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RESUMEN

Actualmente, la especie de lagartija Sceloporus grammicus se considera un
complejo conformado por siete razas cromosdmicas, las cuales tienen una amplia
distribucion geografica y ecolégica en norteamérica. En el Estado de Hidalgo se
encuentran seis de los siete citotipos y, aunque se han reportado diversos analisis
citolégicos, geograficos y ecoldgicos para Sceloporus grammicus, no se cuenta con
informacion referente al efecto del ambiente sobre la estructura y diversidad genética
en poblaciones de un mismo citotipo, por lo que en este trabajo se analizan las
relaciones microevolutivas del citotipo FM2 para dos poblaciones que habitan en
ambientes diferentes en Hidalgo: bosque de pino-encino (La Estanzuela) y matorral
xerdfilo (Tilcuautla). Se caracterizd6 al citotipo mediante un cariotipo no invasivo
(cultivo de sangre), utilizando una muestra de 43 individuos adultos en ambas
localidades, de los cuales so6lo se obtuvo la cola para cultivar la sangre y extraer el
DNA. Se utilizaron, ademas, cinco microsatélites nucleares reportados previamente,
tanto para S. grammicus como para una especie relacionada (S. jarrovi), que se
amplificaron in vitro mediante la reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) del
DNA,; se separaron mediante electroforesis vertical de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes de urea y se visualizaron con nitrato de plata. Los datos genéticos
se procesaron con programas informaticos de genética poblacional (Arlequin,
TFPGA, Fstat, STRUCTURE). Se estandarizO una técnica para determinar el
cariotipo que no precisa el sacrificio de los organismos (no invasiva), se encontraron
ademas alelos de microsatélites especificos para, al menos, una de las poblaciones
analizadas; asi como patrones especificos de frecuencias alélicas en cada sitio,
probablemente como resultado de un efecto diferencial del ambiente a nivel genético

en dichos organismos.
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1. INTRODUCCION

Del 50 al 80% de la biodiversidad que existe en el mundo -segun el Fondo
Mundial para la Vida Silvestre- est4 confinado en 12 paises, entre los que se
encuentra México (Olson et al., 2001). Segun el indice de biodiversidad mundial,
México ocupa lugares destacados en latinoamérica en grupos de organismos como
los reptiles, con lo que ocupa el primer lugar con 820 especies reportadas (Peterson
et al., 1993).

Las lagartijas pertenecientes al género Sceloporus son de los taxa mas
abundantes de reptiles en norteamérica, con 80 especies distintas, tanto a nivel
morfolégico como ecoldgico (Sites et al., 1992) debido a patrones de especiacion
simpétrica, mismos que provocan que las poblaciones que ocupan el mismo espacio
territorial, sin que existan barreras geogréficas, se diversifiquen a causa del
surgimiento de algin mecanismo de aislamiento, entre los que se podrian
mencionar: el ecoldgico, el etolégico, el sexual o el genético (Rundle y Nosil, 2005).

Dentro de este género, se pueden encontrar especies que presentan amplia
distribucion geografica y ecologica, como es el caso de la lagartija Sceloporus
grammicus (Phrynosomatidae), que se ha clasificado como un complejo de razas
cromosomicas, el cual presenta un elevado polimorfismo cromosémico, que va
desde 2n=32 hasta 2n= 46 (Bickham, 1983; Sites, 1983; Goyenechea, 1993).

El complejo de Sceloporus grammicus ocupa una amplia gama de habitats
que van desde las llanuras hasta los desiertos y ambientes de alta montafia (Arévalo
et al.,, 1991) y en el Estado de Hidalgo estas lagartijas se encuentran asociadas a
tipos de vegetacion diversos como el matorral xerofilo y el bosque de pino-encino
(Leyte- Manrique, 2006).

Desafortunadamente, en décadas recientes, la fragmentacion de héabitats y la
urbanizacién que se ha dado a nivel global han reducido el numero vy talla de los
matorrales, incrementandose también los parches aislados; lo que ha provocado,
como consecuencia, que la flora y la fauna se vean seriamente amenazadas (Ernst
et al., 2004). En este sentido, las poblaciones de Sceloporus grammicus que estan
asociadas a este tipo de vegetacion xerdfita podrian resultar afectadas
ecolégicamente, lo que implicaria que sus poblaciones pudieran estar limitadas para
obtener recursos alimentarios y reproductivos por el intercambio de genes, que los

induciria también a un aislamiento evolutivo (Lee, 2002).
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El nimero y forma de los cromosomas en los diferentes grupos de animales
vertebrados (aves, anfibios, reptiles y mamiferos) es una caracteristica importante
en las poblaciones naturales (Prevosti, 1979). Sin embargo, hay especies que
presentan polimorfismos cromosémicos como una estrategia de diversificacion
genética. Aunado a lo anterior, la evidencia citologica (alta politipia cromosémica) es
también importante para medir la variacion en las poblaciones, ya que proporciona
informacion acerca del papel de los rearreglos cromosomicos en los procesos de
especiacion (Bickham, 1983).

En este sentido, actualmente se describe a Sceloporus grammicus como un
verdadero complejo de razas cromosOmicas, de las cuales se tienen descritas e
identificadas geograficamente siete: S, F5, F6, F5+6, FM1, FM2 y FM3 (Degnan y
Arévalo, 2004), siendo el Estado de Hidalgo una zona dentro del intervalo de
distribucion del complejo que presenta el mayor nimero de citotipos reportados para
dicho complejo, seis de los siete que existen (Leyte-Manrique et al., 2005).

Es importante mencionar que el alto grado de politipias cromosémicas dentro
y entre poblaciones del complejo Sceloporus grammicus es una caracteristica rara
en grupos no mamiferos (aves, anfibios y reptiles) por lo que es interesante conocer
el comportamiento del grupo a nivel morfolégico y cromosémico, determinando
pardmetros genéticos importantes a nivel poblacional, con el fin de elucidar patrones
microevolutivos especificos dentro y entre las poblaciones actuales de Sceloporus
grammicus; para ello son necesarios marcadores moleculares altamente sensibles
que permitan caracterizar las interacciones genéticas de los individuos del complejo
(Leyte-Manrique et al., 2005).

En este contexto, las secuencias de microsatélites son muy utilizadas para
investigar la estructura de las poblaciones y estudios del comportamiento de los
individuos, basandose en frecuencias de heterocigotos para identificar los alelos.
Los microsatélites son buenos marcadores porque son altamente polimérficos, son
codominantes y selectivos (Degnan y Arévalo, 2004).

En este estudio se utilizaron los microsatélites como herramienta para
conocer las frecuencias alélicas de dos poblaciones de Sceloporus grammicus
(citotipo FM2) ubicadas en las localidades de San Juan Tilcuautla y La Estanzuela,
en el estado de Hidalgo. A partir de dichas frecuencias se determiné la diversidad

genética (heterocigotos observados) y estructura genética (diferenciacion genética y
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la dinamica del flujo genético con la deriva genética) de estas poblaciones mediante
el manejo de software especifico (POPGENE, TFPGA, Fstat y Structure).

Se obtuvo también un procedimiento estandarizado no invasivo para el
analisis cromosomico de Sceloporus grammicus, mediante el cultivo de una muestra
pequefia de sangre, lo que implica que ya no sera necesario sacrificar a los
organismos para obtener su cariotipo y puede extrapolarse a otros grupos

bioldgicos, como anfibios y aves.

2. ANTECEDENTES
2.1.El complejo Sceloporus grammicus y el concepto de especie

A través del tiempo se ha sefialado que el complejo Sceloporus grammicus
(Phrynosomatidae) presenta una amplia distribucion geogréfica y ecoldgica, ademas
de un amplio polimorfismo cromosémico, por lo que es un buen modelo para
diversos estudios evolutivos que permitan saber los procesos por los que se han
transformado, permitiéndoles sobrevivir a pesar de los diversos factores a los que se
enfrentan los organismos en general (Alvarado, 2004). Recientemente, se han
analizado un gran ndmero de datos de aloenzimas y cromosomas con métodos
basados en distancias genéticas para identificar los limites de distribucién de las
razas dentro del complejo (Marshall et al., 2006).

Debido a que Sceloporus grammicus es un taxdén genéticamente complejo por
las variaciones cromosomicas que ha presentado a largo del tiempo, aunado a la
cosmopolita distribucion y a la diferencia de habitats en los que se encuentra, es
necesario entonces utilizar conceptos no biolégicos de especie para definirlo y
entender su comportamiento evolutivo.

En las Ultimas décadas, se han originado diversos conceptos sobre la
especie, entre ellos estan el taxondmico, el nominalista, el evolutivo, el biologico, el
filogenético y el ecoldgico, entre otros. Para este estudio en particular, se ocuparan
los conceptos ecoldgico y filogenético. El primero considera a las especies como las
unidades fundamentales de los ecosistemas, como un grupo (poblacion) de
organismos que explotan un mismo nicho ecoldgico, el cual es diferente del de otros
linajes en su misma area de distribucion y que evoluciona de manera independiente
de otros linajes fuera de su rango geografico (Van Valen, 1976). Este concepto da

relevancia al ambiente como modelador del fenotipo de las poblaciones.
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Por otro lado, el concepto filogenético implica que una especie es un grupo
irreducible de organismos (poblaciones), que poseen al menos un caracter
diagnéstico no compartido con otro grupo (apomorfia) y que entre ellos comparten
un camino evolutivo comun a lo largo del tiempo (Baum, 1992).

En este caso hay tal relacion, que tanto el ancestro como los individuos
descendientes son la misma especie, pero si algunas poblaciones han estado
aisladas evolutivamente unas de otras, por la existencia de barreras geograficas o
bioldgicas por un tiempo suficiente para que aparezcan diferencias que puedan ser
utilizadas como marcadores o caracteres de diagnostico, o que el flujo genético
entre las mismas sea tan bajo, para que se produzca una divergencia genética,
entonces se podria hablar ya de dos o mas especies (Agapow, 2004). Los
caracteres usados en la diagnosis de las especies pueden ser morfolégicos,
conductuales, fisiologicos o0 quimicos y moleculares, todos sustentados
genéticamente.

Considerando sus caracteristicas ecoldgicas, es importante mencionar que el
complejo Sceloporus grammicus se distribuye en una gran diversidad de habitats
que incluye ambientes distintos: aridos y templados; en tipos de vegetacién como:
matorral xerofilo, bosque de encino, bosque de pino, bosque de pino-encino, bosque
mesodfilo de montafia e inclusive zonas urbanas, con habitos arboricolas, terrestres y
saxicolas (entre rocas o grietas), ademas de su plasticidad morfologica y
cromosomica, lo hace un excelente modelo para estudios evolutivos.

En este sentido, en las Ultimas décadas se han realizado estudios citologicos,
biogeogréficos y evolutivos en Sceloporus grammicus, tales como: usos
diferenciales de habitat y microhabitat (Arévalo et al., 1993); andlisis de procesos de
especiacion (especiacion estasipatrica, para este caso en particular), descripcion
cromosomica y geografica de los diferentes citotipos del complejo (Arévalo et al.,
1991, Sites et al., 1992) y descripcién de zonas hibridas de los diferentes citotipos
en la meseta central de México (Goyenechea, 2001).

