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|. RESUMEN

La iguana negra (Ctenosaura pectinata) es una especie endémica de México
catalogada en la categoria de amenazada en la NOM 059 (2010). Una estrategia para
su conservacion ha sido la implementacion de criaderos. En el estado de Oaxaca, la
Universidad del Mar cuenta con un centro de conservacion y reproduccién de esta
especie, siendo indispensables los estudios de tipo genético como punto de partida
para la conservacion y el establecimiento de poblaciones saludables en cautiverio. Con
la finalidad de determinar si los individuos de la poblacion cautiva corresponden a la
especie predicha se realiz6 una caracterizacion fenotipica de la poblacion de iguana
negra mantenida en cautiverio mediante 39 caracteres morfométricos selectos. Se
amplificaron 10 regiones de DNA microsatélites para determinar la estructura genética
de la poblaciébn en cautiverio y evaluar si el cautiverio ha impuesto un proceso
endogamico, disminuyendo la variacion genética. El analisis factorial de componentes
principales aplicado a los resultados obtenidos de la caracterizacion morfométrica
mostrd que existen 11 caracteres que determinan el 51% de la variabilidad fenotipica de
la poblacion de iguana negra cautiva, se generd un archivo visual de los caracteres
morfométricos evaluados y una base de datos de estadistica descriptiva. Se realizaron
andlisis de variacion genética que revelaron el polimorfismo de los 10 loci empleados
con un numero de alelos por locus promedio de 12. Se evidencidé desviacion del
equilibrio de H-W y se determin6é el grado de endogamia de la poblacién con un
coeficiente Fis = 0.37-0.45. Se establecié que los individuos muestreados en la
poblacion de iguana negra en cautiverio presentan un total de 138 relaciones de

parentesco (40 en la categoria padre-hijo, 27 de la categoria hermanos y 71 relaciones



de medios hermanos) y que la estructura genética de acuerdo al valor de Fst=0.26, asi
como el resultado del andlisis realizado con Structure reflejan la existencia de
diferencias en las frecuencias alélicas entre la poblacién cautiva y la silvestre por lo que
se concluye que la poblacion en cautiverio se encuentra estructurada.

Ahora esta poblacion debe ser considerada como una entidad genéticamente
diferenciada de la especie en vida silvestre y su manejo debe ser cauteloso de manera

qgue permita evadir el proceso endogamico para fines de conservacién y reintroduccion.



II. ABSTRACT

The black iguana (Ctenosaura pectinata) endemic to Mexico is classified as
threatened in the NOM 059 (2010). As part as a conservation strategy, many captive
programs have been created. In the state of Oaxaca, the Universidad del Mar has a
center of conservation and reproduction of this iguana, being necessary genetic studies
as key for the establishment of healthy populations. To determine whether captive
population individuals are of the expected species, a phenotypic characterization of the
captive black iguana population was done using 39 selected morphometric characters.
Ten DNA microsatellite regions were amplified to assess the genetic structure and to
know whether the captivity has imposed an inbreeding process, reducing genetic
variation. The principal components factor analysis applied to the morphometrics
showed that there are 11 characters that determine 51% of the phenotypic variability of
the captive black iguana population. A visual file morphometric characters was
generated and evaluated based on descriptive statistics data. Analysis of genetic
variation in the 10 loci employees revealed polymorphism with an average number of 12
alleles per locus. It was evidenced a deviation from HW equilibrium and the degree of
inbreeding was determined with Fis coefficient = 0.37 to 0.45.

With genetic information kinship of individuals in the captive population of black
iguana, a total of 138 kin relationships was established in 53 individuals of the black
iguana captive population (40 in the father-son category, 27 of the brothers category and
71 relationships half-brothers category). According the value of FST = 0.26, and the
results of analysis performed with Structure was reflected the existence of differences in
allele frequencies between captive and wild population so it is concluded that the captive

population its genetically structured.



Now this captive population should be considered a genetically distinct entity to
the species in the wild and should be managed with caution for conservation and
reintroduction purposes. The population of black iguana held in captivity requires a

management plan that avoids inbreeding processes.



l1l. INTRODUCCION

El cambio ambiental mas visible ocasionado por el crecimiento demografico de la
especie humana es la modificacion y pérdida de habitats, afectando de manera directa
a todas las especies de vida silvestre y llevando a la disminucién e incluso la
desaparicion de las poblaciones, como en el caso de los reptiles (Cooke, 1981; Harris,
1982; Zug et al., 2001). Con el objetivo de conservacion y restablecimiento de estas
poblaciones, se han implementado estrategias, mediante la creacién de Unidades de
Manejo para la Conservacion de la Vida Silvestre (SEMARNAT, 2009). No obstante, los
resultados obtenidos son poco alentadores debido a la escasa productividad y pobre
beneficio ecoldgico (Weber et al., 2006).

Las iguanas son reptiles importantes en términos econdmicos, alimenticios,
medicinales, como mascotas y en peleteria (Cooke, 1981; Suazo & Alvarado, 1994;
Alvarado & Suazo, 1996; Hernandez, 2003). Las especies de iguanas con mayor uso
comercial en México son C. acanthura, C. pectinata y C. similis, que se distribuyen
ampliamente en el territorio nacional (Kéhler, 1996 en: Reynoso & Gonzéalez, 2005).

Particularmente para la especie de iguana negra (Ctenosaura pectinata),
catalogada como amenazada y endémica de México (DOF, 2009), se han llevado a
cabo investigaciones descriptivas y taxonémicas desde 1928 (Bailey, 1928); otras
relacionadas al tipo de dieta (Pough, 1973; Throckmorton, 1973; Arcos-Garcia et al.,
2005a; Arcos-Garcia et al., 2007; Zurita-Carmona et al.,2009; Arcos & Lopez, 2009); la
temperatura ambiental (McGinnis & Brown, 1966; Arcos-Garcia et al., 2005a),
caracterizacion y modelos de crecimiento (Arcos-Garcia et al., 2002; Arcos-Garcia et
al., 2005b; Machorro et al., 2009). Actualmente existen estudios genéticos con iguanas

del medio silvestre que han sentado las bases para la utilizacion de microsatélites como



marcadores moleculares, en la descripcion de la estructura genética poblacional, el
alcance del flujo genético en zonas de contacto geografico, el estudio de sistemas de
apareamiento de las especies, asi como en la direccion de estrategias genéticas de
conservacion (Zarza et al., 2009).

La caracteristica de las poblaciones en manejo intensivo es la que se realiza
sobre ejemplares o poblaciones de especies silvestres en condiciones de cautiverio o
confinamiento (DOF, 2011). Inician generalmente con un numero reducido de
individuos; es por ello que, evolutivamente estdn sujetas a mecanismos como la
endogamia y/o fendmenos como el cuello de botella que genera cambios en el tamafio
efectivo de la poblacion, debido a fenomenos demograficos (Allendorf & Luikart, 2007).
Aunado a esto, el ambiente cautivo en el que se desarrollan les confiere cierta
adaptacion genética, lo que reduce aun mas la variacion genética y la sobrevivencia de
los individuos al ser liberados a las condiciones naturales (Frankham, 2008). Con base
en lo anterior, se considera importante realizar estudios que pongan de manifiesto la
condicion genética y las repercusiones de los procesos microevolutivos como la
endogamia en las poblaciones de iguana negra mantenidas en condiciones de
cautiverio. El Centro de Conservacion y Reproduccién de Iguanas de la Universidad del
Mar (CECOREI-UMAR), es un modelo de estudio donde la poblacion de Ctenosaura

pectinata se ha mantenido sin flujo genético desde su fundacién en 1999.



IV. JUSTIFICACION

Uno de los principales factores en la problemética de las Unidades de Manejo de
poblaciones silvestres amenazadas 0 en peligro de extincion en México, es el tamafio
reducido de la poblacibn que repercute directamente en el manejo para su
reproduccion. La ocurrencia de cruzas endogamicas trata de evitarse ya que representa
un obstaculo para el mantenimiento de la variabilidad genética. Es importante conocer y
caracterizar la estructura genética de las poblaciones en condiciones de cautiverio,
como es el caso de la especie de iguana negra (Ctenosaura pectinata), poblacion
establecida en el Centro de Conservacion y Reproduccion de Iguanas (CECOREI-
UMAR) en ausencia de flujo genético. Es indispensable determinar la variacion
existente en el acervo genético y evaluar si dicha poblacion sufre un proceso
endogamico que comprometa su supervivencia. Esto permitira la planeacién y manejo
adecuado en estrategias de reproduccion e investigacion de la especie con fines de

conservacion en dicho centro.



V.-OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Caracterizar la poblacion de Ctenosaura pectinata mediante morfometria y

evaluar la variacion genética para determinar si existe un proceso endogamico como

consecuencia del cautiverio.

5.2 Objetivos particulares

Caracterizar morfométricamente la poblacién cautiva de Ctenosaura
pectinata, mediante caracteres selectos para la especie del Centro de
Conservacion y Reproduccion de la Universidad del Mar.

Conocer la variacion genética (condicion de la heterocigosis) en la poblacion
de iguana negra del Centro de Conservacion y Reproduccién de la
Universidad del Mar.

Determinar la presencia y el grado de endogamia como consecuencia del
cautiverio del Centro de Conservacién y Reproducciéon de la Universidad del
Mar.

Establecer el parentesco de los individuos muestreados dentro de la
poblacién de iguana negra del Centro de Conservacion y Reproduccion de la
Universidad del Mar.

Conocer la estructura genética de la poblacion de iguana negra del Centro de

Conservacion y Reproduccion de la Universidad del Mar.



VI.-HIPOTESIS
Mediante la caracterizacion morfométrica de los individuos de la poblacion de
Ctenosaura pectinata, sera posible establecer los caracteres fenotipicos mayormente
informativos en la identificacion de la especie, con el objetivo de ser utilizados como
caracteres en la herencia fenotipica de la poblacion cautiva.

Debido a que esta poblacion de iguana negra se encuentra en condiciones de
cautiverio, donde el flujo genético ha sido nulo, se considera que el apareamiento entre
individuos relacionados por ancestria (endogamia) ocasiona pérdida de variacion
genética (disminucién de genotipos heterocigotos).

El conocimiento de las frecuencias alélicas por individuo permitira establecer las
relaciones de parentesco entre los individuos muestreados, creando el primer estudio
de parentesco-genético para la poblacion.

Se espera que la estructura genética de la poblacion cautiva sea diferente a la

gue podemos encontrar en poblaciones silvestres.



VII.-ANTECEDENTES
7.1 Herpetofauna y el género Ctenosaura en México

Oaxaca muestra el mayor numero y proporcion de especies endémicas en
cuanto a herpetofauna se refiere, las regiones que destacan por su endemismo son: la
Sierra Madre de Oaxaca, la Sierra Madre del Sur, la Sierra Atravesada, el Istmo de
Tehuantepec y la Mixteca Alta (Flores-Villela & Garcia-Vazquez, 2014).

