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RESUMEN

La modificacion estructural del habitat es una de las principales causas del declive de
poblaciones en vida silvestre y tiene graves implicaciones en términos genéticos. Estudios
en genética poblacional han demostrado que la perturbacion de poblaciones a causa de la
fragmentacion influye en la pérdida de variacién genética e interviene en la estructuracion
genética. En México la regiéon de Los Tuxtlas ha sido fuertemente afectada por el proceso
de fragmentacion desde hace al menos 50 afos y como resultado, presenta remanentes
de selva nativa de diferente tamano aislados por una matriz de area perturbada. En esta
region, una de las especies con mayor abundancia es una lagartija del género Anolis, que
es dependiente de zonas de bosque conservado, presenta ciclos de vida cortos y mantiene
baja o nula dispersion. Lo cual las hace un buen modelo de estudio para evaluar la genética
de poblaciones habitando paisajes modificados antropogénicamente, sin embargo la mayor
cantidad de investigaciones se ha enfocado en islas como sitio de estudio y se tiene poca

informacion sobre las poblaciones continentales de Anolis.

Algunos métodos genéticos permiten establecer patrones de variacién genética e
inferir la estructura de una poblacion. En este estudio se emplearon dos genes
mitocondriales ND4 y CytB para evaluar la composicién y diferenciaciéon genética en
poblaciones de Anolis uniformis en Los Tuxtlas, Veracruz, a tres escalas: poblacional, por
tamano de fragmento y entre regiones (Los Tuxtlas contra una zona conservada en
Lacandona). Se buscé determinar si el tamafo del fragmento y el aislamiento repercuten
en la composicion genética de las poblaciones y si ademas presentan diferencias con

respecto a una poblacién no perturbada.



Al analizar la diversidad genética para cada poblacién, los resultados muestran en
general alta diversidad haplotipica, baja diversidad nucleotidica y un elevado numero de
haplotipos unicos. Se detectd baja a moderada estructura genética y los resultados del
AMOVA muestran la mayor cantidad de variacion dentro de las poblaciones. De acuerdo
con la prueba de Mantel la distancia geografica entre remanentes impide el flujo genético y
aumenta la tendencia de las poblaciones a la estructuracién. Es decir, debido a que las
poblaciones de Anolis han sido aisladas, la composicidén genética dentro de cada fragmento
se ha modificado y comienzan a diferenciarse entre ellas. En un segundo enfoque se
encontro que en Los Tuxtlas, el tamafio del fragmento no mantiene una relacion directa con
la variacién genética poblacional. Esto puede ser explicado por la gran abundancia de
organismos en los fragmentos de todos los tamanos. Finalmente, al comparar poblaciones
de Anolis uniformis en Los Tuxtlas y la selva Lacandona se encontraron diferencias
significativas en la composicion genética, es decir, se comportan como poblaciones
genéticamente diferentes (ND4, Fst = 0.96216; CytB Fst = 0.9506; ND4 + CytB, Fst =
0.95499). Sin embargo, al agrupar todos los fragmentos de Los Tuxtlas no se agrupan de
manera diferente con respecto a la poblacién en el continuo conservado de la selva
Lacandona. Es probable que no haya pasado el suficiente tiempo de aislamiento entre las
poblaciones de Anolis uniformis en Los Tuxtlas como para observar pérdida de diversidad
genética y estructura poblacional bien definida. No obstante que debido al deterioro de la
selva de Los Tuxtlas, se podrian perder algunas poblaciones antes de encontrar efectos
genéticos. Debido a la ausencia de flujo genético entre las poblaciones los principales
factores del declive genético podrian ser la distancia de aislamiento y el tiempo de
fragmentacion. Es necesario implementar andlisis moleculares con marcadores nucleares
para complementar la informacién obtenida y ampliar el muestreo.
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I INTRODUCCION

1.1 Problematica: Transformacion del habitat y sus consecuencias

Una de las principales causas del declive de poblaciones en vida silvestre y la pérdida de
diversidad bioldgica, es la modificacion estructural del habitat (Fahrig y Merriam, 1993;
Suazo, 2009). La divisién y transformacion de un habitat continuo en un conjunto de
remanentes aislados entre si por una matriz de suelo distinta a la original (agricola,
ganadera, urbana, entre otras variantes del uso de suelo), generan un paisaje fragmentado
(Saunders, 1991; Fahrig, 2003; Galindo, 2007; Rotem et al., 2013). Los remanentes de
vegetacion nativa resultantes presentan distintos tamaros, formas, conectividad y grado de
aislamiento con respecto a la zona continua (Wilcove, 1985; Saunders, et al., 1991; Santos

et al., 2006; Galindo, 2007; Moreno y Urbina, 2013).

Cuando una poblacién es fragmentada, por ejemplo, por actividades antropogénicas,
las subpoblaciones resultantes se modifican. Entre cada fragmento se presentan
variaciones en la disponibilidad de recursos (alimento, espacio, estructura vegetal), en la
variacion fenotipica, en la estructura demografica, e intervienen diferentes factores de
restriccion genética y procesos estocasticos como la mutacién y la deriva genética
(Gonzalez, 1998; Ord y Martins, 2006). Para conocer la respuesta de los organismos a la
modificacion del habitat se deben tomar en cuenta una serie de factores criticos que influyen
directamente en su distribuciéon y modifican la diversidad y estructura genética de las
poblaciones (Saunders et al.,, 1991; Suazo, 2009; Cabrera y Reynoso, 2012; Rivera et al.,

2015).

Cada especie responde de manera diferente a la fragmentacion del habitat

dependiendo de su biologia y comportamiento (Opdam, 1991; Fahrig y Merriam, 1993;



Galindo, 2007; Suazo, 2009; Cabrera y Reynoso, 2012; Moreno y Urbina, 2013). La matriz
agricola que rodea los remanentes representa, para algunos organismos, una barrera
geografica que aisla en cada fragmento subpoblaciones de una poblacién original (Wilcove,
1985; Saunders et al., 1991; Opdam, 1991; Santos et al., 2006; Moreno y Urbina, 2013).
Especies con un alto grado de especializacion ecoldgica y dispersion limitada son mas
susceptibles a la fragmentacién del habitat (Chan y Zamudio, 2009), asi por ejemplo, seran
mas propensas a la extincién aquellas especies que dependan de vegetacion nativa, que
tengan un ambito hogarefio limitado o que existan en bajas densidades poblacionales

(Saunders et al., 1991).

La fragmentacion del habitat tiene graves implicaciones en términos genéticos. Una
poblacion que ha sido fragmentada puede enfrentar pérdida de diversidad genética,
disminucion del flujo genético y por tanto aumento en la diferenciacién poblacional
(Cushman, 2006); las poblaciones pequefias y aisladas usualmente pierden variacion
genética mas rapidamente que las poblaciones grandes y continuas debido a deriva génica
(Lacy 1987), y pueden experimentar disminucion en la adecuacion debido a un incremento
en la expresion de alelos deletéreos, depresion endogamica y pérdida de potencial

adaptativo (Frankham et al., 2002).

1.2 Evaluacién de la composicion genética de las poblaciones

Los estudios de genética de poblaciones permiten explicar como se modifican los patrones
de variacion genética dentro y entre las poblaciones por diversas fuerzas evolutivas
(Eguiarte et al., 2013; Millistein, 2013; Garrido y Vazquez, 2013; Rivera, 2015). Por medio
de métodos genéticos se pueden establecer patrones de variacion genética e inferir la

estructura de una poblacion (Hedrick, 2011). Diferentes marcadores moleculares pueden



ser utilizados para detectar diversidad genética, por ejemplo, secuencias homodlogas de
ADN pueden ser comparadas para documentar dicha variacion (Hedrick, 2011).

La tasa de evolucién de un marcador molecular esta en funcion de la frecuencia con
la cual surgen nuevas mutaciones en una molécula y la probabilidad de fijarse en la
poblacion (Santos et al., 2008). Mientras mas importante sea la funcion de un gen, mas
lenta es la tasa de evolucion o la modificacion de la estructura primaria (Brown et al., 1979).

Por lo tanto, la eleccion del marcador molecular que se utilice en un estudio
dependera de la pregunta de investigacion que se requiere responder.

1.3 ADN mitocondrial

El ADN mitocondrial (ADNmt) es un marcador molecular neutral utilizado frecuentemente
en reconstrucciones filogeogréficas, resolucion de problemas taxonémicos y genética de
poblaciones (Hedrick y Miller, 1992; Thorpe et al., 2005; Eguiarte et al., 2007; Martinez y
Gonzaélez, 2008). En poblaciones naturales es altamente variable debido a su elevada tasa
de mutacion, por lo cual puede dar informacién acerca de la historia de una poblacion en

un tiempo corto (Galtier et al., 2009).

Se encuentra enrollado en un cromosoma circular y en animales esta compuesto por 37
genes (Taanman, 1999). Es heredado via materna, por lo que no se modifica por procesos
de recombinacion, siendo susceptible a los eventos de deriva génica, y evoluciona bajo el
modelo de neutralidad al intervenir en funciones metabdlicas basicas de 6xido-reduccion
(Brown et al., 1979; Wan et al., 2004; Koumoundouros et al., 2009; Botham y Mayers, 2010).
El genoma mitocondrial presenta una elevada tasa de divergencia de 2% por Ma (Brown et

al., 1979; Galtier et al., 2009), resultado del ineficiente mecanismo de reparacién en los



errores de replicacion, la ausencia de histonas y la exposicion a la accion de los radicales

libres generados en el metabolismo oxidativo (Wilson et al., 1985).

En reptiles los genes mitocondrialesmas utilizados son ND2 (NADH deshidrogenasa
subunidad 2), ND4 (NADH deshidrogenasa subunidad 4) y CytB (Citocromo b) (Poe, 2004),
los cuales participan en procesos fundamentales de transporte y bombeo de electrones a
través de las membranas mitocondriales (Botham y Mayers, 2010). El gen ND4 codifica
para la subunidad del complejo | NADH- ubiquinona (CoQ oxidoreductasa) y el gen CytB
da origen a la subunidad del complejo Il ubiquinol, QH2 citocromo ¢ oxidorreductasa
(Botham y Mayers, 2010). En lagartijas el ADNmt exhibe una tasa de sustitucion rapida,
(5.29x10° por Ma) (Eo y DeWoody, 2010), por lo que son un sistema de estudio Util en

genética de poblaciones.

1.4 Especie de interés

El abaniquillo de selva Anolis uniformis (Cope, 1885) es una lagartija pequefia (> 100 mm)
que pertenece a la familia Dactiloydae que distribuye a través de la franja neotropical desde
Tamaulipas, Veracruz, Tabasco y Chiapas en México y al sur en Belice, Guatemala y

Honduras (Arroyo, 2008; Reynoso et al., 2017).

