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RESUMEN

La importancia evolutiva de la hibridaciébn es reunir genotipos diversos y
producir diferencias genéticas (en tiempo menor que la mutacion y el
reemplazo de genes) y formacién de complejos coadaptados, como es el caso
de la lagartija Sceloporus grammicus, que forma un complejo de razas
cromosoOmicas (citotipos). En este estudio se analiz6 la estructura de una zona
hibrida entre los citotipos S y FM2, en tres diferentes localidades del municipio
de Emiliano Zapata, Hidalgo; se utilizaron tres estrategias para el estudio.
Primero se realizo un estudio citoldgico, examinando 70 cariotipos distintos de
los individuos recolectados para determinar las razas presentes (S y FM2) y
posibles hibridos, después se realiz6 un analisis morfométrico; con un total de
60 individuos adultos, se evaluaron 11 caracteres morfolégicos discriminantes
entre razas cromosoémicas, utilizando estas medidas para definir un patrén
corporal, verificando las diferencias y semejanzas que existen entre
poblaciones e identificando morfotipos distintivos para cada uno de los sitios.
Por ultimo se analizaron un minimo de 15 individuos (el Casco) a un maximo de
25 individuos (Santa Clara) por poblacion utilizando seis microsatélites (Gram
101, Gram 102, Scel 571, Gram 104, Gram 106, Gram 107) como marcadores
genéticos para determinar la estructura de la zona hibrida y los niveles de flujo
genético entre individuos puros e hibridos.

Los resultados obtenidos denotan la existencia de diferencias citologicas y
morfologicas definiendo un morfotipo en cada una de las tres poblaciones,
también existe una tendencia significativa a arreglos cromosémicos paternos,
respecto al flujo genético y la homologia genética se observan valores
elevados y el analisis alélico sugiere un proceso de hibridacion e introgresion
alélica entre las razas presentes (S y FM2) indicando procesos de especiacion
incipiente  por lo cual los hibridos son muy raros, abundando

predominantemente las retrocruzas.



INTRODUCCION GENERAL

El concepto de especie es béasico dentro de la delimitacion de las
poblaciones naturales, sin embargo, no existe un consenso sobre la version
adecuada para cada caso y se han acufiado entonces diversas definiciones al
respecto. Dadas las dificultades de los conceptos reproductivos de especie para
ser aplicados en multiples situaciones, han surgido otras propuestas que intentan
identificar los factores que causan que un grupo de organismos sean identificados
como un grupo diferente y que hacen que sus integrantes tengan caracteristicas
biol6gicas similares y exclusivas, cuando se habla de grupos genéticamente
diferenciados (como las razas cromosOmicas), es posible utilizar un concepto
cohesivo de especie (Templeton, 1989), el cual considera los procesos evolutivos
que dan origen a la especiacion, tanto filogenéticos como reproductivos.

Asi, esclarecer los procesos que conllevan a una diferenciacién progresiva
entre las poblaciones de un grupo de organismos es crucial para entender los
origenes de la diversidad, tanto morfoloégica, como genética (Mettler y Gregg,
1982). Una controversia significativa para discriminar a las especies biolégicas es
gue los grupos estudiados se encuentren en un estado evolutivo intermedio; como
el proceso de cambio es gradual, es dificil separar efectivamente "razas” o
“variedades” dentro de una especie determinada. Asi, las semiespecies son un
serio problema taxonémico, pero no son una contradiccion al concepto biolégico
de especie, sélo hacen més notable la dinamica de las unidades evolutivas (Baum
y Shaw, 1995).

En la actualidad se cuenta con una basta informacion sobre los procesos de
intercambio genético dentro y entre especies, asi como de la dinamica y estructura
evolutiva de cada poblacion dentro de algunos taxa. Ademas, el rastreo de genes
presentes en el proceso de diferenciacién entre poblaciones produce nuevas
posibilidades de estudio e interpretacion de los procesos microevolutivos que
ocurren entre ellas (Dobzhansky, 1970). Los mecanismos de hibridacion se
consideran como una estrategia evolutiva importante de las especies que les
permite aumentar la variabilidad genética, colonizar nuevos habitats e inclusive,

dar origen a nuevas especies.



Pueden considerarse a las razas como grupos de poblaciones que viven en
diferentes porciones dentro del dominio geogréfico de una especie y se distinguen
por uno o mas caracteres entre ellas; cuando las razas coinciden en una region,
tienden a formar amalgamas genéticas y morfoldgicas mediante la hibridacion
(Mettler y Gregg, 1982). El aislamiento dependiente de la ecologia puede ser un
mecanismo fragil con discrepancias ecoldgicas, morfoldgicas y reproductivas poco
diferenciadas entre las poblaciones, de tal manera que facilita un apareamiento
inter-especies, dando como resultado hibridos, que pueden inclusive ser fértiles,
los cuales al depender del ambiente, pueden ser rapidamente destruidos por
pequefas alteraciones (Jonsson, 1993).

La hibridacién entre las especies casi siempre se compone de individuos en
F1 con poca viabilidad y mas prole con cruzamiento retrégrado en F2 (Hewitt,
2001). Anderson (1954) sostiene que s6lo una pequefia porcién de genes de una
poblacién puede cruzar la “brecha de los hibridos” para llegar a otra poblacion
distinta, manteniendo la actividad evolutiva de cada grupo relativamente limitada
(hibridacion introgresiva o introgresion); este proceso es frecuente en especies
aisladas por factores ecoldgicos (Mettler y Gregg, 1982).

Puesto que el ambiente es cambiante, genotipos que estaban adaptados
pueden dejar de estarlo; este proceso produce no solo variaciones dentro de una
poblacion sino que, al acumularse, pueden llevar a la formacion de razas y
variedades (Harrison, 1990). En este sentido, los limites de especies aun no han
sido delimitados adecuadamente en muchos grupos de reptiles (Leite-Manrique et
al., 2005) el género Sceloporus ha sido un grupo de interés para los
citosistématas, ya que proporciona informacion importante sobre el papel de los
rearreglos cromosémicos en los procesos de especiacion (Bickham, 1983). El
complejo Sceloporus grammicus presenta una gran diversidad cromosomica,
después de que Hall (1973, 1980) estudiara con detalle a nivel citogenético,
propuso siete citotipos distintos o razas cromosomicas (S, F5, F6, F5+6, FM1,
FM3 y FM2) que lo representan.

Dentro el estado de Hidalgo se localizan seis de los siete citotipos
reportados, incluyendo las tres razas de fision mdltiple (FM), ademas de tres



zonas de hibridacién entre ellos y zonas con alto grado de polimorfismo
cromosémico (Goyenechea, 1996); esta regidon proporciona entonces una
oportunidad interesante para el estudio de la estructura y diversidad genética del
complejo y la formacién de zonas hibridas entre las distintas razas cromosomicas.

En este trabajo se analizé una zona de hibridacién entre dos citotipos (S y
FM2) para una region del estado de Hidalgo (Municipio de Emiliano Zapata), con
base en la distribucion espacial de ambas razas dentro del intervalo de
localizacion del complejo, realizando una discriminacion morfolégica, cariotipos y
andlisis de estructura y flujo genético, utilizando microsatélites como marcadores
genéticos. La hipotesis inicial sugiere que existe una diferenciacién genética entre
razas cromosomicas del complejo, las cuales mantendran un flujo genético a
través de zonas de contacto que formaran hibridos poco estables, pero fértiles,
posiblemente asociados a clinas ambientales, dada la gran plasticidad ecolbgica

de Sceloporus grammicus.

1. ANTECEDENTES

1.1 La especiacion ecolégica

Este concepto se distingue de otros modelos de especiacion porque prioriza
los procesos de seleccion y diferenciacion basados en cambios ecoldgicos, sobre
los mecanismos de aislamiento reproductivo. Esto implica que eventos aleatorios
como la poliploidia, la deriva genética, los eventos de fundador o cuellos de botella
y la hibridacién, juegan un papel fundamental en los procesos de diferenciacion,
asociados generalmente a divergencias entre ambientes locales (Perfectti, 2002).

Sin embargo, aun elementos del ambiente pueden contribuir a la formacion
de barreras reproductivas parciales o totales dentro de una especie, lo que podria
condicionar eventualmente la formacién de ecotipos localmente adaptados, que
pueden diferenciarse como “razas” o “sub-especies”, aunque en realidad forman
parte de una misma unidad evolutiva (especie), la cual presenta una notable
plasticidad adaptativa en microambientes ecogeograficos especificos (Hewitt,
2003).



Asi, en muchas especies animales que mantienen ecotipos bien
diferenciados, se han descrito areas de polimorfismo robertsoniano (Barton y
Hewitt, 1989, Hewitt, 2003) , denominadas habitualmente “zonas hibridas”, las
cuales ocurren entre razas cromosOmicas y poblaciones estandar, o entre
diferentes razas cromosémicas, las cuales se caracterizan por tener un namero
cromosémico intermedio entre los correspondentes a las poblaciones que las han
generado y por la presencia, en sus individuos, de cromosomas metacéntricos en
heterocigosis.

Estas zonas se definen entonces como “regiones en las que los individuos de dos
poblaciones que se pueden diferenciar por uno o0 mas caracteres heredables, se
encuentran, se reproducen y dan lugar a hibridos” (Hewitt, 2003). Este proceso se
da naturalmente y los hibridos generados son viables y, al menos, parcialmente
fértiles. En la mayoria de estas areas o zonas de hibridacién se generan un amplio
rango de genotipos sobre los que pueden actuar, eventualmente, mecanismos
selectivos que contrarrestan el flujo genético y mantienen a las poblaciones

paternas como unidades diferenciadas a pesar de la hibridacion.

1.2 Clinas ambientales y ecotonos en la delimitaci6  n de especies

Huxley define a una clina como una variacion gradual (fenotipica, genética,
ecologica) a lo largo de un eje geogréfico, las especies que estan dentro de la
clina ambiental estan sujetas a la ruptura o desequilibrio ambiental creando
condiciones para la especiacion (Salomon, 2002). Su delimitacion depende de la
forma en la cual estan distribuidas las poblaciones; es decir, puede haber clinas
simpatricas, parapatricas o de contacto secundario (poblaciones originalmente
alopatricas que coinciden posteriormente).

Los ecotonos se definen como areas de transicion entre ambientes y son de
gran importancia por ser lugares donde coinciden comunidades ecoldgicas, en los
cuales se mantiene una dinamica de la biodiversidad. La heterogeneidad
ecologica presente en estas zonas de transgresion (Ver Kent et al., 1997) es
importantes en los procesos microevolutivos, ya que los estudios de dindmica de

poblaciones evidencian procesos de especiacidn activa asociada a estas regiones.



Una vez que las poblaciones interrumpen el flujo génico entre si, se pueden fijar
alelos diferentes en cada una de las poblaciones, con lo que pasarian a tener
caracteres diagnosticos propios, y obtendrian entonces especies filogenéticas. La
migracion inter-démica y la hibridacién pueden contrarrestar la divergencia, pero
en determinadas circunstancias, la seleccion diversificadora (a favor de
variaciones locales) puede ser el factor mas importante, implicando la formacion
de clinas en la frecuencia de algunos loci. EI apareamiento clasificado y una
reduccion en eficacia biolégica de los hibridos conduciria al desarrollo final de la
especiacion (Arnold 1997).

La especiacién parapatrica se produce sin una separacion geografica
completa de las poblaciones, de hecho, la especie hija puede compartir parte del
intervalo de distribucion con la especie madre e hibridar en las zonas de contacto.
Los demes (poblaciones puras) suelen divergir debido tanto a factores
estocésticos como a seleccion local. La migracion inter-démica y la hibridaciéon
pueden contrarrestar la divergencia, pero en determinadas circunstancias, la
seleccién diversificadora (a favor de variaciones locales) puede ser el factor mas
importante, implicando la formacion de clinas en la frecuencia de algunos loci. El
apareamiento clasificado y una reduccion en eficacia biolégica de los hibridos

conducirian al desarrollo final de la especiacion.

1.3. Las zonas hibridas en las poblaciones naturale s

Harrison (1990) define las zonas hibridas como “regiones estrechas donde
grupos genéticamente distintos se encuentran y se reproducen, resultando por lo
menos algun descendiente de ascendencia mezclada (hibrido)”; este tipo de zonas
se encuentran bien difundidas en la naturaleza y son de gran importancia como
modelos para explicar la divergencia evolutiva y la especiacion en poblaciones
simpatricas (Salomon, 2002).

Con base en un analisis detallado de los procesos micro-evolutivos y la
manera en cOmo se establecen nuevos genes y genomas, proponiendo posibles

mecanismos de cambio genético (Kohlmann y Shaw 1991).



Estas zonas son también un buen modelo de analisis para otros procesos,
como: la distribucién de alelos raros, andlisis de asimetria morfolégica, tamafio y
distribucion de poblaciones, la expresion genética, la base genética del cortejo,
efecto de los parasitos, entre otros (Kohlmann y Shaw 1991).

Harrison y Bogdanowicz (1997) definen a estas regiones hibridas como
zonas delimitadas que contienen solo hibridos que separan a las formas paternas.
Rieseberg (1999, 2001) considera como zona hibrida a “un area ocupada por una
poblacion de hibridos, que conecta a dos zonas paternas” donde los fenotipos
paternos son poco frecuentes (menos del cinco por ciento de la poblacion de la
zona hibrida) y algunos de ellos pudieran originarse por recombinaciones al azar.

Barton y Rouhani (1991), Barton y Hewitt (1981,1985) y Hewitt (2003)
describen la zona hibrida como una clina estrecha, mantenida por el balance entre
la dispersion de las poblaciones y la seleccién en contra de los hibridos. Una zona
hibrida que se mantiene con este mecanismo se le denomina, “zona de tensién ”
(Key 1968).

1.4. Zonas hibridas asociadas a clinas ecoldgicas

La mayor parte de los autores coinciden en que una zona hibrida puede
representarse como una clina, establecida en un gradiente o gradientes para un
caracter fenotipico medible (Barton y Hewitt 1985). Algunas zonas hibridas estan
condicionadas a una clina o gradiente ambiental determinado. Estas clinas se
forman comunmente entre dos ambientes diferentes; su posicién y dinamica
depende entonces de factores externos. Endler (1977) dice que los ecotonos
(fronteras entre un ambiente y otro distinto) no siempre producen escalones en las
frecuencias genéticas, ni contactos secundarios.

Las clinas muy pronunciadas siempre se encuentran asociadas a areas
ecologicas definidas, por lo que las presiones de seleccidén originadas por el
gradiente ecoldgico actuaran con diferentes intensidades sobre cada alelo y los
genotipos asociados, o también puede suceder que un organismo se adapte a
diferentes medios en alopatria, formando razas o taxa ecoldgicos, lo cual permitira

el establecimiento de diferencias genéticas entre ellos (Levin, 2002).



Hay ambientes que representan una presion de seleccion que ejerce una
fuerza excesiva contra los hibridos, pues éstos no han tenido tiempo de reaccionar
de forma Optima a aquél, generandose entonces una desventaja hibrida, que
llevaria a una diferencia aparente entre un gradiente ecolégico y una zona de
tension (Hewitt 1988).

1.5. Origenes de las zonas hibridas
Se han propuesto dos mecanismos que explican el origen de las zonas
hibridas (Mayr 1963):

1.5.1) Las zonas hibridas primarias, que se forman a partir de diferencias
en los caracteres dentro de poblaciones y se encuentran distribuidas de manera
continua; existe un proceso de diferenciacion y ocurre alun con intensos niveles de
flujo genético. Un ejemplo de clina cromosomica primaria es la representada por el
ortéptero Caledia captiva en el este de Australia, la cual mide aproximadamente
1,500 Km. y representa un cambio gradual pericéntrico entre las “razas”

cromésomicas (Shaw et al., 1986; Shaw et al., 1988).

1.5.2) Una zona hibrida secundaria se forma cuando dos grupos de
amplia distribucion existen como dos poblaciones previamente alopatricas y que
ya estén diferenciadas, expanden su distribucion geografica y entran en contacto
secundario, hibridando. Un ejemplo de esta zona hibrida son los casos del ratén
comun Mus musculus y M. m. domesticus (Hunt y Selander, 1973).

Otra posibilidad que explica el origen de una zona hibrida es el efecto de la
perturbacion humana, que origina “habitats hibridos ” (Anderson, 1948) creando
situaciones ecoldgicas nuevas (Arnold y Hodges, 1995); esta probabilidad aunque
no muy comun, puede explicar la formacién de zonas hibridas relativamente
recientes convirtiendose en factor importante para el futuro, debido a la afectacion

del medio ambiente por parte del hombre (Kolhmann y Shaw, 1991).



1.6. Mantenimiento de zonas hibridas

Las zonas hibridas también pueden ser clasificadas en transitorias y
estables; las transitorias pueden formarse después de haber establecido un
contacto secundario, con el tiempo se eliminaria cualquier diferencia entre los
tipos originales (Dobzhansky, 1940). Las clinas neutrales se pueden incluir dentro
de este tipo, ya que con el tiempo desaparecen. Otra opcidén es que la seleccién
actie en contra de los hibridos reduciendo y eventualmente, eliminando el
entrecruzamiento (Moore, 1977).

Las zonas hibridas estables se pueden mantener por tres diferentes
mecanismos. El primero es la superioridad o el vigor hibrido , muchas veces
asociado a medios perturbados que crean habitats nuevos o intermedios. El
segundo mecanismo consiste en la desventaja de los hibridos , el cual propone
la existencia de un equilibrio dinamico entre la seleccion en contra de los hibridos
y la inmigracion y entrecruzamiento en formas paternas, teoria propuesta por
Bazykin (1969).