Las iguanas son predominantemente terrestres de habitats meridionales a
xéricos. Unicamente los géneros Iguana y Brachylophus son de habitat arboreo, y
raramente descienden a tierra. En su mayoria son herbivoros, se alimentan de gran
variedad de plantas, incluyendo las flores y frutas, asi como del follaje (Zug et al.,
2001). Las especies del género Ctenosaura (Weigmann, 1828) son iguanas de talla
moderada a grande que habitan en México y Centro América. Forman parte de un
grupo monofilético conocido como Iguanidae (Kohler & Streit, 1996). La familia
Iguanidae se conforma de individuos que van de una talla de 30 mm a 750 mm de
longitud hocico-cloaca (LHC). La mayoria de los iguanidos estan cubiertos en dorso y
vientre por escamas grandes quilladas que se sobrelapan, el resto se encuentran
cubiertos por escamas granulares pequefas (Zug et al., 2001).

Actualmente en el pais se reconocen 40 especies de iguanas de los géneros:
Ctenosaura, Dipsosaurus, Iguana y Sauromalus. ElI entendimiento del género
Ctenosaura se inicio formalmente por Bailey (1928), quién escribid sobre la distribucion
y las caracteristicas morfologicas de 11 especies en México. Sitla a la especie C.
acanthura como la mas primitiva, a partir de la cual se diversificaron: C. brachylopha, C.
brevirostris, C. pectinata, C. parkeri, C. clarki, C. quinquecarinata, C. similis, C. bakeri,

C. palearis y C. defensor.
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El género con mayor rigueza de especies es Ctenosaura, con 10 especies
endémicas de México (incluida C. pectinata) (Reynoso, 2008). De éstas, las de mayor
uso comercial son C. acanthura, C. pectinata y C. similis; iguanas que se distribuyen
ampliamente en México (Kohler, 1996 en: Reynoso & Gonzalez, 2005). C. acanthura se
encuentra en la costa del Golfo de México, del centro de Tamaulipas hasta el Istmo de
Tehuantepec en Oaxaca; C. pectinata se distribuye en las costas del Pacifico, del
sureste de Sinaloa al Istmo de Tehuantepec, ampliando su distribucién hacia la
depresion del Balsas; y C. similis, tiene una distribucién, que va del Istmo de
Tehuantepec a Centro América, en ambas vertientes de Guatemala y Panama
(Reynoso & Gonzalez, 2005). En la Figura 1 se puede observar la distribucion de 7
especies del género Ctenosaura, dentro de las que encontramos a la iguana negra

Ctenosaura pectinata (Kohler, 2002).
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Figura 1. Distribucién de siete especies del género Ctenosaura que habitan en México

(Fuente: Kohler, 2002).
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El habitat natural de la iguana negra se encuentra en las regiones de selva
mediana subperennifolia y selva baja caducifolia, caracterizada por clima Am (clima de
bosque tropical con un periodo de sequia relativa) y Aw (clima de sabana con un
periodo de sequia en invierno). Dentro de estos climas la iguana se desarrolla en
regiones tropicales y subtropicales de 0 a 1000 m snm y temperaturas con un rango de
20 a 26 °C (Casas, 1982 en: Arcos-Garcia et al., 2001), aunque a nivel del mar la

temperatura puede alcanzar los 30 °C 0 mas.

7.2 Ctenosaura pectinata
Las caracteristicas particulares de la especie Ctenosaura pectinata en estado
adulto (Figura 2) documentadas en Bailey (1928), Suazo & Alvarado (1994), Alvarado &

Suazo (1996) y Arcos-Garcia & Lopez-Pozos (2009) se enlistan a continuacion:

Figura 2. Ejemplar macho de iguana negra (Ctenosara pectinata) del Centro de
Conservaciéon y Reproduccion de Iguanas de la Universidad del Mar (CECOREI-

UMAR).
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El cuerpo es casi cilindrico y comprimido (Suazo & Alvarado, 1994; Arcos-Garcia
& L6pez-Pozos, 2009).

Coloracion base negra que puede presentar manchas blancas, amarillas,
anaranjadas o azul turquesa (Bailey, 1928; Suazo & Alvarado, 1994; Alvarado &
Suazo, 1996; Arcos-Garcia & Lépez-Pozos, 2009).

Cuerpo relativamente grande, en adultos mas de 200 mm de LHC (Alvarado &
Suazo, 1996) y llegan a medir alrededor de 1200 mm incluyendo la cola (Suazo
& Alvarado, 1994).

Cabeza alargada de forma triangular, plana anteriormente (Suazo & Alvarado,
1994; Alvarado & Suazo, 1996; Arcos-Garcia & Lépez-Pozos, 2009) cubierta con
escamas pequefias hexagonales (Bailey, 1928).

Membrana timpanica casi tan grande como la orbita del ojo (Bailey, 1928).

Las escamas del hocico son suaves y mas largas que las del resto de la cabeza
(Bailey, 1928).

Las fosas nasales son grandes, cercanas al hocico (Bailey, 1928).

Pliegue gular transverso pronunciado (Bailey, 1928; Suazo & Alvarado, 1994;
Arcos-Garcia & Lépez-Pozos, 2009).

Garras afiladas y fuertes (Bailey, 1928).

Dedos muy largos, especialmente en las patas traseras (Bailey, 1928).

Las escamas de las patas carecen de espinas (Bailey, 1928).

Cresta dorsal continua (hilera de escamas a lo largo de la linea media dorsal del
cuerpo), que se extiende desde el cuello hasta la base de la cola (Bailey, 1928;

Suazo & Alvarado, 1996), compuesta de 63 a 75 espinas dorsales (Bailey, 1928).
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Esta caracteristica es facilmente apreciable a simple vista para la identificacion
del sexo en iguanas adultas, ya que es mas grande en machos (Suazo &
Alvarado, 1994; Alvarado & Suazo, 1996; Arcos-Garcia & Lépez-Pozos, 2009).
En machos viejos las espinas dorsales alcanzan un tamafio de 10 mm de
longitud (Bailey, 1928).

Posee poros femorales que durante la estacion reproductiva se desarrollan mas
en machos (Suazo & Alvarado, 1994; Arcos-Garcia & Lopez-Pozos, 2009) y
varian en numero, de 5-5 a 7-7 de acuerdo a Bailey (1928), o de 4-4 a 13-13 de
acuerdo con Alvarado & Suazo (1996).

La cola es casi cilindrica (Bailey, 1928; Suazo & Alvarado, 1994).

La cola presenta escamas arregladas en anillos, de dos tipos: 1) Alargadas:
grandes y espinosas, 2) Intercalares: pequeiias y planas (Bailey, 1928; Alvarado
& Suazo, 1996).

Al menos alguno de los primeros 10 anillos caudales de escamas grandes
espinosas estan separados dorsalmente por dos o mas hileras de escamas
intercalares (Alvarado & Suazo, 1996).

Los primeros 5 6 6 anillos de escamas espinosas estan separados por 3 hileras
de escamas planas intercalares (Bailey, 1928).

Los siguientes 5 0 6 anillos estan separados por 2 hileras (Bailey, 1928).
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La clasificacion taxonOmica de la iguana negra es la siguiente:
Reino: Animal
Filo: Cordados
Clase: Sauropsida
Subclase: Diapsida
Orden: Squamata
Familia: Iguanidae
Género: Ctenosaura

Especie: Ctenosaura pectinata

Las crias de iguana negra miden en promedio 54 mm de longitud hocico-cloaca,
pesan en promedio 5 g, son de color verde en el dorso y amarillo-verdoso en el vientre;
esta coloracion va tornandose mas oscura conforme llegan al estado adulto (Gonzalez,
2002).

Suazo & Alvarado (1994), asi como Arcos-Garcia et al. (2005) mencionan que
dificilmente se puede determinar el sexo en iguana negra recién nacida, de tal forma
gue el dimorfismo sexual se distingue claramente entre los 21 y 24 meses de edad por
las caracteristicas fenotipicas, como el tamafio de los poros femorales, la cresta dorsal,
el peso, la longitud de la cabeza y el abultamiento de hemipenes. Gonzalez (2002)
establecio que la iguana negra posee 36 cromosomas Yy el sexo puede determinarse
cariotipicamente por la presencia de cromosomas sexuales heteromorficos XX para las
hembras y XY para los machos (presentes en el par 18 de los microcromosomas). Es
importante sefialar que no existe efecto de la temperatura en la determinacion del sexo

como ocurre en otros reptiles (tortugas y cocodrilos), sino que las crias se encuentran
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diferenciadas sexualmente al momento de eclosionar (Diaz-Juarez G. & Reynoso-
Rosales V., 2008). Otras maneras de distinguir el sexo en reptiles incluyen el
ultrasonido y radiografias (Wissman, 2006).

La técnica de sexado quirdrgico implementada por Gonzalez (2002), es un
meétodo no letal que permite determinar el sexo en las crias sin tener que esperar a que
se exhiban las caracteristicas fenotipicas. La técnica consiste en revisar la presencia o
ausencia de hemipenes a través de una pequefia incision cercana a la cloaca. Mediante
esta técnica se pueden determinar las proporciones sexuales en el nido y las
diferencias observadas se deben a que los machos tienen una menor probabilidad de
supervivencia que las hembras (Reynoso, 2008).

7.3. Fundamentos en la genética de poblaciones

En la naturaleza los miembros de una especie se distribuyen de manera general
en un mismo espacio geografico. Una poblaciéon es un grupo de organismos de la
misma especie que tienen la capacidad de cruzarse entre si, porque comparten una
misma localizacién espacio-temporal. Se considera como una unidad que se define por
un reservorio 0 acervo genético caracteristico, es decir, los alelos de todos los genes de
todos los individuos o serie de informaciones genéticas de todos los individuos (Curtis &
Barnes, 2000; Klug et al., 1999).

Las poblaciones son dinamicas, tienen la capacidad de incrementar o disminuir
su tamafo conforme a las tasas de natalidad y mortalidad, o debido a fendmenos de
migracion y/o fusion con otras poblaciones (Klug et al., 1999). En éstas, algunos alelos
incrementan su frecuencia de una generacion a la siguiente a expensas de otros cuya
frecuencia disminuye. La existencia de variaciones entre los individuos es necesaria

para que el proceso evolutivo pueda suceder, dado que son la materia prima sobre las
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gue operan las fuerzas evolutivas y permiten que poblaciones sometidas a condiciones
cambiantes se adapten y preserven a la especie. Cada especie esta representada
entonces, por una gama de variantes que va cambiando en el tiempo y en el espacio
(Curtis & Barnes, 2000).

La seleccion es la reproduccion diferencial de algunos fenotipos/genotipos sobre
otros bajo ciertas condiciones ambientales que prevalecen en un momento
determinado. Es un mecanismo evolutivo que genera un cambio en las frecuencias
relativas de los fenotipos/genotipos, de acuerdo a su adaptacion relativa dentro de la
poblacion (Eguiarte et al. 2007). Asi, si un individuo posee una combinacién favorable
de alelos en su genotipo, es mas probable que sus alelos estén presentes en mayor
frecuencia en la siguiente generacion (aptitud) (Curtis & Barnes, 2000).

Los resultados de toda una serie de trabajos de genética de poblaciones con
diferentes organismos arrojaron informacion acerca de la naturaleza de la variacién a
nivel molecular y evidencian que existe una gran variacion genética contenida en las
proteinas y genes, misma que no puede ser justificada del todo por efecto de la
seleccién natural (Kimura, 1968). La variacion o diversidad genética es la materia prima
sobre la cual puede actuar la seleccion natural y dar origen a adaptaciones. Su
presencia se considera como indicador de “buena salud” de una poblacion; mientras
que su ausencia limita la capacidad de respuesta de la poblacién a un medio cambiante
a corto y largo plazos (Cruzan, 2001; Frankham et al., 2009).