Generalmente presenta una coloracion dorsal café rojiza y en la parte ventral verdosa, la
cual en hembras muestra un patrén de polimorfismo. Existe dimorfismo sexual con la
presencia de un pliegue gular en los machos de color magenta rojizo, con un lunar azul en
la parte central (Figura 1), caracter de importancia taxonémica. La extension del pliegue en
combinacion con movimientos corporales representa una aparente comunicaciéon de

intereses territoriales, de apareamiento y disuasion para depredadores (Campbell et al.,



1989; Heras y Villarreal, 2000; Nicholson, et al., 2007; Ord y Martins, 2006; Paemelaere,

2011).

La especie mantiene habitos arboricolas e insectivoros y se encuentra en grupos de
aproximadamente 12 individuos con un macho alfa, algunos juveniles reproductivos, dos o
tres hembras adultas y el resto son organismos juveniles (Heras y Villarreal, 2000). La
madurez sexual comienza antes del afo. Ponen un solo huevo en cada evento reproductivo
y aproximadamente 2 huevos al ano (Campbell et al., 1989) por lo que el reemplazo

generacional es constante (Heras y Villarreal, 2000).

En el sur de México Anolis uniformis es una de las especies de lagartijas con mayor
abundancia (Cabrera y Garrido, 2014), es dependiente de zonas de bosque conservado
(Urbina et al., 2006), presenta ciclos de vida cortos (Heras y Villarreal, 2000) y mantiene
baja o nula dispersion entre fragmentos (Urbina et al., 2006; Arroyo, 2008) lo que la hace

un buen modelo de estudio para evaluar los efectos de la fragmentacion del habitat.

Figura 1. Anolis uniformis. Imagenes: Elisa Cabrera Guzman; Denise Arroyo Lambaer; Brayan J.
Torres Lemus.



1. ANTECEDENTES

21 Habitat fragmentado y genética de poblaciones en lagartijas

Lin et al. (2010) evaluaron la diversidad y estructura genética en poblaciones aisladas de la
lagartija mariposa (Leiolepis reevesii) en 28 localidades a lo largo de China, Hainan y
Vietnam por medio del gen mitocondrial CytB. Los valores altos de diversidad haplotipica
total (h=1.0), ademas del nulo flujo genético se atribuyeron a la acumulacién de variaciones
genéticas posteriores a la separacion de las poblaciones. En este estudio la desviacién a
los modelos de neutralidad (D y F) y la expansion demografica que encontraron son
explicados a partir del tamaino de la isla y la distancia de aislamiento.

Existen estudios similares sobre fragmentacién del habitat, por ejemplo, Semple y
colaboradores (2010) evaluaron los patrones de variacion genética en cuatro especies de
vertebrados pequenos, las lagartijas: Uta stansburiana (Phrynosomatidae), Plestiodon
Skilfonianus (Scincidae) y Sceloporus occidentalis (Phrynosomatidae) y el ave: Chamaea
fasciata (Sylviidae) en el sur de California, lugar altamente fragmentado debido a la
urbanizacién. Utilizaron parches con tiempos relativamente cortos de fragmentacion (13 -
33 anos) y de tres tamafos: pequefos (75 - 450 ha), grandes (3200 - 4400 ha) y una zona
nucleo con un area que va de 78.2 - 121014.2 ha. Emplearon para las cuatro especies de
6 a 8 microsatélites y los resultados obtenidos muestran estructura genética (Fst = 0.095)
significativa entre parches, debido al limitado flujo genético.

De igual manera en California, Vandergast y colaboradores (2016) estudiaron la
diversidad y estructura genética de la lagartija Uma inornata (Phrynosomatidae), en un
habitat con mas de 50 afos de fragmentacién al tiempo de colecta en un periodo severo de
sequia en el Valle de Coachella, California. Mediante el uso de once microsatélites

compararon muestras de 1996 y 2008. Comprobaron que la fragmentacion del habitat

8



reduce la diversidad genética al interior de las poblaciones e incrementa la diferenciacion
genética explicada por la distancia geogréfica entre los fragmentos.

Otros trabajos que analizan la fragmentacién en poblaciones de lagartijas con las
mismas caracteristicas que los abaniquillos utilizan islas como sistema de estudio. Por
ejemplo, Hurtson (et al., 2009) estudiaron el efecto de la fragmentacién en poblaciones de
lagartijas islefias de la especie Podarcis erhardii (Lacertidae) con el gen de ADNmt CytB y
13 microsatélites. Encontraron que las islas grandes y de formacién geoldgica reciente
presentaron mayor diversidad genética (dh = 0.9) con respecto a las islas viejas y
pequefnas, asi como una relacién inversa entre la estructura genética y el area de la isla,
debido a que las poblaciones pequefas son mas susceptibles a los efectos de deriva.

Koumoundouros (et al, 2009) realizaron un estudio demografico y analizaron la
estructura genética histérica y reciente en poblaciones aisladas de Cyclodomorphus
praealtus, lagartijas restringidas a “islas del cielo” en la region alpina de Australia. Utilizaron
el gen mitocondrial ND4 y siete microsatélites. Los resultados con ADNmt mostraron una
baja diversidad nucleotidica (promedio, 7 =0.0050) y alta diversidad haplotipica (promedio,
dh = 0.9) contenida entre poblaciones, asi como una conectividad histérica con unareciente
divergencia entre las poblaciones debida a la baja dispersion de las lagartijas entre los
sitios.

2.2 Efectos de fragmentacion del habitat en Anolis

Los abaniquillos del género Anolis son un grupo de lagartijas ampliamente estudiadas a
nivel molecular con trabajos enfocados en ecologia y evolucién, principalmente, relaciones
filogenéticas, filogeografia de especies y genética de poblaciones (Pratos et al., 2015). Sin
embargo, se han realizado pocos analisis con poblaciones continentales para evaluar el
impacto de la fragmentacion del habitat (Sugawara et al., 2015).

9



Vargas y Moreno (2014) analizaron las relaciones filogenéticas entre individuos de A.
heterodermus en diferentes puntos de las Cordilleras Oriental y Central de Colombia y
realizaron la caracterizacion genética de los organismos usando genes mitocondriales
(COIl, ND2) y nucleares (Rag1). Los resultados obtenidos muestran alta diversidad
haplotipica (dh = 0.46-0.86), baja diversidad nucleotidica (m = 0.0008-0.008) y estructura
genética (Fst = 0.54) con tres linajes evolutivos independientes debido a la acelerada
destruccion de su habitat natural.

Sugawara (et al., 2015) estudiaron la genética de poblaciones de Anolis carolinensis
introducidas en tres islas utilizando microsatélites. Los resultados del AMOVA mostraron
una composicion genética (Ho) homogénea dentro de las poblaciones de las islas pero
tendencia a la estructura (Fst= 0.029, promedio) entre las poblaciones.

Arroyo (2008) analizd poblaciones de Anolis uniformis en fragmentos con diferente
tamano y grado de aislamiento utilizando un gen mitocondrial (ND4) y siete microsatélites
como marcadores moleculares. El estudio presenté valores altos de diversidad haplotipica
y bajos de diversidad nucleotidica y no encontré evidencia de modificacién genética a causa
de la fragmentacion de la selva. Sin embargo, el tamano de muestra analizado con el gen

mitocondrial pudo no ser suficiente para detectar diferencias genéticas.
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3.1

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la composicién y estructura genética de Anolis uniformis a partir de genes

mitocondriales en un paisaje fragmentado en la selva de Los Tuxtlas, Veracruz y en una

zona continua al sur de la selva Lacandona, Chiapas.

3.2

1.

Objetivos particulares

Obtener la diversidad genética de la poblaciéon fragmentada de Anolis uniformis en
Los Tuxtlas, Veracruz.

Estimar la diferenciacion genética entre las poblaciones de los fragmentos.

Realizar un anadlisis comparativo entre el tamafo del fragmento y la variacion
genética de las poblaciones en Los Tuxtlas.

Obtener la diversidad genética de una poblaciéon en un continuo de la selva al sur de
Lacandona, Chiapas.

Comparar la composicion genética de las poblaciones de Anolis uniformis en Los
Tuxtlas, y en un continuo de selva al sur de Lacandona, Chiapas.

Determinar el estado de conservacion de la especie en el paisaje fragmentado y

proponer alternativas para la poblacion.
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IV. JUSTIFICACION

La fragmentacion y deforestacion del habitat en los bosques tropicales de México
representan las principales amenazas para la pérdida de diversidad y riqueza bioldgica
(Hernandez et al.,, 2014). Especies con vagilidad reducida y una limitada tolerancia
fisiolégica, como los reptiles, son clave en los estudios sobre el impacto de la fragmentacion

del habitat (Suazo, 2009; Moreno y Urbina, 2013; Rivera et al., 2015).

De acuerdo con Flores y Garcia (2014), el mayor numero de especies de reptiles en
México se encuentra en los bosques tropicales de Oaxaca (262 spp.), Chiapas (220 spp.)
y Veracruz (200 spp.) siendo las lagartijas el grupo mas diverso. Las lagartijas del género
Anolis son de las mas numerosas con aproximadamente 48 especies; sin embargo, se
tienen pocos estudios sobre ecologia y genética de poblaciones (Heras y Villarreal, 2000;
Cabrera y Garrido, 2014; Hernandez et al., 2015; Pratos et al., 2015) y muchas de las
especies mexicanas no son incluidas en las filogenias propuestas debido a que no se tiene
suficiente informacion o muestras disponibles (Nicholson et al., 2012). La mayor parte de
los trabajos de estructura genética con Anolis se han realizado en poblaciones islefias en
Las Antillas (Sugawara et al., 2015), por lo cual es necesario generar mas informacién en

especies del continente y llenar vacios en el conocimiento de este género en México.
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V.

HIPOTESIS GENERAL

El proceso de fragmentacion de la selva de Los Tuxtlas en Veracruz, genera parches con

diferente grado de aislamiento y diferentes tamanos (chicos, medianos y grandes). Existe

baja conectividad entre las poblaciones y como consecuencia la migracion y el flujo génico

son limitados, reduciendo asi los niveles de diversidad genética dentro de las poblaciones

y aumentando la diferenciacion genética entre ellas. Las poblaciones contenidas en los

remanentes, al permanecer aisladas durante varias generaciones, seran genéticamente

diferentes entre si y presentaran una disposicion genética diferente a una poblacién

continua en la selva Lacandona.

VL.

HIPOTESIS PARTICULARES

La matriz de pastizales y potreros que rodea los fragmentos de selva en Los Tuxtlas
producira el aislamiento de las poblaciones de Anolis uniformis debido a que los
individuos tienen escasa probabilidad de cruzar, se espera baja diversidad genética
dentro de los remanentes y la ausencia de flujo génico.

La diferenciacion genética aumentara a medida que los fragmentos estén mas
alejados geograficamente dada la baja dispersiéon de individuos y el reducido flujo
genético entre las poblaciones en Los Tuxtlas.

En poblaciones pequenas el aislamiento eleva la intensidad de la deriva genética y
por tanto el riesgo a la extincion local.

