estado genético de una especie no
modelo, invasora y con amplia distribucion a nivel mundial. El uso de técnicas generalistas de escaneo
gendémico permitié proyectar una imagen general del estado genético de las poblaciones de
Hemidactylus frentaus en una region del pais. Es importante recalcar que existen algunas deficiencias
en el muestreo que pudieran estar determinando en gran medida los resultados obtenidos y que, ademas
de esto, seria de gran utilidad el desarrollo de un mayor nimero de marcadores para obtener un
panorama mas exacto de los resultados obtenidos en esta investigacion. A pesar de constituir un primer
acercamiento, fue posible obtener informacion valiosa y generar algunas buenas conclusiones al
respecto.

Como primera conclusion general, la poblacion de Hemidactylus frenatus presenta altos indices
de diversidad y una estructuracion poblacional media, presentando dos grupos geograficos a lo largo de

su distribucion en el Pacifico mexicano (Fst=0.23). En segundo lugar, no fue posible encontrar
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evidencia clara de cambios genéticos adaptativos en la poblacion de Hemidactylus frenatus que
respondieran a un gradiente altitudinal o a algunas condiciones ambientales que varian a lo largo de
dicha distribucién, pero fue posible detectar nueve fragmentos candidatos con comportamientos
estadisticos particulares respecto al resto de los loci analizados. Seis de estos parecen responder a
factores relacionados con la precipitacion y tres mas muestran una relacién con los diferentes grupos
geogréficos (Norte y Sur). Con estos datos, la distribucion mundial del geco impide descartar
completamente la diferenciacion adaptativa de las poblaciones a una escala espacial mayor. Por ultimo,
las ligeras variaciones morfométricas detectadas entre poblaciones (Anexo I) deberian ser resultado
unicamente de plasticidad fenotipica, aunque un mayor nimero de loci y un muestreo mas intenso
podrian esclarecer esta hipotesis y confirmar que no existen presiones selectivas importantes para la

especie a en la distribucion estudiada del Pacifico mexicano.
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ANEXO |

En las poblaciones de Melaque y Guayabitos (Om s.n.m) y Minatitlin y Amatlan de Cafas (750m
s.n.m.) se tomaron medidas morfoldgicas de algunos individuos colectados. Estas consistieron en la
longitud total (LT), la longitud hocico-cloaca (HC), la longitud del craneo (LC) y la anchura del craneo

(AC) en milimetros.
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Figura 1. Medidas morfolégicas tomadas para dos poblaciones de Hemidactylus frenatus en el
Pacifico mexicano. Aunque ninguna muestra diferencias significativas, los individuos a 750m
parecen ser ligeramente mas grandes que aquellos a nivel del mar

En la poblacion de Amatlan de Cafias también se tomaron medidas de respuesta fisioldgica al frio. Se
investigd la temperatura minima critica de la especie mediante un enfriamento progresivo de los
individuos. Esta se considero en el momento en que los individuos eran incapaces de voltearse si eran
colocados boca abajo, un reflejo natural de sobrevivencia. La temperatura minima critica se acerca a la
temperatura de muerte en algunas especies de reptiles y esta por debajo de la temperatura metabdlica

Optima (alrededor de 17° C para H. frenatus).
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Las medidas obtenidas fueron las siguientes: 12.8, 10.6, 11.1, 10.0, 14.3, 12.8, 12.6, 13.5, 14.2,
14.0, 12.8, 14.0, 13.9 y 12.6. La media de la temperatura minima critica obtenida de catorce individuos
fue de 12.8° C, poco méas de 4° C por debajo de la temperatura metabdlica 6ptima de la especie. Estos
factores (temperatura metabolica Optima y temperatura minima critica) podrian representar una
limitante para el establecimiento de la especie en lugares donde la temperatura descienda por debajo de

los 17° C por periodos prolongados de tiempo.
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ANEXO I

Los valores numéricos para las comparaciones pareadas de Fst para los grupos encontrados por BAPS

se muestran en la Tabla 1. Las poblaciones que forman el grupo Sur se muestran en color verde, las del

grupo norte en color rojo y aquellas sefialadas con color amarillo, fueron agrupadas en su respectivo

vecindario local pero muestran valores de Fst pareados ligeramente mayores a los que presentan con el

resto del grupo.
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Tabla 2. Valores de Fst pareadas entre poblaciones. Los pares marcados con color amarillo
muestran valores de diferenciacion similares a los que muestran con el resto de las poblaciones que

no pertenecen al mismo vecindario.
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ANEXO Il

Curvas de regresion logistica considerando los grupos geograficos como variable independiente para 12

loci detectados por Arlequin y Bayescan. Todas ellas fueron negativas.
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ANEXO IV

Curvas de regresion logistica con la altitud como variable independiente para los 16 loci detectados por

Arlequin. Todas ellas fueron negativas.
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ANEXO V

Curvas de regresion logistica con la temperatura minima promedio del mes mas frio como variable

independiente para los 16 loci. Todas ellas fueron negativas.
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ANEXO VI

Curvas de regresion logistica que utilizan la precipitacion del mes mas hdmedo como variable

independiente para los 16 loci. Todas ellas fueron negativas.
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ANEXO VII

Curvas de regresion logistica que utilizan la precipitacion del mes mas seco como variable

independiente para los 16 loci. Todas ellas fueron negativas.
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