El ultimo factor que mantiene una zona hibrida estable es la existencia de
diferentes regimenes selectivos , que favorezcan la adaptacion de grupos en
areas determinadas, formando razas localmente adaptadas, con complejos
genéticos distintivos y que formaran zonas hibridas, restringidas al area de
contacto, sin difundirse al resto de la poblacion; propuesta por Fisher en los afios

30’s, asi como por Huxley (Salomon, 2002).

1.7. Desplazamiento de zonas hibridas

Varias fuerzas tanto internas como externas, son responsables del
movimiento de genes hasta llegar a un equilibrio; este movimiento puede ser
alterado de forma natural, causando reajustes en la posicion de la zona hibrida.

En el caso de clinas neutrales, éstas se situaran en la region inicial de
contacto de las dos poblaciones distintas y, a través de un mecanismo de

introgresion, eventualmente desapareceran (Dobzhansky, 1951).



Las zonas de tension dependen de la adaptacion individual, asi como de la
estructura poblacional y de los efectos de las frecuencias genéticas sobre ellas
(Barton y Hewitt 1985).

1.8. Efectos sobre el flujo genético

El flujo genético puede anularse de varias maneras:

A) Factores del medio ambiente reducen el tamafio de la poblacion o su
capacidad de dispersion; ocasionando que las llamadas zonas de tension se
desplacen hacia regiones de baja densidad poblacional o poca dispersion (Barton
y Hewitt 1985).

B) La existencia de una reduccién en la densidad poblacional, debida a una
seleccion en contra de recombinantes en clinas de dispersion-seleccion (desagtie
hibrido), mientras que los individuos paternos se desplazan hacia la zona de
contacto y su descendencia hibrida mal adaptada es subsecuentemente eliminada
del centro de la zona hibrida.

C) Asociaciones de alelos donde un locus neutral que se ha incorporado
estrechamente con un locus seleccionado, tiene que recombinarse con el genoma
de la nueva poblacién, antes de que la seleccién en contra de su alelo asociado
comience a impedir su desplazamiento (Maynard-Smith y Haigs, 1973).

Estas barreras pueden ser asimétricas en su actuacion, permitiendo un
mayor flujo de genes en una direccibn que en otra. Se puede causar un
movimiento genético diferencial por discrepancias en la adaptacién de genes,
contrastes en la estructura de la poblacién o por movimiento de una clina (Barton y
Hewitt, 1985).

1.9. La especiacion y las zonas hibridas

Se han descrito dos modelos de especiacion que involucran la existencia de
zonas hibridas: el primero es el estasipatrico (White, 1968), donde los cambios
cariotipicos se establecen en una pequefa region, originada probablemente por
deriva génica y se ven favorecidos por procesos meidéticos. Los heterocigotos son
generalmente estériles, lo cual producira una zona hibrida entre los dos tipos

permitiendo que ocurra una divergencia genética entre las especies paternas.



El segundo modelo es de la especiacién parapatrica (Clarke, 1966), el cual
propone la division de poblaciones bajo la influencia de una seleccidn
espacialmente variable, formando grupos de poblaciones con continuidad
geografica. A este proceso de diferenciacion local se le conoce también como
“modelo de aislamiento por distancia” (Mettler y Gregg, 1982).

Se ha asociado a las zonas hibridas el llamado “efecto Wallace”, que es
basicamente un mecanismo de especiacion por un refuerzo reproductivo en el
aislamiento pre-reproductivo (Perfectti, 2002), usando como base la mala
adaptacion post-reproductora, la seleccibn favoreceria aquellos genes
provenientes de apareamiento con seleccién positiva dentro de cada poblacion.
Este tipo de seleccion se ha considerado un caso especial de aislamiento en una
zona hibrida, calificado como un “desplazamiento de caracteres” (Futuyma, 1998).
Remington (1968), consider6 que la falta de aislamiento reproductivo en las zonas
hibridas es un indicador de “juventud” de las mismas; por ello las denominé “zonas

de sutura”, e implica que alli los taxa se han encontrado recientemente.

1.10. El complejo Sceloporus grammicus como modelo de especiacion

Lara-Gongora (2004) propuso la existencia de cinco especies distintas en el
complejo con base en caracteristicas morfologicas presentadas por ejemplares de
Sceloporus grammicus: S. anahuacus, S. grammicus, S. heterolepis, S. palaciosi y
S. lemosespinali con cuatro subespecies para S. grammicus (S. g. grammicus, S.
g. disparilis, S, g. microlepidotus y S. g. tamaulipensis) y dos para S. heterolepis

(S. h. heterolepis y S. h. shannonorum).

Sites y Davis (1989) estudiaron las relaciones filogenéticas y la variabilidad
molecular de seis razas cromosémicas del complejo en la zona centro de México,
empleando para ello marcadores genéticos y mitocondriales. Arévalo et al. (1991)
fue quién propuso la clasificacion actual, agrupando en siete razas cromosomicas:
LS, HS, F6, F5, F5+6, FM3, FM1 y FM2 para la zona centro de México, de las

cuales seis estan presentes en el estado de Hidalgo.
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Marshall et al. (2006) analizando cromosomas y aloenzimas usando
métodos de distancia genética para identificar especies dentro del complejo
Sceloporus grammicus, produciendo cuatro grupos: uno la raza F6, otro la raza HS
(low elevation estandard), un tercero con la raza HS (high elevation standard) y

uno mas con las demas razas (FM1, FM2, FM3, F5 yF5+6).

El complejo Sceloporus grammicus se encuentra desde planicies hasta
zonas montafiosas, abarcando una amplia gama de ambientes (Arevalo et al.
1991), lo que indica su gran disponibilidad a explotar distintos hébitats vy
microhabitats, por lo cual se ha determinado que son generalistas y al usar
microambientes creados por el hombre como las bardas implica a su vez que
también son oportunistas; debido a el amplio rango de ambientes que ocupan,
responden a distintos factores y crean diferencias morfolégicas como respuestas
adaptativas a las presiones ambientes y microambientes (Hernandez-Ramos,
2005).

La lagartja Sceloporus grammicus es un modelo excepcional,
probablemente es el vertebrado no mamifero con mayor variacion cromosémica
reportado hasta ahora (Sites et al., 1987), ya que presenta un gran numero de
mutaciones robertsonianas (fisiones céntricas y/o fusiones), formando un complejo
con relevancia taxonémica y evolutiva, debido a su amplia distribucion geogréafica
y por la presencia de varias razas cromosOmicas (Sites, 1983). Sceloporus
grammicus presenta ademas diversos morfos (Sites, 1982), los cuales presentan
diferenciacion morfoldgica entre y dentro de poblaciones del complejo, diferencias
como tamario del craneo y extremidades, ademas de patrones de coloracion.

Lara-Gongora (2004), usando caracteres morfométricos, meristicos y de
coloracién, propone nuevas especies del complejo. Rubio-Pérez (2005), realizé un
estudio con la clasificacion cromosémica dada por Sites et al. (1988) y Arévalo et
al. (1991), quienes dividen al complejo en siete razas cromosémicas (S (LS y HS),
F6, F5, F5+6, FM3, FM1 y FM2), encontraron diferencias morfologicas
discriminantes (talla, forma del cuerpo, tamafio de la cabeza), concluyendo que
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existe una estrecha relacién entre el ambiente y la forma que adoptan los
individuos.

Debido a que estos organismos son generalmente abundantes y faciles de
recolectar, conforman un excelente recurso para la investigacion de la estructura
poblacional, origen y fijaciébn de nuevos rearreglos cromosémicos y el papel de
éstos en la especiacion (Arévalo et al., 1991).

Es posible ademéas determinar la posible funcion de los heterocigotos en la
interaccion y reduccion del flujo genético con los tipos cromosdémicos puros, asi

como el papel de la heterocigosidad en las zonas hibridas (Sites, 1993).

1.11. El complejo Sceloporus grammicus en la region central de México

En la actualidad el complejo se compone de razas cromosomicas distintas
con diferente nimero de cromosomas, como resultado de prolongados rearreglos
cromosémicos fijos (Sites, 1993). Esto ha provocado que en algunas poblaciones
se manifieste un polimorfismo cromosomico extremo, con un extenso polimorfismo
intrapoblacional, asi como una fijacién interpoblacional para el mismo tipo de
rearreglos (Sites, 1993).

Datos publicados previamente, sugieren que estan ocurriendo procesos
importantes para el origen, esparcimiento y fijacion de rearreglos cromosomicos
de manera activa dentro del complejo (Sites et al, 1993). Estas caracteristicas
genéticas y ecoldgicas de Sceloporus grammicus y los estudios reportados de
este grupo brindan recursos para otro tipo de investigaciones interrelacionadas,
como: estructura de poblaciones, origen y fijacion de nuevos rearreglos
cromosoémicos, las consecuencias de la heterocigosidad cromosomica estructural
en zonas hibridas, la sobrevivencia y el posible papel de rearreglos y
heterocigotos en la reduccion del flujo genético entre tipos cromosOmicos puros,
para regiones de contacto parapatrico (Sites et al, 1993).

Se ha definido previamente a una zona hibrida como una region donde
poblaciones genéticamente distintas conviven y se reproducen, existiendo

contacto entre especies puras con hibridos (Futuyma, 1998). Los hibridos
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conocidos hasta la fecha para Sceloporus grammicus en el estado de Hidalgo son:
HS X FM3 y F5 X FM2 (Goyenechea et al, 1996).

1.12. El uso de herramientas moleculares en genétic  a evolutiva

Los avances en el desarrollo de marcadores genéticos han permitido, en las
ultimas décadas, abordar por primera vez de forma distinta muchas preguntas
basicas sobre las poblaciones naturales dentro de un contexto evolutivo, ademas
de ecoldgico. La aplicacibn de marcadores moleculares en analisis de genética
evolutiva, genética ecoldgica y genética de la conservacion permite la evaluacion
de modelos de zonas hibridas, variacion y estructura genéticas, flujo genético inter
e intrapoblacional e hipotesis sobre la genética historica (filogeografia), de las
especies (Selkoe y Toonen, 2006).

Dentro de los marcadores mas eficientes se encuentran los llamados
“microsatélites”. Estos son marcadores semi-arbitrarios, amplificados in vitro
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés;
Bornet y Branchard, 2001). Esta amplificacién no requiere de informacion previa
de secuencias genéticas y conduce a patrones altamente polimorficos y
multilocus. Estos marcadores también se conocen como repeticiones de
secuencias simples (SSR), repeticiones de tAandems de nimeros variables (VNTR)
y repeticiones de tandems cortas (STR). Presentan alta tasa de mutacion y, por
consiguiente, alto nivel de diversidad alélica; también presentan seleccion neutra y
herencia mendeliana, ademas de codominancia.

Dentro de cada marcador, un locus puede ser considerado como una
muestra del genoma, pero confiar en un solo locus para estimar los rasgos
ecologicos desde los datos genéticos puede causar una un margen elevado de
error, ya que la recombinacion, la seleccion y el flujo genético tienen historias
genealdgicas distintas y pueden influir de manera diferencial en la expresion de un
gen determinado, por lo que hay que tomar multiples muestras de genes para
combinar los resultados de muchos loci y asi obtener resultados mas robustos y
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gue sean representativos del total de los genes para un individuo determinado
(Selkoe y Toonen, 2006).

Los microsatélites son faciles y rapidos de manejar y, al parecer, presentan

una alta reproductividad por la gran longitud de sus oligonucleétidos iniciadores
(Bornet y Branchard, 2001; Lara et al., 2003; Nagaoka y Ogihara, 1997). Se ha
probado ademas que son una técnica mas confiable que las utilizadas con
aloenzimas y variacion de sitios de restriccion de rDNA nuclear, ya que permiten
que todo el DNA pueda monitorearse (Bornet y Branchard, 2001).
Debido a su alta tasa de mutaciéon son ideales para los interesados en la
demografia actual, el modelo de conectividad o los sucesos genéticos en un
pasado reciente para procesos que actuan sobre escalas de tiempo ecoldgico
(Schlotterer, 2004). A diferencia de las regiones flanco, las secuencias de
microsatélites se transforman con frecuencia cambiando el nimero de repeticiones
Yy, por consecuencia, la longitud de la cadena (Eisen 1999). Asi, alelos de diferente
longitud pueden separarse con buena resolucién en un gel de electroféresis.

Los microsatélites presentan tasas de mutacion altas, lo que genera los
elevados niveles de diversidad alélica necesarios para los estudios genéticos de
procesos que actuan sobre escalas de tiempo ecoldgicas (Schlotterer, 2004). Sin
embargo, todos los marcadores tienen algunos inconvenientes, pero la versatilidad
de microsatélites para resolver muchas preguntas ecologicas pesa mas que sus

desventajas.

1.13. Trabajos con microsatélites en zonas hibridas

En aflos pasados, los estudios citogenéticos no se interesaban en analizar
la estructura ni el flujo genético de las poblaciones, pero actualmente el uso de
marcadores moleculares (en particular de microsatélites) ha facilitado el estudio
del flujo genético en zonas hibridas. A pesar de que este tipo de marcador tiende a
sobreestimar el flujo genético, es posible comparar resultados de diferentes zonas
hibridas para evaluar el impacto de las diferencias cromosémicas sobre el

intercambio de genes entre dos taxa distintos (Andersson et al., 2004).
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Un ejemplo de este tipo de estudios es el realizado por Andersson et al.
(2004) quienes estudiaron una zona hibrida entre dos citotipos de la musarafa
Sorex araneus en Suecia; uno de los citotipos se encontraba al oeste y otro al
norte. Sus resultados muestran que existe un flujo genético considerable entre las
razas involucradas a pesar de las enormes diferencias cromosémicas que se
presentan (Andersson et al., 2004). Esto puede ser producto de una divergencia
reciente entre los diferentes grupos cromosémicos, lo que impide que se refleje en
los alelos.

En otro estudio similar, Chiappero et al. (2004), estudiaron una zona hibrida
entre dos razas cromosomicas del saltamonte Dichroplus pratensis, en Argentina.
Sus resultados muestran que las frecuencias alélicas variaron de forma
significativa entre poblaciones de diferente raza cromosomica, sin embargo, no
hubo diferencias entre poblaciones de la misma raza. Las distancias genéticas
entre poblaciones fueron pequefas, sin embargo, se obtuvieron dos grupos
separando las poblaciones del norte de las del sur (diferentes razas), con los
hibridos ubicados entre ambos grupos. Respecto al flujo genético, los hibridos se
entrecruzan con los de sur, debido a que presentan una similitud genética muy alta

a pesar de que geograficamente los hibridos estdn mas cercanos a las del norte.

2. JUSTIFICACION

La presencia en Hidalgo de seis citotipos, zonas hibridas y regiones de alto
grado de polimorfismo cromosOmico de la lagartija Sceloporus grammicus
(Goyeneche, 1993) proporciona una oportunidad interesante para el estudio de la
diversidad genética del complejo y la influencia del habitat en la estructura
genética de las poblaciones.

Ademas, la posibilidad de encontrar nuevos polimorfismos y zonas de
contacto entre razas cromosomicas es elevada. Por este motivo se llevd acabo el
analisis de una zona de contacto entre dos citotipos de Sceloporus grammicus (S
y FM2), en el Municipio de Emiliano Zapata (Hidalgo), con la posible presencia de

hibridos, lo que permite verificar los patrones evolutivos que condicionan la
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estructura genética y el establecimiento de zonas hibridas dentro de una clina
ambiental.

Se han realizado descripciones de alcance ecoldgico y citologico para el
complejo Sceloporus grammicus, pero aun es desconocido el estatus genético de
la especie, los niveles de variacion y la influencia de los habitats asociados para
determinar la estructura genética de sus poblaciones. Ademds, analizar la
existencia de zonas hibridas por la interaccion genética entre distintos citotipos,
permite evaluar el proceso microevolutivo de intercambio horizontal de genes
mediante hibridos y la correspondiente introgresion genética hacia los citotipos

paternos.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar la variacion morfologica y estructura genética de una zona de
contacto entre dos razas cromosomicas del complejo Sceloporus grammicus (S y
FM2), en el Municipio de Emiliano Zapata, Hidalgo, para determinar la existencia
de posibles hibridos, los niveles de flujo genético existente, asi como la evidencia

de introgresion alélica entre los citotipos involucrados.

3.2. Objetivos especificos

1) Determinar patrones morfolégicos de variacion que permitan inferir
morfo-citotipos asociados a zonas geograficas y ecologicas
particulares, dentro del area de estudio, utilizando morfometria
geomeétrica.

2) Evaluar los patrones de variacion y la estructura genética
interpoblacional e intercitotipica en la zona hibrida entre dos
citotipos o razas (S y FM2) del complejo Sceloporus grammicus,

utilizando marcadores genéticos (microsatélites).
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3) Determinar los patrones de diversidad alélica y niveles de flujo
genético mediante indices de hibridacion e introgresion entre los

citotipos presentes en la zona.

4. HIPOTESIS

Se supone que la zona de contacto identificada entre las razas S y FM2 del
complejo Sceloporus grammicus, en el Municipio de Emiliano Zapata, Hidalgo, es
una posible region de hibridacion entre ambos citotipos. Se espera entonces que,
mediante el anadlisis de caracteres morfolégicos y marcadores moleculares, se
evidencie ésta como puente genético para los citotipos paternos, con patrones de
hibridacion e introgresion especificos, asociados tal vez a un gradiente (clina)

ambiental.