Las poblaciones que habitan fragmentos grandes de selva contendran mayor
diversidad que aquellas en fragmentos pequenos.

La composicién genética de la poblacién fragmentada en Los Tuxtlas es diferente a

la composicion genética de la poblacion en el continuo de la selva Lacandona.
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VI. METODO

7.1 Sitios de estudio

Los Tuxtlas. La region de Los Tuxtlas se localiza en la costa sur del estado de Veracruz
entre los 18°°01° - 18°45" N y 94°42°- 95°25" O con aproximadamente 40 km de largo por
18 km de ancho (Figura 2). Al oeste de la regién se localiza el volcan San Martin Tuxtla
(1780 m snm) y al sureste los volcanes Santa Marta (1660 m snm) y San Martin Pajapan

(1245 m snm) (Heras y Villarreal, 2000; Reynoso et al., 2017).

El area ha sido fuertemente afectada por el proceso de fragmentacion desde hace al
menos 50 afos (Cabrera y Reynoso, 2012). La estructura actual de Los Tuxtlas consiste
en zonas conservadas de selva alta perenifolia y selva humeda en aproximadamente 1005
fragmentos de entre 0.5 y 9.356 ha, inmersos en una matriz de vegetaciéon secundaria,
acahuales, zonas urbanas, asi como campos agricolas y ganaderos (Mendoza et al., 2005).
El 84 % de los fragmentos se encuentran aislados por mas de 500 m de distancia al parche
mas grande de bosque y su tamano disminuye con la distancia (Heras y Villarreal, 2000;

Mendoza et al., 2005; Urbina et al., 2006; Galindo, 2007; Figueroa, 2009; Matias, 2016).

Selva Lacandona. Se encuentra ubicada al sur de Chiapas entre los 16° 31' 40.4" Ny 91°
03' 07.6" O, limita al sur con Guatemala y al este con Tabasco (Figura 2). Cuenta con una
extensién aproximada de 13000 km?, considerada como el remanente de selva con mayor
tamarfno en México y presenta alta diversidad herpetofaunistica con 89 spp. de reptiles y 35

spp. de anfibios (Hernandez et al., 2014; Hernandez et al., 2015).

A pesar de que Lacandona es considerada la segunda region tropical mas diversa

de México después de Los Tuxtlas y es reconocida como area prioritaria para la
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conservacion (Conabio-Conanp-TNC-Pronatura-FCF, UANL, 2007; Hernandez et al., 2014;
Hernandez et al., 2015) la tasa de deforestacion aumentd de 1% al 4.3% en la ultima década
(De Jong et al., 2009). Debido a su importancia y a la poca informacion herpetoldgica se
eligio analizar muestras de A. uniformis en un continuo de selva al sur de Lacandona en los

poblados Las ruinas y el siete.

En este estudio se utilizaron 120 muestras de tejido (puntas de cola) de Anolis
uniformis, de las cuales 90 pertenecen a la region de Los Tuxtlas (LT) y fueron colectadas
en 2005 por D. Arroyo (Arroyo, 2008) y 30 son de la selva Lacandona (LC) colectadas por
O. Hernandez en julio del 2017 (Tabla 1). Todas las muestras se encuentran almacenadas
en etanol absoluto (OH 100%) y depositadas en la Coleccion Nacional de Anfibios y Reptiles

(CNAR), del Instituto de Biologia, UNAM.

Tabla 1. Sitios muestreados. Modificado de Cabrera, (2005) y Arroyo (2008).

Categoria Tamafio Sitio Latitud Longitud
(ha) (N) (0)
Fragmento 3 F3 18°36°6.72" 95° 08" 18.76""
Fragmentos
Chicos 10-20 Fragmento 4 F4 18°36°58.19"" 95°07°46.47"
(CH)
Fragmento 6 F6 18°36°41.63" 95°08"21.12"”
Cerro del Borrego CB 18°38"23.33” 95°05"11.38”
Fragmentos
Medianos Playa Escondida PE 18°35°34.20" 95°03°17.10”
(MD) 20-90
La Perla LP 18°32°23.60" 95°03°18.20""
Los Hubber LH 18°36°45.30" 95° 05" 46.60"
Selva alta Estacion de  SA
Fragmentos <100 biologia “Los Tuxtlas” 18°35°07.10” 95°07°45.10”
Grandes
(GD) Parte alta de la SE
Estacion de biologia 18°34°56.60"" 95° 04" 52.10”
“Los Tuxtlas”
Continuo <100 Selva Lacandona LC 16°06° 37.18" 91°00° 30.88"
(C)
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Figura 2. Sitios de colecta.
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7.2 Trabajo de laboratorio

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Biologia Molecular del Departamento

de Zoologia del Instituto de Biologia, UNAM.

Extraccion de ADN. El ADN fue extraido a partir de tejido (puntas de cola) en etanol
absoluto (OH 100%), utilizando el protocolo de sales modificado de Sunnucks y Hales
(1996) y Aljanabi y Martinez (1997). Para comprobar la extraccion de ADN, se corrid un gel
de agarosa al 1%, usando TAE 1X e incluyendo un marcador referencia de 1000 pb

(HyperLadder™) (ANEXO 1).

Amplificacién de ADN. Mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) se amplificé para cada muestra las regiones seleccionadas de ADNmt:

ND4 (Arévalo et al., 1994) y CytB (Burbrink et al., 2000 y De Queiroz et al., 2002).

El volumen total de las reacciones de PCR fue de 15 pL para ND4 y 14 uL para CytB.
Para cada mezcla se empled: My Tag Reaction Buffer 5X (BIOLINE), dNTPs 5§ mM, MgCl2
15 mM (BIOLINE), MyTag DNA Polymerase 5 v/ul (BIOLINE), DMSO al 0.3%, 10 uM de los
oligonucledtidos especificos para cada marcador ND4 (Nd4F / LeuR) y CytB (L14910F /

H16064R) y 1 uL de ADN (ANEXO II).

Se utilizaron los termocicladores Mastercycler® ep gradient S, de la marca
EPPENDOREF para elegir la mejor temperatura de amplificaciéon y el Termociclador Arktik™
Dual block (2 x 48 wells) de Thermo Scientific™ para el procesamiento final de las muestras
(ANEXO 1I). Se verifico la amplificacion de todas las muestras por electroforesis en geles
de agarosa al 1.5 % en TAE 1X incluyendo un marcador de peso molecular de 100 pb

(HyperLadder™) y un control negativo.
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Secuenciacion. Los productos de PCR fueron enviados al Laboratorio de Secuenciacion
Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de Biologia, UNAM, el cual cuenta
con un secuenciador 3500xI (de 96 capilares) Life Technology, para ser secuenciados por
electroforesis capilar (Sanger) en ambas direcciones.

7.3 Procesamiento de secuencias

Visualizacion de secuencias. Los cromatogramas fueron visualizados en el software,
FinchTV 1.4.0 (Geospiza, Inc.; Seattle, WA, USA) para determinar la calidad de cada
secuencia. El criterio utilizado para considerar de buena calidad a una secuencia fue la

presencia de picos unicos bien definidos y separados entre si (Figura 3).

Posteriormente, las secuencias obtenidas se compararon con secuencias del banco
de genes (GenBank) para confirmar la identidad de la especie a través de la herramienta
bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool; Altschul et al., 1990) en el

servidor del National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Figura 3. Visualizacion de los cromatogramas de las secuencias. Se muestra un ejemplo de una
buena amplitud de lectura para Adenina.

Alineamiento y ediciéon de secuencias. Las secuencias consenso (conting) de cada

muestra para cada uno de los genes utilizados se editaron con los programas: Codoncode
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Aligner v. 5.0.2 (Codoncode Corporation, Dedham, Massachusetts, USA) y Geneious
v.10.2.5 (Kearse et al., 2012) los cuales seleccionan automaticamente la mejor secuencia

consenso y al final se ajusta manualmente (Figuras 4 y 5).

Figura 4. Edicién de secuencias con el programa Codoncode Aligner. A) Secuencia de nucleétidos
en ambas direcciones, B) ediciéon secuencia consenso, C) Cromatograma de la secuencia en
direccién (5’-3’) y D) Cromatograma de la secuencia en direccién inversa (3’-5’).

Figura 5. Edicién de secuencias con el programa Geneious (Kearse et al., 2012).

Finalmente se realizd el alineamiento multiple de la region homodloga de las
secuencias para cada marcador (Figura 6) y un concatenado (ND4 + CytB) con el algoritmo
iterativo Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation (MUSCLE) mediante el

sofware MEGA v.6.0 (Tamura et al., 2011).
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Figura 6. Alineamiento de secuencias para los dos genes de ADNmt empleados. Las flechas sefalan
variaciones de pares de bases a lo largo de las secuencias.

7.4 Andlisis de datos

De acuerdo con los objetivos del estudio se analizaron las matrices de secuencias de ADN
individualmente y concatenadas (ND4 + CytB) en tres niveles utilizando los mismos
parametros y supuestos. Primero se hizo un analisis a nivel poblacional en Los Tuxtlas
(comparando todos los fragmentos entre si), seguido de un andlisis agrupando a los
fragmentos por tamano (CH, MD, GD) y finalmente un analisis por region entre Los Tuxtlas

(LT =todos los fragmentos en conjunto) y Lacandona (LC).

Diversidad genética. Para analizar la variacién genética se utilizaron estadisticos que
comparan las frecuencias de cada alelo en cada locus (dentro y entre las poblaciones),
obtenida a través de los genes mitocondriales (Eguiarte et al., 2007; Garrido y Vazquez,

2013).

En el programa DnaSP v.5 (Librado y Rozas, 2009) se calculé la diversidad genética
contenida, dentro de las poblaciones a partir de: la diversidad haplotipica (dh), la diversidad

nucleotidica (1) y el nUmero de sitios segregantes (S). Los parametros utilizados fueron:
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para una sola especie, ADNmt en organismos haploides, exclusion de gaps y conjuntos de
secuencias definidos (poblacién, tamafio o region). El programa supone un modelo de sitios
infinitos (dos nucledtidos diferentes por sitio) y el nUmero total de mutaciones como sitios
segregantes. La dh calcula la probabilidad de que dos haplotipos selecionados al azar en
una poblacién sean diferentes (Nei, 1987) y 17 la distancia que hay entre dos secuencias de
ADN (nucleétidos diferentes) y la corrige multiplicandola por la suma de las frecuencias
para todas las combinaciones posibles. S corresponde a los sitios en los cuales difieren un

conjuto de secuencias de ADN tomadas al azar.

En GenAlEx v.6.5 (Peakall y Smouse, 2012) se calculd el numero de haplotipos (h)
determinado mediante la divergencia entre dos secuencias al azar y la frecuencia con la
cual se presenten en la poblacion. Se empled Arlequin v.3.5. (Excoffier et al., 2010) para

estimar la composicion nucleotidica de cada poblacion para ambos genes, ND4 y CytB.