De manera general, como la distribucion geografica de las especies es mayor
que la capacidad de dispersion de los individuos, las poblaciones con frecuencia estan
genéticamente diferenciadas mediante el aislamiento por distancia. Asi, las poblaciones

mMas cercanas geograficamente, son mas similares genéticamente que las poblaciones
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mas distantes. El flujo génico es favorable en la variacidbn genética porque genera
nuevos polimorfismos en las poblaciones e incrementa el tamafio efectivo de la
poblacién, creando nuevas combinaciones genéticas en las que la seleccion
potencialmente puede actuar (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

El proceso evolutivo no ocurre si la diversidad genética es pobre o nula y la
supervivencia de las especies depende en gran medida de la variacion genética; por el
contrario, si en una poblacion o especie existe una gran diversidad genética, entonces,
es posible que ocurra una respuesta frente a algin cambio abrupto o gradual en el
ambiente, permitiendo su supervivencia (Frankham et al., 2009). En este contexto, es
de esperarse que un tamafo efectivo de la poblacion reduzca la pérdida de variacion
por deriva génica y se mantenga la diversidad por largo tiempo, asi como la efectividad
de la seleccion natural sobre dicha variacién (Cruzan, 2001).

La genética de poblaciones se desarroll6 para poder evaluar la variacion
genética de las poblaciones y las especies como aspecto fundamental de la
biodiversidad existente (Pifiero et al., 2008). Uno de los puntos centrales de ésta, radica
en el estudio de los niveles de variacion genética que se presentan en las poblaciones
naturales. Se ha descubierto que casi todas las poblaciones tienen niveles
relativamente altos de variacion; pero las excepciones mas notables a esta generalidad,
corresponden a especies con distribuciones muy restringidas o que han pasado
recientemente por cuellos de botella (Eguiarte & Pifiero, 1990). Durante los ultimos
afios se ha hecho un enorme esfuerzo para ampliar el conocimiento de la estructura
genética en poblaciones naturales en México. Las preguntas mas importantes que se
han planteado incluyen la cantidad de variacion que hay en poblaciones naturales, la

estructuracion de esa variacion en diversas poblaciones y las consecuencias que tiene
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la rareza de especies para la adaptacion, la especiacion y la extincion (Pifiero et al.,
2008).
7.3.1 Variacion genética y sus estimadores
La variacion genética se define por las frecuencias génicas y se refiere a la
variedad de alelos, genotipos y fenotipos presentes en las poblaciones, especies o
grupos de especies propias de una generacion. Es posible evaluar su presencia en
proteinas, enzimas y secuencias de ADN de todos los linajes, y es producto de los
cambios en las frecuencias alélicas y genotipicas generados por las distintas fuerzas
evolutivas (Nei, 1977; Frankham et al., 2009; Hamilton, 2009; Hedrick, 2010).
Actualmente en genética de poblaciones los estadisticos mas empleados son:
Porcentaje de loci polimdrficos. Un locus se considera polimorfico si podemos
detectar mas de un alelo en una poblacion. El criterio mas utilizado es del 1%; es decir,
un locus es polimoérfico si el alelo mas comun presenta una frecuencia menor al 99% en
la poblacion de estudio (Aranguren-Méndez et al., 2005).
Proporcién de loci polimoérficos. El polimorfismo genético es la concurrencia de
encontrar en una misma poblacion dos o mas alelos diferentes en un locus, con una
frecuencia apreciable (Hedrick, 2010). La proporcion de polimorfismos por loci se

calcula:

Donde x es el numero de loci polimorficos en una muestra de m loci.
Riqueza alélica. La riqueza alélica, se define como el nUmero de alelos observados en

un locus en una poblacién (Hedrick, 2010). Se calcula a partir de la siguiente formula:
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Donde n es el numero de alelos observados en todos los loci y N es el niumero total de
loci muestreados.

Esta medida es muy sensible a la pérdida de variacion en poblaciones pequenias.
El nimero de alelos que pueden encontrarse depende del tamafio de la muestra y de la
frecuencia de cada alelo.
Fendmeno de cuello de botella. Las poblaciones que han experimentado una
reduccion drastica en su tamafio efectivo, muestran una correlacion positiva entre la
reduccion del numero de alelos y la heterocigosis en loci polimérficos. La diversidad
alélica se reduce mucho mas rapido que la heterocigosis bajo el supuesto de equilibrio
mutacion-deriva. Esto se ha demostrado en loci que evolucionan bajo el modelo
mutacional de alelos infinitos (IAM), donde la heterocigosis observada es mayor que la
heterocigosis esperada habiendo un exceso de heterocigosis. Si el locus en cuestion
evoluciona bajo el modelo de paso a paso o SMM (Stepwise Mutation Model), puede
ocurrir gue no se observe este exceso de heterocigosis. Sin embargo, pocos loci siguen
el modelo SMM, y mientras mas se alejen de éste y se acerquen hacia el modelo IAM,
entonces mostraran exceso de heterocigosis como consecuencia de un cuello de
botella reciente en la poblacién (Cornuet & Luikart, 1997).
Heterocigosis y equilibrio de Hardy-Weinberg. La variacion genética de una
poblacion, puede cuantificarse a través de la heterocigosis esperada en el equilibrio de
Hardy-Weinberg (H-W). Esta es una medida biolégica que permite conocer la cantidad
de genotipos heterécigotos en las poblaciones ideales y a partir de ella, se puede

conocer el efecto de las fuerzas evolutivas sobre la diversidad genética de las
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poblaciones a través del tiempo, predecir los efectos que genera la reduccion en el
tamafo poblacional, identificar la respuesta de las poblaciones a la seleccion natural y
estimar asi los coeficientes de endogamia en los individuos y la poblacion (Hedrick,
2010).

El equilibrio de H-W se basa en el supuesto de una poblacién grande de
individuos diploides, con reproduccion sexual aleatoria, sin seleccion, mutacion y
migracion, donde las frecuencias génicas y genotipicas permanecen constantes de
generacion en generacion. Pero la cantidad de variacion se ve reflejada en la
proporcion de genotipos heterocigotos presentes en la poblacion. La heterocigosis
observada (Ho) se define como la frecuencia relativa de individuos heterocigotos
observados en la muestra para cualquiera de los loci y se calcula por computo directo;
mientras que la heterocigosis esperada (He), desde el punto de vista matematico, es la
probabilidad de que dos alelos tomados al azar de la poblacion sean diferentes. Cuando
la poblacion se desvia de manera significativa de dichas proporciones, se habla de
desequilibrio H-W (Aranguren-Méndez et al., 2005).

En la actualidad se siguen empleando los estadisticos F de Nei (1977), que
conciernen a la relacidon que existe entre las frecuencias genotipicas en el total de la
poblacién y las subpoblaciones para un locus dado. Se definen como una funcién de la
heterocigosis observada y esperada y se aplican a cualquier situacion donde exista
seleccidon o no, sin importar cuantos alelos segregan en el locus analizado. Fis y Fir, se
conocen comunmente como indice de fijacion y pueden ser negativos, mientras que el
conocido como indice de diferenciacion 6 Fst siempre es positivo. Fis y Fir miden la
desviacion de las frecuencias genotipicas, de las proporciones en equilibrio H-W, en las

subpoblaciones y en el total de la poblacion, respectivamente (Nei, 1977).
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Particularmente, el indice de fijacion Fis describe la distribucion de los genotipos
dentro de las poblaciones e indica qué tan lejos se encuentra una poblacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg. Este toma un valor de 0, si las poblaciones se encuentran
en las proporciones esperadas; es decir, cuando los apareamientos han sido
consecuencia del azar y revela que la poblacion esta en equilibrio. Si por el contrario, es
diferente de cero de forma positiva, muestra que existe un déficit de individuos
heterocigotos e incluso puede tomar el valor maximo de 1, si s6lo se encuentran
individuos homaocigos en la poblacion; que generalmente ocurre por endogamia
extrema. Este estadistico es negativo cuando la poblacién cuenta con un exceso de
individuos heterocigotos (Aranguren-Méndez et al., 2005; Eguiarte et al., 2010; Hedrick,
2010).

Existe una variedad de causas que ocasionan desviacion del equilibrio H-W; si
los resultados muestran exceso de heterocigotos, podria ser atribuida a la presencia de
una selecciébn sobredominante o la ocurrencia de migraciones en la poblacion
estudiada. Si por el contrario los hallazgos son déficit de heterocigotos, podria deberse
a cuatro factores principalmente: 1) que el locus esté bajo seleccion, 2) a la presencia
de alelos nulos dando falsa lectura de un exceso de homocigotos, 3) altos niveles de
consanguinidad en la poblacion, producto de apareamiento entre individuos
emparentados y 4) se atribuiria a la presencia de una cierta subestructuracion
reproductiva de la poblacion conocida como efecto “Wahlund”, cuando dos
subpoblaciones que han estado separadas mediante barreras fisicas o ecoldgicas son
analizadas en conjunto y si existen diferencias en las frecuencias alélicas entre las

poblaciones, entonces existira déficit de genotipos heterocigotos aun cuando cada
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submuestra se encuentre en proporciones H-W (Aranguren-Méndez et al., 2005;
Hedrick 2010).
7.3.2 Parentesco

El analisis de parentesco se basa en la observacion de las frecuencias alélicas y
a partir de los alelos compartidos entre los individuos. Se realizan simulaciones
pareadas en la identificacion de las posibles relaciones. El conocimiento del pedigree
y/o genealogia y el registro de las tasas demograficas de una poblaciéon cautiva es de
suma importancia en los programas de reproduccion y crianza, ya que permite proponer
estrategias y con ello evitar los apareamientos entre individuos consanguineos (Blouin,
2003; Van-Horn et al., 2008).

En la actualidad es de gran interés conocer la informacion genealOgica de
grandes poblaciones silvestres que se encuentran en alguna categoria de riesgo o de
aquellas que se destinen a algun tipo de manejo ex situ para fines de conservacion.
Existen muchos factores que pueden interferir con un seguimiento preciso basado
Gnicamente en censos o tasas demograficas, por lo que se emplean métodos que
analizan la informacién contenida en el ADN de los individuos (Knapp & Malone, 2003).
7.3.3 Estructura genética

La mayoria de las poblaciones se encuentran agrupadas en subpoblaciones mas
pequefias dentro de las cuales ocurren los apareamientos, esta agrupacion se conoce
como estructura de la poblacion o subdivision de la poblacion. Cuando existe
subdivision en la poblacion, inevitablemente se presenta diferenciacion genética entre
las subpoblaciones (Hartl & Clark, 2007), y se caracteriza por las diferencias en las
frecuencias alélicas entre las poblaciones, constituyendo lo que en genética se conoce

como estructura genética (Hartl & Clark, 2007; Eguiarte et al., 2010).
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Las frecuencias alélicas de una poblacién, son la proporcion de cada uno de los
alelos en un gen dado y en la naturaleza, son diferentes entre las poblaciones que
estan formadas por una especie dada. Las frecuencias alélicas son consecuencia de la
accion de las fuerzas evolutivas a lo largo del tiempo y funcionan como un archivo
evolutivo. Una especie presenta alta estructura genética cuando se considera que se
pueden detectar fuertes diferencias en las frecuencias alélicas entre las poblaciones. En
contraste, una especie con baja estructura genética presenta poblaciones casi
idénticas, con pocas o nulas diferencias en sus frecuencias alélicas. Al analizar
poblaciones, si se detecta que son muy distintas genéticamente, entonces se dice que
los tamafios de las poblaciones han sido pequefios a través del tiempo (la deriva génica
ha sido intensa) y/o que ha existido poco flujo génico (migracion) entre estas
poblaciones por mucho tiempo (Eguiarte et al., 2010).