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Descripcion del area de estudio

Se seleccionaron tres zonas de estudio (Cuadro 1) donde se encontraron
ejemplares de Sceloporus grammicus, dentro del municipio de Emiliano Zapata
(Figura 1) el cual tiene las siguientes caracteristicas generales: una altitud
promedio de 2,500 metros; cuenta con una superficie de 36 km? y representa el
0.17% de la superficie total del estado. Se caracteriza por ser una zona plana,
localizada en el eje Neovolcanico; esta formada por lomerios en un 70% y llanura
en un 30%. Presenta un clima templado-frio, con una temperatura anual de 15° C;
con una precipitacion pluvial de 600 milimetros por afo. La flora esta formada
principalmente de magueyes y nopales asi como de especies de cactaceas,
arbustos lefiosos o matorrales, pirules, capulines y una gran cantidad de hierbas

silvestres.
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Cuadro 1. Caracteristicas generales de las zonas de muestreo para

Sceloporus grammicus, el tipo de asociacion vegetal predominante en la region y

la razas cromosdmicas presentes en las zonas.

Localidad

Vegetacion

Coordenadas

Altitud

Clima

Raza

presente

San José

matorrales y
arbustos,
hierbas
silvestres,
nopales y

magueyes

19°41° 07" N
98°34° 50 O.

2530 m s.n.m.

Templado-

frio

Santa Clara

matorrales
xerdfitos,
arboles de
pira y
frutales

19°42°04” N
98°34° 52" O

2490 m s.n.m.

Templado

FM2y S

El Casco

matorrales
silvestres de
temporal,
algunos
magueyes y

pirules

19°41°39”" N
98°33°47” O

2480 m s.n.m.

Templado

FM2
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HIDALGOZ . *

Figura 1. Ubicacion del area de estudio. Izquierda, Municipio de Emiliano
Zapata en el Estado de Hidalgo. Derecha, mapa de distribucién de razas en el
Valle de México (Arévalo, 1991), donde se enmarcan las dos razas presentes en
la zona de estudio, los cuadros representan las zonas donde se identificaron
ejemplares de la raza FM2 y los triangulos representan las zonas donde se

identificaron ejemplares de la raza S.
Descripcion de las poblaciones de estudio

Poblacion 1: San José

Es el poblado mas grande de tres consecutivos en la zona; se encuentra en
una loma, a una altitud de 2530 metros representado por un ambiente perturbado,
su flora esta constituida principalmente por matorrales y arbustos, hierbas
silvestres, nopales y magueyes. Hay numerosas bardas, tabiques y montones de

piedra.
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Poblacion 2: ElI Casco

Es una zona plana, con una altitud de 2480 metros; el terreno se ha
transformado en su totalidad para uso agricola y solamente se encuentran
pequefios matorrales silvestres de temporal, algunos magueyes y pirules, ademas
de los restos de una construccion antigua de adobe, donde se localizaron la mayor

parte de individuos para este sitio en particular.

Poblacion 3: Santa Clara

Es el poblado de menor concentracion y actividad humana, con mayor
extension de terreno entre cada vivienda. Esta zona se divide en tres porciones: la
zona habitada, donde las casas y las calles estan construidas de tabique y
cemento contando con pastos y jardines; la zona intermedia, donde se localizan
algunos ranchos con ganado y se caracteriza por la existencia de matorrales
xerofitos, arboles de pira y frutales y, por ultimo, la zona con una altitud de 2490
metros, que esta en contacto con las zonas de cultivo, formada por hileras de
magueyes y nopales, restos de matorral xerdfilo y arboles de pird o capulin, aqui

es donde se localizaron el mayor numero de individuos para esta region.

5.2. Uso de Habitat (microhabitat)

Odum (1982) define al habitat de un organismo como el lugar donde vive y
al nicho lo define como el espacio fisico ocupado por un organismo mas el papel
que desempefa este en la comunidad, interactuando con el entorno bidtico y
abidtico. Usando la definicién de Krebs (1999) que define al habitat de un animal
como las caracteristicas de la vegetacion y/o factores fisicoquimicos asociados;
bajo este uso diferencial de los espacios se caracterizaron un total de 10
microhabitats los cuales son los mas utilizados por las lagartijas de las
poblaciones de San José, Santa Clara y El Casco (Cuadro 2).

Se estim6 un area de 1 m? para cuantificar los tipos de microhabitats mas
utilizados por las lagartijas y los microhabitats relacionados a cada poblacion de
estudio (Rubio-Pérez, 2005).
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Cuadro 2.Microhabitats registrados para las tres poblaciones de Estudio

magueyes nopales
rocas bardas
cercas de madera llantas*
tabique arbustos
ramas secas troncos

*presente solo en San José.

5.3. Trabajo de campo (recolecta de material biolég ico)

Después de la identificacion de las regiones con mayor abundancia de
individuos, se realizaron transectos de colecta en funcidon de la presencia de
ejemplares. La hora de colecta fue establecida de 11:00 a 16:00 horas, que se
identific6 como el horario ideal de percha para los organismos de las tres
poblaciones.

Se recolectdé un total de 90 individuos adultos, 30 de cada una de las
poblaciones; las lagartijas fueron capturadas vivas manualmente con la ayuda de
ligas, posteriormente fueron medidas con la ayuda de un vernier electrénico para
el analisis morfolégico; 20 organismos de cada poblacién fueron trasladados al
laboratorio donde se les cortdé medio centimetro de la parte terminal de la cola. De
los 20 individuos se tomaron 10 de cada sitio para realizar los analisis citologicos.
Posteriormente, los organismos que sobrevivieron se regresaron a su lugar de
origen y los ejemplares que se sacrificaron fueron registrados en la Coleccién

Herpetologica del Centro de Investigaciones Bioldgicas (UAEH).
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5.4. Obtencion de muestras de tejido (en laboratori  0) para DNA

A los individuos capturados se les extirp6 un fragmento de tejido para la
extraccion de DNA por medio de una técnica no invasiva (corte y procesamiento
de un fragmento de cola). Las muestras de tejido se almacenaron individualmente
en microtubos a -20° C, hasta la extraccién. Los organismos se mantuvieron en

cautiverio, en peceras de vidrio hasta la realizacion de los analisis citoldgicos.

5.5. Andlisis citoldgico (cariotipos)

Se realizé un andlisis citolégico para verificar el nimero cromosomico de los
individuos recolectados en cada region de estudio. El cariotipo se define como el
namero diploide de cromosomas de una especie, que esta caracterizado por el
namero, tamafio y forma de los cromosomas, por lo que es util como caracter
taxondmico adicional y una herramienta poderosa para describir relaciones
filogenéticas en el grupo de los reptiles (Goyenechea, 2001).

La obtencion del cariotipo de los ejemplares se realiz6 con base en la
técnica propuesta por Sites (1983) y mencionada por Goyenechea (2001) para
saurios, ademas, se hicieron modificaciones propuestas por Nader., (1997; ver
Anexo A). Se tomaron fotos de los frotis obtenidos y se recortaron los cromosomas
con la finalidad de ordenarlos por pares segun su homologia en tamafo y forma,
para integrar de manera ordenada los cariotipos representativos para individuos

de los tres sitios de recolecta.

5.6. Analisis morfométrico

Para solventar el segundo objetivo se tomaron en cuenta caracteres
ontogenéticos distintivos asociados principalmente a las formas del esqueleto, se
midieron 11 caracteres (Figura 2) morfolégicos (Sites, 1982; Cuadro 3)
estadisticamente discriminantes entre citotipos, con un vernier electronico, en un

total de 60 individuos obtenidos de las tres localidades.
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Cuadro 3. Lista de 11 caracteres morfométricos que se midieron a los
ejemplares de Sceloporus grammicus, recolectados en las tres poblaciones antes

mencionadas.

Abreviacion de o
Cardcter Descripcion
LTC Longitud total del cuerpo
LHC Longitud-hocico-cloaca
L Cr Longitud del craneo
ACr Ancho del craneo
L fem Longitud del féemur
L tib Longitud de la tibia
L ante Longitud del antebrazo
ALT C DO Altura del cuerpo dorso-transversal
ANCH C DO Ancho del cuerpo dorso-transversal
LC Largo de la cola
LADPP Largo del cuarto dedo de la pata posterior

Estos caracteres describen atributos morfométricos tales como: Longitud
total del cuerpo(LTC), longitud-hocico-cloaca (LHC), longitud del craneo (LCr),
ancho del craneo (ACr), longitud del fémur (LFem), longitud de la tibia (LTib),
antebrazo (ANTBRAZ), altura dorso-transversal del cuerpo (ALTCDTRANSV),
ancho dorso-transversal del cuerpo (ANCHCDTRANSYV), largo de la cola (LC) y
largo del cuarto dedo de la pata posterior (LADPP; Sites, 1982; figura 2). Los
individuos fueron sexados posteriormente. Los caracteres mencionados aportaron
informacion referente a las diferentes razas cromosomicas evaluadas para
discriminar variables que permitieron determinar morfo-citotipos particulares en las
razas cromosomicas encontradas en cada localidad y las diferencias entre ellas

mediante andlisis de estadistica multivariada.
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-/

A

Figura 2. Marcando con lineas las medidas morfologicas que se tomaron en

cuenta para el analisis. Donde Ai= A Cr (Ancho de craneo), A2= LADPP (Largo del
cuarto dedo de la pata posterior), A3=LTC (longitud total del cuerpo), A4=LC
(Largo de la cola), A5=L Tib (longitud de tibia, A6=ANCH C Do (ancho del cuerpo
dorsotranversal), B1=L Ante (longitud de antebrazo), B2=ALT C Do (Altura del
cuerpo dorsotranversal), B3=LHC (Longitud hocico cloaca), B4=L fem (Longitud de
femur), B5=L Cr (Longitud de Craneo).

Analisis estadistico
Para verificar cuéles caracteres morfoldgicos separaban a las localidades y
a los individuos en grupos, se utilizaron métodos estadisticos de analisis

multivariado (Analisis Discriminante y Analisis de Componentes Principales), los
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cuales son Utiles para determinar la relevancia de los datos con una gran cantidad
de variables. La importancia y utilidad de estos métodos aumenta cuando se
incrementa el nimero de variables que se estan midiendo y el ndmero de
unidades experimentales, en este caso las localidades.

El objetivo principal de estos métodos de andlisis es resumir grandes
cantidades de datos por medio de pocos parametros. El interés de los andlisis
multivariados es encontrar relaciones entre las variables de respuesta (caracteres
significativos), las unidades experimentales (localidades), y las relaciones entre las

variables de respuesta y dichas unidades experimentales.

5.6.1. Analisis de Correlacion

Estos métodos se emplean para conocer las relaciones y su nivel de
significacion entre series de datos o cuando, simultdneamente, se usan dos
variables continuas, aunque también se pueden usar en variables discretas
cuantitativas. Este estadistico se representa por medio del coeficiente de
correlacion (r) de Pearson, es el coeficiente de determinacion y da una medida
entre 0 y 1, que corresponde a la cantidad de informacion compartida por dos
caracteristicas o variables continuas en los datos muéstrales (Johnson, 2000). Se
utilizé para verificar que existe algun tipo de relacion entre las variables

analizadas; es decir, si se influyen mutuamente algunas de ellas.

5.6.2. Prueba de Tukey

Para este caso es necesario conocer si existe una homologia a nivel de
poblaciones cuando todas las muestras son semejantes en tamafio, esta prueba
también se conoce como Prueba DVS (diferencia verdaderamente significativa) y
utiliza un solo valor con el que se comparan todas las diferencias (Daniel, 1999).
La prueba de Tukey se realizé por poblaciones de acuerdo a los caracteres que

fueron significativos en el ANDEVA.
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5.6.3 Andlisis Discriminante (DA)

Es un método estadistico que se usa principalmente para clasificar
individuos o unidades experimentales (localidades) en dos a mas poblaciones
definidas de manera unica (McCune y Grace, 2002). En este analisis se utilizaron
todos los caracteres morfolégicos para verificar cuales permitian la discriminacion
entre localidades e individuos; con un valor de tolerancia de 0.001, un valor de F:
4.00 y una p <0.05, esto con la finalidad de que el andlisis incorpore las variables
gue cumplan con estos requisitos. En este modelo la técnica utilizada fue la de
paso a paso (forward) ya que permite evaluar variable por variable; se utilizaron
los valores propios estandarizados. Este analisis se realizo utilizando el programa
STATISTICA 7.0 para Windows (Statsoft, 1998).

5.6.4. Andlisis de Componentes Principales (ACP)

El objetivo principal de este método es reducir la dimensionalidad del
conjunto de datos e identificar las nuevas variables significativas. La técnica de
ACP se utilizé para verificar la agrupacién y el grado de semejanza entre
localidades (Manly 1992), utilizando todos los caracteres morfologicos, el analisis

fue realizado con el programa estadistico JMP 4.0.

5.7. Extraccion de DNA, seleccion y visualizacion d e microsatélites

La extraccion de DNA se llevo a cabo con la técnica propuesta por Higuchi
(1989) con modificaciones (Ver anexo A), utilizando un fragmento de tejido de los
especimenes colectados y se obtuvieron concentraciones finales de 100 ng/ul
aproximadamente, dichas muestras se utilizaron como molde en el andlisis
genético. Para verificar que se obtuvo DNA de buena calidad, se identificaron las
muestras extraidas mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.4%, tefiido con
bromuro de etidio.

Cada muestra de DNA se amplific6 para nueve microsatélites previamente
reportados en una especie cercana (Sceloporus jarrovii; Zamudio 2000); de los
cuales se selecciond el Scel-571; ademas se evaluaron siete mas de la serie
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reportada para Sceloporus grammicus (Degnan y Arévalo, 2004), de los cuales se
seleccionaron cinco (Sgramm 101, Sgramm 102, Sgramm 104, Sgramm 106,
Sgramm 107) ya que produjeron alelos polimérficos y diferenciables entre si.

La separacion y revelado de los microsatélites se realizé en un sistema de
electroforesis vertical de poliacrilamida al 4%, en condiciones desnaturalizantes de
urea (7 M), en una cdmara manual de secuenciacion. La corrida de electroforesis
se efectu6 a 2,500 voltios constantes, durante tres horas. Los alelos se
visualizaron mediante una técnica estandar de revelado (Benbouza et al, 2006)

con nitrato de plata al 1.5% (Anexo A).

5.8. Andlisis de diversidad genética y estructurap  oblacional

Se realizaron estimaciones de variacion genética obtenidas con base en las
frecuencias alélicas, porcentaje de loci polimorficos y los estadisticos descriptivos
de los heterocigotos (esperados y observados) para los niveles de polimorfismo
presentes, los cuales fueron calculados utilizando los programas TFPGA (Version
1.3, 1997) y POPGENE (Version 1.31, 1999), generando arboles de similitud entre
las especies, basados en las distancias genéticas. Lo anterior para realizar la
evaluacion de patrones de variacion y estructura genética dentro y entre
poblaciones, la determinacion de diversidad alélica y los niveles de flujo genético
con indices de hibridacion e introgresion entre los citotipos de estudio.

La estructura genética de las tres poblaciones y la estimacion de los
estadisticos “F” de Wright (1951; Fis = nivel de endogamia o apareamiento entre
individuos con relaciones cercanas; intervalo de valores de 0 a 1. Fir = balance
entre deriva y flujo genético de los individuos dentro y entre poblaciones; intervalo
de valores de -1 a 1. Fst = nivel de diferenciacion entre poblaciones; intervalo de
valores de 0 a 1), se obtuvieron mediante un analisis molecular de la varianza
(AMOVA), con la ayuda del programa ARLEQUIN (Version 3.01, 2006), Debido a
que cuenta con distintas jerarquias de analisis molecular para evaluar la estructura
genética de las poblaciones, se reportaron las tres versiones del programa:

diferenciacion intra e interpoblacional, para verificar diferencias dentro y entre

27



grupos y para evaluar el porcentaje de variacion entre grupos, dentro de cada
grupo y entre individuos.

Finalmente, con la ayuda del programa Structure (Version 2.2, 2007), se
verifico la existencia de tres taxa genéticamente distintos, el porcentaje de alelos
compartidos y exclusivos entre ellos; ademas de los alelos ancestrales y actuales
en cada poblacion, para determinar la dinamica del flujo genético entre ambos
citotipos y la descripcion genética de la zona hibrida analizada.

Se realizo el estudio de afinidad genética mediante un analisis estadistico
de asociacion por maxima verosimilitud, que permiti6 un agrupamiento por
semejanza de los alelos para cada una de las razas que se suponen paternas (Sy
FM2) y los posibles hibridos, con la finalidad de determinar si estas tres
poblaciones constituyen o no un complejo hibrido, ademas de establecer la
estructura genética en dicho complejo y si existe evidencia de introgresion en las

razas paternas.

6. RESULTADOS

6.1. Analisis citogenético

La técnica de cariotipo (Ver anexo A) se estandarizé con resultados
positivos, obteniendo los cariotipos (citotipos) para las dos razas paternas, tanto la
raza S presente en San José (Figura 3) y la raza FM2 presente en El Casco
(Figura 4).
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Figura 3. Frotis cromosoémico de un ejemplar de Sceloporus grammicus de

la poblacién de San José, tefiido con Giemsa 10%, para un individuo macho de la
poblacion de San José. Se observan los seis pares de macrocromosomas

metacéntricos, representativos de la raza cromosémica S.
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Figura 4. Frotis cromosémico de un ejemplar de Sceloporus grammicus en

la poblacion de El Casco, obtenido de un individuo macho, donde se muestran
fisiones del par uno al seis (c y b) con un cromosoma entero perteneciente al par

cuatro (A), representativos de la raza cromosémica FM2.