Para determinar si la variacion molecular se explica bajo un modelo de evolucion
neutral se obtuvieron también en Arlequin los indices D de Tajima (Tajima, 1998) y F de Fu
y Li (Fu y Li, 1993) basados en el modelo de alelos infinitos, bajo un algoritmo de
coalescencia con 1000 repeticiones y un nivel de significancia (P > 0.05). La D de Tajima
analiza la relacion entre la diversidad nucleotidica y él nUmero de sitios segregantes
esperado. Mientras la F de Fu hace una comparacién entre el numero de mutaciones
simples derivadas y la diferencia pareada media entre las secuencias (Fu y Li, 1993;
Equiarte et al., 2007, Ramirez et al., 2008). Los valores positivos en ambos estadisticos
sugieren procesos de seleccion balanceadora o reduccién del tamafio poblacional y valores
negativos muestran poblaciones bajo expansion demografica reciente o efectos de la

seleccion purificadora.

21



Para saber si existe alguna relacion entre los valores de diversidad genética con
respecto al tamano del fragmento se realiz6é en Excel un Andlisis de Varianza (ANOVA) con
un valor de significancia P> 0.05, a partir de la diversidad haplotipica y nucleotidica (ANEXO
).

Para analizar como se agrupan las poblaciones con base en la relacidn haplotipica,

se realizé un red sin enraizar con el programa Splits Tree 4 (Huson y Bryant, 2006) para
cada marcador molecular, con el método de Neighbornet. Los modelos de sustitucién
nucleotidica se escogieron por medio de JModeltest 2 v 0.1.10 (Darriba et al., 2012) usando
el criterio de informacion Akaike (AIC) y 10000 repeticiones (Posada y Buckley, 2004). El
modelo de sustitucion nucleotidica utilizado fue HKY85 de 6 parametros (Hasekawa, et al.,
1985), que supone frecuencia desigual en el recambio de bases nucleotidicas y toma en
cuenta la diferencia entre las transiciones y las transversiones.
Diferenciacidon genética. Para comparar la variacion genética entre las poblaciones se
empled la medida de diferenciaciéon genética Fs: de Wright (1951) la cual permite obtener la
divergencia entre secuencias. Las Fs: pareadas se calcularon en Arlequin (por poblacion,
por tamano de fragmento y por region) con base en el numero de diferencias observadas
entre haplotipos, se utilizaron 10000 repeticiones y un valor de significancia (P> 0.05).
Valores cercanos a 1 se interpretan como poblaciones totalmente distintas, mientras que
valores cercanos a 0 representan poblaciones similares genéticamente.

Para conocer el grado de estructura genética se realizd un Analisis de Varianza
Molecular (AMOVA) en Arlequin, utilizando 100 repeticiones y un valor de significancia
P > 0.05. Este analisis se realizd entre poblaciones, por tamafo de fragmento y por region.
El AMOVA mediante una serie de simulaciones calcula la correlacion entre la diversidad
haplotipica y la estructura genética de una poblacion, con base en el contenido alélico de
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los haplotipos y sus frecuencias entre poblaciones, bajo una matriz de distancias cuadradas

euclidianas (Excoffier et al., 1992).

Finalmente debido a que las poblaciones de estudio se encuentran aisladas, se llevd
a cabo una prueba de Mantel para evaluar si existe aislamiento por distancia, es decir, sila
acumulacion de diferencias genéticas locales se explica por la distancia geografica
limitando la dispersidon entre grandes extensiones de area (Wright, 1951; Slatkin, 1993;
Garrido y Vazquez, 2013). El analisis se realizé a partir de las matrices de Fs calculadas,
en el programa R-Studio v.1.0.143 con las paqueterias "ade4" (Dray y Dufour, 2007) y
"fossil" (Vavrek, 2010) usando 1000 repeticiones y un valor de significancia P > 0.05.
Mediante la “paqueteria fossil” se cre6 una matriz de distancias geograficas a partir de la
ubicacion de los fragmentos (longitud, latitud) que se contrasté con las matrices de
diferenciaciéon genética con la “paqueteria ade4”. Los resultados de la prueba de mantel
son interpretados a través del indice de correlacion “r” de Peterson. Un resultado cercano
a 1 explica que la distancia geografica que existe entre poblaciones esta relacionada con

la distancia genética, mientras que r = -1 muestra un patron opuesto y los resultados

cercanos a cero explican que no existe relacion entre las dos matrices.
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VIll. RESULTADOS

8.1 Trabajo de laboratorio

Extraccion y amplificacion de ADN. Se extrajeron en total 120 muestras de ADN, 10 para
cada fragmento de Los Tuxtlas y 30 para la region sureste de la selva Lacandona. Para
todas las muestras se amplificaron los dos genes y se obtuvo un amplicén de 761 pb para

ND4 y 934 pb para CytB.

8.2 Genética poblacional
Los resultados se presentan en tres niveles: analisis a nivel poblacional en Los Tuxtlas, por

tamano de fragmento y finalmente comparando las regiones de Los Tuxtlas y Lacandona.

8.2.1 Analisis poblacional en Los Tuxtlas
Diversidad genética. La composicion nucleotidica de ND4 se compone en mayor parte por
adenina (A) y timina (T), mientras que para CytB de citocina (C) y timina (T) (ver ANEXO

11

La diversidad haplotipica dentro de las poblaciones fué alta mientras que la
diversidad nucleotipica baja, resultando CytB mas variable que ND4 (Tabla 2). Los valores
mas altos de diversidad para ND4 se encontraron en el fragmento chico F6 (dh = 0.8667,
=0.00476) y en los fragmentos medianos La Perla (LP) y Cerro de Borrego (CB) (dh = 0.8).
Mientras que para CytB los fragmentos mas variables fueron el Fragmento 3 (F3), la parte
alta de la selva (SA) (dh = 0. 956) y CB (7 = 0.0049). El analisis concatenado (ND4 + CytB)
mostré que el fragmento F6 presentd en su conjunto una mayor variacion haplotipica y
nucleotidica (dh = 0.978, m = 0.00379). Los estimadores de neutralidad D de Tajima

(Tajima, 1998) y Fde Fuy Li (Fu y Li, 1993) mostraron valores significativos en el fragmento
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PE (D =-1.79631, F =-2.25642) y SE (D =-1.83913, F =-2.474) con ND4. Los marcadores
CytB y ND4 + CytB fueron significativos para F6 (D = -1.98865, F =-2.53317 y D = -1.8937,

F =-2.39314 respectivamente).

Tabla 2. Caracterizaciéon genética de los fragmentos en Los Tuxtlas. Numero de haplotipos (h),
diversidad haplotipica (dh), diversidad nucleotidica (m), sitios polimérficos (S), prueba de neutralidad
de Tajima (D) y prueba de Fu y Li (F). Chicos (CH), medianos (MD), grandes (GD). En negritas se
muestran los valores mas altos, los valores positivos para Dy F subrayados y con asterisco (*) los
valores significativos.

Tamarfio Poblacién Marcador h dh m S D F

F3 ND4 2 0.200 0.00026 1 -1.11173 -1.34668

CytB 8 0.956* 0.00340 10 -0.16910 -0.66971

ND4 + CytB 8 0.956 0.00212 11 -1.24610 -0.28850

F4 ND4 4 0.533 0.001781 6 -1.49284 -1.68930

CH CytB 5 0.667  0.002970 10 -0.94931 -6.60024
ND4 + CytB 8 0.933 0.00244 16 -1.24610 -1.11400

F6 ND4 7 0.866* 0.00476* 16 -1.66440 -2.0558
CytB 7 0.867 0.00300 14 -1.98865* -2.53317*
ND4 +CytB 9  0.978* 0.00379* 30 -1.89370* -2.39314*

LP ND4 5 0.800* 0.002541 8 -1.36478 -1.84480

CytB 5 0.800 0.00200 8 -1.46644 -1.87297

ND4 + CytB 7 0.867 0.00161 12 -1.60625 -2.12690
PE ND4 3 0.377 0.00157 6 -1.79631* -2.25642*

MD CytB 3 0.378 0.00086 4 -1.66706 -2.07655
ND4 + CytB 7 0.911 0.00194 13 -1.29367 -1.57800

CB ND4 4 0.800 0.01930 3 1.37817 1.35059

CytB 6 0.889 0.0049 14 -0.34337 -0.44517

ND4 + CytB 6 0.889 0.00357 17 0.02733 -0.05536

LH ND4 4 0.533 0.00099 3 -1.03446 -0.96179

CytB 7 0.911 0.00224 7 -0.65991 -0.14550

ND4 + CytB 7 0.867 0.00155 11 -1.45806 -1.75595

SA ND4 2 0.200 0.00052 2 -1.40008 -1.58600

GD CytB 8 0.956 0.00324 12 -1.29886 -1.23987
ND4 + CytB 8 0.956 0.00202 14 -1.41280 -1.44178
SE ND4 5 0.666 0.00184 7 -1.83913* -2.47400*

CytB 7 0.911 0.00385 14 -1.24827 -1.39580

ND4 + CytB 9 0.978 0.00295 21 -1.53910 -1.83568
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Con respecto al numero de haplotipos el gen ND4 es mas conservado, con el menor numero
de haplotipos, 27. Con el marcador CytB se obtuvieron 44 haplotipos. La poblacién en el
fragmento de Los Hubber (LH) comparte haplotipos con siete de las nueve poblaciones; sin
embargo, ningun haplotipo esta representado en todos los fragmentos. Al analizar los genes
ND4 y CytB en concatenado se obtuvieron 60 haplotipos ningun haplotipo se presenta en
todos los fragmentos y al igual que con CytB se presenta una ligera tendencia a la

estructuracion (ANEXO II1).

Diferenciacion genética. Para los dos genes y el concatenado se encontré de baja a
moderada estructura genética al comparar las poblaciones en los fragmentos de Los
Tuxtlas; sin embargo, los valores mas altos se observan para CytB. Con el marcador
molecular ND4 (Tabla 3) el valor mas alto y significativo fue entre los pares de poblaciones
F3y LP (Fst= 0.24242) y entre F4 y CB para CytB (Tabla 4) y el concatenado con Fst =

0.45126 y Fst= 0.32148 respectivamente (Tabla 5).

Tabla 3. Valores de Fs: entre fragmentos de Los Tuxtlas con ND4. En negritas se muestran los

valores mas altos y con asterisco (*) los valores significativos.

F3 F4 F6 LP PE CB LH SA ***SE
F3  0.0000
F4 0.0277 0.0000
F6 0.0444 -0.0117 0.0000
LP  0.2424* 0.1699* 0.1226* 0.0000
PE 0.0444 0.0404 0.0399 0.2063* 0.0000
CB 0.1111 0.0864* 0.0740* 0.1904* 0.1037* 0.0000
LH 0.0000 0.0170 0.0355 0.1228 0.0222 0.0329 0.0000
SA 0.0000 0.0246 0.0423 0.2222* 0.0370 0.1025 0.0000 0.0000
SE 0.0000 0.0158 0.0267 0.1152 0.0202 0.0740 -0.015 0.0000 0.0000
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Tabla 4. Valores de Fs: entre fragmentos de Los Tuxtlas con CytB. En negritas se muestran los
valores mas altos y con asterisco (*) los valores significativos.