Un paso crucial en genética de poblaciones es la eleccion de un grupo de
poblaciones, con el objetivo de alcanzar, por ejemplo: 1) una muestra de individuos de
los cuales se desea conocer las propiedades de las poblaciones y 2) un grupo de
poblaciones predefinidas de las cuales se desea clasificar individuos de origen
desconocido. Esta estructura poblacional se puede evaluar con el estadistico Fsr, que
es la medida estandar y puede emplearse como una medida relativa de la divergencia
poblacional (Neigel, 2002).

Fst compara los niveles menos incluyentes con los mas incluyentes de la
jerarquia poblacional y mide todos los efectos de la estructura poblacional combinada.
Los parametros para la interpretacion de Fst son los siguientes: 1) 0-0.05: poca o baja

diferenciacion genética, 2) 0.05-0.15: moderada diferenciacion genética, 3) 0.15-0.25:
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grande o alta diferenciacidon genética y 4) 0.25 y mas: muy grande o muy alta
diferenciacion genética (Balloux & Lugon-Moulin, 2002; Hartl & Clark, 2007).

El software comunmente mas usado para medir la diferenciacion entre las
poblaciones se conoce como Structure, fue disefiado para asignar de manera
probabilistica a los individuos con base en sus genotipos a una o0 mas poblaciones (K >
1), donde K refleja el nUmero de grupos o subpoblaciones en la muestra (Pritchard et
al., 2000; Hedrick, 2010).

7.4 El problema de la endogamia

La endogamia es una fuerza evolutiva que actla cuando los apareamientos no
son al azar sino entre individuos relacionados en su historia genealdgica (Curtis &
Barnes, 2000; Hartl, 2000; Eguiarte, 2007). La progenie resultante se le conoce como
endogamica. Por definicion, los individuos comparten uno o mas ancestros en comun
(Hartl & Clark, 2007). Cuando se aparean individuos emparentados (endogamicos), su
progenie posee una mayor probabilidad de recibir los mismos alelos de ambos
ancestros, lo que les confiere a su vez mayor probabilidad de poseer un genotipo
homocigoto (Hamilton, 2009), en relacién a las frecuencias que se esperarian con
apareamientos al azar, ya que afecta todos los genes en el genoma de un organismo
(Hartl, 2000; Hartl & Clark, 2007).

El incremento de individuos homocigotos se debe a que los alelos idénticos por
ascendencia se encuentran juntos en una mayor frecuencia en la poblacion (Hedrick,
2010). Los efectos detrimentales de la endogamia se conocen como “depresién por
endogamia” (DE); una poblaciéon que experimenta endogamia se caracteriza por la

reduccion en la adecuacion de los individuos, debido a que las mutaciones deletéreas
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se acumulan de manera recesiva, provocando una carga genética en la poblacion (Hartl
& Clark, 2007; Hedrick, 2010).

Se ha observado que en aves y mamiferos la DE afecta el peso al nacer, la
sobrevivencia, la reproduccion, la resistencia a enfermedades, al estrés ambiental y la
depredacion (Crnokrak & Roff, 1999; Hedrick & Kalinowski, 2000 en: Eguiarte, 2007).

En poblaciones muy pequefias, como en las que se tienen en zooldgicos y
muchas reservas, las cruzas endogamicas pueden representar un problema muy grave,
por lo que es necesario hacer cuidadosos analisis genéticos. Un primer paso para el
estudio de la endogamia en cualquier poblacion, debe ser la estimacion del grado de
consanguinidad de un individuo, o coeficiente de consanguinidad (F) (Eguiarte & Pifiero,
1990). El coeficiente F, usualmente se conoce como coeficiente de endogamia y se
define como la probabilidad de que dos alelos en un individuo endogamico sean
idénticos por ascendencia (Hartl & Clark, 2007). Los efectos de la endogamia se
pueden cuantificar en términos de la reduccién en la heterocigosis, mediante la relacion
(Ho — H)/Ho (donde Ho es la heterocigocis observada y H es la heterocigosis
esperada)(Hartl, 2000).

En una poblacion finita la probabilidad de endogamia incrementa a través del
tiempo (Hartl & Clark, 2007), en poblaciones silvestres ocurre de un nivel moderado a
alto y afecta los rasgos adaptativos mediante depresiéon por endogamia. Sin embargo,
en su mayoria los efectos no son significativos debido a dos razones principales: 1) los
animales en su medio natural son capaces de evadir la endogamia; y, 2) incluso si
ocurre endogamia, los animales son capaces, tanto conductual como fisioldgicamente,

contender con los efectos genéticos deletéreos antes de que se manifiesten en un nivel
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fenotipico. Mientras que las especies en condiciones de cautiverio, estan en desventaja
porque no pueden responder de la misma manera (Crnokrak & Roff, 1999).

En condiciones de cautiverio, los alelos que son raros y deletéreos en
condiciones silvestres, se ven favorecidos y quedan expuestos a la accion de la
seleccion natural; disminuyen la variacion genética y forman la base principal de la
adaptacion genética a este ambiente aislado (Cruzan, 2001; Frankham, 2008).

La susceptibilidad de las poblaciones pequefias de las islas es atribuida a
eventos estocasticos demogréaficos y ambientales, pero dicha susceptibilidad puede
predecirse con fundamentos genéticos. Las poblaciones de reptiles insulares sufren un
incremento en la endogamia de la misma manera que las poblaciones en cautiverio,
debido a eventos de cuello de botella en su fundacién y por el tamafio poblacional
relativamente pequefio. En estas poblaciones la endogamia ocurre como consecuencia
de una poblacion de tamafio finito, se reduce la adaptabilidad o éxito reproductivo y se
incrementa el riesgo de extincion de la poblaciéon (Frankham, 1998).

En suma, la fragmentacion y pérdida de habitat, pueden generar problemas en
las poblaciones amenazando su supervivencia. Por otro lado, factores como la
estocasticidad demografica, endogamia y deriva génica, pueden alterar la diversidad
genética de una poblacién y reducir su supervivencia (Zug et al., 2001). De esta manera
se crea un foco de atencién en poblaciones que se encuentran en areas perturbadas y
gue ademas reunen alguno de estos factores, para la creacion y el establecimiento de

refugios, reservas, areas protegidas y unidades de manejo.
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7.5 Regiones microsatélites como marcadores moleculares

El acido desoxirribonucléico (ADN) es la molécula encargada de guardar la
informacion sobre las caracteristicas de un ser vivo y es transmitida de generacion en
generacion. Se almacena en el ndcleo y en algunos organelos (mitocondrias y
cloroplastos) de las células que forman un organismo. Existen regiones de ADN nuclear
conocidas como microsatélites que varian mucho entre individuos y de una generacion
a otra, haciendo posible asignar una secuencia Unica a cada individuo analogamente a
una “huella digital” (Zarza-Franco et al., 2005).

Los microsatélites se definen como secuencias simples de ADN que varian en el
namero de repeticiones, son altamente polimorficas y ofrecen un mayor entendimiento
de la estructura poblacional (Slatkin, 1995). Estas secuencias son cortas, en las que un
motivo o unidad de repeticion tiene de uno a seis pares de bases (Li et al., 2002;
Schlétterer, 2000). Son marcadores nucleares codominantes que segregan de manera
mendeliana. La causa de la variacion de los microsatélites entre distintos genomas es
gue cada locus tiene un namero diferente de unidades de repeticion o alelos. Estas son
causadas debido a que la maquinaria de la replicacion del ADN tiene dificultad copiando
secuencias cortas de nucleétidos repetidos, (un solo nucleétido, di, tri o tetra
nucleotidos) dispuestos en tandem (el mas comun es la secuencia repetida del
dinucledtido citosina-adenina (CA)) y con frecuencia se equivoca, dando como
resultado el incremento o disminucion en el nUmero de copias de la secuencia repetida
(Lewin, 2008). Asi, la longitud de la unidad de repeticion en un locus particular es
altamente polimorfico en una poblacién dada (Watson et al., 2004).

En genética de poblaciones, el principal objetivo que se persigue es estudiar,

determinar y medir la variacion existente, entre y dentro de los individuos de una
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poblacién. Esta variacién se conoce como “polimorfismo”. Los marcadores de ADN, y
en especial los microsatélites, estan rapidamente reemplazando o complementando a
otros marcadores o metodologias genéticas dado su elevado nivel de polimorfismo,
resultan Gtiles para definir un Gnico genotipo multilocus (Aranguren-Méndez et al.,
2005).

Un polimorfismo se define como la presencia de dos o mas variantes heredables
para una misma caracteristica que coexisten dentro de la poblacion (Curtis & Barnes,
2000). Los microsatélites al ser polimérficos son un conveniente marcador molecular,
en el mapeo de mutaciones heredadas que incrementan el riesgo a una enfermedad en
particular (Watson et al., 2004), asi como en la identificacion de la herencia de manera
muy exacta debido a que se pone de manifiesto el 50% de las bandas de ADN en un
individuo que derivan de un progenitor especifico (Lewin, 2008).

Debido a la abundancia genémica y alta mutabilidad de las secuencias simples
repetidas (SSR’s) o regiones microsatelitales, se cree que los cambios en el tamafio del
microsatélite puede servir como una fuente rica de variacibn en caracteristicas
relacionadas con la adaptabilidad a condiciones que varian en el espacio y el tiempo en
las poblaciones naturales (Li et al., 2002). Ademas, permiten medir la variacion genética
de un loci que no se encuentra bajo seleccion (neutral), ya que generalmente las
repeticiones estan localizadas en regiones no codificantes del ADN, por lo que se
consideran marcadores evolutivamente neutros (Li et al., 2002; Frankham et al., 2009).

Esta neutralidad es relativa, porque se hallan en gran cantidad en regiones no
codificantes, el 14% de todas las proteinas (en eucariotas) contienen secuencias
repetidas que pueden conferir cierta ventaja evolutiva de mayor adaptacion a ambientes

cambiantes o nuevos (Li et al.,, 2002). Se han planteado hipotesis que buscan
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establecer una funcionalidad biolégica en estas regiones informativas, dado que los
microsatélites estan mas o menos distribuidos a lo largo de todo el genoma de los
eucariotas. La hipotesis mas aceptada es en la que se plantea que pueden estar
relacionados con el empaquetamiento y la condensacion del ADN en los cromosomas
(Aranguren-Méndez et al., 2005).

Cabe destacar que la distribucién gendmica de las SSR’s tanto en las regiones
codificantes como en las no codificantes no es de forma azarosa. Estos hallazgos no
son consistentes con la hipétesis de Ohta y Kimura (1978) basada en una teoria neutra
0 casi neutra, debido a que el proceso evolutivo que conduce a la variabilidad en la
longitud de las SSR’s no sigue un modelo de mutacion simple. Los mecanismos de
mutacion de mayor ocurrencia son la recombinacion y la replicacibn pausada o
interrumpida; la dependencia de estos mecanismos bajo condiciones de estrés pueden
ser de gran importancia en adaptaciones genéticas rapidas y especiacion (Li et al.,
2002).