Como resultado de multiples estudios realizados sobre los diferentes citotipos
gue presenta Sceloporus grammicus, se ha propuesto que posiblemente estos
pudieron originarse a partir de un proceso de especiacion estasipatrica o por una
especiaciéon cromosomica en cascada (Porter y Sites, 1986) que ocurrié a raiz de

cambios en los complementos de cromosomas, mediante el reacomodo
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cromosdmico en pequefios grupos de individuos dentro del area geografica ocupada
por la especie ancestral y que puede estar dada por el ambiente (Salomon, 2002).

Para el complejo Sceloporus grammicus existen pocos trabajos donde se han
determinado las diferentes condiciones ambientales a las que estan sometidos los
siete citotipos que conforman el complejo. Para determinar si aquéllos estan
provocando algun tipo de adaptacion ecologica mas alla de los rearrelgos
cromosomicos, lo cual se puede determinar mediante la descripcion de los cambios
en las frecuencias alélicas, a través de las generaciones y el analisis de las causas
gue conducen a esos cambios (Leyte-Manrique et al., 2005)

La especiacién ecoldgica se constituye por tres componentes necesarios: una
fuente ecoldgica de seleccion divergente, una forma de aislamiento reproductivo y
un mecanismo genético para unirlos (Rundle y Nosil, 2005). La seleccién divergente
puede surgir debido a diferencias entre los ambientes de las poblaciones incluyendo,
por ejemplo: la estructura del habitat, el clima, los recursos alimentarios y la cantidad
de depredadores o competidores presentes (Rundle y Nosil, 2005), causando de
esta manera que se separen para formar dos especies diferentes. Asimismo, el
aislamiento reproductivo se da cuando el ambiente ejerce una presion evolutiva
sobre el fenotipo de las especies o0 poblaciones, estableciendo diferencias
morfolégicas o barreras precigéticas o poscigéticas que hacen imposible que se
reproduzcan entre si.

Cuando en poblaciones de la misma especie comienzan a darse cambios
graduales de sus rasgos fenotipicos por influjos y condiciones ambientales, entonces
se dice que la especie se asocia a alguna clina ambiental. Esta se caracteriza por el
cambio de un caracter fenotipico (tamafo, coloracion, entre otras), a causa de un
gradiente ecolégico (humedad, temperatura, altitud, entre otras). Este fendmeno
sucede en poblaciones de organismos con una amplia area geografica de
distribucion, por lo que los cambios graduales se dan de una poblacion a la otra
(Campbell et al., 2001).

También se denomina clina a la distribucion, creciente o decreciente, de la
frecuencia con que un gen se presenta en poblaciones vecinas (Lieberman y
Jackson, 1995); estos genes son responsables de las diferencias que se usan para
definir categorias raciales. Es importante mencionar que cualquier poblacion
presenta variaciones en el ambito territorial, generalmente relacionadas con

diferencias en las condiciones ambientales, que pueden reflejar patrones de
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migracion individual o de flujo de genes (Huxley, 1938), lo que las llevaria a una
plasticidad fenotipica como producto de diferencias locales en las poblaciones donde

se encuentran.

2.2.Descripcién del complejo de Sceloporus grammicus
La morfologia en la actualidad no sélo estudia las estructuras de los

organismos, sino que investiga otros aspectos esenciales relacionados con ellas,
como sus funciones, evolucion y relaciones con el ambiente que los rodea (Love,
2003).

En lo que respecta a la morfologia del complejo Sceloporus grammicus,
incluye una forma corporal de tamafio mediano, con cabeza, extremidades y cola
largas y delgadas. En cada lado del cuello se localizan dos bolsas; la longitud
promedio de las escamas dorsales en las hembras es de 64.8 mm y para los
machos de 74.2 mm, en numero de 40 a 100 escamas (Lara-Géngora, 2004).

La coloracién del cuerpo es verde oscuro; la superficie dorsal es verde oscuro
a gris oscuro; hay una franja transversal amarilla a nivel de la escama frontal; en los
hombros hay una mancha grande oscura que se prolonga hacia atras de los
mismos, reduciéndose hacia la parte dorsal; esta mancha no llega a tocar el lado
opuesto; en la parte dorsal del cuerpo se notan lineas negras en forma de ondas, los
cuales son de un tono mas intenso en la region lateral del cuerpo. Las manchas de
las extremidades y cola son del mismo color que las manchas de los lados (Uribe-
Pefa et al., 1999).

En los machos, generalmente la coloracion del area gular puede ir de una
tonalidad verde hasta negro con o sin motas que son puntos negros, azul o blanco
del tamafio de una escama, presentes también en las hembras (Sites, 1982). La
parte lateral del vientre y la zona preanal son amarillas y en la mayor parte de la
zona medial, se presentan unas manchas azules, las cuales se obscurecen en una
linea media, llegando a formar una franja oscura que llega a ser negra. En las
hembras, la coloracion del vientre es azul claro (muy débil), amarillo claro o naranja
claro. En la region gular de ambos sexos, presentan puntos negros, azul o blanco
del tamafio de una escama (Uribe-Pefia et al., 1999).

Es bien sabido que la morfologia de los organismos en las poblaciones
naturales puede modificarse durante su vida debido a que se enfrentan a diferentes

condiciones ambientales dentro de su habitat. En un sentido amplio, puede incluir
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todas las condiciones en las cuales viven los seres vivos (temperatura, luz, medio
ambiente social y medio ambiente conductual), asi como aquellos factores internos
tales como enfermedades, microorganismos, toxinas (Siegel, 1995), lo que puede
llegar a modificar al fenotipo y, de esta manera, alterar en el organismo su fisiologia
y morfologia como respuesta para adaptarse y sobrevivir (Via y Lande, 1985).

Especificamente la raza FM2 presenta las extremidades mas cortas de todas
las razas, asimismo sus individuos tienen un disefio de la cabeza menos altas,
menos anchas y menos largas que el resto de las siete razas cromosémicas (Rubio-
Pérez, 2005). Esta caracteristica puede estar relacionada con aspectos como el
establecimiento y defensa del territorio, cortejo, alimentacién y comportamientos
defensivos contra predadores (Herrel et al. 2001).

Ademas, el citotipo FM2 esta relacionado a sitios como pastos, hierbas y
rocas (Rubio-Pérez, 2005), en este sentido se han realizado estudios especificos
sobre la morfologia y ecologia en los individuos de esta raza en dos localidades del
estado de Hidalgo (Tilcuautla y La Estanzuela), con lo que se ha demostrado que el
tipo de sustrato, la cobertura de la vegetacion, suelo desnudo, T°C ambiente, T°C
microhabitat, humedad y punto de rocio (mas relacionados estos cuatro, con la
actividad de las lagartijas), influyen posiblemente en el disefio morfolégico que
presentan los individuos de ambas poblaciones del complejo Sceloporus grammicus
(Leyte- Manrique, 2006).

2.3.Citologia
Naturalmente cada especie tiene un nimero caracteristico de cromosomas; la

mayoria de los organismos superiores son diploides, con dos juegos de cromosomas
homologos: un juego donado por el macho y el otro por la hembra, durante el
proceso de fertilizacién. En la naturaleza, es comun encontrar alguna variacion, a
través de mutaciones, en el numero de juegos de cromosomas (Stanfield, 1992).

La variacion cromosomica se puede determinar mediante un cariotipo, el cual
se define como la organizacién grafica de los cromosomas de una especie; se
caracteriza por un numero, tamafio y forma especificos de los cromosomas, por lo
gue es util como caracter taxondmico adicional y una herramienta poderosa para
describir relaciones filogenéticas en el grupo de los reptiles (Goyenechea, 2001).

En este sentido, se considera que Sceloporus grammicus es un complejo que

presenta una alta variacion cromosomica, se reporta un cariotipo estandar de 2n=32
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y otros cariotipos de 34, 36 y 38, incluso algunos por arriba de 46 cromosomas, lo
que hace un total de siete diferentes razas citotipicas (Lara-Gdéngora, 2004).

El citotipo méas primitivo de este complejo 2n=32 (S o Standard) esta
compuesto por seis pares de macrocromosomas meta o submetacéntricos, 20 (9;
hembras) 6 19 (J; machos) microcromosomas. Se sugiere que a partir de éste se
originaron el resto de las razas cromosOmicas, dentro del rango 2n=32 a 2n=46, por
fisiones en los seis pares de macrocromosomas y por las que se han denominado S,
F5, F6, F5+6, FM1, FM2 y FM3 (Hall, 1973; Sites, 1983; Goyenechea, 1993).

Las caracteristicas distintivas de cada una de las razas cromosomicas son las
siguientes: S (P1) se caracteriza por la fision en el par uno y un cariotipo de 2n=32-
34; F5 presenta una fision en el par cinco y 2n=34; F6 cuenta con fision en el par
seis Y 2n=34; F5+6 tiene 2n=36 a causa de la fision en los pares cinco y seis; FM1
con 2n=40-44 por la fision en todos los macrocromosomas con excepcion de los
pares uno y cuatro; FM2 presenta fision en todos los macrocromosomas excepto el
par cuatro y con un par adicional de microcromosomas, con un cariotipo de 2n=44-
46, y FM3 con fisiones en los macrocromosomas dos, cinco y seis, con 2n= 38
(Leyte-Manrique et al., 2005).

Para explicar esta alta tasa de variacibn cromosOmica observada en
Sceloporus grammicus se desarrollé la teoria de la especiacion en cascada, en la
gue cada citotipo que se forma, tiene un papel crucial en la formacién de otros
adicionales derivados del él (Leyte-Manrique et al., 2005). Asimismo, se comenta
que esta variacion de citotipos se considera como resultado de una serie de eventos
de reacomodos cromosomicos en linea (S, F6, F5, F5+6, FM3, FM1 FM2). Sumado
a lo anterior, White (1978) menciona el hecho de que la forma mas primitiva (S), esta
generalmente distribuida periféricamente, en tanto que los citotipos mas modernos
(FM1 y FM2) presentan una distribuciéon central, lo cual sugiere que el complejo
Sceloporus grammicus es el resultado de una serie de fisiones cromosdmicas que
funcionaron como mecanismos de aislamiento de acuerdo al modelo de especiacion
estasipatrica (Goyenechea, 1993).

Es importante mencionar que en el estudio de poblaciones citogenéticas de
este complejo se han detectado diferentes puntos de contacto parapatrico entre
combinaciones distintas de poblaciones de las razas cromosomicas, llegando a

formar zonas hibridas, de las cuales se tienen reportadas siete diferentes, separadas
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entre seis combinaciones diferentes de citotipos; se ha descrito también un caso de
polimorfismo cromosoémico extremo (Arévalo et al., 1991; Goyenechea et al., 1996).
En el caso del complejo Sceloporus grammicus, las hembras presentan
nameros diploides en las razas de cromosomas y los machos cuentan con un
microcromosoma menos que las hembras, lo que le confiere un heteromorfismo
cromosomico sexual. Tanto hembras como machos divergen en otros niveles de
organizacion del genoma por medio de las diversas fisiones en los

macrocromosomas (Arévalo et al., 1993).

2.4. Analisis genético de las poblaciones
Los datos moleculares pueden ser utilizados y constituyen una aproximacion

adecuada para determinar los procesos que configuran la estructura genética de una
especie, ya que proporcionan informacion tanto sobre la distribucién actual de la
diversidad genética neutral y los procesos que actuan sobre ella (flujo genético,
deriva genética, endogamia y seleccion natural), asi como de la historia evolutiva de
la poblacién, en particular sobre los patrones geogréaficos y la importancia del
aislamiento historico (Moritz, 1999).