F3 F4 F6 LP PE CB LH SA SE
F3  0.0000
F4 -0.0161 0.0000
F6 0.0127 -0.032 0.0000
LP 0.1135* 0.1116* 0.1258* 0.0000
PE 0.2020* 0.2460* 0.2708* 0.1384* 0.0000
CB 0.2808* 0.4512* 0.4375* 0.3277* 0.3939* 0.0000
LH 0.1423* 0.1834* 0.1797* 0.0991 0.0758 0.3981* 0.0000
SA 0.1459* 0.2162* 0.2132* 0.1203* 0.0451 0.2167* 0.0464 0.0000
SE 0.1025* 0.2297* 0.2381* 0.1689* 0.1350* 0.0350 0.1483* 0.0374 0.0000

Tabla 5. Valores de Fst entre fragmentos de Los Tuxtlas, ND4 + CytB. En negritas se muestran los
valores mas altos y con asterisco (*) los valores significativos.

F3 F4 F6 LP PE CB LH SA SE
F3 0.0000
F4 -0.007* 0.0000
F6 0.0250* -0.023* 0.0000
LP 0.1388* 0.1286* 0.1245* 0.0000
PE 0.1812* 0.1919* 0.1747* 0.1569* 0.0000
CB 0.2313* 0.3214* 0.2616* 0.2805* 0.2762* 0.0000
LH 0.1168* 0.1329* 0.1139* 0.1060* 0.0587* 0.2509* 0.0000
SA 0.1351* 0.1787* 0.1513* 0.1425* 0.0436* 0.1770* 0.0357* 0.0000
SE 0.0851* 0.1756* 0.1576* 0.1556* 0.1053* 0.0522* 0.1029* 0.0297* 0.0000

El AMOVA muestra que la mayor cantidad de variacion se encuentra dentro de las
poblaciones (Tabla 6). El valor mas alto fue para ND4 con 92.80 %, mientras que para CytB

y el analisis concatenado fue de 85.80 %.
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Tabla 6. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de la variacion haplotipica de ADNmt. entre las
poblaciones en los fragmentos de Los Tuxtlas. En negritas se muestran los valores mas altos.

Gen Fuente de variacion Grados de Componentes  Porcentaje indice de
libertad de varianza  de variacion fijacion
(Fst)
ND4 Entre poblaciones 8 0.05315 7.20 0.07198
Dentro de poblaciones 81 0.68519 92.80
CytB Entre poblaciones 8 0.28954 17.29 0.17289
Dentro de poblaciones 81 1.38519 85.80
ND4 + CytB Entre poblaciones 8 0.34269 14.20 0.14201
Dentro de poblaciones 81 2.07037 85.80

El andlisis de aislamiento por distancia muestra una relacion positiva entre la
diferenciacién genética y la distancia geografica (Figura 10) pero significativa sélo para CytB

y ND4 + CytB.

r=0.0933 P=0.2637 r=0.3800 P=0.0170* r=0.3631 P=0.0270*

Figura 10. Analisis de aislamiento por distancia. Correlaciéon entre la distancia genética y distancia
geografica en Los Tuxtlas para ND4, CytB y ND4 + CytB. Con asterisco (*) los valores significativos.
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8.2.2 Analisis por tamaino de fragmento
Diversidad genética. Las graficas de la figura 11 muestran alta diversidad haplotipica (dh)
y baja diversidad nucleotidica (1), la composicién genética por tamafio mantiene a CytB

como el marcador mas variable.

Con el marcador ND4 las poblaciones de los fragmentos medianos presentan una
mayor diversidad haplotipica (dh = 0.736) y las de los fragmentos chicos el valor mas alto
de diversidad nucleotidica (m = 0.00229). Para CytB los fragmentos grandes obtuvieron los
valores mayores de diversidad genética (dh = 0.961, m = 0.00329). De acuerdo con los
resultados del concatenado ND4 + CytB, los fragmentos chicos y medianos son los mas
variables con una diversidad haplotipica de dh = 0.96 y una diversidad nucleotidica de

m=0.00278 y m = 0.00282 respectivamente.

La distribucion del numero de haplotipos totales muestra que para ND4, los
fragmentos chicos presentan el mayor numero de haplotipos (h = 11), mientras para CytB
(h =19) y ND4 + CytB el mayor numero de haplotipos se encuentra en los fragmentos

grandes (h = 23) (Figura 11C).

29



Figura 11. Variacion en la diversidad haplotipica, diversidad nucleotidica y nimero de haplotipos
con respecto al tamaino del fragmento. Las lineas punteadas representan la tendencia lineal para los
resultados de cada gen.

Los valores de neutralidad de la D de Tajimay F de Fu (Tabla 7) resultaron negativos
y significativos en todos los tamafos de fragmento, excepto en los medianos con ND4 y el

concatenado.

Tabla 7. Valores de neutralidad de Tajima (D) y prueba de Fu y Li (F) dentro de fragmentos

agrupados por tamaio. Con asterisco (*) los valores significativos.

Poblacion Marcador D F

CH ND4 -2.20453* -3.18100*
CytB -1.63649* -2.74834*

ND4 + CytB  -2.00821* -3.20798*

MD ND4 -1.45275 -0.85662
CytB -1.84815* -2.65480*

ND4 + CytB -1.17490 -1.40962

GD ND4 -2.33435* -3.82866"
CytB -1.96618* -2.66764*

ND4 + CytB  -2.31794* -3.59350*
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EI ANOVA para las medias de dh y ™ no mostro diferencias significativas de acuerdo
con la categoria de tamafo para ninguno de los casos. Los valores para la diversidad
haplotipica son: ND4, F (2) = 0.3776 P = 0.7007; CytB, F (2) = 1.3178 P = 0.3355; y ND4 +
CytB, F (2) = 0.4604 P = 0.6516. Mientras que los valores para la diversidad nucleotidica
son: ND4, F (2) = 1.0951 P = 0.3931; CytB, F (2) = 0.0759 P = 0.9278; y ND4 + CytB, F (2)

=0.3634 P = 0.7096 (ver ANEXO lIII).

Diferenciacidén genética. Se presentd tendencia a la estructura en todos los tamarfios de
fragmento (Tabla 8). Con el marcador ND4 el valor mas alto fue entre los fragmentos
medianos y grandes (Fst= 0.03988). Para CytB y el concatenado los valores mas altos se
presentan entre los fragmentos chicos y los grandes con Fs= 0.16441 y Fst = 0.12410
respectivamente. Para todos los marcadores se observaron valores significativos entre las
poblaciones chicas con respecto a las medianas y grandes, el marcador molecular que

presenté mayor estructura fue CytB (Tabla 8).

Tabla 8. Valores de Fs: obtenidas con Arlequin entre poblaciones por tamafo de fragmento de Los
Tuxtlas. En negritas se muestran los valores mas altos y con asterisco (*) los valores significativos.

ND4
Tamario CH MD GD
CH 0.0000 - -
MD 0.0398* 0.0000 -
GD 0.0197* 0.0147 0.0000
CytB
Tamafio CH MD GD
CH 0.0000 - -
MD 0.1508* 0.0000 -
GD 0.1644* 0.0151 0.0000
ND4 + CytB
Tamafio CH MD GD
CH 0.0000 - -
MD 0.1143* 0.0000 -
GD 0.1241* 0.0150* 0.0000
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El AMOVA entre fragmentos agrupados por tamafo (Tabla 9) muestra que el mayor
porcentaje de variacion se encontrdé dentro de los grupos; el porcentaje mas alto fue para
ND4 (97.38%), seguido del concatenado (91.21%) y el porcentaje mas bajo fue para CytB

(88.54%).

Tabla 9. Analisis de varianza molecular (AMOVA) entre las poblaciones agrupadas por tamaiio de
fragmento en Los Tuxtlas. En negritas se muestran los valores mas altos.

Gen Fuente de variacion Grados de Componentes Porcentaje indice de
libertad de varianza de fijacion (Fst)
variacién
ND4 Entre grupos de 2 0.01934 2.62 0.02616
poblaciones
Dentro de grupos de 87 0.71992 97.38
poblaciones
CytB Entre grupos de 2 0.19585 11.46 0.11458
poblaciones
Dentro de grupos de 87 1.51341 88.54
poblaciones
ND4 + CytB Entre grupos de 2 0.21519 8.79 0.08788
poblaciones
Dentro de grupos de 87 2.23333 91.21
poblaciones

8.2.3 Anadlisis entre regiones

Diversidad. Al agrupar todos los fragmentos de Los Tuxtlas como una sdla region (LT) y
contrastarla contra el continuo de la selva Lacandona (LC) se observaron los valores mas
altos de dh y 1 en esta ultima regién. Especificamente, dh = 0.990 con el concatenado y

= 0.0039 con CytB (Tabla 10).

Los valores de la D de Tajima y F de Fu fueron negativos y unicamente significativos

en la region de Los Tuxtlas.
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Tabla 10. Diversidad genética entre regiones. Numero de haplotipos (h), diversidad haplotipica (dh),
diversidad nucleotidica (m), sitios polimérficos (S), prueba de neutralidad de Tajima (D) y prueba de
Fu y Li (F). En negritas se muestran los valores mas altos, los valores positivos para Dy F
subrayados y con asterisco (*) los valores significativos.

Poblacion Marcador h dh T S D F
LT ND4 27 0.599 0.00193 40 -2.57403* -4.21596*
CytB 44 0.954 0.00352 59 -2.32849* -5.18229*
ND4 + CytB 60 0.982 0.00281 99 -2.51498* -5.14365"
LC ND4 12 0.841 0.00241 12  -1.14849 -0.83630
CytB 19 0.933 0.00390 23 -1.16650 -0.75988

ND4 + CytB 31 0.990 0.00324 35 -1.23792 -8.72670

La region de los Tuxtlas presenta el mayor numero de haplotipos y para ninguno de
los marcadores mitocondriales comparte haplotipos con Lacandona. El analisis
concatenado obtuvo el mayor numero de haplotipos que fue de 60. Las frecuencias

haplotipicas pueden ser consultadas en el ANEXO IlI.

Las redes resultantes en Splits Tree4 para entender cdmo se relacionan los
haplotipos para todos los marcadores (Figura 12) muestran una clara division entre Los
Tuxtlas y Lacandona, sin embargo, la disposicién dentro de cada agrupamiento es similar.
En la region de Los Tuxtlas no se muestran grupos definidos con ninguno de los genes ya
que los organismos de todos los fragmentos se encuentran igualmente relacionados

(ANEXO 1II).