Wytenbach & Fredga (1999) realizaron un estudio en Sorex araneus, para
determinar el efecto de un rio como barrera geografica en la estructura genética y el
flujo genético en las zonas de contacto entre dos razas cromosOmicas de la misma
especie. Estos autores, emplearon microsatélites que son mas sensibles en la
deteccion de patrones de hibridacion en contraste con el uso de aloenzimas.

MacAvoy et al. (2007) mencionan que los microsatélites que eligieron en
poblaciones de tuatara (Sphenodon spp.) en islas de Nueva Zelanda son marcadores
moleculares altamente informativos con un poder de resolucion mayor que el obtenido
con aloenzimas o ADN mitocondrial, ademas revelan informacion filogenética

minimizando el riesgo de ser malinterpretada. Detectaron alto grado de estructura
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genética en las poblaciones, e indican que se consideren como poblaciones separadas
en el manejo enfocado a la conservacion, y determinaron en sus poblaciones
fendbmenos como cuellos de botella y endogamia.

Brede & Beebee (2004) contrastaron la estructura poblacional entre dos especies
de anfibios Bufo bufo y Rana temporaria, encontrando que la primera mostré6 una
diversidad mucho mas baja respecto a la sunda en los ocho microsatélites empleados
en el estudio. Esta diferencia es posiblemente consecuencia del flujo genético alto en R.
temporaria, y porque la poblacion de B. bufo presenta un flujo genético menor asi como
una estructura genética mas dispersa.

Para examinar la estructura genética poblacional y los patrones de dispersion en
salamandras (Plethodon cinereus) machos y hembras en el bosque nacional Jefferson
en Virginia U.S.A., se emplearon seis microsatélites y se encontré una distribucion
continua de la poblacion con dispersion limitada para ambos sexos. A pesar de esta
limitante, la poblacion no mostr6 evidencia de endogamia, al parecer porque las
salamandras son capaces de distinguir entre individuos emparentados mediante el olor,
lo que se considera un mecanismo de evasion de la endogamia (Cabe et al., 2007).

Zarza et al. (2009) aislaron y caracterizaron 10 secuencias polimorficas de
microsatélites en Ctenosaura pectinata (Cuadro 1) en individuos pertenecientes a cinco
localidades a lo largo de la costa del Pacifico en México. Estos microsatélites se
utilizaron como marcadores moleculares para poder describir la estructura genética, el
flujo genético entre zonas de contacto geografico, estudiar sistemas de apareamiento y
en la direccidon de estrategias genéticas para la conservacion de la especie, asi como
en otras especies del género Ctenosaura (por ejemplo, C. hemilopha, C. similis, C.

oaxacana).
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Cuadro 1. Regiones microsatélites caracterizadas en C. pectinata (Zarza et al., 2009).

Locus (No. Secuencias de amplificacion (primer) Motivo de repeticion Ta(°C) N Na Rango de tamafio  Ho/He

Acceso) (bp)

Pec01 F:[HIGGGTCTGTGAAGTAGATGC (AC)12 55 27 4 93-101 0.48/0.48

EU878555 R:GCAGTATATCCCCTCAAAGAC

Pec03 F:[HICCAGAGCAAATTCACAGATC (CACG)4 + (AC)5 60 27 2 219-221 0.41/0.50

EU878556 R:GGTCAGATGTAGTCCAGCATAG

Pec16 F:[HIGGCCTGGTAAAAATACTTCAG (AC)18 55 27 8 214-239 0.85/0.80

EU878557 R:GTTTCGGGAAAAAGATTGTTGTG

Pec20 F:[FICTGGACAAAACTCTCACTCATC (AC)10 55 27 2 226-228 0.52/0.50

EU878558 R:GTTTCCGCACAAACACTACAGATC

Pec21 F:[F]ICCTCACAGAAGTTGAGTAGTTTC (CT)8C(AC)5 + 55 22 11 283-314 0.45/0.71%
(CT)9C(AC)11

EU878559 R:GTTTGTTATGTTTCTGTGTGCAAGAC

Pec24 F:[HJACACATGCCCGGAAG (GGAA)8(GGGA)3 + 55 27 19 390-438 0.96/0.90
(AC)12

EU878560 R:GCTTCACCCATTCTCAC (AT)6(ACAT)2(AC)10

Pec25 F:[HIGGCTGTATATGTGATGAGAG (AC)11 53 27 4 186-194 0.41/0.38

EU878561 R:CTGTGTTTGTGGGTATTG

Pec73 F:[N]JGCAATGGAAACGAGGCTGGAC (AC)10 58 27 3 186-190 0.78/0.68

EU878562 R:ATGACATACACGGGCACAACTG

Pec89 F:[FITCTTCCCTGACTTCCATTC (AC)12AT(AC)4 53 27 3 246-254 0.15/0.14

EU878563 R:GCTGACTGCCATCTGTAAG

PecTN1 F:[FJATGGGTGACTGTAATGCG (CA)2(CG)4(CA)7 + 56 26 3 195-207 0.52/0.51

EU878564 R:GTTCCCTTTACGAAGATCC (CAG)5A(TGA)5

Temperatura 6ptima de alineamiento (Ta). Las marcas

fluorescentes se indican como

[H] (BHEX), [F] (6FAM) y [N] (NED). Modificacién tipo “PIG-tail” se indica en italicas; n,
namero de individuos exitosamente genotifipicados; Na, numero de alelos; Ho,
heterocigosis observada; He, Heterocigosis esperada; * desviacion del equilibrio Hardy-
Weinberg y déficit de heterocigosis (p<0.05).

Empleando estos 10 microsatélites en el estudio del sistema de apareamiento en

C. pectinata a partir de muestras de ADN de individuos capturados en la localidad de

Nizanda, Oaxaca, Faria et al. (2010) obtuvieron el primer hallazgo de la predominancia

de paternidad Unica en iguana negra y no paternidad multiple como se ha observado en

otros reptiles. Esto sugiere que la especie mencionada es mas susceptible a la pérdida

de la variacion genética debida a la presién impuesta por la caza de hembras gravidas.
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7.6 Biologia de la conservacion

El desarrollo tecnolégico en la genética molecular como la secuenciacién de ADN
y el uso de diferentes marcadores moleculares, permiten evaluar si las poblaciones
presentan problemas en su composicion genética (Guttiérrez-Guerrero, 2014);
ayudando a detener la extincion de las mismas y adecuar su manejo con bases
genéticas que no supongan un fracaso en cualquier accién establecida (Eguiarte et al.,
2007).

La biologia de la conservacién tiene como objetivo el mantenimiento de la
biodiversidad a escala mundial; la biodiversidad es el resultado de la evolucion organica
y los procesos bioldgicos desde el nivel molecular y del ADN, a los de la biosfera (Zug
et al.,, 2001). La Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN)
reconoce la necesidad de conservar la biodiversidad bajo tres niveles: 1) diversidad
genética dentro de las especies, 2) diversidad de especies y 3) diversidad de
ecosistemas (Frankham et al., 2009).

La necesidad de conservar la diversidad genética se basa en dos argumentos: 1)
es necesaria para que las poblaciones evolucionen en respuesta a los cambios
ambientales; y, 2) los niveles de heterocigosis estan relacionados directamente a la
reduccion de la adaptabilidad de la poblacién como consecuencia de la depresion por
endogamia (Reed & Frankham, 2003).

El impacto ecolégico por parte de los humanos, se ha visto incrementado
dramaticamente en sinergia con el crecimiento exponencial de la poblacion (Zug et al.,
2001), lo que desencadena la crisis por la que atraviesa la diversidad de los seres
vivos. Muchas especies se encuentran amenazadas o en peligro de extincion y en el

peor de los casos, ya se han extinguido (DOF, 2009), porque la modificacion y pérdida

33



del habitat, afecta de manera directa a las poblaciones de anfibios y reptiles, que como
consecuencia desaparecen de dichas areas (Zug et al., 2001).

Los programas de manejo y conservacion de especies se asocian con frecuencia
a poblaciones pequefias y la aplicacion de datos genéticos se ha vuelto muy importante
en la formulacion de estos programas, en especial en aquellos que involucran
reproduccion en cautiverio, reintroduccion o translocacion. Los métodos de
translocacion y reintroduccion son implementados por manejadores de iguanas, como
medida preventiva de las extracciones causadas por eventos estocasticos o
perturbaciones antropogénicas (Knapp & Malone, 2003).

Las especies en riesgo son aquellas que sus poblaciones han ido disminuyendo
debido a actividades humanas como la transformacion de su habitat, sobreexplotacion,
interacciones con especies invasoras, efectos de la contaminaciéon, al punto que se
considera necesario protegerlas. En México, el instrumento legal que protege a las
especies animales se conoce como Norma 059 (NOM-059-SEMARNAT-2010). La
mayoria de las especies de iguanas del género Ctenosaura se encuentran enlistadas
dentro de ella; Ctenosaura pectinata se encuentra en la categoria de especie
amenazada (A), por lo que esta prohibida la captura y comercializacién de las especies
en vida libre y ademas esta catalogada como especie endémica de México (DOF,
2010).

En México se han creado Unidades de Manejo para la Conservacion de la Vida
Silvestre como estrategia en la conservacion de las especies (SEMARNAT, 2009).
Existen ocho Areas Naturales Protegidas (ANP) donde C. pectinata es la especie con
mayor numero de registros: La Reserva de la Biosfera Islas Marias, Nayarit; Chamela-

Cuixmala, Jalisco; Sierra de Manantlan, Jalisco y Colima; Tehuacan-Cuicatlan, Puebla y
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Oaxaca; La Sepultura, Chiapas; los Parques Nacionales El Veladero, Guerrero y El
Tepozteco en Morelos y D. F.; y en el Area de Proteccion de Flora y Fauna Corredor
Biologico Chichinautzin, Morelos (Reynoso & Gonzalez, 2005). No obstante dichas
estrategias de conservacion, se han obtenido resultados poco alentadores, debido a la
escasa productividad y pobre beneficio ecologico (Weber et al., 2006).

El entendimiento de la informacion genética y los procesos que ésta dirige
permiten integrar diversas disciplinas (biologia molecular, biologia celular, fisiologia,
evolucion, ecologia, sistematica y etologia) encargadas del conocimiento, clasificacion,
comportamiento, historia de los organismos, asi como del mantenimiento y solucién de
problemas de la bidsfera (Klug et al., 1999). La labor de la genética en los ultimos afios,
ha sido entender y disminuir los problemas genéticos enfrentados por las poblaciones
pequefias y especies en peligro; es crucial la estimacion de la diferenciacion entre las
poblaciones, porque de manera general, las poblaciones pequefias aisladas estan
sujetas al efecto de la deriva génica, la cual afecta el potencial evolutivo mediante la
fijacion de mutaciones deletéreas (Balloux & Lugon-Moulin, 2002).