Los datos genéticos permiten el estudio de las tendencias a largo plazo, a
diferencia de los parametros demograficos que sefialan la evolucién a corto plazo.
De este modo, es posible comparar las tendencias actuales con las histéricas para
comprobar si se estan produciendo desviaciones que puedan comprometer la
sobrevivencia de la poblacién o la especie. Por ello, cuando se plantea una hipotesis
de los procesos evolutivos en algun grupo biol6gico, es necesario conocer como la
variabilidad genética se encuentra distribuida dentro y entre las distintas poblaciones
(Jiménez y Collada, 2000).

La estructura genética es Util como material de partida en la conservacion
dindmica de las poblaciones, ya que cuantifica la variabilidad mediante la
descripcion de los cambios en las frecuencias alélicas. Actualmente se considera
como uno de los principales objetivos de los programas de conservacion el
mantenimiento de la diversidad genética de la especie, protegiendo de esta forma
sus procesos ecoldgicos y evolutivos (Eriksson, 2000).

Dentro de este estudio se menciona el término poblacién, por lo que es
importante saber el concepto del mismo. Una poblacion es un grupo de individuos de

la misma especie con caracteristicas homogéneas que viven en una misma area
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geografica y que interactian contemporaneamente; sin embargo, los miembros de
una especie se muestran en diversas escalas en &reas geograficas extensas (Dyer,
2004).

Las poblaciones son dinamicas, se expanden y contraen a través de los
cambios en las tasas de nacimientos y muertes, migraciones o contactos con otras
poblaciones. La dinamica natural de las poblaciones tiene consecuencias
importantes y pueden por sobre todo liderar los cambios en la amplia diversidad de
genes contenida en los organismos vivos de las poblaciones (Klug y Cumming,
2003).

Por lo anterior, se puede considerar un solo locus genético en una poblacion,
pero tal vez se encuentre que los individuos que forman la poblacion tienen
diferentes genotipos. En este orden de ideas, para estudiar poblaciones genéticas se
registran frecuencias de alelos dentro de algunos genotipos y con esto se puede
saber como estas frecuencias cambian de una generacion a otra (Klug y Cumming,
2003). Sin embargo, las frecuencias alélicas pueden cambiar también por efecto de
los gametos de todos los miembros de una poblacién que cambien en una sola
generacion. Estos cambios generacionales en la distribucion de alelos y genotipos
se refieren a ocurrencia de procesos basicos llamados mutacion, migracion,
endogamia, deriva genética o seleccién natural, conocidos también como fuerzas
evolutivas (Rubio de Casas, 2006).

Para cuantificar la variacion en las poblaciones mediante la descripcion de los
cambios en las frecuencias alélicas a través del tiempo, se utiliza como herramienta
la genética de poblaciones. Esta disciplina trata la diversidad fenotipica,
especialmente cuando esta diversidad se debe a las diferencias en la composicion
genotipica de los individuos (IPGRI, 2004), lo anterior debido a que uno de los
atributos universales de las poblaciones naturales es la diferencia en el fenotipo de
los organismos con respecto a muchos rasgos.

En particular, el campo de la genética de poblaciones ha sentado para si
misma las tareas de determinar el grado en el que ocurren las variaciones genéticas
en poblaciones naturales y de explicar la importancia de su origen, mantenimiento y
evolucion. La variacion genética en la forma de alelos multiples de los genes, existe
en la mayoria de las poblaciones sexualmente reproductivas. Ademas, es importante

describir cdmo los alelos en las poblaciones naturales se organizan en genotipos
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para establecer, por ejemplo, si los alelos de genes similares o diferentes estan
asociados al azar (Hartl y Clark, 1997).

La diversidad genética es un requisito necesario en las poblaciones para
adaptarse a los cambios ambientales (Frankham et al., 2002); para el complejo de
Sceloporus grammicus esto parece ser importante porque cuenta con una amplia
distribucion geogréfica, tienen grandes poblaciones en habitats diversos (matorral
xerdfilo, bosque de pino-encino, entre otros) y estdn sometidas sus poblaciones a

condiciones ambientales heterogéneas.

2.5.Marcadores moleculares (Microsatélites)
Una de las herramientas mas utilizadas en la actualidad para saber la

estructura genética de una poblacion son los marcadores moleculares y, en
especifico, los microsatélites. Historicamente, el término de microsatélites a menudo
ha sido aplicado Unicamente en repeticiones de dinucle6tidos CA (GT)n, aunque
actualmente existen otras repeticiones que se organizan en tdndems y que se han
clasificado también como microsatélites (Litt y Luty, 1989; Weber y May, 1989).

Por otra parte, una variedad de otros nombres han sido Utiles para describir
secuencias repetidas, incluyendo secuencias simples (Tautz, 1989) y STR’s (Short
Tandem Repeats 0 secuencias cortas repetidas; Edwards et al., 1991).

Los microsatélites son secuencias formadas por una Unica secuencia motivo,
no mas de seis bases de largo, que se presenta en tdndems a lo largo de un sitio
especifico del cromosoma, es decir, con arreglos iguales repetidos de principio a fin,
sin interrupcion de cualquier otra base.

Estos marcadores se han detectado dentro de los genomas de cada uno de
los organismos analizados hasta el momento y se localizan con frecuencias mas
altas de las que se hubieran previsto en su composicidbn base. Esto ha sido
formalmente mostrado por las repeticiones TA en levadura (Valle, 1993) y tractos de
polipirimidina en una variedad de genomas (Behe, 1987, 1995). Los microsatélites
muestran altos niveles de polimorfismo (Littt y Luty 1989; Weber y May 1989; Tautz,
1989).

Por otro lado, numerosos microsatélites estan pobremente caracterizados,
debido a que muchos de ellos han sido aislados de las bibliotecas gendomicas
usando pruebas de oligonucleétidos y después probados para evaluar su

polimorfismo. También se ha observado que estos marcadores presentan tasas de
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mutacion altas, lo que genera los elevados niveles de diversidad alélica necesarios
para los estudios genéticos de procesos que actian sobre escalas de tiempo
ecologicas (Schlotterer, 2004).

Las ventajas de los microsatélites como marcadores moleculares es que
presentan un polimorfismo muy elevado (multialélico); son altamente informativos ya
gue presentan herencia codominante y los mismos alelos se encuentran entre los
individuos estrechamente relacionados; son técnicamente simples de medir por un
proceso automatizado mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés); son altamente sensibles requiriendo sélo pequefias cantidades
de oligonucleétidos de DNA; como los microsatélites estan uniformemente dispersos
a través del genoma (aproximadamente cada 10 Kpb), son muy abundantes y son
ampliamente aplicables debido a que los loci estan frecuentemente conservados
entre especies relacionadas y algunas veces entre géneros (Yafez-Amayo, 2002).

A pesar de sus ventajas, los microsatélites (como todos los marcadores),
presentan algunas desventajas como el tiempo y costo en el proceso del disefio de
cada secuencia que podria, en el peor de los casos, limitar su utilidad y confundir
algunos analisis. Sin embargo, existe la posibilidad de usar los mismos marcadores
en mas de una especie, debido a que existe un grado de conservacion de los
microsatélites entre genomas de especies tan distantes como son algunos
mamiferos y diversos grupos de plantas (Becerra y Paredes, 2000). Por lo anterior,
los microsatélites cuentan con la versatilidad para responder muchos tipos de

preguntas ecologicas, pese a sus desventajas para otros usos.

3. JUSTIFICACION

Sceloporus grammicus es un modelo biolégico con una plasticidad
morfolégica y cromosomica documentada con anterioridad. Sin embargo, a la fecha
no se han reportado estudios donde se analice el efecto de habitats distintos sobre
la diversidad y estructura genética intra e interpoblacional en algun citotipo en
particular, asi como tampoco se tienen estudios genéticos reportados, utilizando
marcadores moleculares altamente polimorficos, como los microsatélites.

En este sentido, el presente estudio analiza las posibles diferencias genéticas

existentes entre dos poblaciones del citotipo FM2 para S. grammicus, que se
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encuentran en dos habitats diferentes (matorral xeroéfilo vs. bosque de pino-encino),

utilizando microsatélites como marcadores genéticos.

4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

Analizar la diversidad y la estructura genéticas del citotipo FM2 (Sceloporus
grammicus), dentro y entre dos poblaciones localizadas en La Estanzuela (Mineral
del Chico) y Tilcuautla (San Agustin Tlaxiaca), en el Estado de Hidalgo, utilizando

cinco marcadores moleculares (microsatélites) altamente polimérficos.

4.2.Objetivos particulares

1. Obtener un método no invasivo (cultivo de sangre) para evaluar el
cariotipo de Sceloporus grammicus;

2. Analizar la diversidad genética y riqueza alélica disponible dentro de las
poblaciones seleccionadas, utilizando cinco secuencias de microsatélites reportadas
previamente para el género Sceloporus (Scel-571, Scel-138, Scel-238, Scel-437 y
Scel-114);

3. Determinar los patrones de estructura y flujo genético entre las
poblaciones seleccionadas, para verificar la posible influencia de ambientes distintos

en la dinamica genética del citotipo FM2 de Sceloporus grammicus.

5. HIPOTESIS

Sceloporus grammicus esta considerado histéricamente como un grupo
taxonomico con una gran plasticidad genética y morfoldgica; con base en ello, se
propone que, ante el efecto de dos habitats contrastantes (bosque de pino-encino
versus matorral xerofilo), probablemente existan patrones micro-evolutivos
diferenciales en cada una de las dos poblaciones analizadas, que promuevan

discrepancias en la diversidad y estructura genética intra e interpoblacionales.
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6. MATERIAL Y METODO

6.1.Area de estudio

Se seleccionaron dos sitios dentro del Estado de Hidalgo donde se ha

reportado previamente el citotipo FM2 en la bibliografia (Arévalo et al., 1991): una

del municipio de Tilcuautla y una en La Estanzuela (Parque Nacional El Chico).

Ambas regiones presentan diferentes condiciones geograficas y ecoldgicas, ya que

en Tilcuautla predomina la vegetacion de matorral xerofilo y La Estanzuela es una

zona boscosa de pino-encino, que se encuentra también asociada a elementos de

material xerdfilo; asimismo, ambas regiones presentan gradientes altitudinales
diferentes (Leyte-Manrique, 2006).

a)

b)

San Juan Tilcuautla. Se ubica en la porcion sur del Estado de Hidalgo,
dentro de la regién noreste del municipio de San Agustin Tlaxiaca, entre las
coordenadas 20° 09’ 09.8” longitud norte y 98° 48’ 13.2” latitud oeste (Figura
1), su altitud es de 2361 m.s.n.m. El sitio cuenta con un clima templado
subhimedo, una temperatura promedio anual de 15° C y una precipitacion
media anual de 750 mm (Leyte-Manrique, 2006). El tipo de vegetacion que
prevalece en la zona es matorral xerdéfilo (Figura 2). Por lo que se aprecia,
gue esta localidad presenta una moderada concentracion humana, aungque en
los dltimos afos el area ha sido afectada por la urbanizacion y el cambio de

uso de suelo provocado por la actividad agricola y el asentamiento humanao.