Con el Gen ND4 (Figura 12.C-A) en haplotipo central tiene contenidas 57 secuencias,
representantes de todos los fragmentos. El resto de los haplotipos en su mayoria esta
representado por una sola secuencia correspondiente a un solo fragmento. Para el gen
CytB (Figura 12-B) y en analisis concatenado (ND4 + CytB, Figura 12-C) las redes muestran

tendencia a la estructuracion. Existe un haplotipo representativo de los fragmentos chicos
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(haplotipo 4), la poblacién en LH comparte haplotipos con fragmentos de los tres tamafnos
y las poblaciones de los fragmentos selva alta (SA) y selva estacién (SE) no comparten

haplotipos.

A)
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B)

C)

Figura 12. Redes de proximidad para las regiones de Los Tuxtlas y Lacandona. A)ND4; B)CytB;
C)ND4 + CytB.
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Diferenciacidon genética. Entre regiones se presenta alta estructura genética (Tabla 11).
El valor mas alto se obtuvo con ND4 (Fs = 0.96210) y todos los resultaron fueron

significativos.

Tabla 11. Valores de Fstetre LT y LC. En negritas se muestran los valores mas altos y con
asterisco (*) los valores significativos.

Gen Fst

ND4 0.96216*

CytB 0.95066*
ND4 + CytB 0.95499*

En el AMOVA (Tabla 12), el mayor porcentaje de variacion se encontré entre region.
Para ND4 96.49%, mientras que para CytB y el concatenado fue de 95.07% y 95.50%

respectivamente.

Tabla 12. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de la variacion haplotipica de ADNmt. entre
poblaciones por regiéon. En negritas se muestran los valores mas altos.

Gen Fuente de Grados de Componentes Porcentaje indice de

variacion libertad de varianza de fijacion
variacion (Fst)

ND4 Entre regiones 1 20.06901 96.49 0.96216
Dentro de 107 0.72909 3.51
regiones

CytB Entre regiones 1 32.68969 95.07 0.95066
Dentro de 124 1.69668 4.93
regiones

ND4 + CytB Entre regiones 1 52.65422 95.50 0.95499

Dentro de 124 2.48194 4.50
regiones
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IX. DISCUSION

En la presente tesis se emplearon dos genes mitocondriales ND4 y CytB para evaluar la
composicion y estructura genética de poblaciones de Anolis uniformis en remanentes de
selva de diferente tamafo y grado de aislamiento en Los Tuxtlas. Los resultados se
compararon con una poblacion en un continuo de selva en Lacandona. Las secuencias de
ADN resultaron una herramienta muy util para determinar la composicion y estructura

genética de estas poblaciones.

Se observd en todos los anadlisis que CytB fue un gen mas variable que ND4.
Generalmente CytB presenta una tasa ligeramente mayor de divergencia y evolucion entre
secuencias que ND4, consistente con los resultados obtenidos (Duan et al., 2013). Estas
variaciones pueden ser explicadas por la diferencia en la longitud de pares de bases de
cada uno de los genes analizados, ND4 (761) y CytB (934). Otra explicacién puede ser que
aunque ambos genes participan en el proceso de respiracion celular, codifican para
subunidades distintas respondiendo a probabilidades de mutacién distintas. Los genes se
encuentras sujetos a seleccion o neutralidad, por ejemplo, de acuerdo con la importancia
funcional del gen (Brown et al., 1979; Wilson et al., 1985; Botham y Mayers, 2010). Se sabe
que diferentes genes e incluso diferentes alelos del mismo gen presentan distintas tasas
de mutacién debido a la diferencia en la composicion de nucleotidos y su posicion en el
cromosoma (Curtis et al., 2013). ademas los genes estan sujetos a diferentes fuerzas

evolutivas.
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9.1 Analisis por poblacion

Un modelo de alta diversidad haplotipica y baja diversidad nucleotidica, valores negativos
en las pruebas de neutralidad y haplotipos unicos generalmente representan un patrén de
poblacion con un tamafio poblacional efectivo bajo en el pasado, seguido por una expansion
poblacional reciente (Grant y Bowen 1998; Ramirez et al., 2008; Arroyo, 2016; Rivera ,2015;
Vandergast et al., 2016; Llaven et al., 2017). Al analizar la diversidad genética para cada
poblacion los resultados muestran en general alta diversidad haplotipica y baja diversidad
nucleotidica, esto quiere decir que pocos cambios nucleotidicos generan haplotipos
distintos. Los valores observados son consistentes con lo reportado en otros estudios con
Anolis (Arroyo, 2008; Koumoundouros et al., 2009; Vargas y Moreno 2014).

Los resultados de las pruebas de neutralidad D (Tajima, 1998) y F (Fu y Li, 1993)
obtuvieron valores negativos que muestran niveles altos de polimorfismo donde los alelos
raros son mas numerosos de lo esperado. Los sitios polimérficos representan a las
mutaciones que generan cambios en la secuencia de nucledtidos lo cual modifica la
composicion genética original de las poblaciones incrementando la tendencia a la
estructura. La desviacion negativa de las poblaciones de Anolis uniformis a los modelos de
neutralidad puede estar dada por seleccion estabilizadora o una expansion poblacional
reciente (Eguiarte, 2007; Perfectti et al., 2009; Llaven et al., 2017).

La caracterizacion genética de los fragmentos en Los Tuxtlas muestra menor
divergencia entre secuencias con ND4 (h = 27). Para este gen todas las poblaciones
comparten un haplotipo. Al igual que en el trabajo de Arroyo (2008) puede considerarse el
haplotipo ancestral. Por el contrario los resultados con el gen CytB (44 haplotipos) y el

analisis concatenado (60 haplotipos) no presentan ningun haplotipo compartido por todos
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los fragmentos, sin embargo, para ambos la poblacién LH presenta haplotipos de todos los
fragmentos menos PE y SE. Es probable que debido a su disposicion espacial central, fuera
el ultimo remanente conectado con el resto de las poblaciones en el proceso de aislamiento.

Para CytB y ND4 + CytB los fragmentos chicos se encuentran altamente relacionados
debido a que comparten un mayor numero de haplotipos, lo cual podria indicar un menor
tiempo de aislamiento entre ellos. Es notorio encontrar que la parte alta de la selva y la
parte baja localizados en un continuo de selva no se comparten haplotipos. A diferencia del
resto de las poblaciones que se encuentran aisladas, la porcion alta de la selva y la porcion
de selva cerca de la Estacion permiten observar el comportamiento altamente territorial de
la especie. Los individuos de A. uniformis habitan en pequefios grupos con un macho alfa
de por medio (Losos, 1994; Heras y Villarreal, 2000; Reynoso et al., 2017). En general, en
lagartijas la competencia entre machos es la principal fuente de presion evolutiva, debido a

que restringe el intercambio genético (Ord y Martins, 2006).

En Los Tuxtlas, para los dos genes existen haplotipos unicos (exclusivos de una
poblacién) en todos los fragmentos generados por un Unico paso mutacional, la mayoria
representados por un solo individuo. El resultado habla sobre el reducido flujo genético
entre las poblaciones, es muy probable que las mutaciones que dieron origen a nuevos
haplotipos surgieran posterior a la fragmentacién y cuando las poblaciones quedaron
aisladas se redujo el intercambio de individuos, de esta manera los haplotipos se presentan
solo en las poblaciones en donde se originaron. Esto sucede en las poblaciones de la
lagartija mariposa (Leiolepis reevesii) donde el aislamiento de poblaciones reduce el flujo

genético (Lin et al., 2010).
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El proceso de fragmentacion de una poblacion, como es el caso de Los Tuxtlas, implica
cuellos de botella sobre las poblaciones en donde se reduce el tamafo poblacional y se
pueden perder por completo alelos ancestrales (Hedrick, 2011). Posteriormente, cuando las
poblaciones quedaron aisladas implidiendo el flujo de genes y aumentaron de tamano, el
reservorio genético fue diferente a la poblacion original (Ramirez et al., 2008; Perfetti et al.,
2009; Curtis et al., 2013). Las diferencias genéticas encontradas con valores moderados
de Fst, sin embargo, no son suficientes para establecer grupos definidos en las redes de
similitud haplotipica para ninguno de los genes. A pesar del elevado numero de haplotipos
encontrados, estos difieren en pocos cambios nucleotidicos.

A pesar de que las poblaciones de Anolis uniformis han estado bajo presiones
ecoldgicas distintas, de acuerdo con la disponibilidad de recursos en cada remanente y han
pasado ca. 50 generaciones a partir de la fragmentacién de la selva, es probable que no
haya pasado el suficiente tiempo de aislamiento entre las poblaciones y por tanto la
distancia entre las secuencias no sea tan grande.

Contrario a los resultados obtenidos por Arroyo (2008) en esta tesis se detectd de baja
a moderada estructura genética en Los Tuxtlas con valores significativos en todos los
casos, confirmando ausencia de flujo genético entre las poblaciones, una de las
predicciones iniciales de este estudio. Los valores mas altos de diferenciacion se
encuentran entre poblaciones en fragmentos pequefios comparado con poblaciones en
fragmentos medianos. Este resultado es consistente con la mayor distancia geografica que
hay entre estos fragmentos. Estd comprobado que la interrupcion del flujo genético en
poblaciones de lagartijas puede generar diferenciacion genética (Semple et al., 2010;
Hurtson et al., 2009; Koumoundouros et al., 2009; Lin et al., 2010; Vargas y Moreno, 2014;

Sugawara et al., 2015; Vandergast et al., 2016).
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Los resultados de diferenciacion genética Fs; son apoyados por el AMOVA, el cual
sugiere una débil estructura genética con un mayor porcentaje de variacion genética dentro
de las poblaciones. Con el gen ND4, la divergencia entre poblaciones es explicada
unicamente por el 7.2% de la variacion encontrada. Para CytB y el concatenado la variacion

interpoblacional es casi el doble (ca. 18%).

Las lagartijas del género Anolis son un buen modelo de estudio en modelos
poblacionales debido a su corto tiempo de vida y bajo numero de descendiente por individuo
(1- 2 huevos en A. uniformis) por lo que un tiempo de aislamiento poblacional con ca. de 50
generaciones constituyen un tiempo suficiente para que la composicién genética comience
a modificarse generando estructura. Sin embargo, de acuerdo con Rivera et al. (2015)
debido a que reptiles como las lagartijas existen en altas densidades poblacionales incluso
en ambientes fragmentados, los efectos genéticos drasticos de poblaciones en sistemas
fragmentados son observables con mayor facilidad en un tiempo mayor a 100 afios de

perturbacion.

El anadlisis de la prueba de Mantel entre los fragmentos de Los Tuxlas sugiere que la
distancia geografica influye ligeramente sobre la estructura genética de A. uniformis para
CytB y ND4 + CytB, sin embargo, solo para ND4 no existe tal relaciéon. Ademas de la
distancia entre los fragmentos la disposicion espacial aleatoria en zonas totalmente
aisladas entre si ha evitado el flujo de genes entre las poblaciones, para las lagartijas de la
especie Anolis uniformis el area perturbada entre los fragmentos representa una verdadera
barrera geografica (Arroyo, 2008). De acuerdo con Chavez et al., (2014) quienes estudiaron

poblaciones de (Carica papaya) en poblaciones zonas de bosque continuo y fragmentos
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aislados entre si en Los Tuxtlas, la configuracidén espacial y conectividad de los fragmentos

puede explicar cambios genéticos en las poblaciones.