Existen numerosos ejemplos donde los factores genéticos parecen estar
implicados en la disminucion de poblaciones de animales como las panteras de Florida
(Felis concolor), los pericos de Puerto Rico (Amazona vittata), los lobos de la isla Royal
(Canis lupus), el borrego cimarréon (Ovis canadensis), el pajaro carpintero (Dendrocopos
medius) y los leones asiaticos (Panthera leo persica), entre otros (Hedrick, 1995;
O’Brien, 1994; Frankham et al., 2002 en: Eguiarte, 2007). Entre los factores genéticos
qgue se han reconocido y recibido la mayor atencion son la pérdida de variacion genética

y la depresion por endogamia.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1 Area de estudio

La poblacién de iguanas analizada en este estudio, se localiza en el Centro de
Conservacion y Reproduccion de Iguanas-UMAR (CECOREI-UMAR), ubicado en el
Campo Experimental de la Universidad del Mar (Figura 3). Con coordenadas
geograficas 15°55°23.1” N y 97°09°05” O y una elevacion de 12 msnm. Este se
encuentra en Bajos de Chila, Municipio de San Pedro Mixtepec, Puerto Escondido,
Oaxaca, sobre la Carretera Federal No. 200 Acapulco (Guerrero) — Puerto Escondido

(Oaxaca), en el kildmetro 128.1 (Pinacho et al., 2010).

CECOREI-UMAR o ; ) \

Bammio

Barrio Los
Mangales

Simbologia
@ cecorerumar

UMAR-PE

Figura 3. Area de estudio CECOREI-UMAR, Puerto Escondido, Oaxaca.
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8.2 Seleccion de la muestra de la poblacién de Ctenosaura pectinata

Garza & Williamson (2001) establecieron que para llevar a cabo andlisis
genéticos, el tamafio de la muestra poblacional debe ser igual o dos veces mayor, al
namero de alelos encontrados en el locus méas polimorfico; y Zarza et al., (2009) indican
que el locus més polimorfico para C. pectinata, es Pec 24 con 19 alelos (Cuadro 1). Por
lo tanto se seleccionaron un total de 50 iguanas negras (C. pectinata), 27 hembras y 23
machos, durante los meses de junio y julio del afio 2011, en edades de dos a trece

afos, rango dentro del cual se encontraban organismos potencialmente fértiles.

8.3 Método
8.3.1 Caracterizacion morfométrica
Los cincuenta individuos seleccionados de la poblacion de C. pectinata, se

evaluaron fenotipicamente mediante 39 caracteres morfométricos selectos por
Reynoso, com. pers. (2011) para esta especie (se describe el procedimiento en el
Apéndice 1). Involucran medidas del cuerpo, las extremidades y la cabeza; asi como,
diversos patrones de escutelacion (escamas de la cabeza, la cola y el cuerpo). A
continuacion se enlistan los caracteres:

1. Sexo.

2. Longitud hocico-cloaca.

3. Longitud de la cola.

4. Longitud de la pierna.

5. Longitud de la cabeza.

6. Ancho de la cabeza.

7. Longitud del hocico.
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8. Numero minimo de escamas entre los semicirculos supraorbitales.

9. NUumero minimo de escamas ente los semicirculos supraorbitales e
interparietales.

10.Numero minimo de escamas entre suboculares y supralabiales.

11.Numero de supralabiales (incluyendo la escama oblicua).

12.Numero de escamas entre las dos cantales.

13.Numero de escamas entre la cantal o superciliar y la escama subocular
agrandada central.

14.Numero de escamas entre nasales.

15.Numero de escamas entre nasal y rostral.

16.Numero de escamas infralabiales.

17.Numero de escamas postmentales.

18.Numero de espinas agrandadas de la cresta dorsal media.

19.Numero de filas de escamas entre las escamas nucales y la primera espina de la
cresta dorsal media.

20.Numero de filas de escamas entre la cresta dorsal media y el primer verticilio de
las escamas caudales espinosas agrandadas.

21.Numero de intercalares con filas incompletas de escamas caudales.

22.Numero de intercalares con solo una fila completa de escamas caudales.

23.Numero de intercalares con dos filas completas de escamas caudales.

24.Numero de intercalares con tres filas completas de escamas caudales.

25.Angulo de las quillas de las escamas caudales: 1) <20°; 2) >30°.

26.Forma en la que se arreglan hacia afuera las escamas caudales espinosas: 1)

recto en medio de la escama; 2) oblicuo.

38



27.Condicion de la espinosidad de las escamas caudales paramedias: 1) ninguna
espinosa; 2) paramedias internas mas espinosas que las exteriores; 3)
paramedias internas menos espinosas que las exteriores.

28.Condicion de las escamas paramedias del séptimo verticilio caudal: 1) todas
planas; 2) una plana y el resto con abultamientos; 3) dos planas y el resto con
abultamientos; 4) todas espinosas; 5) dos espinosas y una con abultamientos; 6)
una espinosa y dos con abultamientos.

29.Numero de verticilios caudales con escamas paramedias espinosas.

30.Numero de verticilios caudales totales.

31.Numero de lamelas subdigitales en el dedo cuatro.

32.Numero de escamas dorsales paramedias en una cabeza de longitud.

33.Numero de escamas midventrales en una cabeza de longitud.

34.Numero de escamas alrededor de la mitad del cuerpo.

35.Numero de poros femorales.

36.Bandas transversales dorsales oscuras sobre el cuerpo: 1) presentes a lo largo
del dorso; 2) restringidas a la porcién anterior del dorso; 3) ausentes.

37.Bandas transversales dorsales oscuras sobre el cuerpo: 1) con centro péalido en
la regidn vertebral; 2) sin centro palido.

38.Numero de bandas transversales dorsales oscuras sobre el cuerpo.

39.Marcas/Areas-palidas/blancas: 1) presentes a lo largo del dorso; 2) restringidas a
la porcion anterior del dorso; 3) restringidas a la porcion posterior del dorso; 4)

ausentes.
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8.3.2 Caracterizacion genotipica

Toma de muestras de sangre. Se tomaron muestras sanguineas de todos los
individuos de C. pectinata, mediante puncién en la vena caudal empleando jeringas
estériles. De cada individuo se obtuvieron 0.5 ml de sangre, de la cual se deposito 25 pl
en un tubo eppendorf y se llevd a un volumen total de 1.5 ml con etanol absoluto. Las
muestras se almacenaron a 4 °C para su uso posterior en el laboratorio (Zarza et al.,
2008).

Extraccion de ADN gendmico total. Se implementaron dos métodos de extraccion de
ADN:

1) Protocolo de extraccion de ADN por precipitacion salina de Sunnucks & Hales (1996)
y Aljanabi & Martinez (1997) modificado por Zarza et al. (2009).

Se resuspendié cada tubo eppendorf (muestra de sangre, preservada en etanol
absoluto a 4 °C, volumen total de 1.5 ml) en vortex, se tomaron 25 microlitros y se
pasaron a tubos nuevos con 300 pl de solucion tampon de lisis TEN + SDS 2 %
(afadidos previamente a cada tubo) (Apéndice 3). Se agregaron 20 pl de proteinasa K
liguida (SIGMA ALDRICH®) a cada tubo y se dejaron incubando toda la noche en
blogue de calor a 56 °C. Al dia siguiente se afiadieron 100 pl de cloruro de sodio (NaCl)
5M, se mezclaron durante 30 s con ayuda del vortex y se centrifugaron durante 7 min
30 s a 14,000 rpm a 4 °C. Posteriormente se transfirié el sobrenadante a tubos nuevos
y se afadieron 800 pl de etanol 100% frio (-20°C), se mezclé cada tubo mediante un
ligero toque en el vortex o bien se invertia suavemente de 4-7 veces por tubo. Se dej6
incubando durante toda la noche a -20°C. Al tercer dia del procedimiento, los tubos se

centrifugaron durante 20 min 30 s a 14,000 rpm a 4 °C. Luego se decantd el exceso de
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alcohol en un vaso de precipitado (cuidando de no tirar el pellet) y se afiadieron 800 pl
de etanol 70% frio (-20°C). Se llevo a cabo una sunda centrifugacion durante 7 min 30 s
a 14,000 rpm a 4 °C y se decanté el exceso de alcohol. Se dejo secar cada uno de los
tubos dentro de una cajita de unicel con tapa, a temperatura ambiente, toda la noche.
Una vez secas las muestras, se afiadié 200 ul de agua inyectable (o agua MQ; o
solucion tampén TE (Apéndice 3)) y se guardaron a -20°C para uso posterior, en la
técnica de electroforesis.

2) Protocolo de extraccion de ADN de Amaru et al. (2006) modificado en este estudio y
empleado para obtener una mayor concentracion de DNA por muestra.

Se resuspendié un volumen de 250 pl de muestra sanguinea refrigerada en
900ul de NLB-SDS y se agregé 300 ul de cloruro de sodio (NaCl) 6M, luego se agito en
vortex durante un minuto. El volumen total se dividié en dos tubos (725 pl c/u) y a cada
uno se le agregaron 300 pl de cloroformo, se mezclé por inversion durante 5 min hasta
observar una solucion homogénea. Se centrifugé a 7000 rpm durante 5 min. De cada
tubo se tomaron 1000 ul y se pasaron independientemente a un tubo nuevo (2 tubos de
una misma muestra). Posteriormente a cada tubo se agregaron 300 ul de cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1 y se mezclé por inversion durante 5 min hasta observar una
solucion homogénea. Se llevo a cabo una sunda centrifugacién a 10000 rpm durante 10
min para luego dividir el volumen de cada tubo (650 pl) (en total 4 tubos por muestra),
se cuido de no tomar el pellet formado por la centrifugacion. Se agregé 30 ul de acetato
de sodio (CHsCOONa) 3M por tubo y 1 ml de alcohol absoluto frio (a -20 °C). Se guardé
a -20°C al menos durante 20 min y se centrifugé a 13800 rpm durante 15 min. Se
decantaron y resuspendieron en 1 ml de etanol al 70% (a -20 °C). Se centrifugo a

13800 rpm durante 15 min y se desechd el sobrenadante. Se dej6 secar el ADN a
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temperatura ambiente durante una noche y al dia siguiente se resuspendié en 100 ul de
agua tridestilada para luego reunir en un solo tubo el volumen total de cada muestra. Se
guardo a 4 °C durante un dia y posteriormente se mantuvo a -20 °C para analisis
posteriores.

Para la visualizacion del ADN obtenido de la extraccibn de ambos protocolos, se
realizaron geles de agarosa al 1 %. Para un volumen de 30 ml de buffer TBE 0.5X, se
pesaron 0.3 g de agarosa (grado molecular). Se virtié el buffer en un matraz, se afiadio
la agarosa, se tapd con plastico adherente y se introdujo al microondas durante 30 s o
bien hasta que se observara una solucion transparente. Después, se afiadio 0.4 pl de
RED-GEL (o bromuro de etidio) (1 pl por cada 100 ml) y se mezclé suavemente.
Finalmente se virti6 esta solucion en la camara de eletroforesis y se dejo solidificar
hasta que se formo el gel.

Cada muestra se paso por vortex y se tomaron 4 pl de cada una. Se tomaron 4 pl
de buffer de carga (Loading Buffer) y se mezcl6é con el volumen de la muestra sobre un
corte de parafilm. Para el marcador de peso molecular (1 Kb), se tomaron 8 pl. Una vez
el gel en la cAmara de electroforesis, se depositd cada una de las muestras en cada
uno de los carriles. El marcador de peso molecular se colocé en el primer carril del gel.
La electroforesis se realiz6 a 100 volts/50mAmp, durante 25 min y la visualizacion de
los geles se realiz6 en un transiluminador UV marca Kodak® (High Performance UV
transilluminator UVP). Las muestras también se cuantificaron en NanoDrop marca
Thermo® (NanoDrop 2000 Spectrophotometer).