La Estanzuela. Se localiza en la parte sur del Estado de Hidalgo, Municipio
de Mineral del Chico. Entre las coordenadas 20° 10’ 02.1” latitud norte y 98°
45’ 49.5” longitud oeste (Figura 1), con una altitud de 2700 m.s.n.m., un clima
templado frio, una temperatura promedio anual de 14° C y una precipitacion
promedio anual de 1506 mm (Leyte-Manrique, 2006). Su tipo de vegetacion
gue domina es el bosque de pino- encino (Figura 2), aunque también cuenta
con matorral xeréfito. Estimando que es una zona relativamente poblada, con

evidencia de perturbacion del habitat y microhabitat ocupado.
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Figura 1. Mapa de ubicacion de los sitios de muestreo, las localidades de San Juan Tilcuautla (San
Agustin Tlaxiaca) y La Estanzuela (Mineral del Chico) situados al sureste del Estado de Hidalgo,

México.

Figura 2. Tipo de vegetacion en la que se encuentran los individuos del citotipo FM2 analizados en

este estudio; La Estanzuela con Bosque de pino-encino (izquierda) y Tilcuautla con matorral xer6filo

(derecha).
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6.2. Trabajo de campo
Se recolectaron 22 individuos (6 machos y 16 hembras) de la localidad de

San Juan Tilcuautla y 21 individuos (8 machos y 13 hembras) de La Estanzuela,
todos pertenecientes al citotipo FM2 de Sceloporus grammicus (Figura 3). La
recolecta se realizo en dos periodos; el primero fue de Junio a Noviembre del 2006 y
el segundo de enero a abril del 2007. Los individuos fueron seleccionados Yy su

captura se realiz6 manualmente, con la ayuda de ligas (Figura 4), de acuerdo a las

técnicas propuestas por Casas-Andreu et al. (1991).

Figura 3. Morfologia ventral (izg.) y dorsal (der.) de individuo de Sceloporus grammicus (Citotipo FM2)

en la localidad de La Estanzuela.

Figura 4. Descripcién de la forma de colecta manual y con la ayuda de ligas mencionada por Casas-
Andreu et al. (1991), la cual permite manipular a los ejemplares sin dafiarlos para ser posteriormente

liberados.
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6.3.0Obtencion de material biolégico
Para la obtencion de los cariotipos se obtuvieron muestras de sangre de los

43 individuos recolectados (29 hembras y 14 machos), para el citotipo FM2 de
Sceloporus grammicus, capturados en las localidades de San Juan Tilcuautla y La
Estanzuela del Estado de Hidalgo.

La sangre se obtuvo mediante un corte transversal de la cola de los
individuos, de aproximadamente un centimetro (1-2 g), del extremo final de la cola
de la lagartija (Figura 5); las muestras se transportaron en microtubos estériles con
hielo seco y se almacenaron a -20° C, para ser procesadas posteriormente.

La cantidad de sangre adquirida mediante este método, es la suficiente para
obtener la fuente celular, que en este caso son los leucocitos y eritrocitos, ya que en
ellos se encuentran los cromosomas que se visualizaron optimamente en metafase.

Cabe mencionar que los individuos recolectados fueron liberados en el
mismo sitio, después de haber obtenido el material biolégico a utilizar para la
realizacion del cariotipo y la extraccion del DNA.

\_'._J

1cm
iem cola

Figura 5. Referencia del corte de un centimetro de la cola de los ejemplares del citotipo FM2, la cual
mide aproximadamente 5.5 cm. de largo total, para obtener la fuente celular (sangre) para el cariotipo
y el tejido para la extraccién del DNA.

6.4.Técnica no invasiva para el cariotipo
Para estandarizar esta técnica se tomaron en cuenta las técnicas propuestas

por Sites (1983) y la mencionada por Goyenechea (2001) para saurios, ademas de
la planteada por Baker et al. (1982). De igual forma, se consideraron técnicas
aplicadas a mamiferos que utilizan cultivo celular de sangre, como las propuestas
por Kessler et al. (2006) y Gaffaroglu y Yuksel (2006), haciendo las respectivas
modificaciones en cuanto al medio de cultivo utilizado y el tiempo de incubacion de

las células, basicamente.
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Con los métodos examinados se realizaron las modificaciones necesarias

(Apéndice A), quedando la técnica utilizada en este estudio de la siguiente manera:

1. Preparar en un microtubo, 0.75 ml de medio de cultivo modificado McCoy
5A con L-glutamina y bicarbonato de sodio (NaHCO3), més 0.009 ml de
EDTA y 0.025 ml de Fitohemaglutinina (FHA).

2. Gotear la sangre en el tubo que contiene el medio previamente preparado
(medio de cultivo modificado McCoy 5A, EDTA, FHA) para aglutinar los
eritrocitos y leucocitos, posteriormente incubar a 26° C por un periodo de
18 a 24 horas.

3. Agregar posteriormente 0.05 ml de colchicina al 0.025% para detener la
mitosis, mezclar perfectamente e incubar durante 30 minutos a una
temperatura de 26° C.

4. Agregar aproximadamente un ml de solucion hipoténica de KCI (cloruro de
potasio) previamente enfriada a 4°C, para hinchar las células e incubar
posteriormente durante 30 minutos a temperatura ambiente, provocando
asi el choque hipotonico.

5. Centrifugar 10 minutos de 700-1000 rpm, eliminar el sobrenadante y
adicionar el fijador al botén celular, que en este caso es soluciéon Carnoy
(metanol-acido acético 3:1), lo que ayudara a reventar los glébulos rojos,
esto se hace muy lentamente, evitando levantar el botéon al agregar la
solucién (preferentemente por las paredes del tubo).

6. Después de 15 minutos a temperatura ambiente, resuspender el botén
celular en el fijador y centrifugar nuevamente por 10 minutos de 700 a
1000 rpm, la resuspension se puede hacer tres 6 cuatro veces hasta que
el sobrenadante se presente totalmente limpio.

7. Gotear desde una altura de 2.5 metros sobre portaobjetos lo mas frios
posible, para lograr que las células se revienten y los cromosomas
gueden esparcidos en la superficie del portaobjetos.

8. Tefiir con colorante Giemsa (40 y 100X) durante 35 minutos, lavar con
agua por goteo indirecto, secar al aire al aire y observar al microscopio
(40X).
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Las modificaciones a la técnica original se basaron principalmente en el medio
de cultivo utilizado, que en este caso fue McCoy 5A, enriquecido con albumina de
suero bovino (BSA) y Gentamicina como antibidtico de amplio espectro; se
estandariz6 especificamente: la concentracion de colchicina, el periodo vy
temperatura de incubacién, ademas del tiempo de exposicién de las células a las
soluciones hipotonica y de fijacion.

6.5.Extraccién de DNA
La extraccion de DNA total se llevd a cabo mediante la técnica de solventes

organicos, reportada previamente por Higuchi (1989; Apéndice B), a la cual se le
realizaron algunas modificaciones. Por cada muestra de tejido obtenido del corte
transversal de la cola, se obtuvieron aproximadamente 100 ng/pl de DNA gendmico.
Para verificar la presencia de DNA de buena calidad en las muestras extraidas, se
realizaron electroforesis en geles de agarosa al 1.4%, teflidos con bromuro de etidio

y visualizados en un transluminador UV.

6.6.Seleccion de microsatélites y obtencién de productos de PCR
Los cinco microsatélites utilizados (Scel-114, Scel-138, Scel-238, Scel-437 y

Scel-571) fueron seleccionados de un grupo de nueve reportados anteriormente
(Zamudio y Wieczorek, 2000; Apéndice B), para Sceloporus jarrovii que es una
especie cercana a Sceloporus grammicus; la amplificacion de las muestras se llevo
a cabo mediante una técnica estandar de amplificacion in vitro de DNA: la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR; Apéndice B).

Se analiz6 el tamafio y nimero de alelos amplificados y obtenidos en ambas
poblaciones con cada microsatélite y se compararon con el intervalo reportado
bibliograficamente para el complejo de Sceloporus grammicus.

Los productos de PCR se separaron en un gel de secuenciaciéon vertical de
poliacrilamida al 7.0% (Figura 6), con una camara de electroforesis de alta
resolucion. La corrida de la electroforesis se realizé a 2,500 volts constantes durante
3 horas; estos geles fueron revelados mediante tincion estandar con nitrato de plata
al 1.5% (Apéndice B; Benbouza et al., 2006).
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Figura 6. Visualizacion de alelos amplificados con el microsatélite Scel-238 para los individuos de La
Estanzuela (Ez) y Tilcuautla (TI), mediante electroforesis de acrilamida al 7.5%; los alelos

amplificados se encuentran dentro de un intervalo de peso molecular de 226-250 pb.

6.7.Analisis de diversidad genética y estructura poblacional
Los andlisis de diversidad genética se llevaron a cabo con los programas

POPGENE (Version 1.31, 1999) y TFPGA (Version 1.3, 1997), con los que se
determinaron las frecuencias alélicas, porcentajes de loci polimérficos, asi como el
grado de polimorfismo presente con los descriptivos de heterocigotos tanto
esperados como observados.

Para cuantificar el efecto de la endogamia de la subestructura de una
poblacion, Wright (1951), defini6 lo que ha sido hasta ahora llamado indice de
fijacion. Este indice iguala la reduccion en la expectativa de heterocigosidad con
apareamiento al azar en cualquiera de los niveles de una poblacion jerarquica
relativa a otra. El indice de fijacién es un indice de diferenciacién genética muy (util,
debido a que permite una comparacion objetiva de los efectos generales de la
subestructura de la poblacion entre organismos diferentes sin entrar en detalles en
las frecuencias de alelos, los niveles observados de heterocigosidad y demas. El
simbolo genético para el indice de fijacion es la F con subindices que indican los

niveles de jerarquia que han sido comparados (estadisticos F).
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La estructura genética de las dos poblaciones se determind mediante el
software Fstat (Version 2.9.3.2, 2002), con el cual se obtuvé la riqueza alélica y el
analisis de grupos para la obtencion de los estadisticos F: Fis, Fir y Fst, que van a
dar resultados de niveles de endogamia, balance entre deriva y flujo genético;
ademas del grado de diferenciacion genética entre las poblaciones,
respectivamente.

Finalmente, con la ayuda del programa Structure (Version 2.2, 2007), se
verifico el porcentaje de alelos compartidos y exclusivos entre ellos; ademas para
determinar la dindmica del flujo genético dentro del citotipo y entre las dos

poblaciones.

7. RESULTADOS
7.1.Cariotipo
Mediante la técnica estandarizada se lograron obtener células en las cuales
se pudieron observar, con ayuda del microscopio Optico, los 46 cromosomas
mediante el frotis cromosoémico, por lo que se determind que los individuos
analizados realmente pertenecen al citotipo FM2 de Sceloporus grammicus (Figura
7).
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Figura 7. Visualizacién de los cromosomas del citotipo FM2 de una hembra perteneciente a la
localidad de San Juan Tilcuautla, mediante la técnica no invasiva estandarizada. Donde se muestran
las fisiones del par uno al par seis (1, 2, 3, 5 y 6) con un cromosoma completo perteneciente al par

cuatro (4). Escala=5 um.
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En las figuras 8 y 9 se pueden percibir las multiples fisiones y la fijacion
acrocéntrica del cromosoma en los pares 1, 2, 3, 5 y 6, asi como un
macrocromosoma completo en el par 4 (que no presenta fision), siendo esta una
caracteristica distintiva del citotipo FM2. Lo anterior, de acuerdo al ideograma
modificado y publicado por Reed et al. (1995), para todas las razas cromosémicas

gue actualmente presenta el complejo Sceloporus grammicus (Figura 9).
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Figura 8. Visualizacion del frotis con los cromosomas del citotipo FM2 con sus fisiones en cinco de los
seis macrocromosomas (1, 2, 3, 5y 6) y un cromosoma entero del par cuatro (4), perteneciente a una
hembra de la localidad de La Estanzuela.
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Figura 9. Ideograma y representacion completa de las siete razas cromosémicas del complejo
Sceloporus grammicus, descritos por Hall (1973) y modificados por Reed et al. (1995). Resaltados en
el dévalo rojo, el ideograma de los macrocromosomas fisionados de la raza FM2 analizada en este

trabajo.
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Después de haber obtenido los frotis, se procedié a tomar fotos de las que se
recortaron los cromosomas, con la finalidad de ordenarlos por pares segun su
homologia en tamafio y forma, para integrar de manera ordenada el cariotipo
representativo del citotipo FM2 para los individuos de los sitios de recolecta (Figura
10).
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Figura 10. Cariotipo de los primeros seis pares de macrocromosomas del citotipo FM2 de Sceloporus

grammicus, los cuales fueron recortados y organizados por homologia con su respectivo ideograma.