9.2 Analisis por tamano de fragmento

En la agrupacion de poblaciones por tamafo de fragmento, se obtuvieron valores similares
de diversidad haplotipica y nucleotidica para todos los grupos. Contrario a los que se
esperaba, los resultados de la ANOVA muestran que no existen diferencias significativas
en la variacion genética con respecto al tamano del fragmento, es decir,
independientemente del tamafio, las poblaciones poseen alelos privados y alta diversidad
genética. Rivera (et al., 2015) sugieren que en poblaciones de lagartijas |la fragmentacion
no genera una disminucion significativa en la diversidad genética debido a la alta densidad
de organismos. Se sabe que el tamario del fragmento influye en la diversidad de especies
de lagartijas, pero no mantiene una relacién directa con el numero de organismos
(abundancia) a menos que se trate de una especie que dependa de la vegetacién nativa
(Lépez, 2012). De esta manera, es probable que la fragmentacién aun no ha reducido el
area de los remanentes lo suficiente como para detectar un impacto en la diversidad
genética y la especie mantenga una poblacion grande y estable aun dentro de los

remanentes pequefios (Hurtson et al., 2009).

El analisis de diferenciacion genética por tamano de fragmento presentd baja
estructura genética, los valores mas altos se encontraron al comparar fragmentos chicos
con medianos y grandes, lo cual implica que los fragmentos chicos que ademas presentan
un mayor grado de aislamiento difieren genéticamente del resto El resultado es consistente
con el trabajo de Hurtson (et al., 2009), poblaciones pequenas y aisladas son ligeramente

mas susceptibles a la modificacion de la composicion genética debido a procesos
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estocasticos como la mutacion y la deriva genética (Ord y Martins, 2006; Eguiarte et al.,

2007).

EI AMOVA comprob6 que el mayor porcentaje de variacion se encuentra dentro de los
grupos y no entre ellos. Poblaciones en fragmentos pequefios mantienen valores de
diversidad genética similares a poblaciones en fragmentos grandes de acuerdo con la
historia de vida de la especie. Poblaciones de lagartijas con tiempos generacionales cortos
y generaciones superpuestas, amortiguan el impacto de la endogamia mantienen un alto
tamano efectivo y evitando que las poblaciones pierdan variacién genética (Suarez et al.,

2016).

Moreno y Urbina (2013) analizaron el efecto de la fragmentacion del habitat y la
dinamica poblacional de Anolis heterodermus, en parches grandes y pequefios en tres
paisajes en la sabana de Bogota, Colombia. Obtuvieron que los paisajes altamente
fragmentados presentan hiperdinamismo aumentando las tasas de supervivencia y
crecimiento poblacional en juveniles. En este estudio, la abundancia de Anolis en los
fragmentos no permite ver diferencias en la cantidad de variacién genética entre los

fragmentos.

9.3 Anadlisis por region

En conjunto los fragmentos de Los Tuxtlas (LT) presentaron ligeramente menor variacion
genética (dh y 1) con respecto al continuo de selva en Lacandona (LC) como se esperaba.
Este patron se ha encontrado en otros estudios con lagartijas (Cunningham y Moritz 1998;

Sumner et al., 2014). A pesar de que se ha comprobado que existe un impacto en la pérdida

de diversidad genética en poblaciones perturbadas con respecto a poblaciones en zonas
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conservadas (Gonzalez, 1998; Frankham 2004; Hurtson et al., 2009), la respuesta de los
organismos depende de su biologia y comportamiento (Opdam, 1991; Fahrig y Merriam,
1993; Galindo, 2007; Suazo, 2009; Cabrera y Reynoso, 2012; Moreno y Urbina, 2013). En
este caso, los Anolis son conocidos por su capacidad de adaptacidon a los microhabitats
disponibles (Rengifo et al., 2015) y se han encontrado en abundancia tanto en zonas

conservadas como en lugares perturbados (Urbina et al., 2006).

La poblacién en la region de Los Tuxtlas presenta mayor numero de sitios segregantes
resultando en un mayor numero de haplotipos con respecto a la poblacién en Lacandona.
Como se esperaba, LT se desvia del modelo de neutralidad, con un mayor numero de sitios
polimérficos de los esperado resultado de una poblacién con una elevada cantidad de
mutaciones (Eguiarte, 2007). Esto quiere decir que se ejercen presiones diferentes sobre

una poblacion fragmentada con respecto a una poblaciéon en un continuo.

La red de similitud de haplotipos aisla en dos grupos a LT y LC y dentro de cada grupo
la particidn de las poblaciones es similar. La disposicion de haplotipos dentro de cada region
no muestra un patron claro entre los individuos en los fragmentos, se esperaba que la
agrupacion de individuos igualmente relacionados en el continuo de selva en Lacandona
fuera distinta de Los Tuxtlas donde y que los individuos de Los Tuxtlas se agruparan
conforme al fragmento de selva de origen. Sin embargo, la topologia de la red mostré que

todas las poblaciones formaron una unica red interconectada al igual que en Lacandona.

Los valores de Fs: cercanos a 1 obtenidos en el analisis de diferenciacién genética,
comprueban que Los Tuxtlas y Lacandona son grupos genéticos distintos. Adicionalmente
los resultados de AMOVA muestran el mayor porcentaje de variacion entre las regiones. En

este caso, el tiempo de aislamiento entre ambas regiones has sido mayor que ca. 50 afos
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de fragmentacion en Los Tuxtlas permitiendo ver claras diferencias en la composicion
genética como en los estudios de lagartijas en sistemas de estudio con mayor tiempo de
aislamiento (Hurtson et al., 2009; Koumoundouros et al., 2009; Vargas y Moreno, 2014). La
probabilidad de intercambio de genes entre Los Tuxtlas y Lacandona es nula debido a las

barreras existentes y la distancia entre las regiones
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9.4 Estado de conservacion de la especie en el paisaje fragmentado

El presente estudio muestra que a pesar de la reduccion del habitat por la fragmentacion,
las poblaciones de Anolis uniformis se han mantenido lo suficientemente estables para

mantener la variacién genética de la especie.

A pesar de que el tamafo del fragmento no muestra diferencias significativas en la
composicion genética, la estructura heterogénea de un bosque conservado ofrece mejores
condiciones ambientales, fisicas y bidticas en las cuales las poblaciones de Anolis pueden
vivir y perpetuarse ecoldégicamente y es consistente su morfologia adaptada a zonas con
elevada estructura vegetativa. Es importante por tanto mantener en resguardo el continuo
de selva en la Estacion de Biologia Tropical en Los Tuxtlas Veracruz, asi como otras

reservas.

Finalmente, el muestreo fue realizado en 2005 (Arroyo, 2008) por tanto si la reduccién
del area en los fragmentos pequefios continla las poblaciones seran severamente
afectadas por efectos antropogénicos y es probable que la informacion genética se pierda

eventualmente.
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X.

CONCLUSIONES
El uso de secuencias de ADN es un poderoso enfoque para determinar aspectos
relevantes en estudios de genética poblacional.
En patrén de diversidad genética en las poblaciones de Anolis uniformis en Los
Tuxtlas es consistente con una poblacion de un tamano efectivo bajo en el pasado,
seguido por una expancion poblacional reciente.
Anolis uniformis es una especie con baja capacidad de dispersién y la matriz entre
los remanentes de selva en la regidn de Los Tuxtlas, representa una verdadera
barrera geogréfica, lo que podria representar una tendencia a la estructuracion.
La fragmentacion del habitat no ha disminuido la diversidad genética ni aumentado
la diferenciacidén genética de Anolis uniformis en Los Tuxtlas.
En Los Tuxtlas, el tamafo del fragmento no esta relacionado con la diversidad
genética.
En la selva de Los Tuxtlas, la distancia geografica entre remanentes impide el flujo
genético entre las poblaciones y aumenta la tendencia de las poblaciones a la
estructuracion.
Las regiones de Los Tuxtlas y Lacandona presentan poblaciones de A. uniformis
cuya composicion genética es distinta. Habria que localizar poblaciones intermedias
para ver como se comporta el aislamiento por distancia.
Debido a que Anolis uniformis es una especie con vagilidad reducida y reemplazo
generacional constante, el tiempo de aislamiento entre poblaciones en Los Tuxtlas

es relevante para observar diferencias genéticas.
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Debido a la continua reduccion de selva en Los Tuxtlas es probable que las
poblaciones de A. unifomis en fragmentos pequefos se pierda antes de encontrar
efectos genéticos.

Mantener la conectividad entre poblaciones es primordial para el mantenimiento de
la diversidad genética de A. uniformis en paisajes modificados antropogénicamente

como es la selva de Los Tuxtlas.
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XI.

PERSPECTIVAS A FUTURO
En el futuro se propone complementar el analisis genético con marcadores nucleares
como microsatélites, que permiten estimar a una escala geografica mas fina la
variacion genética reciente en las poblaciones.
Se propone contrastar los datos obtenidos con un estudio similar con muestras
actuales, es decir, una década después, para encontrar efectos significativos en la
genética de las poblaciones.
El estudio sugiere que la abundancia de A. uniformis y su dinamica poblacional
tienen una gran influencia en el mantenimiento genético. Se podria completar el
analisis de los A. uniformis con estudios demograficos y variables ambientales y asi
se ampliara el conocimiento de la especie y de la dinamica de los parches.
Al comparar poblaciones de A. uniformis en Los Tuxtlas y la selva Lacandona se
encontré que son grupos genéticamente diferentes. Para explicar esta diferencia,
seria necesario ampliar el muestreo de las poblaciones de A. uniformis a lo largo de

toda su distribucion y establecer sus patrones biogeograficos en México.
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XIl.

ANEXOS

ANEXO | Protocolo de extraccion de ADN

Protocolo de extraccion de ADN modificado de Sunnucks y Hales (1996); Aljanabi &

Martinez (1997).

8.

9.

. Cortar para cada muestra proximadamente 3 mm de tejido y colocarlo en un tubo

eppendorf de 1.5 mL rotulado ( # de muestra, fragmento).

Adiccionar 400 pL de buffer TEN+SDS 2% a cada tubo.y 15 yL de Proteinasa K.
Incubar con movimiento a 56°C toda la noche.

Revisar que se haya degradado la mayor cantidad de tejido.

Anadir 100 yL de NaCl [5M] y vortexear 30 s.

Centrifugar 14 m 30 s 14000 rpm 4°C.

Transferir el sobrenadante = 300 yL a tubos nuevos rotulados (# de muestra,
fragmento) y afadir 800 uL de etanol 98 % (-20°C). Mezclar por inversion y dejar
toda la noche a -20°C.