Microsatélites y la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Como
marcadores moleculares se emplearon 10 regiones microsatélites, caracterizados para

C. pectinata: Pec0l1, Pec03, Pecl6, Pec20, Pec2l, Pec24, Pec25, Pec73, Pec89 y
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PecTN1 (Zarza et al.,, 2009). En el Cuadro 2, se muestran las caracteristicas

moleculares de cada uno de los microsatélites consideradas en esta técnica de PCR.

Cuadro 2. Microsatélites empleados como marcadores moleculares de iguana negra.

Nombre Ta(°C) Tamafio (pb) Marca
Pec 01 55 93-101 5 Hex
Pec 16 55 214-239 5 Hex
Pec 20 55 226-228 6 Fam
Pec 21 55 283-314 6 Fam
Pec 24 55 390-438 5 Hex
Pec 25 53 186-194 5 Hex
Pec 89 53 246-254 6 Fam
Pec TN1 56 195-207 6 Fam
Pec 03 60 219- 221 5 Hex
Pec 73 60 186-190 Tamra

Temperatura de alineamiento (Ta), tamafio del amplicbn en pares de bases y marca
fluorescente de cada microsatélite. Modificado de Zarza et al. (2009).

La mezcla de reaccion se realiz6 con agua bidestilada, buffer de reaccion 10X, cloruro
de magnesio (MgClz) 50 mM (SIGMA-ALDRICH®), desoxinucledtidos (ANTPs) 10 mM
(Applied Biosystems®), dos secuencias de amplificacion (primers) 10 mM (SIGMA-
ALDRICH®), tag ADN polimerasa 5 u/pl (Invitrogen®), y el ADN “templado” 3 ul (a una
concentracion promedio de 14ng/ul) obtenido de la extraccion a partir de las muestras
de sangre (Cuadro 3).

Cuadro 3. Mezcla de reaccion de la PCR, reactivos expresados en microlitros (ul).

Vol. de reaccion 15 pl Vol. de reaccion 25 pl

(1X) (1X)

Agua 4.75 15.2

Buffer 10X 25 25
MgCl, (50mM) 3 3
dNTP’s (10mM) 0.5 0.5
Primer F (10mM) 0.5 0.5
Primer R (10mM) 0.5 0.5
Taq Pol (5u/ul) 0.3 0.3
ADN 3 3
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La amplificacion de los fragmentos se realizé en un termociclador marca Applied
Biosystems® 2720, en las condiciones de temperatura y tiempo mostradas en el
Cuadro 4. Para el locus Pec 24 los pasos de alineacion y extension fueron 10 sundos
mas largos que para los demas loci.

Cuadro 4. Temperatura y condiciones para la amplificacion.

Para la mayoria de los loci Para el locus Pec 24
Paso Temp. Tiempo Temp. Tiempo
Incubacion Inicial 94°C 5 min 94°C 5 min
Desnaturalizacion 94°C 30s 94°C 30s
Ciclos 30 30
Alineacién Ta (Temperatura 6ptima de 30s Ta (55°C) 40 s
alineacién, Cuadro 3.)
Extensién 72°C 30s 72°C 40 s
Incubacién Final 72°C 5 min 72°C 5 min

Para la visualizacién de los productos de PCR se realizaron geles de agarosa al
1.5%. Para 100 ml de solucién tampdn TBE 0.5X (Apéndice 3), se pesaron 1.5 g de
agarosa (grado molecular). En un matraz se virti6é el la solucién de TBE y se afiadio la
agarosa, se tapd con plastico adherente y se metié al horno de microondas hasta que
se observo una solucién transparente. Se virtié en la cAmara de electroforesis y se dejo
solidificar.

De cada muestra se tomaron 10 pl y se mezclaron sobre un corte de parafilm con
2 ul de buffer de carga (Loading Buffer), que contenia reactivo RED-GEL. Para el
marcador de peso molecular (100 bp), se tomé 5 ul y se mezclo con 1 pl de buffer de
carga. Una vez que se coloco el gel dentro de la camara de electroforesis, se depositd
cada una de las muestras en su carril correspondiente. El marcador de peso molecular
se colocé en el primer carril del gel. La electroforesis se realizé a 150 volts/50mAmp,

durante 30 a 45 min y se visualizé con ayuda del transiluminador.
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Secuenciacion de regiones microsatélites y su genotipificacion. Los productos de
la amplificacion fueron secuenciados de manera automatizada en el Analizador
Genético 3500 x| Applied Biosystems® del Laboratorio de Biologia Molecular y de la
Salud del Instituto de Biologia, UNAM. Se agregaron 9.5 ul de Formamida (Applied
Biosystems®), 0.5 pl de Rox-500 6 LIZ-500 (Applied Biosystems®) dependiendo del
color del marcador empleado en las secuencias de amplificacion (primers) y de 1 a 2 pl
de producto de PCR dependiendo de la intensidad de la banda observada en los geles
de agarosa para cada set de muestras. Todas las muestras se sometieron a
desnaturalizacion a 95°C previo a la secuenciacion.

Una vez que estos productos de la amplificacién fueron separados y detectados,
se utilizé el software GeneMapper V.4.0 Applied Biosystems® que procesa los datos y
arroja una serie de picos en un electrofenograma. La informacion de los picos debe ser
convertida a un lenguaje comun conocido como genotipo STR (Short Tandem Repeat),
que se reporta como el numero de unidades repetitivas presentes en el alelo (Butler,
2010). Dado que los microsatélites son marcadores moleculares codominantes, la
presencia de un sélo pico indica que para ese locus el individuo es homocigoto y si se

detectan dos picos el individuo para ese locus es heterocigoto.

8.4 Andlisis

8.4.1 Caracteres morfomeétricos. Se generd una base de caracteres morfométricos
descriptivos para la poblacion de iguana negra, mediante el programa IBM SPSS
Statistics V. 20. (2011). Posteriormente se llevd a cabo un analisis factorial de

componentes principales en el paquete estadistico SAS V. 9.2 (2010).
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8.4.2 Regiones microsatélites. Mediante el uso del software GeneMapper V.4.0
Applied Biosystems® se genotipificaron los 10 loci amplificados en las muestras de
iguana negra, los datos fueron trabajados en formato Excel y luego se transformaron en
el programa Convert version 1.31 (Glaubitz, 2004) a formato Genepop version 4.3
(Raymond & Rousset, 1995), para poder analizarlos en el software Micro Checker
(Oosterhout et al., 2004). Generandose una base de datos conformada de los diferentes
tamafos de los alelos presentes en cada uno de los loci para cada una de las muestras.

Convert es un programa que facilita la conversion de archivos con datos
genéticos de condicion diploide en fomatos que pueden ser leidos directamente por
varios programas computacionales usados en genética de poblaciones: GDA, Genepop,
Arlequin, Popgene, Microsat, Phylip y Stucture. Produce una tabla de frecuencias
alélicas en un formato conveniente y permite visualizar la comparacién de las
frecuencias alélicas entre poblaciones (Glaubitz JC, 2004).

El software Micro Checker permite evaluar los datos y verificar que no existan
errores asociados a “sttuter” (tartamudeo: artefactos de la técnica de PCR). Detecta la
presencia de alelos nulos (alelos no amplificados) en los datos, ademas de que es
posible generar la informacion de las frecuencias alélicas y hace un ajuste de los alelos
observados y genotipados (Oosterhout et al., 2004).

Una vez realizados estos analisis, se realiz6 una prueba de desequilibrio de
ligamiento con ayuda del programa Genepop version 4.3 (Raymond & Rousset, 1995)
que permite verificar que los loci empleados sean independientes, emplea como
hipotesis que los genotipos de un locus son independientes de los genotipos de los

otros loci. Una de las formas para detectar recombinacion, es a través de pruebas de
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desequilibrio de ligamiento, el cual nos permite identificar que tan asociados estan los
alelos de distintos loci en una muestra (Salas 2005 en: Gutiérrez-Guerrero, 2014).

8.4.3 Variacion genética. En los andlisis de variacion genética se emplearon los
programas Genepop version 4.3 (Raymond & Rousset, 1995) y Arlequin v 3.5 (Excoffier
& Lischer, 2010) para obtener las frecuencias alélicas por loci, asi como los indices de
diversidad estandar para la poblacion de iguana negra en condiciones de cautiverio.
8.4.4 Heterocigosis y equilibrio H-W. Mediante el uso de los software Genepop
version 4.3 (Raymond & Rousset, 1995) y Arlequin v 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) se
calcularon los estadisticos de Homocigosis y Heterocigosis esperados bajo el equilibrio
H-W, empleando la correccion de Levene. El coeficiente de endogamia (Fis) se calculd
de acuerdo con Weir & Cockerham (1984) y Robertson & Hill (1984) para identificar si
alguno de los loci evaluados presentan desviaciones al equilibrio H-W.

Se empled el programa Bottleneck V 1. 2. 02 (Cournuet & Luikart, 1996). Este
programa ayuda a detectar reducciones recientes del tamafio efectivo de la poblacion a
través de la reduccion del nimero de alelos (riqueza alélica) y el exceso de heterdcigos.
Asumiendo equilibrio mutacién-deriva bajo el Modelo de Mutacion Stepwise (SMM:
Ohta & Kimura, 1978) que es adecuado para microsatélites. Una vez que todos los loci
de la muestra poblacional fueron procesados, se realizan tres pruebas independientes
para este modelo mutacional y la distribucion de las frecuencias alélicas se estableci6
de acuerdo a una distibucion de tipo L esperada bajo equilibrio mutacion-deriva; o no,
cuando hay cuellos de botella recientes que provocan una desviacion del modelo.

8.4.5 Analisis de parentesco. Los métodos de analisis de parentesco pueden dividirse
en dos categorias: Relatedness (r), que se traduce como parentesco y se basa en la

estimacion y asignacion de pares o grupos de individuos a diferentes categorias o
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relaciones de parentesco; y, Relationship que son relaciones genealdgicas especificas
y generan siempre arboles o pedigrees (Blouin, 2003). En el presente trabajo
empleamos el método de r, mediante el programa ML-Relate (Kalinowski et al., 2006),
el cual se basa en el algoritmo de Milligan (2003) de Maxima Verosimilitud y estima las
relaciones genealdgicas y entre individuos (parentesco) de ancestria desconocida.
Empleando la prueba de parentesco de verosimilitud (ML-Relate), con los valores de
parentesco (r), se realizaron asignaciones de parentesco en 4 categorias: 1) relacion
Padre-Hijo (PO) con valores de r> 0.55, 2) relacibn de Hermanos (FS) con valores de
0.55 >r>0.4, 3) relacibn Medios Hermanos (HS) con valores de 0.35 >r> 0.20, y 4) la
categoria U, con valores de r< 0.125 gue establece la ausencia de parentesco entre los
individuos.

8.4.6 Estructura genética. La estructura genética de la poblacién de iguana negra
cautiva y la asignacion de los individuos a una o mas poblaciones debido a la posible
presencia de distintas poblaciones genéticas dentro de la misma, es decir, una
subestructuracion en la poblacion se establecié mediante el uso del software Structure
version 2.3.4 (Pritchard et al., 2010). Este programa implementa un método basado en
el agrupamiento en clusters para inferir la estructura de la poblacién usando genotipos
gue consisten en marcadores no ligados. Sus aplicaciones incluyen la comprobacion de
la presencia de estructura genética poblacional, la identificacion de distintas
poblaciones genéticas, la asignacion de los individuos a poblaciones y la identificacion
de migrantes e individuos mezclados. Structure utiliza la distribucion de la probabilidad
posterior a través de Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) asumiendo un modelo
en el que existen K poblaciones (donde se desconoce el valor de K), cada uno de las

cuales se caracteriza por un conjunto de frecuencias alélicas por locus. Los individuos
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en la muestra se asignan a las poblaciones en dependencia de sus genotipos, bajo el
supuesto que dentro de las poblaciones los loci analizados se encuentran en equilibrio
H-W y equilibrio de ligamiento.