Las condiciones optimizadas en este trabajo se basan en sélo 24 horas de
incubacion, ademas de la baja concentracion de colchicina, la cual es clave para
detener la mitosis, inhibiendo la formacion del huso mitético, lo que permite obtener
los cromosomas en metafase. El proceso completo de la técnica estandarizada
consta tan solo de 26 horas de tratamiento, lo que facilita la obtencion y visualizacion
de los cromosomas con una muestra pequeiia de sangre y sin sacrificar a los

individuos.

7.2.Diversidad genética
La variacibn para los cinco microsatélites fue determinada para los 43

individuos de las dos poblaciones del citotipo FM2 de Sceloporus grammicus. Los
cinco microsatélites polimorficos que se utilizaron, amplificaron para el 70% de las

muestras de DNA obtenidas y se detectaron un total de 107 alelos. Asimismo, se
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revelaron nueve alelos exclusivos en la muestra de la poblacién de Tilcuautla: dos
para el locus Scel-138, uno para el locus Scel-437 y seis mas para el locus Scel-571
(Cuadro 1). Estos alelos exclusivos para Tilcuautla podrian indicar una adaptacion
genética como respuesta a la influencia del ambiente o por efecto de la deriva

genética.

Cuadro 1. Frecuencias alélicas por cada locus y entre poblaciones, donde: P1=Tilcuautla y P2= La
Estanzuela. En verde los alelos exclusivos para la poblacién de Tilcuautla, en los loci Scel-138, Scel-
437 y Scel-571.

Scel Scel Scel Scel Scel
114 138 437 238 571
Alelo P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2

1 0.0263 | 0.0417 | 0.0625 | 0.0667 | 0.0556 | 0.0667 | 0.0250 | 0.0250 | 0.0476 | 0.1333

2 0.1316 | 0.0417 | 0.0625 | 0.0667 | 0.1667 | 0.1000 | 0.0250 | 0.0250 | 0.0952 | 0.2000

3 0.0526 | 0.1667 | 0.0625 | 0.0667 | 0.1389 | 0.0333 | 0.0250 | 0.1500 | 0.0714 | 0.2000

4 0.1316 | 0.0417 | 0.0625 | 0.1000 | 0.0556 | 0.1333 | 0.0250 | 0.1250 | 0.0238 | 0.1333

5 0.0789 | 0.0417 | 0.0625 | 0.0333 | 0.1944 | 0.1000 | 0.2000 | 0.1000 | 0.0476 | 0.1667

6 0.0526 | 0.2083 | 0.1562 | 0.1333 | 0.1111 | 0.1667 | 0.0500 | 0.0500 | 0.0952 | 0.0667

7 0.1053 | 0.1250 | 0.0938 | 0.0667 | 0.1667 | 0.2000 | 0.0250 | 0.0750 | 0.0238 | 0.0667

8 0.0789 | 0.0417 | 0.0625 | 0.2333 | 0.0278 | 0.1333 | 0.2000 | 0.2500 | 0.1429 | 0.0333

9 0.1579 | 0.2500 | 0.0312 | 0.0667 | 0.0278 | 0.0667 | 0.2750 | 0.1000 | 0.1190

10 | 0.1842 | 0.0417 | 0.0938 | 0.1000 | 0.0556 0.1000 | 0.0750 | 0.1667
11 0.1250 | 0.0667 0.0500 | 0.0250 | 0.0952
12 0.0312 0.0238
13 0.0938 0.0238
14 0.0238

Los niveles de diversidad genética fueron similares entre las muestras de
ambas poblaciones y dentro de los loci analizados. La poblacién con mayor variacion
genética fue la de Tilcuautla con un valor de 0.8747 y el locus Scel-138 fue el que

presentd mayor variabilidad. Con respecto a La Estanzuela, se obtuvo un valor
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ligeramente menor de variacién (0.8595), aunque ambas presentan valores altos
para este indicador en particular (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados de diversidad genética en ambas poblaciones, promedios obtenidos por locus y

por poblacion. Los valores en negrita indican los datos representativos.

Poblacion /locus | Tilcuautla | Estanzuela | Promedio
Scel-114 0.8767 0.8403 0.8585
Scel-138 0.9082 0.8800 0.8941
Scel-437 0.8642 0.8667 0.8654
Scel-238 0.8262 0.8638 0.8453
Scel-571 0.8980 0.8467 0.8723
Promedio 0.8747 0.8595

El numero efectivo de alelos (Ne) es el numero de alelos que pueden estar
presentes en una poblacidén. En este caso el nimero de alelos observados (11.600)
superd al numero efectivo de alelos (8.3850).

El resultado de heterocigosidad observada fue menor con respecto a lo que
se esperaba obtener, los valores indican que la poblacion de Tilcuautla presenta
niveles muy bajos de heterocigosidad (0.2697), en contraste con La Estanzuela
(0.8747; Cuadro 3).

Cuadro 3. Valores de diversidad genética de cada poblacion. Donde: N: Tamafo de muestra, Na:
Numero de alelos observados, Ne: Numero efectivo de alelos, Ra: Riqueza alélica, Ho: Heterocigotos
observados, F: indice de fijacion, He: Heterocigotos esperados promedio.

Poblacioén N Na Ne Ra Ho F He

Tilcuautla 22 |11.6000 | 8.3850 | 9.27 | 0.2697 | 0.7429 | 0.8747

La Estanzuela | 21 | 9.8000 |7.1911| 6.5 |0.8747 | 0.6924 | 0.8595

Promedio 21.5|10.7000 | 7.7888 | 7.885 | 0.5722 | 0.7176 | 0.8671

En el cuadro 4 se muestra que los cinco loci fueron altamente polimérficos

(100%). Uno de los factores que caracterizan la diversidad genética es el numero de
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heterocigotos esperados y el numero de heterocigotos observados. Al respecto, el
namero de heterocigotos observados (0.2455), es menor que el numero de
heterocigotos esperados (0.9010), para los datos promedio obtenidos en todos los
loci utilizados, lo que podria deberse al tamafio de la muestra y/o a que estan
actuando algunos factores evolutivos como la deriva genética, que reduce la

proporcién de heterocigotos en las poblaciones naturales (Cuadro 4).

Cuadro 4 indices de heterocigosidad de Nei, para cada locus se muestra: Ho (Heterocigotos

observados), He (Heterocigotos esperados) y porcentaje de polimorfismo (% P).

Locus Ho He | % de Polimorf.
Scel-114 | 0.2903 | 0.8974 100
Scel-138 | 0.2581 | 0.9212 100
Scel-437 | 0.1818 | 0.8914 100
Scel-238 | 0.2750 | 0.8741 100
Scel-571 | 0.2222 | 0.9206 100

Media | 0.2455 | 0.9010 100

7.3.Estructura genética
El valor promedio de Fst que determina el nivel de diferenciacion genética

para las dos poblaciones analizadas fue de 0.0217 (baja diferenciacién entre las
poblaciones), mientras que en el andlisis locus por locus, el microsatélite Scel-571
proporcioné mayor informacidbn con respecto a la diferenciacion entre las
poblaciones, con un valor de 0.0355, seguido por el locus Scel-114, con un valor de
0.0243. En lo que respecta a los valores mas bajos, se encontraron en el locus Scel-
437 que detectd menor diferenciacion genética entre los individuos de ambas
poblaciones con un valor de 0.0144 (Cuadro 5).

Para los niveles de endogamia que se representan con el valor del estadistico
Fis, se tiene que para ambas poblaciones es de 0.7176 (niveles elevados de
endogamia; Cuadro 5); siendo el locus Scel-437 el que indico el valor mas alto
(0.7946), con respecto a los demas.

Los resultados para el analisis de Fir que establecen el balance entre la deriva
y el flujo genético, mostraron que el valor promedio de las dos poblaciones
analizadas es de 0.7237; siendo el locus Scel-437 el que presenta mayor frecuencia,
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con un valor promedio de 0.7975, contrario al locus Scel-114 que registro el valor
mas bajo con una frecuencia de 0.6610 (Cuadro 5). Esto indica que hay un flujo
genético moderado entre ambas poblaciones, aunque con una diferenciacion local

suficiente para promover alelos exclusivos en al menos una de ellas (Tilcuautla).

Cuadro 5. Valores promedio de los estadisticos F en ambas poblaciones, el intervalo en el que se
interpretan los valores estadisticos va de 0 a 1 en Fsr y Fis, mientras que para Fir el rango es de -1 a
1. El valor clave para la estructura genética es el de Fst, pues proporciona la diferenciacion genética,
ya sea pequefia (0 a 0.05), moderada (0.05 a 0.15), grande (0.15 a 0.25) y muy grande (mayor a

0.25; Wright, 1951). Los valores en negrita indican el promedio para cada valor.

Locus Fir Fis Fst

Scel-114 | 0.6610 | 0.6526 | 0.0243

Scel-138 | 0.7194 | 0.7157 | 0.0130

Scel-437 | 0.7975 | 0.7946 | 0.0144

Scel-238 | 0.6814 | 0.6746 | 0.0210

Scel-571 | 0.7578 | 0.7489 | 0.0355

Promedio | 0.7237 | 0.7176 | 0.0217

Dentro de los resultados de Fst para cada una de las poblaciones (Tilcuautla 'y
La Estanzuela), tomando en cuenta el numero de alelos diferentes, se obtuvieron
valores ligeramente distintos (Fst Tilcuautla: 0.0935 y Fst Estanzuela: -0.0501),
donde es evidente que la poblacion mas diferenciada es Tilcuautla, mientras que La

Estanzuela no muestra valores significativos de diferenciacion (1<0; Wright, 1951).

7.4.Dinamica del Flujo genético
Frecuencias de Alelos Compartidos. En general, ambas poblaciones

comparten los mismos alelos, con evidencia de flujo genético contemporaneo y una
estructura genética especifica (Figura 11). Se encontré también que para ambas
poblaciones el flujo genético es moderado, aunque los individuos de La Estanzuela
muestran una mayor proporcion de alelos provenientes de la poblacién de Tilcuautla

como se muestra en la figura 12.
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Figura 11. Representacion del flujo de genes entre las poblaciones de Tilcuautla y La Estanzuela. Se
observa la proporcién de alelos compartidos, siendo mayor el intercambio de genes de los individuos
de Tilcuautla a la poblacién de La Estanzuela. En verde, alelos compartidos no fijados, en rojo, alelos
compartidos fijados.