El arreglo de los cromosomas fue por medio de la homologacion de pares
cromosOomicos, dando importancia a los seis pares de macrocromosomas, los

cuales permiten la diferenciacion entre razas (Figura 5).
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Figura 5. Ideograma de los cariotipos. Representacidon completa de las
razas pertenecientes al complejo Sceloporus grammicus, descritos por Hall (1973)
y modificados por Reed et al (1995). Marcadas las que estan presentes en la zona
de estudio.

Los cromosomas al ser cortados y comparados, quedan de la siguiente
manera: seis pares de cromosomas completos para la raza S y para la raza FM2
los cromosomas estan fisionados a excepcion de uno de los macrocromosomas,

perteneciente al par cuatro (Figura 6).
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Figura 6. En el centro se muestran los frotis de dos individuos de distintas
poblaciones, a la izquierda San José y a la derecha Santa Clara y a las orillas el
cariotipo (solo los primeros 6 pares) recortados y organizados por homologia como
Sus respectivos ideogramas.

Ademas de la presencia de ambas razas cromosémicas en el poblado de
Santa Clara, donde se encontr6 un individuo con cariotipo poliploide, posiblemente
de origen hibrido (Figura 7). En anexo B se muestra un ejemplo cariotipo completo
donde se parearon los cromosomas por homologia y se toman en cuenta los mas
grandes ya que son los representativos para discriminar entre razas

cromosomicas de Sceloporus grammicus.
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Figura 7. Frotis cromosémico de un ejemplar de Sceloporus grammicus
polipliode que pertenece a Santa Clara donde se muestra un numero de
macrocromosomas mayor al nimero diploide de cualquiera de las dos razas
cromosomicas presentes, el cual se obtuvo de un individuo macho del poblado

de Santa Clara.

33



6.2. ANALISIS MORFOMETRICO

6.2.1. Anélisis de correlaciones

Este analisis permitio verificar la fuerza de la relacidon existente entre todas

las variables (Cuadro 4), evaluadas por pares entre si, utilizando el coeficiente de

correlacion de Pearson (r). Las variables con correlacion positiva y significativa (>
0.4), fueron: LHC y LTC, LCy LTC, LADPP y LTC, Ltiby LHC, Acry LHC, L tiby
LC, AcryLC, LADPP y ACr, ANC C dorstrans y ALTC dorstrans.

Las variables con correlacion negativa y significativa (> -0.4), fueron: L tib y
LTC, Acry LTC, LCy LHC, L4ADPP y LC, L Cry LADPP.

Cuadro 4. Analisis de correlaciones: indices de correlacion de Pearson, para todas

las variables, analizadas en pares.

Variable |LTC LHC LC Lfem Lante Ltib ACr ALTC Do. |ANC C Do.|L4DPP
LHC 0.76 ****

LC 0.97 **** |, 73%***

L fem -0.33ns |0.37ns |0.35ns

Lante |-0.05ns [0.30ns |0.05ns [0.08 ns

L tib -0.47 **** 10.42**** 10,65 **** 1.0,.21 ns |0.33 ns

A Cr -0.42 **** 10, 70**** 10.46 **** |-0.10 ns |-0.26 ns |-0.30

ALTCDo. [0.30ns |-0.04 ns [-0.27 ns [0.08 ns [0.08 ns |-0.05 0.03 ns

ANC C Do. [0.05 ns -0.21ns |-0.10ns |0.12* -0.14ns (0.32ns [0.39ns |0.59 ****

L4DPP  |0.48 **** 1.0.38 ns |-0.52 **** 10.09ns |0.19ns [0.27ns |0.72ns |0.20 ns |-0.30ns

L Cr 0.47 sn -0.32* |-0.52ns |0.06 ns [0.21ns |0.35ns |0.51ns |0.09ns [-0.10 ns |-0.80 ***

***+*= p<0.0001, ***= p<0.001, **= p<0.01, *= p <0.05, ns = no significativo.
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6.2.2. Prueba de Tukey

Con las medidas morfométricas obtenidas, se realiz6 una prueba de
ANDEVA (andlisis de varianza) para verificar si existen diferencias entre las
variables de las diferentes poblaciones (Cuadro 5); las variables LHC, L. Fem, L.
Ante, An Cr, ALT Cdortrans, ANC Cdortrans, L4DPP y L cr (largo de craneo)
fueron las que presentaron diferencias estadisticamente significativas para la
prueba de ANDEVA.

Cuadro 5. Analisis de Varianza (ANDEVA), donde SS= Suma de Cuadrados, MS=
Suma de Cuadrados Medios, g. |.= grados de libertad, F= Estadistico F y p=

Intervalo de Confianza.

Variable SS g.l. MS F P
LHC 427.9 2 213.9 3.322 0.0445
LTC 2800.4 2 1400.2 3.02 0.0612
LC 1022.37 2 511.18 2.61 0.0877
L. Fem 74.449 2 37.224 11.274 0.0001
L. Ante 20.957 2 10.478 4.632 0.0144
L. Tib 1.857 2 0.928 0.5503 0.5803
An Cr 29.501 2 14.751 6.653 0.0028
ALT C Do 27.248 2 13.624 5.702 0.0060
ANCH C Do 77.565 2 38.783 4.071 0.0232
LADPP 523.247 2 261.623 21.555 0.0001
L Cr 65.354 2 32.677 7.188 0.0018

Posteriormente se hizo una prueba de Tukey (comparaciéon entre medias)
en las variables que presentaron diferencias significativas. Se encontré6 que
existen diferencias en ocho de las once variables utilizadas en al menos dos de las
poblaciones estudiadas: Las variables LHC (longitud hocico cloaca; p=0.0445), L.
Fem (longitud de femur; p=0.0001), An. Cr (ancho de craneo; p=0.0028) y LADPP
(longitud del cuarto dedo de la pata posterior; p=0.0001) son significativamente
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mayor en el poblado de San José con respecto de las otras dos poblaciones

(Santa Clara y ElI Casco), mientras que las variables L Ante (longitud de

antebrazo; p=0.0144) y la L Cr (longitud de craneo; p=0.00189) tienen valores

significativamente superiores en Santa Clara, en referencia a las otras dos

poblaciones (San José y El Casco) y las variables ALT C Do (altura del cuerpo

dorsotranversal; p=0.0060) y ANCH C Do (ancho del cuerpo dorsotranversal,

p=0.0232) son significativamente mayores para el poblado de El Casco con

respecto de las otras dos poblaciones (Cuadro 6, figura 8).

Cuadro 6. Prueba de Tukey para las tres localidades donde se muestran las

variables que presentaron diferencias significativas y los valores de confiabilidad

(p).
Variable Med San Med Sta. Med El 5
José Clara Casco

LHC 63.51 61.44 55.01 0.0445
L. Fem 13.19 11.35 10.43 0.0001
L. Ante 9.15 9.88 8.26 0.0144
An. Cr 13 11.35 11.45 0.0028
ALT C Do 9.16 7.81 9.69 0.0060
ANCH C

Do 13.44 13.08 15.39 0.0232
LADPP 16.67 10.14 9.87 0.0001
L Cr 12.47 15.26 14.45 0.0018
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Figura 8. Diagrama donde se muestran las variables que fueron utilizadas

para diferenciar entre las tres poblaciones estudiadas.

6.2.3. Andlisis Discriminante

EL AD muestra las variables que revelaron los valores mas altos para la
segregacion entre poblaciones, fueron: Largo del cuarto dedo de la pata posterior
(LADPP), la longitud del féemur (L fem) y la longitud hocico-cloaca (LHC, figura 2),
con el 74% de la varianza en la primer funcion discriminante (DF1) (p<0.05). En la
segunda funcion discriminante (DF2) los valores mas altos pertenecen a la
longitud del antebrazo (L ANTE) y la altura dorsotranversal del cuerpo (ALT C
DOR), con el 26% de la variacion (p<0.05, Cuadro 7).
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Cuadro 7. Analisis discriminante entre localidades, en negrita se muestran
los caracteres que obtuvieron los valores mas altos y que apoyan al primer eje de
ordenacion. DF corresponde a la Funcion Discriminante; DF1 y DF2, estan
determinados por los valores propios, los cuales explican la mayor variacion y
determinan cudales variables contribuyen mas en la funcién discriminante y
consecuentemente para la separacion en grupos. El valor relativo dentro de cada

(DF) indica las variables que son mas importantes para la exclusion entre

localidades.

Variables DF 1 DF2
LADPP 1.675 -0.599

L Ante -0.560 1.027
ALT C DO 0.413 -1.283

L fem 1.342 0.195

LHC -1.606 0.455

Val, propios 2.909 0.981

% varianza 74 26
Valor de p .0001 .01

Los valores mas altos en el analisis discriminante muestran una clara
separacién en tres grupos, ordenandose de tal manera que se diferencian entre
las tres poblaciones, esta separacion esta determinada de acuerdo a los valores
propios de cada una de las funciones discriminantes (DF) y de las variables con

valores mas altos (Figura 9).
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+ San Jose

Figura 9. Analisis discriminante entre los ejemplares de Sceloporus
grammicus de las tres localidades, a partir de los caracteres que tuvieron los
valores mas altos, donde las tres localidades presentan una clara diferenciacion,
esta separacion esta determinada de acuerdo a los valores propios de cada una
de las funciones discriminantes (DF) y de acuerdo con las variables que

obtuvieron los valores mas altos en este analisis.

6.2.4. Andlisis de Componentes Principales (PCA)

El Analisis de Componentes Principales (PCA, por sus siglas en inglés), es
una técnica estadistica de sintesis de la informacién o reduccion de la dimensién
(nimero de variables; Jonson, 1996). Consiste en sintetizar la informacion o
reducir su dimension, comprimiéndolas a un menor numero, se obtiene entonces

el Coeficiente de Variacion (VC), el cual esta dado por D.S./ media *100. En los
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resultados obtenidos, el VC fue significativo para todos los caracteres, indicando
que los 11 caracteres morfoldgicos presentan variacién significativa. Los
caracteres con mayor porcentaje en el coeficiente de varianza, son: el largo del
cuarto dedo de la pata posterior (LADPP) con el 38.12% y el ancho del cuerpo
dorsotranversal (ANCH C DO) con 22.83%, mientras que el caracter menos
variable fue la longitud de tibia con 12.68%, donde el primer componente principal
(COM P1) contiene el 55.33% del total de la varianza y el segundo componente

(COM P 2) contiene el 22.46% de varianza (Cuadro 8).

Cuadro 8. Resultados para los andlisis de Componentes principales, donde
se muestra el Coeficiente de variacién, este esta dado por la desviaciéon estandar

(DS/media*100) indicando que los 11 caracteres son variables y en negrita los

valores mas variables.

Variable Unidades |Media D.S. CV COMP1 |COMP2
LTC mm 125.4532| 22.6541 18.05| 0.1587248 -0.01967
LHC mm 60.64863| 8.38914 13.83| 0.1542995| 0.0070895
LC mm 65.93526| 14.59119 22.12| 0.1513737 -0.0375
L fem mm 11.61529| 2.158841 18.58| 0.122295| 0.0290254
L ante mm 8.956843| 1.609556 17.97| 0.1354394| 0.0182831
L tib mm 10.14373| 1.28697 12.68| 0.1029838] 0.097421
A Cr mm 11.97216, 1.64874 13.77| 0.1553177| -0.019196
ALT CDO |mm 9.058824| 1.684872 18.60] 0.0114462| 0.3052932
ANCH C DO |[mm 14.32392) 3.27044 22.83| -0.043392| 0.3615736
LADPP mm 12.33412| 4.70282 38.13| 0.1775404| -0.259652
L Cr mm 13.93843, 2.38146 17.95] -0.066876| 0.366148
% varianza 55.338 22.467
TOTAL 77.805
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Todos los caracteres morfométricos permitieron una separacion clara de
tres poblaciones (Figura 10) y al hacer un andlisis de agrupacién jerarquica se
obtuvo una agrupacion de las localidades de acuerdo a la semejanza que existe
entre los valores de sus medidas (Figura 11), quedando dos grupos, uno el
poblado de El Casco (raza FM2) y el segundo grupo formado por las poblaciones
de San José (raza S) y Santa Clara (hibridos).

Localidad
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Figura 10. Diagrama de ordenacion donde se muestra la distribucion de las
localidades de acuerdo a todos los caracteres morfolégicos analizados,

proporcionando el 55.33% de la varianza para el CP1 y el 22.43% de la varianza
para el CP2.
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Figura 11. Andlisis de cluster jerarquico, donde se muestra que las
localidades de Santa Clara y San José son mas parecidas en su morfologia y la

poblacion de El Casco es la menos afin morfolégicamente.

Usando las diferencias entre las variables, se pueden agrupar las
poblaciones de acuerdo a la variable que mas aporté a su diferenciacion con
respecto de las otras dos poblaciones; como se puede observar en la figura 12, las
variables relacionadas con la talla [longitud total del cuerpo (LTC), longitud hocico
cloaca (LHC) y longitud de la cola o LC], separaron la poblacién de El Casco de
las otras dos poblaciones, mientras que San José se diferencia de Santa Clara
con ayuda de las variables correspondientes al ancho del cuerpo dorsotranversal
(ANCH C DO), el largo del craneo (L Cr) y el largo del cuarto dedo de la pata
posterior (L4DPP); estas asociaciones y diferencias permiten establecer
morfotipos distintivos para cada localidad.
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Figura 12. Morfotipos distintivos entre localidades, en el eje horizontal se
encuentran las variables y en el vertical las medidas en milimetros donde se

observa un comportamiento distinto entre las medidas de las tres poblaciones.

La diferencia entre las dos razas es mas grafica y se aprecia en las tallas de
los ejemplares, pues las variables de Longitud total del cuerpo (LTC), Longitud
hocico-cloaca (LHC) y longitud de la cola (LC) presentan diferencias significativas,
la longitud del cuarto dedo de la pata posterior (LADPP) presenta una
diferenciacion particular entre las razas, mientras que las demas variables

mantienen un valor constante (Ver figura 13).
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Figura 13. Grafica donde se muestran las relaciones existentes con

respecto de las medidas en cada una de las razas cromosémicas analizadas.
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6.3. Analisis genético
6.3.1. Riqueza Alélica

Los seis microsatélites elegidos amplificaron positivamente en las tres
poblaciones, con un polimorfismo total de 116 alelos encontrados para 49 loci
distintos; el patron de distribuciéon de los alelos entre las muestras fue el
siguiente; para los loci Gramm 101 y Gramm 102 se encontraron alelos
comunes en, al menos, dos de las poblaciones; para el locus Scel 571 existen
alelos exclusivos en la poblacién de San José; en el locus Gramm 104 también
se encontraron alelos exclusivos de la poblacion de ElI Casco; en el locus 106
se presentaron tres alelos exclusivos, dos para la poblacion de Santa Clara y
uno para la poblacién de San José; para el locus Gramm 107, hay alelos
exclusivos en la poblacién de San José. Los loci que presentaron mayor
namero de alelos fueron: Gramm 102 y Gramm 106 (nueve), después Gramm
101, Gramm 104 y Gramm 107 (ocho) y por ultimo Scel 571 (siete; Cuadro 9),

el cual es comun a las tres poblaciones de estudio.
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Cuadro 9. Frecuencias Alélicas de cada locus por poblacién, se

muestran las frecuencias obtenidas por cada poblacion, se resaltan los alelos

entre dos poblaciones y los alelos

para cada una.

Los cuadros en blanco indican alelos comunes entre los tres grupos.

Gramm101 Gramm 102 Scel 571

El Sta. El Sta. El Sta.

S. José |Casco| Clara | S.José | Casco | Clara S.José| Casco | Clara

1 0.35 | 0.2 | 0.278 | 0.025 0.3 ek 0.35 | 0.067 | 0.194
2 0.05 |0.067| 0.111 0.2 ek 10.167 | 0.075 | 0.467 | 0.306
3 01 ** 10.083| 0.1 0.2 0.139 0.1 ek ek
4 ek 10.367 0.028 | 0.125 | *** | 0.167 | 0.05 0.2 |0.028
5 0.225 | *** 1 0.056 | 0.05 | 0.033 | **** 0.075 | *** 10.139
6 0.175 | 0.1 | 0.139| 0.225 | 0.033 | 0.111 0.3 0.167 | 0.278
7 0.1 |0.067/0.139 | *** | 0.267 | 0.194 | 0.05 0.1 | 0.056
8 ek 10.2 | 0.167 | 0.15 | 0.067 | 0.139 folalel ek ek
9 wkxx | wkxx | ke [0 125 01 0.083 kK kA =

Gramm 104 Gramm 106 Gramm 107

El Sta. El Sta. El Sta.

S. José |[Casco| Clara | S.José | Casco | Clara | S.José | Casco | Clara

1 0.125 |0.433| 0.278 | 0.225 | 0.033 | 0.111 1 0.433 | 0.306
2 0.4 1|0.067| 0.222 | 0.125 0.4 0.389 | 0.325 | 0.067 | 0.194
3 0.025 | ** 1 0.028 | **** 0.1 ek 0.2 0.2 |0.167
4 0.075 |0.033| 0.083 | 0.025 | **** Tk 0.075 0.1 ok
5 0.125  *»* 10.111 | 0.35 | 0.133 | 0.306 | 0.125 | **** |0.083
6 ok | (] | e ok | 0.033 | e 0.15 % | 0.028
7 0.125 ** 1 0.111 | 0.025 | **** | 0.028 ol 0.2 |0.222
8 0.125 |0.367| 0.167 | 0.175 | 0.167 | 0.111 | 0.125 | **** ol
9 wxx | w0 | +x | 0075 | 0.133 | 0.056 Rk ok =

Los niveles de diversidad alélica fueron mayores en la poblacion de

Santa Clara (0.81) y el valor mas bajo lo present6 la poblacion de El Casco
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(0.75), aunque los valores encontrados fueron, en general, ligeramente
elevados (>0.5), mientras que para los loci, el Gramm 102 fue el que tuvo el
valor més alto (0.85) en el indice de diversidad, mientras el que reporto el
menor valor fue Scel 571 (0.76; Cuadro 10).