Centrifugar 20 m 30 s a 14000 rpm 4°C. Decantar el exceso de alcohol sin tirar el
pellet.

Adicionar 800 uL de etanol 70 % (-20°C).

Centrifugar 7 m a 30 s 14000 rpm 4°C.Decantar el excesode alcohol.

10. Colocar los tubos en la vacuofuga 31m 45°C (opcional).

11. Anadir 100 pL de ddH20 y dejar a -20°C para uso posterior.

12.Para comprobar la extraccion de ADN, se corrio por electroforesis cada muestra en

gel de agarosa incluyendo un control negativo.
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Figura 1. Gel de agarosa 1% para comprobar la extracciéon de ADN.

Electroforesis
Gel de agarosa 1.5% > 3 pL de muestra + 1.0 pL de red con buffer
100 V-400 A-30 m.
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ANEXOIl. Protocolo de amplificacion de genes.

e Oligonucleétidos utilizados en este estudio

Tabla 1. Pares de primers utilizados en este estudio y condiciones de termociclador. ND4 (NADH
dehydrogenase subunidad 4), CytB (Citocromo oxidasa B), pares bases amplificadas (pb).

Nombre Tamaio Secuencia Referencia
oligonucleétidos (pb) (5-3"/3°-5)
ND4/LEU 761 CACCTATGACTACCAAAAGCTCATGTA/ ND4
CATTACTTTTACTTGGATTTGCACCA Arévalo et al. (1994)
L14910/ H16064 934 GACCTGTGATMTGAAAAACCAYCGTT CytB
GT/ Burbrink et al. (2000), de
CTTTGGTTTACAAGAACAATGCTTTA Queiroz et al. (2002)

e Seleccion de la temperatura de amplificaciéon

1. Serealizé un gradiente para elegir la mejor temperatura de amplificacién para cada
marcador, ND4 y CytB, tomando como minimo 40°C y como maximo la Tm mayor

de los oligonucledtidos: Tm =2 (A+T) + 4 (C+G).

Tabla 2. Temperaturas de amplificacion.

Gen Oligonucleétido Tm  Gradiente Mejor
(5-3°13°-5") temperatura
ND4 ND4-F 76 40-76° 49°
Leu-R 70
CytB L14910 74 40-74° 46.8°
H16064 68

2. Para cada marcador se seleccion6 una muestra que se amplific6 en cada

temperatura, manteniendo constante el volumen total de reaccién de PCR (Tabla 3).
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Tabla 3. Mezcla de PCR.

Gen Agua Buffer DMSO  PrimerF  Primer Taq ADN Volumen Total
R Polimerasa de la mezcla

ND4 995uL 3.00uL 045pL 024 L 0.24 pL 0.12 uL 1.00 pL 15.0 L

CytB  895puL 3.00uL 045puL 0.24pL  0.24 uL 0.12 uL 1.00 pL 14.0 L

3. Se comprobd la amplificacién con geles de agarosa al 1.5% en TAE 1X incluyendo

un control negativo.

Figura 2. Gradiente de temperatura. El primer pozo para cada marcador contiene escalera HyperLadder™

1000bp y las temperaturas incrementan a la derecha. La flecha indica la banda en la temperatura con la
mejor amplificacion.

4. Se eligieron las mejores condiciones de amplificacion y se mantuvo el protocolo para

todas las muestras restantes.

Tabla 4. Temperaturas finales de amplificacion. Desnaturalizacion inicial (ID), ciclos (C),
desnaturalizacion (D), amplificacién (A), extensién (E), extension final (EF).

Gen Condiciones del termociclador
DI C D A E EF
ND4 94°, 35 94°, 1min 49°, 1min 72°, 7Tmin 72°,10min
7min
CytB 94°, 30 93°, 1min 46.8°, 2min 72°, 2min 72°, 7min
3min
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ANEXO Il Informacién complementaria

e Composicién nucleotidica obtenida con cada marcador

Tabla 5. Composicion nucleotidica ND4. Citosina (C), timina (T), adenina (A), y guanina (G).

Subpoblacion C (%) T (%) A (%) G (%)
F3 28.00 28.11 31.67 12.22
F4 27.95 28.15 31.64 12.26
F6 27.98 28.12 31.71 12.19
CB 27.94 28.17 31.75 12.14
LH 28.03 28.08 31.66 12.23
LP 27.98 28.13 31.72 12.17
PE 27.96 28.15 31.67 12.22
SA 27.98 28.13 31.68 12.21
SE 27.92 28.19 31.67 12.22
LC 26.66 29.18 31.00 13.16

Tabla 6. Composicion nucleotidica CytB. Citosina (C), timina (T), adenina (A), y guanina (G).

Subpoblacién C (%) T (%) A (%) G (%)
F3 28.29 28.79 27 .59 15.33
F4 28.32 28.75 27 54 15.40
F6 28.30 28.74 27.55% 15.42
CB 28.40 28.68 2753 15.39
LH 28.27 28.81 2755 2755
LP 28.28 28.80 2758 15.35
PE 28.25 28.81 2759 15.34
SA 28.24 28.82 27 54 15.40
SE 28.22 28.83 27.58 15.36
LC 27.33 30.06 28.32 28.32
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Frecuencias haplotipicas

Tabla 7. Haplotipos por sitio en LT para ND4.

Haplotipo Numero de Frecuencia Sitios
secuencias (%)
1 57 0.6333 F3, F4, F6, CB, LH, LP, PE, SA, SE
2 1 0.0111 F3
3,4,5 1 0.0111 F4
6,7,8,9, 10, 11 1 0.0111 F6
12,13 3 0.0333 CB
14 1 0.0111 CB
15, 16,17 1 0.0111 LH
18 3 0.0333 LP
19 2 0.0222 LP, PE
20, 21 1 0.0111 LP
22 1 0.0111 PE
23 1 0.0111 SA
24,25, 26, 27 1 0.0111 SE
Total: 27 90 1.0000 -

Tabla 8. Haplotipos por sitio en LT para CytB

Haplotipo Namero de Frecuencia Sitios
secuencias (%)
1 2 0.0222 F3
2 9 0.1000 F3,LP, LH, SA
3,5,6,7 1 0.0111 F3
4 3 0.0333 F3, F4, F6
8 12 0.1333 F3, F4, F6, LH
9,10, 11 1 0.0111 F4
12,13, 14, 15, 16 1 0.0111 F6
17, 20, 21 1 0.0111 CB
18 2 0.0222 CB
19 3 0.0333 CB
22 2 0.0222 CB
23 4 0.0444 LP, LH
24,25, 26 1 0.0111 LP
27,29 1 0.0111 PE
28 11 0.1222 PE, SE
30 4 0.0444 LH, SA
31,33 1 0.0111 LH
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32 3 0.0333 LH ,SA
34, 35, 36, 37 1 0.0111 SA
38 2 0.0222 SA
39,40, 42,43, 44 1 0.0111 SE
38, 41 2 0.0222 SE
Total:
44 90 1.0000 -

Tabla 9. Haplotipos por sitio en LT para ND4_CytB.

Haplotipo Namero de Frecuencia Sitios
secuencias (%)
1 2 0.0222 F3
2 8 0.0888 F3, LH, SA
3,5,6,7,8 1 0.0111 F3
4 3 0.0333 F3, F4, F6
9,11, 12,13, 14, 15 1 0.0111 F4
10 5 0.0555 F4, F6
16, 17, 18, 19, 20, 21, 1 0.0111 F6
22
23, 26, 27 1 0.0111 CB
24 2 0.0222 CB
25 3 0.0333 CB
28 2 0.0222 CB
29, 30, 31, 33, 34 1 0.0111 LH
32 2 0.0222 LH, PE
35, 37, 38, 39, 40, 41 1 0.0111 LP
36 6 0.0666 LP, SE
42 4 0.0444 PE, SA
43, 44, 45, 47 1 0.0111 PE
46 3 0.0333 PE, SA
48, 49, 50, 51 1 0.0111 SA
52 2 0.0222 SA
53, 54, 55, 56, 57, 58, 1 0.0111 SE
59, 60
Total:
60 90 1.0000 -
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Tabla 10. Haplotipos de Lacandona.

Gen Haplotipo Secuencias Frecuencia (%)
ND4 28 13 0.36111111
29, 30, 31, 33, 3, 38 1 0.02777778
32,34, 36 4 0.11111111
35 3 0.08333333
39 2 0.05555556
Total: 12 36 1.0
CytB 45, 48, 49, 50, 53, 55, 57, 59, 1 0.02777778
60, 61, 62
46 7 0.19444444
47, 51, 54, 56, 58, 63 2 0.05555556
52 6 0.16666667
Total: 19 36 1.0
ND4_CytB 61, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 1 0.02777778

70, 71,72,73,74,75,76, 77,
78,79, 81, 83, 84, 86, 87, 89,
90, 91, 92, 93, 94

63 3 0.08333333
80, 82, 85, 88 2 0.05555556
Total: 31 | 36 | 1.0

e Resultados ANOVA

Andlisis de varianza entre las medias de diversidad haplotioica (dh) y nucleotidica (1) de
fragmentos agrupados por tamanio.

Tabla 11. Analisis de varianza (ANOVA) de la diversidad haplotipica para ND4

Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor

las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0.0574 2 0.0287 0.3776 0.7006 5.1432
grupos
Dentro de 0.45637 6 0.0760
los grupos
Total 0.5137 8
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Tabla 12. Analisis de varianza (ANOVA) de la diversidad haplotipica para CytB

Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor

las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0.0852 2 0.0426 1.3171 0.3355 5.1432
grupos
0.1941 6 0.0323
Dentro de 0.0852 2
los grupos
Total 0.2793 8

Tabla 13. Analisis de varianza (ANOVA) de la diversidad haplotipica para ND4_CytB

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 0.0014 2 0.0007 0.4604 0.6515 5.1432
grupos
Dentro de 0.0092 6 0.0015
los grupos
Total 0.01067 8

Tabla 14. Analisis de varianza (ANOVA) de la diversidad nucleotidica para ND4

Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor

las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 2.448E-07 2 1.224E-07 0.0759 0.92777163 5.1432
grupos
Dentrode  9.6741E-06 6 1.6123E-06
los grupos
Total 9.9189E-06 8
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Tabla 15. Analisis de varianza (ANOVA) de la diversidad nucleotidica para CytB.

Origen de Sumade Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 2.448E-07 2 1.224E-07 0.0759 0.9278 5.1432
grupos
Dentrode  9.6741E-06 6 1.6123E-06
los grupos
Total 9.9189E-06 8

Tabla 16. Analisis de varianza (ANOVA) de la diversidad nucleotidica para ND4_CytB

Origen de Suma de Grados Promedio F Probabilidad Valor
las cuadrados de de los critico
variaciones libertad cuadrados para F
Entre 5.802E-07 2 2.901E-07 0.3634 0.7096 5.1432
grupos
Dentro de 4.789E-06 6 7.9817E-07
los grupos
Total 5.3692E-06 8
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