—=— Tilcuautla —®— Estanzuela
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Figura 12. Frecuencias alélicas registradas para cada individuo de las dos poblaciones analizadas.
Los individuos 1-22 pertenecen a la poblacién de Tilcuautla; los individuos 23-43 son de la poblacion
de La Estanzuela.

Los individuos de Tilcuautla son mas homogéneos genéticamente, con
respecto a la poblacion de La Estanzuela, probablemente porque es una poblacion
mas aislada (Figura 13). También es importante considerar que en la poblacion de
La Estanzuela se han reportado otros citotipos distintos al FM2, por lo que pudiera
existir un intercambio de genes con éstos, posiblemente formando hibridos. Esto
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podria influir y/o modificar la estructura genética del citotipo FM2 en la poblacion de

La Estanzuela a través del tiempo.

All others

Tilcuautla Estanzuela

Figura 13. Dinamica del flujo genético entre los individuos de las poblaciones de Tilcuautla (rojo) y La
Estanzuela (verde), utilizando el método de asignacion de alelos compartidos. Se aprecia que los
individuos de la poblacion de Tilcuautla presentan una mayor similitud genética en comparacién con

los individuos de La Estanzuela.

En el caso de los resultados de flujo genético mediante el indice de migracion
para pares de muestras (Nm), muestra que el intercambio de migrantes
reproductores es bajo, lo que probablemente contribuye a mantener las diferencias

genéticas encontradas (Cuadro 6).

Cuadro 6. Matriz de Flujo genético entre pares de muestras para las poblaciones de San Juan

Tilcuautla y La Estanzuela (Nm). Se muestra en azul la poblacién que presenta menor flujo genético.

Tilcuautla | La Estanzuela
Tilcuautla ko Kokkkk
La Estanzuela| 3.4828 okkkok

e Alelos con mayor frecuencia por locus y por poblaciéon
Dentro de una poblacion es importante conocer cuales son los alelos que se
encuentran con mayor frecuencia. Para este caso todos los loci aportaron

informacion relevante para las poblaciones de Tilcuautla y La Estanzuela.
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Para el locus Scel-114 se encontraron cuatro alelos (206, 210,224 y 226),

siendo el alelo con la mayor frecuencia para la poblacién de Tilcuautla el 226, con un

valor de 0.147; para La Estanzuela el alelo con mayor frecuencia fue el 206, con un

valor de 0.486 (Figura 14).

Scel114

Dalelo 206
malelo 210
Oalelo 224
Oalelo 226

0

S I —

Tilcuautla

Estanzuela

Figura 14. Descripcion de las frecuencias alélicas para el locus Scel-114, indicando que el alelo 226

es el que presenta mayor frecuencia en la poblacion de Tilcuautla, mientras que para La Estanzuela

es el alelo 206.

Para el locus Scel-238 se encontraron cinco alelos (203, 219, 229,239 y 241).

Para la poblacién de Tilcuautla los dos alelos con mayor frecuencia fueron el 241 y

229, con valores de 0.207 y 0.152, respectivamente. Mientras que con valores de

0.076 y 0.07, los alelos con mayor frecuencia fueron el 239 y el
respectivamente, para La Estanzuela (Figura 15).
Scel 238
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203,

Figura 15. Frecuencias alélicas por poblacién para el locus Scel-238, observando que el alelo 241 es

el que presenta mayor frecuencia en la poblacién de Tilcuautla, mientras que el alelo 239 es el mas

frecuente en la poblacion de La Estanzuela.
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En el caso del locus Scel-138 se encontraron un total de seis alelos (239, 241,

249, 259,261 y 271) con los mas altos valores de frecuencias alélicas. Para la

poblacién de Tilcuautla el alelo con mayor frecuencia fue el 259, con un valor de

0.141; el alelo con mayor frecuencia en La Estanzuela fue el alelo 249, con un valor
de 0.553 (Figura 16).
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Halelo 241

Oalelo 249
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Dalelo 271

Tilcuautla

Estanzuela

Figura 16. Descripcion de las frecuencias alélicas para el locus Scel-138, indicando que el alelo 259

es el que presenta mayor frecuencia en la poblacién de Tilcuautla, mientras que para La Estanzuela

es el alelo 249.

Para el caso del locus Scel-571 fueron encontrados seis alelos (255, 257,

265, 271, 273 y 283). De estos, el que presenta mayor valor es el alelo 273, con una

frecuencia de 0.138 en la poblacién de Tilcuautla; para La Estanzuela el valor mas

alto, con una frecuencia de 0.31, lo presento el alelo 271 (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencias alélicas para el locus Scel-571, obteniendo que para la poblacién de Tilcuautla

el alelo 273 presenta mayor frecuencia. En lo que respecta a la Estanzuela el alelo con una

frecuencia mayor es el 271.
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Finalmente para el locus Scel-437 se identificaron cuatro alelos (177, 179, 185
y 189), siendo el 185 el mas frecuente en la poblacién de Tilcuautla, con un valor de
0.171; para el caso de La Estanzuela el alelo 177 es el que presentdé mayor

frecuencia, con un valor de 0.581 (Figura 18).

Figura 18. Para el locus Scel-437, el alelo 185 de la poblacién de Tilcuautla es el que presenta mayor

Scel 437
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frecuencia, mientras que el alelo 177 en La Estanzuela presenta mayor valor en cuanto a frecuencia
alélica.

8. DISCUSION
8.1.Técnica citoldgica estandarizada

La obtencion de cariotipos se lleva a cabo a través de cualquier tejido cuyas
células sean susceptibles de divisién (sangre periférica, médula 6sea, piel, liquido
amniético, entre otros) cultivandolas y deteniendo la mitosis en la etapa de metafase
(Ruiz y Hernando, 2005).

En este sentido, la obtencién de cariotipos en animales, en la mayoria de los
casos, implica el sacrificio de los individuos, por lo que es necesario desarrollar
técnicas no invasivas que no impliquen el sacrificio de los organismos, estableciendo
como base las caracteristicas y condiciones de los métodos establecidos. Por lo
anterior, es necesario desarrollar métodos mas practicos de obtencion de los
cromosomas en metafase, como herramienta para estudios genéticos en diversos
grupos biolégicos.

En estudios anteriores, para el diagndéstico de enfermedades hematoldgicas,
las técnicas para la obtencion de cariotipos a partir de la médula 6sea o células

periféricas de sangre en general, utilizan volimenes considerables de estos tejidos

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo 32



Estructura genética del citotipo FM2 de Sceloporus grammicus en dos poblaciones del Estado de Hidalgo.

(Brigaudeau et al., 1996). Se han reportado también métodos distintos a los
utilizados en los mamiferos, en grupos como los reptiles, en el que se ha usado el
cariotipo como una herramienta de clasificacion sistematica para este grupo, donde
se establecen diferencias en reptiles con respecto a los mamiferos, tales como: la
presencia de eritrocitos nucleados, la temperatura corporal, la duracion del ciclo
celular y los periodos 6ptimos de incubacién para la obtencidén de linfocitos (Rohilla
et al., 2005).

Una diferencia clave de la técnica estandarizada en este trabajo, con respecto
de otras reportadas anteriormente, es que ésta no implica el sacrificio de los
ejemplares; lo anterior debido a que las células (linfocitos) se obtuvieron a partir de
unas gotas de sangre derivadas de un corte transversal de un centimetro en la cola
de las lagartijas y no de médula 6sea y génadas, como se hace comunmente en
anfibios y reptiles (Piazze, 1995).

Es fundamental sefalar que la pérdida de una porcién de la cola no afecta a
las temperaturas corporales ni a la precision termorreguladora de las lagartijas
adultos, posiblemente debido a que la regeneracién de la cola se maximiza a una
temperatura similar a la de otros procesos fisiologicos (Rueda, 1992).

Se ha reportado previamente la optimizacion de un cultivo in vitro de linfocitos
de sangre periférica de dos tortugas de agua dulce, Lissemys punctata
(Trionychidae) y Geoclemys hamiltoni (Batagurinae), donde se analizaron los
diversos pardmetros como las concentraciones, indice mitético, volimenes, tiempos
de incubacion, humedad, duracion de arresto mitético, entre otros. En el método en
estas tortugas, se incubd la sangre durante 84 horas a una temperatura de 28° C y
tomando en cuenta las 72 horas mas en fijador, determinan que este sea un
proceso tardado (Rohilla et al., 2005).

Considerando lo anterior, las modificaciones que se realizaron en las
concentraciones de las soluciones utilizadas con respecto a la técnica invasiva
original para la obtencién de cariotipos planteada por diversos autores (Baker et al.,
1982; Sites, 1983; Goyenechea, 2001; Kessler et al., 2006; Gaffaroglu y Yuksel,
2006), funcionaron eficientemente en las lagartijas de Sceloporus grammicus, lo que
permitié apreciar de manera Optima los cromosomas en metafase.

En el caso de la técnica donde se sacrifican los individuos para obtener las
células de la medula ésea para el cariotipo, se utilizaba inyectar una solucién de

levadura-azucar en una de las extremidades del organismo, la cual desencadenaria
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una infeccibn y por consiguiente una proliferacion celular importante
(especificamente de linfocitos). Este proceso tenia una duracion de 72 horas,
aproximadamente, con exposicion del animal a una fuente de calor. En contraste, la
técnica que se utiliz6 en este estudio no requirié de lo anterior, en su lugar se
empleo la fitohemaglutinina como agente mitogénico, pues permite la transformacion
blastica de linfocitos; asimismo, aglutina las células (eritrocitos) a partir de una
pequefia muestra de sangre (Cézar, 2007).

Esta fue una de las modificaciones mas importantes, puesto que permitié la
recolecta del tejido directamente en el campo, sin el sacrificio de las lagartijas. La
inyeccion de levadura con azucar no es un meétodo eficiente, pues muchas de las
veces ocasiona la muerte prematura de los individuos (por la infeccion), sin que se
logre obtener el cariotipo correspondiente e implica necesariamente el transporte al
laboratorio de los organismos recolectados (Chavez-Calzada, comunicacion
personal).

El porcentaje de concentracién de colchicina utilizado en la técnica utilizada
en este estudio, 0.025%, fue méas bajo que la utilizada en algunos estudios
anteriores, donde trabajaron una concentracién de 0.05%, debido a que, como lo
seflalan Calvo et al. (2000), los cromosomas sélo son visibles durante la mitosis,
ademas de que las células deben dividirse constantemente. Por otra parte, si la
célula se toma de muestras de sangre (que no estan dividiéndose), éstas se deben
de tratar con bajas concentraciones de colchicina ya que no se requiere gran
cantidad para detener o inhibir la division celular en metafase (Brigaudeau et al.,
1996).

El periodo de cultivo celular, es un punto clave en las técnicas empleadas
para obtener los cromosomas en metafase, ya que se sabe que este parametro
(monitoreado a través de la morfologia celular), se debe de vigilar para evitar la
muerte celular en este periodo (Gaffaroglu y Yuksel, 2006); por lo anterior, en este
estudio se verifico sistematicamente el tiempo de cultivo, sometiendo las células a
un maximo de 24 horas de tiempo de incubacion a una temperatura de 26° C, con
una buena recuperacion de células en division. Teniendo un aproximado de
cincuenta células por campo 10X, lo cual es un dato importante ya que permite tener
mas posibilidades de encontrar los cromosomas en metafase.