Cuadro 10. Diversidad Alélica por locus en cada poblacion.

Diversidad Alélica
Sn. José | El Casco | Sta. Clara | Promedio

Gramm 101 | 0.788 0.79 0.853 0.81
Gramm 102 | 0.862 0.805 0.869 0.85

Scel 571 0.776 0.717 0.784 0.76
Gramm 104 | 0.787 0.681 0.832 0.77
Gramm 106 | 0.792 0.786 0.74 0.77
Gramm 107 | 0.813 0.738 0.801 0.78
Promedio 0.8 0.75 0.81

La mayor riqueza alélica se encuentra concentrada en la poblacion de
San José con un valor promedio de 6.62, la poblacion que presenté menor
riqueza alélica fue la de El Casco, con un valor promedio de 5.83. El locus
Gramm 102 fue el que proporcioné mayor informacién respecto a la riqueza

alélica con un valor promedio de 8.53 y el menor fue Scel 571 (Cuadro 11).

Cuadro 11. Riqueza alélica por locus en cada poblacion.

Riqueza alélica
San José | Casco | StaClara |Promedio
Gramm 101 5.938 6 7.806 7.774
Gramm 102 7.689 7 6.997 8.533
Scel 571 6.858 5 5.81 6.546
Gramm 104 6.736 5 6.83 6.947
Gramm 106 6.487 7 5.809 6.637
Gramm 107 5.987 5 5.831 7.53
Promedio 6.62 5.83 6.51
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Los valores de heterocigosidad observada fueron mayores a los
esperados; la poblacion de Santa Clara presentd el valor mas alto de
heterocigosidad observada (0.965; Cuadro 12).

Cuadro 12. Diversidad genética por muestra de cada poblacion. Donde:
Numero de alelos observados (Na), Numero efectivo de alelos (Ne), Promedio
de heterocigotos (H), Promedio de heterocigotos observados (Ho),

Heterocigosidad promedio esperada (diversidad genética de Nei; He).

San José | Santa Clara El Casco Media
Na 9 12 8.6667 12.0000
Ne 5.2768 8.3484 5.1705 8.0709
H 0.8294 0.8294 0.8294 0.8294
Ho 0.949 0.965 0.914 0.943
He 0.8061 0.8774 0.8045 0.8745

Los seis loci fueron 100% polimorficos. Los valores de heterocigosidad
observada por locus fueron mayores a los esperados, siendo Gramm 102 el

locus con mayor heterocigosidad observada (0.961; Cuadro 13).

Cuadro 13. Heterocigosidad de Nei, para cada locus. Se muestran:
Heterocigotos  observados (Ho), Heterocigotos esperados (HSs),
Heterocigosidad total (Ht).

Locus Ho Hs Ht

Gramm 101 0.956 0.81 0.85
Gramm 102 0.961 0.845 0.885
Scel 571 0.961 0.759 0.803

Gramm 104 0.917 0.767 0.809
Gramm 106 0.928 0.773 0.797
Gramm 107 0.922 0.784 0.838
Promedio 0.941 0.79 0.831

En un analisis comparativo entre especies, se estimo la riqueza alélica, la
heterocigosidad observada y la esperada. Al evaluar las muestras de San José

versus Santa Clara se obtuvo una riqueza alélica de 6.56, siendo éste el mayor
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valor obtenido de todas las comparaciones entre muestras. Al igual que en el

analisis individual por cada muestra, los valores de heterocigosidad observada

fueron mayores a los esperados (Cuadro 14).

Cuadro 14. Andlisis entre grupos de muestras. Se reporta: Riqueza

alélica, heterocigotos observados (Ho), heterocigotos esperados (Hs).

Pardmetros/ SnJoséy | Cascoy Sta. | SnJoséy |Sn José, Casco
Poblaciones Casco Clara Sta. Clara y Sta. Clara
Riqueza Alélica 6.225 6.174 6.565 6.321
Ho: 0.914 0.949 0.965 0.943
Hs: 0.782 0.786 0.808 0.792

6.3.2. Estructura Genética

Estadisticos “F” de Wright

El valor promedio de Fst para las tres poblaciones analizadas fue de

0.015; en el andlisis por poblacion, EI Casco registré la mayor diferenciaciéon

con un valor total de 0.02, seguido de las poblaciones de Santa Clara (0.014) y

San José con 0.013 (Cuadro 13.). En el analisis de diferenciacion genética

entre individuos de una misma poblacion (Fis: niveles de endogamia), el valor

promedio de las tres poblaciones analizadas fue de 0.19; el poblado de San

José fue la que obtuvo menor diferencia genética entre sus individuos, con un

valor promedio de 0.16, mientras que el poblado de Santa Clara mostré la

mayor diferenciacién genética entre sus individuos con un valor promedio de

0.23 (Cuadro 15).
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Cuadro 15. Diferencias genéticas entre las tres poblaciones analizadas de
Sceloporus grammicus (Fst). El valor en color gris representa el promedio de

Fst para el total de las muestras analizadas.

Poblacion  |Valor de F st
El Casco 0.02

Santa Clara 0.01469
San José 0.01391
Promedio 0.015

El locus que detecté menor diferenciacion genética entre individuos de
una sola poblacion fue Gramm 102 con un valor de 0.12, registrado en
promedio para las tres poblaciones; el locus que detecté la mayor
diferenciacion genética entre individuos de una poblacién fue el Scel 571, con
un valor promedio de 0.28 en el poblado de Santa Clara y con un promedio

entre las tres poblaciones de 0.27 (Cuadro 16).

Cuadro 16. Diferencias genéticas entre individuos de las tres poblaciones (Fis=
nivel de endogamia) por locus y por poblacion. El valor en negrita representa el

promedio de Fis para el total de las muestras analizadas.

San Jose Casco Santa Clara| Promedio

Gramm 101f 0.27 0.1 0.17 0.18
Gramm 102 0.1 0.16 0.15 0.14
Scel 571 0.22 0.3 0.28 0.27
Gramm 104 0.21 0.18 0.2 0.19
Gramm 106 0.07 0.19 0.35 0.2
Gramm 107 0.11 0.17 0.25 0.18
Total 0.16 0.18 0.23 0.19

Para Fir, el valor promedio de las tres poblaciones analizadas fue de 0.62
mientras que el valor de Fst promedio fue de 0.015 y el valor promedio de Fis
fue de 0.19; Se realiz6 una gréfica final para el total de las poblaciones, en
donde es posible observar los valores promedio para los estadisticos “F”,

descritos anteriormente (Figura 14).
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Figura 14. Estadisticos “F” para el total de las poblaciones analizadas.

El locus con la mayor frecuencia fue el Scel 571, con un valor promedio
de 0.837, seguido del locus Gramm 101 con un valor de 0.779; el valor mas
pequefio se registré para el locus Gramm 107, con una frecuencia de 0.388
(Cuadro 17).

Cuadro 17. Diferencias entre individuos con respecto a su especie (Fir).

El valor en color gris representa el promedio de Fir para el total de las muestras

analizadas.
indices de Fijacion

Locus Fir

Gramm 101 0.779
Gramm 102 0.548
Scel 571 0.837
Gramm 104 0.682
Gramm 106 0.508
Gramm 107 0.388
Promedio 0.62

6.3.3. Distancias y Flujo Genético entre Razas

La matriz de distancia de Nei muestra las diferencias genéticas
existentes entre pares de poblaciones, donde las poblaciones de San José y El
Casco presentan la mayor distancia, mientras que las poblaciones de Santa

Clara y San José presentan el valor mas alto de identidad genética (Cuadro
17).
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Cuadro 18. Comparaciéon de distancias genéticas de Nei, muestra las
diferencias entre las tres poblaciones. Donde la identidad genética esta sobre

la diagonal y la distancia genética se encuentra por debajo de la diagonal.

Casco San José | Santa Clara
Casco rkk 0.4542 0.8153
San José 0.7893 ok 0.8195
Santa Clara 0.2043 0.199 kK

Utilizando los datos de la matriz de distancia genética para las tres
poblaciones, se realiz6 un dendograma con la ayuda del programa TFPGA
(Version 1.3, 1997) que muestra dos grupos, el primero formado por las

poblaciones de San José y Santa Clara y un segundo con El Casco (Figura 15).

0600 0.450 0300 0,150 0.000
San José (5)
2518
3466 Santa Clara (kibridos)
El Casco (FM2)

Figura 15. Dendograma que muestra las relaciones genéticas entre las
poblaciones analizadas. UPGMA (método de pares de grupos sin peso a partir
de la media aritmética) con 1000 repeticiones de bootstrap (remuestreo).

Los resultados de flujo genético estimados con el parametro Nm (indice
de migracion para pares de muestras), indican que las poblaciones con menor

intercambio de migrantes son El Casco y Santa Clara (Cuadro 19).
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Cuadro 19. Matriz de flujo genético entre pares de muestras (M=2Nm),

en color gris se muestra a las poblaciones con menor flujo genético.

El Casco San José | Santa Clara
El Casco Fhkkk Khkkok =
San José 10.9397 Fekkkk okkkk
Santa Clara 7.8477| 11.4126 folelobol

Andlisis Molecular de la Varianza

Se realizaron tres analisis de varianza molecular (AMOVA); de los cuales
el primero analiza la varianza molecular a partir del método de diferencias
alélicas (Fst) entre y dentro de las tres poblaciones de estudio, reflejando que
el 98.41% de la variacion total se encuentra dentro de las muestras y solo un
1.59% entre ellas (Cuadro 20). El indice de fijacion Fst obtenido fue de 0.02, el
cual es no significativamente diferente de cero (p<0.05) después de 1,023

permutaciones, valor que refleja poca diferenciacion genética.

Cuadro 20. Componentes de la varianza molecular calculado a partir del
método de diferencias alélicas (Fst) entre y dentro de las poblaciones de

estudio: San José, Santa Clara y El Casco.

Porcentaje
Fuente de | Suma de |Componentes g
A e
variacion J cuadrados | de la varianza o
variacion
Interpoblacional 2 496.365 8.56 1.59
Intrapoblacional 103 56510.115 548.64| 98.41
Total 105 57006.48 540.08
indice de Fijacion Fst: 0.02

La segunda prueba de varianza molecular calculada entre muestras de
cada especie, entre individuos dentro de cada muestra y diferencias alélicas
entre el total de los individuos; muestra que el 64.23% de la variacion total se
encuentra entre el total de los individuos, el 35.74% de la variacion total se
encuentra repartida entre los individuos al interior de las muestras y solo un
0.3% entre ellas (Cuadro 21).
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Cuadro 21. Componentes de la varianza molecular calculados a partir
del método de diferencias alélicas (Fst) entre muestras, entre individuos dentro

de cada muestra y diferencias alélicas entre el total de los individuos.

Fuente de | Suma de Componentes de la Porcentaje de
variacién | | cuadrados varianza variacion
Entre
_ 2 992.732 3.22620 Va 0.3
poblaciones
Dentro
) 50 | 19157.231 693.927Vb 35.74
poblaciones
Entre
o 53 | 93863.000 1771.000 Vc 64.23
individuos
Total 1051114012.962 1080.298

Finalmente, se realiz6 un AMOVA locus por locus, en donde se estimé la
variacion para cada loci entre muestras y entre individuos; en el cual se
observé que el 4.69% y el 43.51% de la variacion total entre muestras y entre
individuos pertenece al locus Gramm 107. El locus Scel 571 fue el que menor
porcentaje de variacién presentd entre poblaciones (0.3%) y entre individuos

mostro la diferenciacion més alta (83.39%; anexo B).

6.3.4. Dindmica de Flujo Genético

Frecuencias de Alelos Compartidos

Con ayuda del programa “Structure”, cada uno de los individuos se
asigna a una de tres fuentes (pozas) genéticas potenciales, calculando la
probabilidad de que los alelos muestreados aleatoriamente pertenezcan a
alguno de los dos taxa paternos (razas cromosomicas), o al grupo hibrido.

El analisis de afinidad alélica entre individuos, se realiz6 bajo los criterios
establecidos en el cuadro 22, asignados mediante la estrategia de maxima

verosimilitud.
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Cuadro 22. Intervalos de seleccion para las categorias de mezcla alélica.

% DE LOS ALELOS PATERNALES
COLOR
NOMBRE PRESENTES
PUROS > 90% DE ALELOS PARENTALES
INTROGRESIONES 90-80% DE ALELOS PARENTALES
RETOROCRUZAS 60-80% DE ALELOS PARENTALES
HIBRIDOS 60-40% DE CADA ALELO PARENTAL

Los individuos de cada una de las poblaciones se identificaron y
agruparon siguiendo el criterio anterior, del total de individuos analizados (N=
53) se encontraron 32 individuos puros, 12 introgresiones, seis retrocruzas y
tres individuos hibridos (Cuadro 23; Anexo B).

Cuadro 23. Proporciones de los alelos encontrados en cada una de las razas

cromosdmicas.

NUMERO PROMEDIO
Criterios
discriminantes S FM2 S FM2
PUROS 19 13 35.85 24.53
INTROGRESIONES 7 5 13.21 9.43
RETROCRUZAS 5 1 9.43 1.89
HIBRIDOS 3 5.66

Se obtuvo un promedio de 35.85% de alelos puros, 13.21% de
introgresiones, 9.43% de retrocruzas para la raza S y para la raza FM2 se
obtuvo 24.53% de alelos puros, 9.435 pertenecientes a la retrocruza y 1.89%

de retrocruzas, mas 5.6% de hibridos (Figura 16).
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Figura 16. Porcentaje de alelos compartidos entre las razas
cromosomicas.

De acuerdo a las frecuencias registradas de alelos paternos para todos
los individuos de las tres poblaciones, se establecid entonces que la mayoria
de los individuos puros de la raza S se encuentran en el poblado de San Jose,
mientras que la mayoria de los individuos puros pertenecientes a la raza FM2
estan en el poblado de El Casco y los individuos que presentan menos de un
90% de frecuencias paternas puras se encuentran en el poblado de Santa
Clara (Figura 17).
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Figura 17. Frecuencias alélicas registradas para los individuos de las tres

poblaciones analizadas 1: San José, 2: Santa Clara y 3: El Casco.
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En la figura 18 se muestra de manera grafica la proporcién de alelos
compartidos en cada poblacién, asi como la estructura y flujo genético entre las
dos razas cromosOmicas presentes, el color verde pertenece a la raza FM2 y el
color rojo pertenece a la raza S. por lo que en San José la raza predominante
es S, en El Casco es FM2, para el poblado de Santa Clara es evidente la

existencia de hibridos de segunda generacion o retrocruzas.
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Figura 18. Grafico de estructura genética para las tres poblaciones
analizadas. Razas presentes: S (rojo) y FM2 (verde).

Se encontraron tres grupos o entidades genéticas las cuales se grafican
en la figura 19; se observa a la raza S (rojo), que es la raza que presenta
mayor dispersion, mientras que los hibridos (color azul), tienden hacia la raza S
debido a la mayor cantidad de introgresién y mayor nimero de retrocruzas en
el poblado de Santa Clara, mientras que en la raza FM2 (verde), es donde
existe la mayor homologia genética y un flujo genético mas restringido con

respecto de las otros dos grupos analizados.
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Figura 19. Descripcion grafica de relaciones entre individuos por medio
de alelos compartidos; rojo (alelos de la raza S), verde (alelos de la raza FM2)

y azul (alelos compartidos en hibridos, retrocruzas e introgresiones).

6.3.5. Relaciones Alélicas Ancestralesy  Actuales
Frecuencias ancestrales y actuales por locus
Se estimaron las frecuencias ancestrales y actuales para cada uno de los
loci analizados y sus alelos. Para el locus Gramm 101, los alelos con mayor
frecuencia ancestral fueron 169 y 184, con valores de 0.267 y 0.16,
respectivamente; la mayor frecuencia actual corresponde a los alelos 169, 178
y 190, con valores de 0.231, 0.233 y 0.176, respectivamente. La mayor

frecuencia ancestral y actual corresponde al alelo 169 (Ver figura 20).
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Figura 20. Gréfica de valores ancestrales y actuales de los alelos

obtenidos para el locus Gramm 101.

Los resultados obtenidos para el locus Gramm 102, muestran que los
alelos con mayor frecuencia ancestral fueron 218, 219 y 210 (Figura 21), con
valores de 0.141, 0.145 y 0.1142, respectivamente; la mayor frecuencia actual
corresponde a los alelos 214, 190, y 198, con valores de 0.271, 0.182 y 0.159,

respectivamente.
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Figura 21. Gréfica de valores ancestrales y actuales de los alelos
obtenidos para el locus Gramm 102.

Para el locus Scel571, se muestran que los alelos con mayor frecuencia
ancestral fueron 240, 258 y 240 con valores de 0.261, 0.228 y 0.231,
respectivamente; la mayor frecuencia actual corresponde a los alelos 216 y
240, con valores de 0.419 y 0.2 (Figura 22).
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Figura 22. Gréfica de valores ancestrales y actuales de los alelos
obtenidos para el locus Scel 571.

Para el locus Gramm 104, muestran que los alelos con mayor frecuencia
ancestral fueron 115 y 110 con valores de 0.249 y 0.214, respectivamente; la
mayor frecuencia actual corresponde a los alelos 110 y 160, con valores de
0.34 y 0.314, respectivamente (Figura 23).
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Figura 23. Gréafica de valores ancestrales y actuales de los alelos
obtenidos para el locus Gramm 104.

Para el locus Gramm 106, se observa que los alelos con mayor frecuencia
ancestral fueron 175 y 155 con valores de 0.26 y 0.211, respectivamente; la
mayor frecuencia actual corresponde a los alelos 155 y 175, con valores de

0.392 y 0.22, respectivamente (Figura 24).
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Figura 24. Gréfica de valores ancestrales y actuales de los alelos

obtenidos para el locus Gramm 106.

Finalmente para el locus Gramm 107, los alelos con mayor frecuencia
ancestral fueron 171 y 177, con valores de 0.224 y 0.174, respectivamente; la
mayor frecuencia actual corresponde a los alelos 168 y 177 con valores de

0.387 y 0.225, respectivamente.
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Figura 25. Gréfica de valores ancestrales y actuales de los alelos

obtenidos para el locus Gramm 107.

Alelos con mayor frecuencia por locus y por especie

Se obtuvieron las frecuencias alélicas por locus, para cada uno se
eligieron aquellos alelos con mayor frecuencia por cada muestra. Para el locus
Gramm 101 se seleccionaron ocho alelos (175, 181, 169, 184, 172, 187, 178 y
190). El alelo con la mayor frecuencia para los poblados de San José (raza S) y
Santa Clara (hibridos) fue el 169, con un valor de 0.267 y 0.302
respectivamente, mientras que en El Casco, los alelos con mayor frecuencia
fueron el 169,178 y 190 con valores de 0.231, 0.233 y 0.176 (Figura 26).
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0 o —— 178
S Hibrido Fr ———190

Figura 26. Frecuencias alélicas para el locus Gramm 101, donde se

muestra la frecuencia obtenida para cada poblacion.

Para el locus Gramm 102 se seleccionaron nueve alelos (202, 218, 194,
206, 210, 222, 198, 190 y 214). Los alelos presentaron frecuencias mayores a
0.1 a excepcion de 206, 190 y 214 para el poblado de San José (raza S); para
el poblado de Santa Clara (hibridos) los alelos con valores mayores a 0.15

fueron el 194 y 210 con valores de 0.168 y 0.181 mientras que en El Casco, los
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alelos con mayor frecuencia fueron el 198, 190 y 214 con valores de 0.159, 182
y 0.271 (Figura 27).
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Figura 27. Frecuencias alélicas para el locus Gramm 102, donde se

muestra la frecuencia obtenida para cada poblacion.

Para el locus Scel 571 los alelos con la mayor frecuencia para los
poblados de San José (raza S) y Santa Clara (hibridos) fueron el 210 y 240,
con un valor de 0.231 y 0.261 para el primer poblado y 0.29 y 0.286 para Santa
Clara mientras que en EIl Casco, los alelos con mayor frecuencia fueron el 240
y 246 con valores de 0.2 y 0.419 (Figura 28).
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Figura 28. Frecuencias alélicas para el locus Scel 771, donde se

muestra la frecuencia obtenida para cada poblacion.
Para el locus Gramm 104 los alelos con la mayor frecuencia para los

poblados de San José (raza S) fueron 115y 110 con valores de 0.249 y 0.214,

respectivamente; mientras que para Santa Clara (hibridos) fue el 115, con un
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valor de 0.289 mientras que en El Casco, los alelos con mayor frecuencia

fueron el 160 y 110, con valores de 0.314 y 0.34 respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Frecuencias alélicas para el locus Gramm 104, donde se muestra la

frecuencia obtenida para cada poblacion.

Para el locus Gramm 106 los alelos con la mayor frecuencia para los

poblados de San José (raza S) fueron 175 y 155 con valores de 0.26 y 0.211

respectivamente; mientras que para Santa Clara (hibridos) fue el 175, con un

valor de 0.295; en El Casco, el alelo con mayor frecuencia fue el 155 con un

valor de 0.392 (Figura 30).

Gramm 106

0,45

0,4
0,35

0,3 ._/—6\
0,02; —
0,15 — = —

01 ° ——— &
0,05 p S I‘

0 : <
S Hibrido FM2

——175
—8—190
150
155
—¥— 185
—— 195
—+—170
——160
180

Figura 30. Frecuencias alélicas para el locus Gramm 106, donde se muestra la

frecuencia obtenida para cada poblacion.
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Para el locus Gramm 107 los alelos con la mayor frecuencia para los
poblados de San José (raza S) fueron 171y 177 con valores de 0.224 y 0.174
respectivamente; mientras que para Santa Clara (hibridos) fue el 171, con un
valor de 0.277; en El Casco, los alelos con mayor frecuencia fueron el 177, 168

y 189 con valores de 0.225, 0.387 y 0.171 respectivamente (Figura 31).
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Figura 31. Frecuencias alélicas para el locus Gramm 107, donde se muestra la

frecuencia obtenida para cada poblacion.

6.4. Uso de habitat (microhabitat)

Se estim6 un area de 1m? para determinar el tipo de microhabitat mas
utilizado por las lagartijas en cada poblacién analizada y los microhabitats mas
cercanos, quedando una asociacion en orden de abundancia de la siguiente

manera:

1. Microh&bitats asociados para el poblado de San José, en orden de
abundancia: bardas, llantas, tabiques, rocas, arbustos troncos,
magueyes, cercas de madera.

2. Microhabitats asociados para el poblado de El Casco, en orden de
abundancia: magueyes, nopales, ramas secas, troncos, arbustos y

tabiques.
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3. Microhabitats asociados para el poblado de Santa Clara en orden de
abundancia: magueyes, nopales, cercas de madera, tabique, arbustos,

ramas secas y bardas.

7. DISCUSIONES

7.1. Andlisis morfol6gico

Establecimiento de morfo-citotipos en una clina amb iental

Desde la propuesta de clinas ambientales en diversos modelos
ecologicos como una herramienta para explicar el analisis de los polimorfismos
de las poblaciones naturales y la teoria evolutiva (Huxley, 1939), se han
descrito diversos sistemas bioldgicos donde se asocian diferencias fenotipicas
con variaciones ecogeograficas, como una respuesta adaptativa a ambientes
locales por parte de los individuos (Salomon, 2002). Sin embargo, son pocos
los casos donde es posible documentar la existencia de gradientes fenotipicos
y genéticos como respuesta al cambio ambiental.

Se ha argumentado previamente la existencia de morfos especificos a
gradientes ambientales en diversos modelos animales (Seehausen, 2004), ya
sea como producto de dos especies simpatricas (Rieseberg et al., 1999 b) o
por especies que tienen un contacto secundario (Chiba, 2005). Para el caso
particular de la zona hibrida de Sceloporus grammicus motivo de este estudio
(S X FM2), fue posible encontrar diferencias morfolégicas significativas en las
tres localidades analizadas, lo que supone a su vez, morfotipos distintivos entre
los dos citotipos paternos y los hibridos formados. Aunque los cariotipos no
revelaron ningun individuo hibrido de primera generacion (Fi1), solamente un
cariotipo poliploide que se supone pertenezca a un individuo hibrido,
probablemente porque existe una seleccion muy fuerte contra los genotipos
hibridos, considerando que estan hibridando los extremos del gradiente
cromosOmico (raza S=32 cromosomas versus raza FM2=48 cromosomas).

Estos morfotipos documentados para zonas hibridas, sugieren que el
proceso de hibridacion esta asociado a su vez a un gradiente ambiental
especifico (Seehausen, 2004). En el caso de S. grammicus, se ha
documentado previamente la influencia del microhdbitat y los habitos

alimenticios a variaciones morfolégicas especificas, considerando basicamente
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caracteres asociados a la reproduccion y que permiten verificar el dimorfismo
sexual, para el citotipo FM2 (Leyte-Manrique, 2006). De igual manera, en otros
modelos hibridos, tanto animales como vegetales, se ha documentado el
proceso de segregacion transgresiva, que se refiere a la produccion de
fenotipos extremos dentro de una zona hibrida, lo que permite un
establecimiento exitoso de hibridos fértiles en regiones bien delimitadas a lo
largo de una clina ambiental, como un mecanismo adaptativo a la seleccion
diferencial que se efectla sobre los genotipos hibridos y que promueve la
divergencia evolutiva potencial de los genotipos paternos, generalmente
promovida por las diferencias ecolégicas dentro de cada taxon diferenciado
(Rieseberg et al., 1999).

Aunque el modelo de hibridacion que se describe en este estudio se
corresponde al establecimiento de una “zona de tensién”, donde existen pocos
hibridos, limitados a las regiones de contacto entre ambos citotipos (Leaché y
Cole, 2007), cuando se considera la variacion altitudinal y los microhabitats
encontrados en cada localidad, es posible verificar la existencia de un gradiente
clinal que esté condicionando la distribucion de los citotipos y sus hibridos: raza
S en altitud extrema, zona hibrida en altitud intermedia y raza FM2 en altitud
més baja. Ademas, se observaron también preferencias particulares de
microhabitat para cada grupo genético (S, FM2 e hibridos), lo que refuerza la
propuesta de un modelo hibrido mantenido por condiciones ecogeogréficas
especificas para cada grupo genético analizado.

Con el analisis morfométrico del fenotipo, se encontraron patrones de
variacion significativos entre taxén, tal vez como evidencia de diferenciacion
fenotipica promovida por la clina ambiental y una posible adaptacion a escala
local (microh&bitats). Este tipo de diferencias morfolégicas ya se han
documentado con anterioridad para otras poblaciones de Sceloporus
grammicus (Hernandez 2006, Torres 2006, Leyte, 2006).

Se evidenciaron diferencias fenotipicas importantes que se relacionan
con la explotaciéon del habitat (Rubio- Pérez, 2005), como: la longitud de los
dedos, el ancho del cuerpo, la longitud de la cola, el largo del craneo y la
longitud total del cuerpo. Lo anterior muestra que la forma del cuerpo cambia

significativamente en cada una de las localidades y para cada grupo genético
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documentado, lo que permite proponer entonces tres morfocitotipos para cada
localidad y la correspondiente raza cromosOmica asociada:
1. Raza S. forma del cuerpo: generalmente alargado, con LHC y LTC
mayor (es la talla promedio mas grande dentro de las tres poblaciones
analizadas), presenta extremidades anteriores y dedos mas largos y un
craneo mas ancho. Se localiza a una altitud de 2,530 metros y con
microhabitats preferentes de: bardas, llantas, tabiques, rocas, arbustos
troncos, magueyes, cercas de madera.
2. Raza FM2. forma del cuerpo: generalmente pequefio, con LHC, LTC y
L4ADPP menor (es la talla promedio mas pequefia dentro de los grupos
analizados), aunque con una mayor altura y un mayor ancho promedio
dorsotransversal del cuerpo. Se localiza a una altitud de 2,480 metros y
con microhabitats preferentes de: magueyes, nopales, ramas secas,
troncos, arbustos y tabiques.
3. Zona hibrida. forma del cuerpo: diferente de las dos poblaciones
paternas, con una forma general similar al citotipo S aunque la talla
promedio es mas pequefia, significativamente mayor con respecto de la
raza FM2; a pesar que la forma general es del tipo S, la longitud y forma
de las extremidades es mas parecida al fenotipo FM2. Se localiza a una
altitud de 2,490 metros y con microhabitats preferentes de: magueyes,
nopales, cercas de madera, tabique, arbustos, ramas secas y bardas.
Este tipo de distribucion clinal ya se ha reportado previamente en reptiles
que presentan modelos de especiacion estasipatrica (Salomon, 2002) y que
forman zonas hibridas en ecotonos que separan hébitats distintos o en
poblaciones fragmentadas con contacto secundario, como un “efecto de borde”
que, generalmente, indica perturbacién o cambios significativos con respecto al
ambiente original (Lamborot, 2002). Para el caso de Sceloporus grammicus,
estos escenarios promueven probablemente una mayor coincidencia espacial
entre las distintas razas, potenciando la formacion de hibridos asociados a
estas “fronteras transicionales” entre regiones ecoldgicas diferentes.

Las consecuencias evolutivas de este tipo de zonas hibridas son: el
surgimiento potencial de nuevas razas cromosémicas, pues los hibridos de
primera (F1) y segunda (F2; retrocruzas) generaciones son poco estables y mas

susceptibles a sufrir fusiones o fisiones pericéntricas en sus cromosomas; los
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hibridos se consideran también como “puentes genéticos” que promueven una
mayor diversidad genética, lo que implica un incremento en la diversidad de
caracteres adaptativos heredables y un potencial mayor de colonizacién de
nuevos habitats, documentado para especies de amplia distribuciéon (Lamborot,
2003); ademas, es posible documentar ecomorfos, asociados a regiones
estables y bien diferenciadas a lo largo del gradiente clinal que, en ocasiones,
es una evidencia de especiacion adaptativa incipiente para complejos de
especies, documentados algunos de ellos para el género Sceloporus (Leaché y
Cole, 2007).

Asi, la hibridacion origina en este caso, el establecimiento de morfos
especificos, asociados a condiciones ecogeograficas particulares para los dos
citotipos (FM2 y S) y los hibridos resultantes, como una estrategia para
colonizar ecotonos a través de los hibridos, lo que promueve eventualmente la
diversificacion ecoldgica y los mecanismos de radiacion adaptativa que se han
descrito en un contexto ecoldgico para el complejo S. grammicus (Sites, 1982;
Rubio-Pérez, 2005).

7.2. Andlisis de la zona hibrida

Por lo general, los hibridos son estériles porque los cromosomas no han
conservado homologia suficiente para generar un arreglo cromosomico estable
en la F1 hibrida, sin embargo, pueden generarse genotipos poliploides, aunque
€stos son casos raros y poco reportados, pero posibles (Hewitt, 2003). En este
caso, la poliploidia puede considerarse como una estrategia de balance entre la
disparidad cromosémica de ambas razas, asi como la posibilidad de obtener
individuos F1 viables que, tal vez, sean menos exitosos que sus padres, pero
fértiles y capaces de reproducirse, generando a su vez hibridos de segunda
generacion en F2, los cuales serviran como interfase para la introgresion de
genes hacia los reservorios genéticos de los taxa puros (Mettler y Gregg,
1982).

En una escala de tiempo donde los hibridos tienden a la fertilidad parcial
con respecto de las razas progenitoras, estos funcionan como un caudal para
gue genes o alelos especificos se intercambien de una a otra raza (Coyne y

Orr, 1997). En casi todas las condiciones, los hibridos se encuentran menos
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adaptados al medio que cualquiera de las razas paternas. Por lo tanto, aunque
sean fértiles, la selecciébn actia en su contra, no logran hacerse comunes
(Grant, 1963) por lo que probablemente encontrar un cariotipo intermedio es
mas dificil y raramente se les observa, como en este estudio.

Asi, los hibridos, siendo relativamente raros tienen mas probabilidad de
cruzarse con una de las razas paternas que con otro hibrido, por lo que es mas
factible encontrar cariotipos que tienden a las razas paternas, produciendo
descendientes donde, en promedio, tres cuartas partes de su complemento
cromosOmico pertenecen a una raza y una cuarta parte a la otra y el nuevo
cruzamiento de una retrocruza con un paterno producen una marcada
direccionalidad a los taxa originales, por eso es mas comun encontrar
cariotipos que tienden a las razas paternas (Barton,2001); esto potencia un
pequefio flujo genético y, de este modo los morfotipos se mantendran
diferentes (hibridacion introgresiva; Anderson, 1949).

Cuando se analizan zonas hibridas dentro de gradientes ecogeograficos,
en la mayoria de estas areas se genera un amplio rango de genotipos sobre los
gue pueden actuar mecanismos selectivos que contrarrestan el flujo genético y
mantienen a las poblaciones diferenciadas a pesar de la hibridacion
(Wyttenbach et al., 1999).

Diversidad genética de los citotipos analizados

Se encontraron niveles elevados de polimorfismo en las tres poblaciones
analizadas (FM2, S e hibridos) y un numero importante de alelos en todas
ellas. En las poblaciones de San José y El Casco es donde se encontraron
alelos exclusivos, lo que coincide con la distribucion de los individuos puros
para ambos citotipos (FM2 en San José y S en El Casco). Esto permite
corroborar que, a pesar de la amplia distribucién reportada para el complejo,
asi como la gran variedad de héabitats que pueden colonizar, se mantienen
niveles elevados de diversidad genética debido al flujo genético intra e
intercitotipico, este ultimo generado mediante hibridacion.

Sin embargo, es posible verificar que en cada raza cromosOmica se
mantienen frecuencias diferenciales de los alelos analizados y que, para cuatro
de los seis marcadores analizados, se mantienen frecuencias especificas para

seis alelos exclusivos, lo que permite suponer que la hibridacion que ocurre
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entre ambos citotipos es reciente y limitada quiza a los alelos fijados (con
mayor frecuencia) dentro de las poblaciones. Ademas, la existencia de morfos
especificos dentro de la clina ambiental, permite suponer también que existen
procesos de seleccion diferencial, posiblemente asociados a un ecotono, para
cada uno de los grupos genéticos, lo que permite que, tanto su morfologia
como su genética, estén delimitados por las condiciones ambientales
especificas, como se ha reportado para otros modelos similares (Costedoat et
al., 2007).