En este sentido, la cantidad de sangre utilizada en algunas técnicas para la

obtencion de cromosomas en metafase puede obtenerse en cantidades
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considerables (hasta 10 ml), dependiendo del tamafio y peso del organismo del que
se extraiga. Por ejemplo, para la tortuga de agua dulce Lissemys punctata se han
obtenido hasta 5 ml de sangre retirada de la vena femoral, la cual se trata con
heparina sodica y se almacena a 28° C (Rohilla et al., 2005), mientras que la técnica
propuesta en este trabajo indica que soOlo se requiere de un ml de sangre
aproximadamente, que se incuba con medio de cultivo modificado McCoy 5A y se
almacena a 26°C. Esto es una ventaja significativa para la obtencion del material
citolégico (linfocitos) con una muestra minima de sangre.

A partir de esta técnica se puede conseguir una cantidad similar e importante
de muestra, en cuanto a numero de células, que la obtenida a partir de medula 6sea
(Aiache et al., 2000); cabe mencionar que al medio de cultivo McCoy utilizado en
este trabajo se le adicioné gentamicina, un antibiotico de amplio espectro que impide
el crecimiento de bacterias y hongos en la sangre, acompafiado por una proteina
estabilizadora, que en este caso es la albumina de suero bovino (BSA). Esto
asegura que se obtengan preparaciones de buena calidad, con cromosomas visibles
en metafase (Mella et al., 2004).

El cariotipo obtenido como resultado en el presente estudio, demuestra que
los individuos de las poblaciones que se encuentran en las localidades de Tilcuautla
y La Estanzuela pertenecen al citotipo FM2 de Sceloporus grammicus, ya que
mostraron la presencia de seis pares de macro cromosomas con sus respectivas
fisiones (excepto en el par 4) y también la presencia de 11 pares de
microcromosomas, indicados previamente para esta raza cromosomica (Sites,
1983).

Con base en todo lo anterior, se puede decir que con esta técnica se logro
obtener los cariotipos de forma no invasiva, con un ahorro considerable de tiempo y
recolectando las muestras de tejido in situ, que puede utilizarse en otros grupos
bioldgicos de anfibios y reptiles, de tal manera que no represente un peligro para las
poblaciones en cuanto a su disminucion o provoque un impacto negativo a nivel

fisiolégico, ecoldgico y biologico en los individuos de la especie.

8.2.Diversidad genética
Ambas poblaciones en este estudio presentan niveles elevados de diversidad

geneética, lo que coincide con lo reportado anteriormente para especies con amplia

distribucion (Becerra y Paredes, 2000), como lo es Sceloporus grammicus. Dentro

Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo 35



Estructura genética del citotipo FM2 de Sceloporus grammicus en dos poblaciones del Estado de Hidalgo.

de los estimadores sobresalientes se encuentran los niveles de heterocigosidad, lo
que es importante para saber cuantos individuos heterocigotos observados son
representantes de la combinacion genética con mayor diversidad (heterocigotos
observados).

El numero de heterocigotos observados, corresponden al porcentaje de
individuos heterocigotos en las muestras, mientras que los heterocigotos esperados
se refieren a lo estimado por el equilibrio Hardy-Weinberg (heterocigosidad teorica;
Aliaga, 2004). En este caso, los resultados son contrastantes para ambas
poblaciones: mientras que en La Estanzuela hay un ligero exceso de heterocigotos,
en Tilcuautla hay una deficiencia importante de ellos (de casi el 60% menos con
respecto a lo esperado), lo que parece indicar un efecto importante de endogamia vy,
probablemente, la deriva genética como una fuerza predominante dentro de dicha
poblacion.

La endogamia provoca la pérdida de heterocigotos y, junto con la deriva y
flujo genético restringido, promueve diferenciacion aleatoria de las frecuencias
alélicas dentro de las poblaciones (Pabijan y Babik, 2006).

La poblacién de Tilcuautla, al parecer, es una poblacion mucho més
circunscrita que la de La Estanzuela, con un patron de diferenciacion genética
restringido y la presencia de alelos exclusivos, lo que sugiere un modelo de
diferenciacion genética local; considerando que ambas poblaciones se encuentran
en hébitats distintos y que en Tilcuautla existen alelos exclusivos, deficiencia de
heterocigotos y niveles altos de endogamia, es posible que las diferencias genéticas
encontradas se hayan establecido por deriva genética y se mantengan como tales
por un efecto local del ambiente, como se ha reportado previamente para
organismos de amplia distribucion, que presentan alelos exclusivos en alguna de sus
poblaciones (Delgado et al., 2002).

En relacion con los alelos exclusivos en la poblacion de Tilcuautla, es
importante mencionar que éstos se encuentran en baja frecuencia, es decir, ninguno
de ellos se ha fijado significativamente dentro de la poblacion, por lo que
probablemente son evidencia de patrones de mutacion-seleccion a escala local,
como se ha documentado previamente para poblaciones muy restringidas
geograficamente (Roda et al., 1996).

Otra explicacion posible para la existencia de alelos exclusivos en la

poblacion de Tilcuautla es el flujo genético moderado que, probablemente, se ha ido
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restringiendo a través del tiempo, tal vez como un efecto de la fragmentacion del
habitat original, por causas antropogénicas (Ochando et al., 2004).

La riqueza alélica encontrada en ambas poblaciones es casi un 30% mayor
en Tilcuautla, lo que sugiere, en complemento a los resultados anteriores, que la
existencia de alelos exclusivos mantiene una mayor diversidad de alelos en esta
poblacion, aunque también niveles elevados de endogamia, lo que promueve
efectos importantes de deriva genética, que se ha documentado como un efecto de
disminucién repentina del tamafo efectivo y/o fragmentacion severa de las
poblaciones originales (Roda et al.,, 1996), lo que es muy factible, pues esta
localidad se encuentra dentro de un area urbana, donde el cambio de uso de suelo
ha sido radical en los ultimos afios.

En el caso de La Estanzuela, se observa una riqueza alélica moderada,
aunque también hay evidencia de endogamia y alelos fijados, lo que sugiere que el
flujo de genes, definido como el intercambio de genotipos (y sus respectivos alelos)
con poblaciones cercanas, ha impedido una diferenciacion genética significativa
(Soto, 2003).

Se ha documentado que todas las poblaciones fluctian de tamafio y, con
frecuencia, de forma drastica (Galtier et al, 2000). Es posible entonces que la
poblaciéon de Tilcuautla tenga un tamafio poblacional efectivo pequefio, que
probablemente se deba a una situacion geogréfica restringida, que esté limitando el
flujo genético al exterior con otras poblaciones, promoviendo de esta manera la
endogamia que podria estar provocando, en consecuencia, el bajo nivel de
heterocigotos observados. Lo anterior, contrasta con la poblacion de La Estanzuela
gue aparentemente, presenta un tamafo poblacional mas grande, probablemente
permitiéndole el elevado nivel de heterocigotos observados, indicando que sus
individuos estan teniendo flujo genético con otras poblaciones y asi disminuye la
endogamia entre sus individuos (So et al., 2006).

Los resultados presentados en este trabajo contrastan con los resultados de
trabajos anteriores con Bufo spinulosus y Salmo trutta (Soto, 2003; Vera 2007), en
los que si se aprecia una diferenciacion genética entre sus respectivas poblaciones,
producto del aislamiento por distancia provocando la disminucion del flujo genético.
Sin embargo, para S. grammicus se ha reportado una influencia mucho mas fina

para los procesos de diferenciacion (a nivel de microhabitat), ademas de patrones de
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hibridacién entre las razas cromosomicas, lo que también se ha reportado como

condicionante de diferenciacion genética a nivel local (Pabijan y Babik, 2006).

8.3.Estructura genética
Es importante mencionar que la estructura genética de las poblaciones esta

determinada por fuerzas evolutivas, como: la seleccion natural, la recombinacion, el
flujo genético, la deriva genética y la mutacion. La estructura genética refleja el
namero de alelos intercambiados entre poblaciones, y este intercambio de genes
homogeniza las frecuencias alélicas entre ellas, determinando los efectos relativos
de la seleccion y de la deriva genética. El alto flujo de genes descarta una
adaptacion local y por lo tanto también impide los procesos de especiacion (Balloux
y Lugon, 2002).

Para este andlisis, las dos poblaciones, del citotipo FM2 de Sceloporus
grammicus, analizadas (Tilcuautla y La Estanzuela), presentaron una homologia
genética bastante elevada, considerando el valor obtenido para Fst (0.0217), esto si
se compara con el resultado de Fst= 0.73 obtenido para Colossoma macropomum y
Piaractus brachypomus, que indica que ambas especies estan totalmente
diferenciadas (Aliaga, 2004). Una diferenciacibn genética tan escasa es una
evidencia secundaria de la gran plasticidad genética existente dentro de S.
grammicus, asi como de niveles importantes de flujo genético con poblaciones
cercanas.

Para el caso de las poblaciones analizadas en este trabajo, no se encontrd
diferenciacion genética importante, derivada de la estructura de heterocigotos dentro
de las poblaciones (valor de Fsr); sin embargo, parametros como los niveles de
heterocigosidad, riqueza alélica, niveles de endogamia y patrones diferenciales de
alelos (frecuencia y exclusividad de los mismos), sugieren gque los patrones micro-
evolutivos intrapoblacionales son distintos en cada una de ellas. Este
comportamiento (diferenciacion genética local para especies con amplia
distribucion), ya se ha documentado previamente para otras especies de animales
(Hansen et al., 2002).

En el caso de Tilcuautla y tomando en cuenta los datos de Fir, la deriva
genética es la fuerza evolutiva que probablemente esté condicionando la estructura
genética en este grupo, debido a la evidencia de los alelos exclusivos, bajos niveles

de heterocigosidad con respecto a la Estanzuela, pocos alelos fijados para los cinco
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loci utilizados y un flujo genético moderado con respecto a la otra poblacion (La
Estanzuela).

En el caso de La Estanzuela, la estructura genética puede estar determinada
mas bien por un efecto local del ambiente, flujo genético importante a nivel local (con
poblaciones simpétricas de otros o el mismo citotipo), mayor diversidad de genotipos
(exceso de heterocigotos), alelos fijados y tamafios poblacionales mas grandes,
distribuidos en una zona mas extensa también. En este sentido, se han reportado
otros modelos en reptiles en donde existen poblaciones con niveles elevados de
heterocigosidad, donde la estructura genética la determina el flujo genético y
patrones de seleccion local, cuando los tamafios poblacionales son grandes,
mientras que en las poblaciones mas pequenfas, la fuerza que moldea la distribucién
de alelos y genotipos es la deriva genética (So et al., 2006).

En este ultimo caso las frecuencias génicas (alélicas) pueden cambiar por
razones puramente aleatorias, debido a que cualquier poblacién consta de un
namero finito de individuos y ademas de que ambas mantienen un flujo genético
moderado mediante la migracién (Moulin et al., 1996), sin que éste sea suficiente
para diluir las diferencias alélicas locales en ambas poblaciones, contribuyendo a

una diferenciacion genética progresiva entre poblaciones.

8.4.Dinamica del flujo genético
Desde una perspectiva genética, la migracion implica no sélo el movimiento

de individuos hacia poblaciones nuevas, sino la introduccién de alelos nuevos en la
poblacion (flujo genético; Gonzalez, 2001)

La diferenciacion entre las poblaciones, es a menudo la consecuencia de una
restriccion en el flujo genético entre ellas, de manera que los diferentes grupos
poblacionales se aislan reproductivamente los unos de los otros, parcial o
totalmente, permitiendo la acumulacion por mutacion, deriva genética o seleccion de
las diferencias genéticas.