Para el caso de los individuos hibridos (Santa Clara), es evidente que
comparten alelos de ambas especies paternas, sin embargo, las frecuencias
para la mayor parte de los alelos compartidos presentan mayor afinidad con las
frecuencias alélicas del citotipo FM2, como un indicador de flujo genético
retrogrado preferencial entre los hibridos y dicho citotipo. En otros estudios
(Gehring y Delph, 1999; Costedoat et al., 2007; Mebert, 2008), se han
reportado modelos con este tipo de hibridacion preferencial hacia alguno de los
taxa paternos, como un mecanismo para “enriquecerse” con genes nuevos Yy/o
como una estrategia de colonizacion de nuevos habitats a través de los
hibridos (con nuevos juegos genéticos), quienes mantienen una homologia
preferencial de genes hacia el grupo mas afin, considerando que los individuos
producto de retrocruzas (hibridos F2) son mas estables genéticamente.

Uno de los indicadores de variacion que se utiliza como parametro
bésico de la diversidad genética en una poblacion es la riqueza alélica y la
heterocigosidad; la poblacién de hibridos (Santa Clara), fue la que presento
una mayor riqueza de alelos y niveles mas elevados de heteocigosidad,
aunque con valores cercanos a las poblaciones paternas. Es importante
destacar que existe una heterocigosidad mayor a la esperada, tal vez como
consecuencia de un efecto de muestreo; es decir, considerando que los
heterocigotos son los individuos mas frecuentes en una poblacién, es posible
que se haya muestreado un mayor numero de ellos, por probabilidad; no
obstante, el exceso de heterocigotos es proporcional en todas las poblaciones,
por lo que no se considera un factor que pueda alterar otros resultados.

En este sentido, otros autores (Salomén, 2002; Hewitt, 2003; Mebert,
2008) sefalan que el exceso de heterocigotos dentro de las poblaciones

hibridas es una consecuencia de las cruzas entre genomas heterélogos y una
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tendencia natural de los hibridos de buscar estabilidad cromos6mica y
“regresarse” hacia alguno de los genotipos paternos, por lo que esto también
explicaria la mayor abundancia de hibridos de segunda generacion

(retrocruzas) en el modelo analizado.

7.3. Estructura genética, diversidad y riqueza alél  icas

Hasta el momento los trabajos de variacion interpoblacional que se han
realizado para Sceloporus grammicus solo se confinan a analizar
caracteristicas cromosOmicas, fenotipicas o conductuales (Leyte, 2006,
Hernandez-Ramos, 2005, Hernandez-Salinas, 2007, Goyenechea, 1993). Las
caracteristicas fenotipicas juegan un papel importante en la estructura genética
poblacional de las especies, siendo resultado de fuerzas selectivas tales como:
deriva, flujo genético y seleccion natural, entre otras (Lawson y King, 1995).

Por otra parte, los habitos reproductivos, la movilidad, la territorialidad,
etc.; también determinan en parte la estructura genética poblacional. Al igual
gue otros factores, éstos pueden actuar solos o en conjunto y, por ello,
resultaria un tanto dificil determinar cual es el mas importante. Sin embargo, la
aproximacion genética descrita mediante los estadisticos de Fisher-Wright ha
resultado una aproximacion valida para determinar las relaciones genéticas
intra e interpoblacionales en grupos biolégicos diversos (Salomon, 2002).

Se encontrd una diferenciaciobn genética escasa en los tres grupos
analizados, lo que sugiere niveles elevados de flujo genético. Sin embargo, los
tres grupos presentan niveles moderados de consanguinidad, lo que sugiere
apareamientos preferenciales entre individuos afines. Esto permite mantener
las singularidades genéticas y morfologicas reportadas para cada taxon, asi
como la existencia de alelos exclusivos, probablemente por efectos
diferenciales de los ambientes locales en cada uno de ellos, como se ha
reportado para otros modelos animales de zonas hibridas (Gehring y Delph,
1999; Costedoat et al., 2007; Mebert, 2008).

Cuando se verifica el efecto de la deriva genética, es posible determinar
gue ésta no tiene un efecto significativo en ninguna de las tres poblaciones y
gue, por el contrario, el flujo genético es la fuerza evolutiva que permite

homogenizar en gran medida las caracteristicas genéticas de los tres grupos
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analizados, aunque probablemente con intercambios diferenciales de genotipos
o alelos especificos.

Considerando las relaciones de afinidad genética, se evidencia un flujo
genético preferencial entre la poblacion de San José (citotipo S) y Santa Clara
(zona hibrida), esto probablemente porque son poblaciones simpétricas, lo que
no ocurre con la poblacién de El Casco, que permanece aislada de las otras
por campos de cultivo y los individuos parecen desplazarse por caminos
especificos (vias del tren y posiblemente por la milpa en época de temporal), lo
que restringe de forma importante el intercambio genético con las otras dos. La
distribucion geogréfica y las barreras fisicas existentes ya se han reportado
previamente como limitantes para los fendmenos de hibridacion (Hewitt, 2003;
Gehring y Delph, 1999; Costedoat et al., 2007; Mebert, 2008) y como
condicionantes de la estructura y flujo genético especificos dentro de la zona
hibrida.

A pesar de que el flujo genético es muy elevado entre las tres
poblaciones, es posible que no sea un fenbmeno homogéneo para todos los
individuos disponibles en cada poblacion; considerando que Sceloporus
grammicus se caracteriza por colonizar microhabitats especificos cuando hay
abundancia de recursos en los mismos (Rubio-Pérez, 2005), es de suponer
gue solamente se intercambiaran migrantes en los limites de cada poblacién
y/o cuando alguna comunidad determinada de individuos no consigue recursos
suficientes y se desplaza entonces a lugares cercanos. Esto se verifica con los
indices de flujo genético que indican que el intercambio establecido va de San
José a Santa Clara y de ésta al Casco. Es decir, existe una ‘“ruta” de
intercambio genético que esta determinada por la distribucion espacial de las
poblaciones, la preferencia de retrocruzas hacia el citotipo S y el tipo y
frecuencia relativa de los alelos compartidos entre los tres grupos genéticos
analizados.

El andlisis de varianza molecular indica que la mayor variacion genética
es entre los individuos, mas que entre cada poblacion, probablemente porque
la colonizacion de microhabitats distintos (se encontraron al menos nueve
microhabitats en cada poblacion) implica que la distribucidén de los mismos mas
bien es en parches que corresponden a un microhdabitat particular, lo que

promueve la existencia de comunidades pequefas con diferenciacion local en
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cada parche, esto implica entonces una diferenciacion importante entre cada
grupo de individuos dentro de la poblacién total.

Este fenomeno se ha descrito previamente en modelos animales y
vegetales (Gehring y Delph, 1999; Costedoat et al., 2007; Mebert, 2008),
generalmente asociado a procesos de fragmentacion, dispersion radial o
establecimiento en parches, como una evidencia mas del efecto determinante
del ambiente en la disposicion genética de las poblaciones con zonas hibridas
asociadas. Asi, los datos de diversidad genética permiten comprobar que no
existen entonces poblaciones Unicas, sino mas bien sistemas de
subpoblaciones pequefias para cada taxon analizado, donde las diferencias
genéticas mas importantes se dan entre los individuos de cada subpoblaciéon o
parche.

Esto se confirma también en los Analisis Moleculares de la Varianza (en
lo tres modelos analizados): por diferencias dentro y entre poblaciones,
diferencias entre individuos y locus por locus. Para las dos primeras se agrupa
la mayor variacion dentro de las muestras, es decir, entre individuos. Esto
implica que los individuos presentan una variacibn genética muy grande al
interior de las tres poblaciones y que esta variacibn es mayor que la que
presentan los diferentes grupos entre si. Para el caso de los distintos loci
utilizados en el andlisis, los mas informativos para las poblaciones y los
individuos fueron los loci Scel 571 y Gramm 107, aunque los demas presentan
informacion significativa para la variacion total de los tres grupos genéticos
analizados; al ser marcadores altamente polimérficos, son capaces de detectar
diferencias genéticas precisas entre individuos y entre las poblaciones
analizadas.

Los valores obtenidos en este estudio muestran que las poblaciones de
Sceloporus grammicus tienen una alta variabilidad. Hedrick (2000) menciona
gue los patrones de variacibn genética entre poblaciones, asi como, sus
similitudes; pueden ser el resultado de diversos factores, por ejemplo; 1)
separacion interpoblacional reciente, con la posibilidad de ser una sola
poblacion genética; 2) un alto flujo génico interpoblacional; 3) poblaciones muy
grandes con baja deriva génica; y 4) presiones similares afectando loci
similares en ambas poblaciones. De la misma manera, la diferenciacion

genética interpoblacional puede deberse a: 1) poblaciones aisladas por tiempo
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relativamente largo; 2) ausencia o bajo flujo génico interpoblacional; 3)

presiones selectivas diferentes en ambas poblaciones.

7.3.1. Dindmica del flujo genético

Para diagnosticar la existencia de un taxén hibrido como tal, es necesario
considerar los patrones de flujo genético dentro de las especies involucradas,
asi como la direccion del mismo y el porcentaje de alelos compartidos en cada
una de las especies 0 grupos involucrados en el proceso (Borge et al., 2005).
Para este estudio y con base en los resultados obtenidos, se define la
existencia de un complejo hibrido entre las tres poblaciones, considerando las
razas S y FM2 como paternas y al poblado de Santa Clara como hibrido, con
evidencia de retrocruzas e introgresion importante hacia los citotipos paternos.

La raza paterna con mayor evidencia de alelos introgresados (alelos de la
otra especie, adquiridos a través de los hibridos) es la S (Figura 16)
probablemente porque es la mas cercana y la que mantiene una mayor
interaccion con la poblacion hibrida (Santa Clara). Las introgresiones
observadas en FM2, probablemente se adquieren a través de hibridos de
primera generacion (Fi1). Para el caso del taxon hibrido, solo se identificaron
tres hibridos de primera generacién en el andlisis alélico (con 40-60% de alelos
de ambas especies paternas) y la mayor parte de los hibridos fueron
retrocruzas (Fz; 60-80% de alelos de alguna de las especies paternas); la
direccion de estas retrocruzas es hacia la raza S con un promedio de 9.43
mientras que para FM2 fue de 1.89.

Los resultados obtenidos concuerdan con los intervalos de distribucién
reportados para las dos razas, puesto que para que haya formacién de hibridos
es necesario que las razas paternas coincidan durante la época reproductiva,
mientras que para la existencia de las retrocruzas es necesario que los hibridos
formados en la primera generacion permanezcan en contacto con la especie
paterna hacia la cual se realiza dicha retrocruza (Perfectti, 2002).

Se evidencia también que este proceso de hibridacién e introgresion
alélica es un proceso relativamente joven, lo que ha permitido una
diferenciacion poco progresiva (incipiente) de los dos taxa analizados. Las
condiciones de simpatria y los altos niveles de flujo genético, asi como la

existencia de hibridos poco adaptados, permiten intercambio genético entre las

74



poblaciones, pero solamente hacia grupos especificos de alelos, manteniendo
alelos exclusivos en los taxa paternos. Esto implica, muy probablemente, que
aunque hay flujo genético a través de los hibridos, la clina ambiental (Salomon,
2002), la distribucion preferencial de microhdbitats y posiblemente el
apareamiento preferencial entre morfotipos similares, promueve diferenciacion
genética y morfoldgica suficiente para que se mantengan diferencias

significativas entre los citotipos paternos y los hibridos formados.

7.3.2. Relaciones Alélicas Ancestrales y Actuales

Es importante considerar la dindmica de genes ancestrales y actuales
cuando se analiza el establecimiento de hibridacién/introgresion entre especies
simpatricas. Se ha descrito la importancia de verificar si las frecuencias y tipos
de alelos ancestrales se han mantenido o presentan cambios relevantes en las
poblaciones actuales (Delgado, 2002).

Para el caso de las zonas hibridas, un patron clasico es que, para
determinar el éxito y/o mantenimiento de individuos hibridos viables es
importante que sus frecuencias alélicas se mantengan constantes y que
presenten, en su mayoria, los mismos alelos que los encontrados en las
especies paternas. En este caso, para los seis microsatélites analizados, se
conservan frecuencias muy distintas para cada uno de los alelos, esto
corrobora la gran sensibilidad de estos marcadores y la consistencia del
complejo hibrido como tal.

Es decir, la existencia de un taxén hibrido que actia como puente entre
los dos citotipos paternos, es una consecuencia de las relaciones evolutivas y
ecologicas de ambos y ha permitido, ademas, una seleccidon negativa de los
individuos hibridos, los cuales presentan baja estabilidad y adaptacion. Mebert
(2008), sugiere que este comportamiento permite definir a las zonas hibridas y
poblaciones paternas en simpatria, que ademas dependen de un gradiente
ambiental, como un complejo genético, condicionado por el flujo horizontal de
genes, las condiciones ambientales locales y los gradientes de seleccion

asociados, que permiten una evolucion coordinada de dicho complejo.

Para el caso de las proporciones alélicas para cada microsatélite utilizado

se observa, en los seis loci, que las frecuencias de alelos para la poblacion de
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San José y Santa Clara son muy similares, lo que indica una interaccién actual,
mientras que El Casco, aunque presenta los mismos alelos, tiene frecuencias
distintas como producto de una mayor diferenciacién con respecto a las otras
dos, probablemente por una separacion mas antigua con respecto del
conglomerado original. Sin embargo, la similitud genética entre San José y
Santa Clara es significativa, apoyando la funcion de los hibridos como puentes
genéticos y la proporcién alélica muestra una afinidad moderada de los hibridos
con la poblacion de San José, como evidencia de introgresion bidireccional.
Aunque resulta complejo delimitar las relaciones entre el ambiente, el
fenotipo y los genes de diversos taxa, estudios como este permiten establecer,
de primera instancia, evidencias de procesos de diferenciacién y seleccion
asociados a zonas hibridas dentro de una clina ambiental, no obstante seran
necesarios mas estudios para obtener explicaciones mas precisas sobre la
dindmica evolutiva de las mismas, desde un punto de vista morfolégico o

utilizando otras herramientas moleculares.

8. Conclusiones.

= Existen diferencias morfoldgicas y citolégicas significativas en cada una
de las tres localidades analizadas, lo que corresponde probablemente a
una distribucion clinal de los dos citotipos paternos (S y FM2), con
respecto a los hibridos; esto permite definir entonces tres morfocitotipos
para el sistema, que se distribuyen de acuerdo a condiciones
ecogeogréficas especificas.

» Los hibridos se encuentran en una “zona de tension” que coincide con el
ecotono para la distribucion de los citotipos puros; el sistema hibrido
esti asociado a su vez a un gradiente altitudinal local y, probablemente,
a la colonizacion preferencial de microhabitats en cada localidad.

» Los resultados obtenidos para el andlisis alélico sugieren un proceso
actual de hibridacion e introgresion genética entre las dos razas del
complejo Sceloporus grammicus (S y FM2).

= Las diferencias genéticas y morfolégicas observadas se mantienen por
los ambientes locales y alta diversidad genética dentro de cada grupo,

originada posiblemente por las abundantes fisiones pericéntricas que
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son caracteristicas del complejo de razas cromosOmicas, asi como por
el mantenimiento de genes exclusivos en cada poblacién.

= Los datos morfoldégicos y moleculares sugieren una mayor afinidad
genética entre las poblaciones de San José y Santa Clara, debida a
factores tanto ecolégicos, de seleccion de habitat, abundancia,
coincidencia en regiones, lo que ha propiciado un proceso extensivo de
hibridacion e introgresion de genes, el flujo genético es preferencial
hacia el citotipo estandar (S), probablemente por ser el mas estable a

nivel cromosoémico.
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ANEXO A

Técnicas citogenéticas

Cariotipo de Sceloporus
La obtencion del cariotipo de los ejemplares se realiz6 por medio de la
técnica propuesta por Sites (1983) y mencionada por Goyenechea (2001) para

saurios, ademas, se hicieron modificaciones propuestas por Nader (1997).

Estas técnicas consisten en:

1) Inyectar 48 horas antes del sacrificio del organismo una de las
extremidades con una solucion de levadura-azucar (0.5 g de cada reactivo en
10 ml de agua caliente), esta desencadenara una infeccién y por consiguiente
se provoca una proliferacién celular. Esto se repite a las 24 horas antes del
sacrificio. Los organismos permanecen cercanos a una fuente de calor durante
ese lapso de tiempo.

2) Dos horas antes del sacrificio, se inyecta en el abdomen una solucién
de Colchicina al 0.05%, la cual detiene la division celular en metafase.

3) Posteriormente se sacrifica al organismo y se extraen los huesos de
las extremidades y se maceran con una solucion hipoténica de KCL 0.075 M.
Esta suspension se incuba a temperatura ambiente por espacio de media hora,
lo que permite que las células se hinchen. En el caso de ejemplares grandes se
recomienda la técnica de Baker et al., (2003) en la cual se lava la medula 6sea
sin macerar los huesos lo que permite mayor limpieza en la solucion obtenida.

4) La solucién se fija con una soluciéon Carnoy (metanol-acido acético
3:1) y se extraen los fragmentos de hueso decantados.

5) Se centrifuga la solucion por cinco minutos a 800 rpm. El botén celular
se lava con el fijador para eliminar desechos celulares que obstaculizan la

observacién de los cromosomas. Este procedimiento se repite tres veces mas.
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6) El paquete celular se resuspende en un pequefio volumen de fijador y
se gotea sobre un portaobjetos limpio el cual se seca al aire o flama y se tifie
con Giemsa al 5% (Goyenechea, 2001).

Los macrocromosomas seran ordenados en orden decreciente de

acuerdo al tamafio (Sites, 1983; Goyenechea, 1993).