En este sentido, a través del tiempo las poblaciones aisladas pueden divergir
entre ellas, perdiendo heterocigosidad; o sea, la variacion que aparecia dentro de las
poblaciones podria aparecer después entre poblaciones. En el caso del grupo
biolégico examinado en el presente estudio (S. grammicus), en ambas poblaciones
analizadas se observa un efecto diferente del flujo genético: mientras que la

poblacién de Tilcuautla tiene flujo genético restringido, poca variabilidad y altos
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niveles de endogamia, la poblacion de La Estanzuela, por el contrario, presenta
niveles elevados de heterocigosidad, flujo genético moderado (tal vez con otras
poblaciones cercanas) y alelos fijados dentro de la poblacion; aunque entre ambas
poblaciones no se presenta una barrera geografica importante, las fuerzas evolutivas
dentro de cada una son distintas y condicionan frecuencias alélicas especificas para
cada una.

La introduccion de migrantes de una poblacion a otra reduce la diferenciacion
genética y puede restaurar la pérdida de la diversidad genética (Frankham et al.,
2002), y por el valor de niumero de migrantes para cada poblacion, se puede
considerar que probablemente, existe un mayor flujo de genes en la poblacién de La
Estanzuela a nivel inter e intrapoblacional, ademas de la evidencia de alelos fijados,
lo que podria sugerir un efecto de seleccion local a nivel de genotipos (Castric y
Bernatchez, 2003).

En contraste, Tilcuautla probablemente no presenta un flujo genético
interpoblacional, lo que promueve que la deriva genética tenga un efecto importante
sobre la estructura de la misma. Esto explicaria que las frecuencias de alelos en
Tilcuautla no estén fijas, por el contrario, se esperarian modificaciones en cada
generacion (Pabijan y Babik, 2006).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son las primeras
aproximaciones de andlisis de genética evolutiva en el complejo Sceloporus
grammicus, donde se destaca el uso de marcadores moleculares altamente
polimorficos, que permitieron evidenciar los patrones evolutivos existentes dentro y
entre las dos poblaciones analizadas.

Asimismo, estos patrones evolutivos podrian indicar que, posiblemente, las
diferentes razas cromosémicas del complejo Sceloporus grammicus comparten un
camino evolutivo comun a lo largo del tiempo y, que a pesar de que han estado en
diferentes ambientes y sometidas a diversas condiciones, al parecer no existen
barreras geograficas o biolégicas lo suficientemente grandes para promover una
divergencia genética definitiva, que podria convertirlas en especies separadas. Con
lo anterior, se puede decir que, filogenéticamente, las siete razas cromosomicas de
Sceloporus grammicus pertenecen a una misma especie, que presenta una

variabilidad cromosémica y ecoldgica importante.
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9. CONCLUSIONES

» Se estandarizé exitosamente la técnica no invasiva para obtener el cariotipo
de Sceloporus grammicus, a partir de un cultivo de células sanguineas con un
volumen minimo (hasta 50 pl/individuo). Este método optimiza la induccién
mitogénica con fitohemaglutinina y disminuye el tiempo de incubacion a 24
horas; asi como las concentraciones de colchicina utilizadas para el arresto

metafasico de los cromosomas.

» Ambas poblaciones analizadas presentaron patrones de diversidad y
estructura genética especificos y diferentes entre si, la poblacion de La
Estanzuela presenta mayores niveles de heterocigosidad, con niveles
moderados de endogamia y riqueza alélica, con evidencia de alelos fijados;
mientras que la poblacion de Tilcuautla es genéticamente homogénea, con
endogamia importante, presencia de alelos exclusivos y escasos alelos

fijados.

» La estructura genética de las dos poblaciones analizadas es distinta para
cada una. Existe poca diferenciacion genética entre ambas poblaciones y flujo
genético moderado que, junto con los datos de diversidad genética, sugieren
que la fuerza evolutiva determinante en la poblacién de Tilcuautla es la deriva
genética, lo que mantiene una diferenciacion mayor a nivel intrapoblacional
con respecto a La Estanzuela. En esta ultima se encontraron evidencias de
flujo genético mayor, sin alelos exclusivos y endogamia moderada, lo que
sugiere que el flujo genético interpoblacional es la fuerza evolutiva que

prevalece en esta poblacion.
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APENDICE A

PRODUCTOS QUIMICOS Y CONCENTRACIONES DE LAS SOLUCIONES EN LA
TECNICA ESTANDARIZADA PARA LA OBTENCION DE CARIOTIPOS

Medio de cultivo modificado McCoy 5A: Cada 1000 ml de medio de McCoy
fue enriquecida con un 5% de albumina sérica bovina (BSA), el 1% de
Fitohemaglutinina (PHA) y Gentamicina (50 mg / ml). El medio enriquecido fue

esterilizado por filtracién (0.2 um) y almacenado a 4 ° C.

Solucion de Colchicina: 0.1 g de colchicina se rehidrata con 10 ml de agua
destilada estéril desionizada. Después de haber sido esterilizada por filtracion
a 0.2 um, se almacena a 4 ° C durante un maximo de 6 meses. Esta solucién
sirve para detener la mitosis, inhibe la formacion del huso acromatico dejando

a los cromosomas en metafase.

Solucion hipotonica: 0.56 g KCI se disolvi6 con 100 ml de agua destilada
estéril desionizada. Se almaceno a 4 ° C durante un maximo de un mes. Es
importante precalentarla a 37 © C una hora antes de usarla. La funcidén de esta
solucibn es la de hinchar las células, para que puedan reventarse
posteriormente con un choque térmico, al contacto con los portaobjetos frios y

dejar expuestos los cromosomas en metafase.

Solucion fijadora: 75 ml de metanol (previamente enfriado a 4 © C) se mezclé
con 25 ml de acido acético glacial. Esta solucion debe de ser utilizada recién
preparada, ya que es altamente higroscépica y el pH puede ser modificado de
manera significativa después de algunas horas. Su funcién es reventar las

células.
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APENDICE B

SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS

. . Motivo Tamafio de fragmento Ta
Locus | Secuencia del primer (5’-30°) ] (MgCly)
repetido (pb) (€Y
Scel F-TAGAAGAGCCCAGTAGGGCA
(AAT)9 247-255 59 1.5
138 R-TCAGGGCTTAATTCAATGGG
Scel F-GGGTTATGCATTTGTAACCACC
(TG)20 226-250 61 2.5
238 R- GACACCGGGCAGATTCATTTT
Scel F- CCCGTGGTATATGTATGCCATTG
(TG)1a 284-310 53 1.5
437 R- GTTGCTGCTGTTATTTCTATCCC
Scel F-CAGAAACACTTCCCAACTGC
(TC)s 258-282 59 2.0
571 R- GAGATTCAGGCCATAGGTGC
Scel F- TTCCTTGTCTTTGCATTCCC
(GT)s 209-257 47 1.5
114 R- CTTTATGGCAGTTTGCCTCA
Reactivos Para una reaccion
dH20 8.9
dNTP’s (25Mm) 3
Master stock 5.1
Primer 2.5
Primer 2.5
Tag DNA polimerasa 1
DNA 3
TOTAL 25
CONDICIONES DE AMPLIFICACION
Scel 138 Scel 238 Scel 437 Scel 571 Scel 114
. Tiempo Temp | Tiempo Temp | Tiempo Temp | Tiempo Temp | Tiempo Temp
Periodos
(seg) (°C) (seg) (°C) (seg) (°C) (seg) (°C) (seg) (°C)
D turalizacio
es”al:irc"’i‘;lza“c’” 5:00 | 95 | 5:00 | 95 | 500 | 95 | 500 | 95 | 5:00 | 95
35 ciclos
Desnaturalizacion 0:30 95 0:30 95 0:30 95 0:30 95 0:30 95
Alineamiento 0:35 61 0:35 61 0:35 60 0:35 59 0:35 49
Extension 0:45 72 0:45 72 0:45 72 0:45 72 0:45 72
Extension final 30:00 72 30:00 72 30:00 72 30:00 72 30:00 72
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APENDICE C

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA MEDIANTE LA TECNICA DE
SOLVENTES ORGANICOS
La extraccion del DNA se llevd a cabo mediante la técnica Higuchi (1989) con

modificaciones, que se basa en solventes organicos y que consiste en:

1. Realizar un corte de 0.5 cm. de la cola de la lagartija y se coloca en el
mortero que contiene 0.5ml (250 pl) del buffer de digestion (50mM Tris-
HCI+100mM EDTA+100mM NaCl+1% SDS) con 15 ul de Proteinasa Ky 20 pl de
RNAasa, esto por cada muestra.

2. Macerar perfectamente, recuperando la suspension tisular en un tubo
de 1.5 ml limpio y se incuba a 55°C durante una hora, mezclandolo
repetidamente durante este tiempo.

3. Adicionar 0.7 ml (700 pl) de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(25:24:1), mezclandolo vigorosamente y centrifugandolo 1 14,000 rpm durante 5
minutos.

4. Repetir el proceso de extraccion con solventes si la muestra esta muy
sucia; ya que esta limpia se toman 0.5 ml de la fase superior y se transfieren a
otro tubo, adicionando un ml de etanol al 100%; dejar por un par de minutos a
temperatura ambiente.

5. Centrifugar a 14,000 rpm durante 5 minutos y dencantar
cuidadosamente todo el sobrenadante, adicionar 0.7-1 ml de etanol al 70%,
mezclando por inversion (sin vortex).

6. Centrifugar nuevamente por 5 minutos a 14,000 rpm vy retirar el
sobrenadante.

7. Secar en la campana de flujo (area estéril), escurriendo sobre una
toallita esto para asegurarse que no queden restos de etanol.

8. Verificar que el boton de DNA esté totalmente seco, adicionar 50 pl de

dH20 y disolver 24 horas en refrigeracion.
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APENDICE D
PROTOCOLO DE LA TECNICA DE TINCION CON NITRATO DE PLATA

Para la visualizacion de las bandas de los alelos obtenidos mediante la
técnica de PCR y detectados mediante la técnica de electroforesis vertical de

poliacrilamida al 7.0%, se utilizé la siguiente técnica:

1. Colocar el gel en solucién fijadora (Acido acético al 7.5%) e incubar
durante 20 minutos,

2. Lavar el gel dos veces con agua destilada por un periodo de 2 minutos
(cada enjuague).

3. Teiiir el gel con la solucion de tincion (1.5 g/L de nitrato de plata,
0.056% de formaldehido) durante 30 minutos.

4. Traspasar a la solucion reveladora fria (30 g/L de hidréxido de sodio,
0.056% de formaldehido, 400 pg/L de tiosulfato de sodio), previamente
preparada con 30 g de hidroxido de sodio mas un ml de formaldehido al 100% y
400 microlitros de Tiosulfato de sodio al 1% aforado en un litro de agua destilada,
revelar durante 10 minutos,

5. Sumergir nuevamente durante 5 minutos en la solucion fijadora (acido
acético al 7.5%), la cual detiene la reaccion de revelado.

6. Calcular el peso molecular de los alelos tomando como referencia el
marcador de 100 pb DNA, siendo asi la forma en que se identificaron los alelos

para cada microsatélite utilizado.
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