Técnicas moleculares

Extraccién de DNA con la técnica propuesta por Higuchi R. (1989) con
modificaciones, usando un fragmento de cola (método no invasivo) de los
especimenes colectados, para emplearse como molde en el andlisis genético.

La técnica consiste en:

1) A partir del fragmento de la cola se corta aproximadamente una
fraccion de 0.5 cm. se coloca en un mortero previamente estéril, posteriormente
se adiciona .7 ml de buffer de digestion, 15 pl de proteinasa K con una

concentracion final de 0.5 mg/ml y 20 pl de RNAasa.

Buffer de digestion: 50 mM Tris-HCI pH 8.0
100 mM EDTA pH 8.0
100 mM NacCl
1% SDS

2) Después de macerar, se vacia todo el contenido posible en un tubo de
1.5 ml limpio y previamente marcado y se encuba a una temperatura entre 50 y
55 °C durante una hora, mezclandola repetidamente durante este tiempo.

3) Posteriormente se toma la parte superior y se pasa a otro tubo,
adicionando 0.7 ml de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1) mezclando
vigorosamente, se centrifuga a 14,000 rpm durante 5 minutos.

4) Se toma la capa superior de el contenido y se repite el paso anterior
hasta obtener una muestra limpia, después se transfiere a otro tubo y se le
adiciona 1 ml de etanol y se deja precipitar un minuto posteriormente se
centrifuga a 14,000 rpm durante 5 minutos, decantar todo el sobrenedante y
repetir el paso pero con etanol al 70%.

5) Se decanta el sobrenadante y se deja secando en una area esteéril

(campana de flujo).
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6) Se resuspende el DNA en buffer TE o agua estéril en cantidades de
100 pl a 200 pl (obteniendo una concentracion aproximada de 20-50 pg de
DNA).

Para verificar que el DNA fue obtenido se lleva acabo un proceso de
electroforesis en un gel de agarosa al 1.4 X:

Se preparan 288 ml de buffer TBE 0.5 x y se le agregan 3 gr. de agarosa
y se disuelve con ayuda de calor.

Después se coloca en el contenedor de la camara de electroforesis
previamente limpia y nivelada, se deja solidificar durante 40 minutos a una
hora.

Se llena la camara con Buffer TBE 0.5 x hasta sobrepasar el nivel del
gel.

Posteriormente se toman de los tubos de muestras de DNA 10 pl y se
depositan en una superficie para mezclarlo con 4 pl de amortiguador de carga
(Loading Buffer; LB), para posteriormente vaciarlos con ayuda de una
micropipeta dentro de los pozos del gel de agarosa (procedimiento por cada
una de las muestras).

Después se lleva acabo la corrida electroforética durante 2 horas con un
voltaje de 150 y un miliamperaje de 100.

Al término de la corrida electroforética, se lleva a cabo el proceso de
tincion con Bromuro de Etidio; después de 20 minutos de tincion se pasa a un
recipiente con agua con la finalidad de eliminar los excesos.

Posteriormente se lleva a una camara de luz ultravioleta se coloca
dentro de esta y se le somete a exposicion (302 nm) para visualizar el DNA, ya
gue el Bromuro de Etidio fluorece con luz UV.

Electroforesis y obtencion de imagenes

Los productos amplificados se separaron por tamafios en geles de
secuenciacion en condiciones desnaturalizantes de urea y se revelaron los
alelos de los microsatélites mediante la técnica de tincién con nitrato de plata
(método estandar).

Posteriormente se procedié a escanear los geles para digitalizar la
imagen las cuales fueron procesadas con ayuda de procesadores de graficos.

Registro de datos
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Una banda es definida como un producto o fragmento amplificado con

tamafo particular que puede ser identificado, las bandas fueron identificadas

por su peso molecular con respecto del marcador de peso molecular (Sigma®),

20 pares de bases (p.b.) y 100 p.b. en cada gel. Se asumi6é que cada banda

para evaluar los alelos obtenidos como posibles marcadores neutrales de un

locus.

Después de editar las imagenes y obtener el peso de las bandas se procedi6 a

vaciar los datos en una matriz de datos que contiene el nimero de individuo, la

poblacion a la que pertenece y el peso molecular de las bandas.

Concentraciones finales por cada reaccion de 25 pl:

20.8 mM de Tris-HCI Buffer PCR 10 x
52 mM de KCI

103.4 uM de cada dNTP

2 mM de MgCl2

0.25 pmoles de cada primer

1.5 U de Taq DNA polimerasa

Concentraciones de reactivos para Master Stock:

256 pl de ddH20 estéril
500 pl de Buffer 10 x PCR
10 -7.5 pl de MgClz 1M
200 pl dNTP mix 10 mM

Reacciones de PCR para microsatélites:
1 reaccién (master mix)

14 pl de ddH20

5.1 ul de Master Stock

2 ul de primer Sentido a 25 uM

2 ul de primer Antisentido a 25 uM

Tag DNA polimerasa nativa 0.8 U

2 ul de DNA molde
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Cuadro 1.- Condiciones de Amplificacion de los microsatélites utilizados

_ o Numero de Gen
Especie Locus Secuencia simple
Bank
Sceloporus | Sgramm
(AGG),, AAG,GGC,ACC,(AGG), AY386346
grammicus | 101A
Sceloporus | Sgramm
_ AAC,AAG, (AAC), AY386347
grammicus | 102A
Sceloporus | Sgramm
_ GTT,GTC, (GTT), AY386350
grammicus |107A
Sceloporus
) . Scel82 CAGGGTATTCTTGGCACGTT AF246947
jarrovii
Sceloporus
) .| Scell14 TTCCTTGTCTTTGCATTCCC AF246949
jarrovii
Sceloporus
) | Scel571 CAGAAACACTTCCCAACTGC AF246955
jarrovii

Informacion obtenida de Arévalo et al. (2004) para Sceloporus grammicus y

para S. jarrovii de Zamudio (2000).

Cuadro 2.-Condiciones de PCR de los diferentes microsatélites analizados en

el estudio
Locus T.em. MgCl. Motivo Tamano
annealing de banda
Sgramm 101A 55.0 - 52* 2.0 AGG 135-147
Sgramm 102A 55.0 — 52* 2.0 AAC 138-144
Sgramm 107A 55.0 — 53* 2.0 AAC 267-279
Scel82 59.0 1.0 (CT)12 (CA)26 235-261
Scelll4 47.0 15 | (GT)8(GC)3(GT)2(GC) | 209-257
Scel571 59.0 2.0 (TC)13 258-282
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Estado |Ciclos Pasos Temperatura |Tiempo
1 1 1 94-95 8:00-10:00
1 92-95 0:30
2 35 2 47-59 0:30
3 72 0:45
1 72 4:00-30:00
3 1
2 4 Espera

Temperaturas del termociclador:
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ANEXO B

1.- A continuacion se proporcionan las frecuencias alélicas compartidas entre

poblaciones, frecuencias alélicas por locus, entre las tres poblaciones.

Frecuencias alélicas de los microsatélites utilizados:

Locus Gramm 101

Cuadro 1.- Alelos presentes en el locus Gramm 101, con los valores que

presentan en cada una de las tres poblaciones del estudio.

Alelos S Hibrido FM2

175 0.087 0.094 0.029

181 0.116 0.149 0.027

169 0.267 0.302 0.231

184 0.154 0.163 0.112

172 0.098 0.085 0.077

187 0.117 0.103 0.116

178 0.055 0.026 0.233

190 0.105 0.077 0.176

Gramm 101
0,35 m175
0,3 ~ ®181
0,25 — 0169
0,2 0184
0,15 B m172
0,1 ﬂ B187
| o
S Hibrido M2

Figura 1.1.- Frecuencias alélicas para el locus Gramm101, donde se muestran

las frecuencias obtenidas para cada poblacion
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Locus Gramm 102

Cuadro 2.- Alelos presentes en el locus Gramm 102, con los valores que

presentan en cada una de las tres poblaciones del estudio.

Alelos S hibrido FM2

202 0.122 0.128 0.073

218 0.141 0.152 0.081

194 0.145 0.168 0.072

206 0.055 0.044 0.025

210 0.142 0.181 0.044

222 0.117 0.116 0.093

198 0.137 0.13 0.159

190 0.066 0.038 0.182

214 0.075 0.045 0.271

Gramm 102
03 0202
@218
0,25
0194
0,2 0206
0,15 m210
0,1 @222
005 | m198
' 0190
0 . m214
S Hibric FM2

Figura 1.2.- Frecuencias alélicas para el locus Gramm 102, donde se muestran

las frecuencias obtenidas para cada poblacion.
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Locus Scel 571

Cuadro 3.- Alelos presentes en el locus Scel571, con los valores que presentan

en cada una de las tres poblaciones del estudio.

Alelos S Hibrido FM2
210 0.231 0.29 0.09
234 0.102 0.101 0.05
240 0.261 0.286 0.2
222 0.06 0.061 0.016
228 0.08 0.051 0.147
216 0.177 0.141 0.419
246 0.089 0.07 0.078
Scel 571
045 o210
0.4 m234
0,35
0,3 0240
0,25 ]
02 - 0222
Obli : m228
0,05 | m216
0 .
S Hibrio FM2 246

Figura 1.3.- Frecuencias alélicas para el locus Scel 571, donde se muestran las

frecuencias obtenidas para cada poblacion.
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Locus Gramm 104

Cuadro 4.- Alelos presentes en el locus Gramm 104, con los valores que

presentan en cada una de las tres poblaciones del estudio.

Alelos S Hibrido FM2
115 0.249 0.289 0.161
160 0.155 0.129 0.314
155 0.106 0.116 0.042
140 0.09 0.091 0.038
110 0.214 0.202 0.34
145 0.102 0.118 0.033
125 0.045 0.036 0.01
150 0.04 0.018 0.063
Gramm 104
0.4 o115
0,35 |160
03 [ ] 0155
0,25
0,2 1 0140
0,15 1 m110
0,1 1
0,05 + o145
0 - m125
S Hibric FM2

0150

Figura 1.4.- Frecuencias alélicas para el locus Gramm 104, donde se muestran

las frecuencias obtenidas para cada poblacion.
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Locus Gramm 106

Cuadro 5.- Alelos presentes en el locus Gramm 106, con los valores que

presentan en cada una de las tres poblaciones del estudio.

Alelos S Hibrido FM2
175 0.26 0.295 0.22
190 0.152 0.155 0.142
150 0.141 0.179 0.045
155 0.211 0.2 0.392
185 0.04 0.035 0.01
195 0.095 0.079 0.105
170 0.032 0.022 0.007
160 0.039 0.018 0.063
180 0.03 0.016 0.017
Gramm 106
0175
@190
0,45 0150
0,4 =
0,35 0155
0,3 —
0,25 |185
0,2 4
015 | 0195
0,1 4 |m170
0,05 4
0 - 0160
S Hibrid FM2

|180

Figura 1.5.- Frecuencias alélicas para el locus Gramm 106, donde se muestran

las frecuencias obtenidas para cada poblacion.
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Locus Gramm 107

Cuadro 6.- Alelos presentes en el locus Gramm 107, con los valores que

presentan en cada una de las tres poblaciones del estudio.

Alelos S Hibrido FM2
171 0.224 0.277 0.09
192 0.069 0.074 0.017
180 0.082 0.064 0.067
183 0.095 0.114 0.022
177 0.174 0.162 0.225
186 0.086 0.1 0.021
168 0.138 0.099 0.387
189 0.132 0.111 0.171
Gramm 107
o171
0,45
0.4 8192
0,35 0180
03 —
0,25 0183
02 1 w177
0,15 -
0,05 -
o | m168
S Hibrid FM2 0189

Figura 1.6.- Frecuencias alélicas para el locus Gramm 106, donde se muestran

las frecuencias obtenidas para cada poblacion.
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2.- Frecuencias de alelos compartidos para cada una de

cromosémicas presentes en el trabajo.

Criterios discriminantes

% DE LOS ALELOS
COLOR NOMBRE PATERNALES PRESENTES
> 90% DE ALELOS
PUROS
PARENTALES
90-80% DE ALELOS
INTROGRESIONES
PARENTALES
60-80% DE ALELOS
RETOROCRUZAS
PARENTALES
60-40% DE CADA ALELO
HIBRIDOS
PARENTAL

Inferencia de Ancestria de los individuos usados en el trabajo usando las

frecuencias de alelos compartidos para cada una de las razas presentes:

razas

Cuadro 7.- Frecuencias de alelos compartidos en la poblacion de San José

# de Poblacion Raza S Raza
individuo FM2
4 1 sanjose 0.98 0.02
13 1 sanjose 0.973 0.027
16 1 sanjose 0.971 0.029
3 1 sanjose 0.979 0.021
20 1 sanjose 0.978 0.022
2 1 sanjose 0.977 0.023
10 1 sanjose 0.977 0.023
1 1 sanjose 0.972 0.028
5 1 sanjose 0.965 0.035
15 1 sanjose 0.959 0.041
14 1 sanjose 0.952 0.048
9 1 sanjose 0.946 0.054
18 1 sanjose 0.92 0.08
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11 1 sanjose 0.916 0.084
8 1 sanjose 0.914 0.086
17 1 sanjose 0.908 0.092
19 1 sanjose 0.901 0.099
6 1 sanjose 0.87 0.13
7 1 sanjose 0.862 0.138
12 1 sanjose 0.877 0.123
1,2
1 o000 09909
v "W
0,8
—eo—Raza S

0,6

0,4

—#— Raza Fm2

0,2

1
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Figura 2.1.- Frecuencias de alelos compartidos de las dos razas cromosémicas

(S y FM2), para el poblado de San José. La mayoria presentan mayor

tendencia a la Raza S, solo tres presentan un indice menor a 90%

(retrocruzas).

Cuadro 8.- Frecuencias de alelos compartidos en la poblacion de El Casco

# de
ndividuo Poblacion Raza S | Raza FM2
21 2 casco 0.026 0.974
22 2 casco 0.048 0.952
25 2 casco 0.068 0.932
26 2 casco 0.031 0.969
27 2 casco 0.02 0.98
28 2 casco 0.036 0.964
29 2 casco 0.035 0.965
30 2 casco 0.068 0.932
31 2 casco 0.051 0.949
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32 2 casco 0.045 0.955
34 2 casco 0.037 0.963
35 2 casco 0.084 0.916
23 2 casco 0.118 0.882
24 2 casco 0.103 0.897
33 2 casco 0.255 0.745
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Figura 2.2.- Frecuencias de alelos compartidos de las dos razas cromosomicas

(S y FM2), para el poblado de El Casco. La mayoria presentan mayor

tendencia a la Raza FM2 (color rosa), solo dos presentan un indice menor a

90% (retrocruzas) y uno es retrocruza.

Cuadro 9.-Frecuencias de alelos compartidos en la poblacion de Santa Clara

# de
ndividuo Poblacion Raza S Raza FM2
42 3 staclara 0.95 0.05
53 3 staclara 0.923 0.077
43 3 staclara 0.873 0.127
37 3 staclara 0.871 0.129
47 3 staclara 0.808 0.192
41 3 staclara 0.804 0.196
36 3 staclara 0.797 0.203
52 3 staclara 0.735 0.265
48 3 staclara 0.651 0.349
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49 3 staclara 0.653 0.347
51 3 staclara 0.631 0.369
44 3 staclara 0.586 0.414
50 3 staclara 0.581 0.419
46 3 staclara 0.535 0.465
38 3 staclara 0.171 0.829
39 3 staclara 0.162 0.838
40 3 staclara 0.126 0.874
45 3 staclara 0.093 0.907
1
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Figura 2.3.- Frecuencias de alelos compartidos de las dos razas cromosomicas

(S y FM2), para el poblado de santa Clara. Dos puros para la raza S, uno puro

para la raza FM2, cuatro retrocruzas hacia la raza S, tres retrocruzas para la

raza FM2, cinco introgrediones hacia la raza S y tres hibridos que tienden

ligeramente a la raza S.
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3.- Cariotipo desarrollado completo, de laraza S.

Figura 3.1.- Cariotipo completo de la raza S, de un macho de Santa

Clara donde se

resaltan los primeros seis pares de cromosomas

(macrocromosomas). En esta imagen se parearon los cromosomas por

homologia y se toman en cuenta los mas grandes ya que son

los

representativos para discriminar entre razas cromosémicas de Sceloporus

grammicus.

Analisis Molecular de la Varianza (AMOVA)

Cuadro 1.- AMOVA locus por locus entre las poblaciones. En negrita los

porcentajes de los locus con mayor variacion entre las poblaciones.

Variacion entre Poblaciones

Locus ol Suma de Compon?ntes Porce-nta.lje de
Cuadrados |de la Varianza variacion

Gramm

101 2 127.55 1.54 2.68
Gram

m102 2 155.9 0.85 0.77
Scel 571 2 20.26 0.5 0.31
Gramm

104 2 149.64 1.92 0.44
Gramm

106 2 256.52 0.19 0.07
Gramm 2 282.87 3.07 4.69
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Cuadro 2.- AMOVA locus por locus entre individuos. En negrita el locus con

mayor porcentaje de varianza y el locus con menor porcentaje de varianza.

Variacion entre individuos

Locus ol Suma de Compon(.antes Porce-nta.lje de
Cuadrados |de la Varianza variacion
Gramm
101 50 482.08 46.33 80.56
Gramm
102 50 2401.69 61.12 55.56
Scel 571 50 1385.1 136.6 83.39
Gramm
104 50 7109.79 295.41 67.8
Gramm
106 50 6086.88 126.04 50.83
Gramm
107 50 1691.7 28.42 43.51
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