Para conocer la estructura de la poblacion de iguana negra en cautiverio del
CECOREI se emplearon 53 individuos. Estos datos se compararon con informaciéon de
iguana negra en el medio silvestre (293 individuos) y datos de iguanas de la especie
Ctenosaura acanthura como grupo externo (18 individuos) ambos proporcionados por
E. Zarza (Moore Laboratory of Zoology Occidental College, 2014) considerando 6 loci
(Pec01, Pec03, Pecl6, Pec20, Pec73, Pec89,. Se realizaron tres andlisis
independientes de la siguiente manera:

1) Entre las tres poblaciones (364 individuos, 6 loci).

2) Entre la poblacion en cautiverio y la poblacion silvestre de iguana negra (346
individuos, 6 loci).

3) Entre la poblacion en cautiverio de iguana negra y la poblacion de C. acanthura

(71 individuos, 6 loci).

El modelo que se empled en los analisis fue el de no admixture el cual supone
gue no hay frecuencias alélicas correlacionadas entre las poblaciones, lo cual se ajusta
al presente caso de estudio ya que la poblacién en cautiverio se encuentra en ausencia
de flujo génico. Se empled un periodo de burn-in = 100,000 cadenas y 500,000 MCMC
y 10 repeticiones para cada K (nUmero de poblaciones) de 1 a 5. Una vez realizados los
analisis en Structure, los resultados se examinaron con el programa en linea Structure
Harvester (Earl & vonHoldt, 2012) que implementa el método de Evano para la eleccion

del valor de K.
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IX. RESULTADOS
9.1 Caracterizacion morfométrica
9.1.1 Caracteres morfométricos selectos. Se registrd un total de 35 caracteres en la
identificacion fenotipica de Ctenosaura pectinata. Mediante los cuales se generé un
archivo visual de cada una de las iguanas (Apéndice 1) y una base de datos con la
estadistica descriptiva, en los caracteres cuantitativos discretos se describe la moda en

lugar de la media (Cuadro 5).

Cuadro 5. Estadistica descriptiva de 35 caracteres morfométricos selectos en 50

individuos de iguana negra, de una poblacion mantenida en cautiverio.

Min Max Med/Moda D.E.
Longitud hocico-cloaca (cm). 21.50 38.50 27.68 4.32
Longitud de la cola (cm). 15.50 59.50 39.19 11.65
Longitud de la pierna (cm). 4.26 7.03 5.26 0.73
Longitud de la cabeza (cm). 5.12 10.75 6.79 154
Ancho de la cabeza (cm). 3.04 6.01 4.01 0.85
Longitud del hocico (cm). 2.49 5.26 3.28 0.75
Numero minimo de escamas
entre los semicirculos
supraorbitales. 2 10

5 1.61

Ndmero minimo de escamas
entre semicirculos
supraorbitales e
interparietales. 1 3 1 0.52
NUumero minimo de escamas
entre suboculares y
supralabiales. 1 4 2 0.62
NUmero de supralabiales. 9 21 12 1.73
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NuUmero de escamas entre
las dos cantales.

13

1.61

NUmero de escamas entre la
cantal y la escama subocular
agrandada central.

0.84

Numero de escamas entre
las nasales.

10

1.24

Numero de escamas entre la
nasal y rostral.

0.51

Numero de escamas
infralabiales.

11

20

13

1.47

Numero de escamas
postmentales.

0.93

Numero de espinas
agrandadas de la cresta
dorsal media.

12

76

56

12.85

Numero de filas de escamas
entre las nucales y la
primera espina de la cresta
dorsal media.

40

7.92

Numero de filas de escamas
entre la Ultima espina de la
cresta dorsal y el primer
verticilio de escamas
caudales espinosas
agrandadas.

13

35

25

4.66

Numero de intercalares con
filas incompletas de
escamas caudales.

11

1.74

Numero de intercalares con
dos filas completas de
escamas caudales.

22

15

4.22

Numero de intercalares con
tres filas completas de
escamas caudales.

1.75
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Angulo menor de las quillas
de las escamas caudales: 1)
< 20°2) entre 20y 30 3)
>30°.

0.58

Forma en la que se arreglan
hacia afuera las escamas
caudales espinosas: 1) recto
2) oblicuo.

0.50

Condicion de la espinosidad
de las escamas caudales
paramedias.

0.27

Condicion de las escamas
paramedias del séptimo
verticilio caudal: 1) planas 2)
abultadas.

0.43

Numero de verticilios
caudales con escamas
paramedias espinosas.

27

16

4.57

Nuamero de verticilios
caudales totales.

27

16

4.40

Numero de lamelas
subdigitales en el dedo
cuatro.

30

44

40

2.52

Numero de escamas
dorsales paramedias en una
cabeza de longitud.

114

57

17.55

NuUmero de escamas
midventrales en una cabeza
de longitud.

24

61

42

7.86

Numero de escamas
alrededor de la mitad del
cuerpo.

89

120

100

6.45

NUmer de poros femorales
muslo izquierdo.

10

1.17

Numero de poros femorales
muslo derecho.

1.16
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Marcas/Areas-

palidas/blancas: 1) a lo largo

del dorso, 2) restringidas a la

porcién anterior, 3)

restringidas a la porcion

posterior, 4) ausentes. 1 4 1 0.69

N =50

Rango del caracter (R), valor minimo (Min) valor maximo (Max), media y moda
(Med/Moda), desviacion estandar (D.E.) de cada caracter.

9.1.1 Analisis Factorial de Componentes Principales. Se obtuvieron dos gréficas a
partir del analisis de componentes principales. La primera (Figura 4) muestra los 11
caracteres morfométricos que determinan el 51% de la variabilidad fenotipica de la
poblacién de iguana negra mantenida en cautiverio en el CECOREI-UMAR.

Las variables indicadas en la Figura 4 se describen a continuacién, en el paréntesis se
indica el nimero que corresponde a cada caracter morfométrico. AA: Numero de
verticilios caudales con escamas paramedias espinosas (caracter numero 29). BB:
Numero de verticilios caudales totales (caracter 30). DD: Numero de escamas dorsales
paramedias en una cabeza de longitud (caracter 32). EE: Numero de escamas
midventrales en una cabeza de longitud (caracter 33). I: NOmero minimo de escamas
entre suboculares y supralabiales (caracter 10). J; NUmero de escamas supralabiales,

incluyendo la escama oblicua (caracter 11). Q: Numero de espinas agrandadas de la
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completas de escamas caudales.

Numero de intercalares con
filas incompletas de escamas =+ T
caudales.
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dorsales paramedias en
una cabeza de longitud.

Figura 4. Variables mas explicativas en funcidén de dos factores segun el analisis

* q_l NUmero de espinas
NUmero de escamas agrandadas de la
supralabiales. cresta dorsal media. * D D
r el *
mas entre Ndmero minimo de Ndmero de
s lacresta H escamas entre escamas
sal media. ".I.r suboculares y midventrales en
E supralabiales. una cabeza de
Condicion de la longitud.
espinosidad de las
escamas caudales
| paramedias.

multivariado, que corresponden a 11 caracteres morfométricos.

cresta dorsal media (caracter 18). R: Numero de filas de escamas entre las nucales y la

primera espina de la cresta dorsal media (caracter 19). T: NUumero de intercalares con

filas incompletas de escamas caudales (caracter 21). U: Numero de intercalares con

dos filas completas de escamas caudales (caracter 23). Y: Condicion de la espinosidad

de las escamas caudales paramedias (caracter 27).
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La segunda figura obtenida del analisis (Figura 5) se empled para observar la
pertenencia de los individuos de acuerdo a los 11 caracteres morfométricos ya descritos

en la Figura 4.
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Figura 5. Numero de observaciones que corresponden a cada uno de los individuos de

iguana negra.

De acuerdo a la conjuncion realizada con ambas figuras (4 y 5), las iguanas

atipicas, corresponden a machos y hembras con edades de 11 a 13 afios.
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El nUmero de escamas supralabiales, incluyendo la escama oblicua tipico de las
iguanas machos fue de 13 y 14 escamas, en un amplio rango de edades.

El nimero de filas de escamas entre las nucales y la primera espina de la cresta
dorsal media corresponde con hembras porque en su mayoria el conteo fue deficiente o
nulo, posiblemente a causa de que en etapa reproductiva los machos las sujetan de esa
area, provocando la pérdida de escamas.

La condicion de la espinosidad de las escamas caudales paramedias, en
términos generales en las hembras y machos, se caracterizan porque las escamas
paramedias internas son mas espinosas que las exteriores.

En relacion con el nimero de verticilios caudales totales en ambos sexos, el mas
caracteristico es de 23 a 24, en ejemplares con edades de dos a cuatro afios.

En los machos de Ctenosaura pectinata el nimero de verticilios caudales con
escamas paramedias espinosas es mas importante y constante que en las hembras.

La cantidad caracteristica de escamas intercalares con dos filas completas de
escamas caudales es de seis a nueve en los machos de dos a cuatro afios de edad.

El rango de seis a nueve escamas intercalares con filas incompletas de escamas
caudales es caracteristico en ambos sexos de dos a seis afios de edad.

El nimero minimo de escamas entre las suboculares y supralabiales en ambos
sexos es de dos a tres.

El ndmero de escamas dorsales paramedias en una cabeza de longitud es
variable, no obstante, el valor mas caracteristico presenta un rango de 70 a 90 escamas
en ambos sexos.

Otra caracteristica importante fue el numero de escamas midventrales en una

cabeza de longitud con 50 escamas en los machos.
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Los numeros 17 y 41, corresponden a individuos machos de las generaciones
1997 y 1999 respectivamente, con el mayor nimero de escamas midventrales en una
cabeza de longitud, lo que sugiere que a mayor edad existe una mayor longitud de la
cabeza y como consecuencia un mayor numero de escamas son contabilizadas en
funcién de dicha longitud.

Las iguanas 1, 2 (ambas de la generacion 1997) y 3 (generacion 2005) son
individuos hembras con el mayor nimero de escamas nucales. Se diferencian del resto
por que no presentaban lesiones en la nuca, siendo mayor el nimero de escamas que
se pudieron contabilizar. Las lesiones en la nuca se deben al comportamiento propio de
la especie en etapa reproductiva cuando los machos pelean por las hembras o bien
sujetan a las hembras para aparearse. Esta caracteristica en animales mantenidos en
cautiverio puede representar un sesgo por lo que se recomienda no incluirse como

caracter informativo.

9.2 Caracterizacion genotipica

9.2.1 Amplificacién de regiones microsatélites.

Visualizacion de la amplificacién de las regiones microsatélites Pec 01, Pec 16, Pec 03
y Pec 24 en geles de agarosa al 1.5%. En la Figura 6 se observa la amplificacién de la
regibn microsatélite Pec 01, en los carriles 2-10 se observan dos bandas que
corresponden a los alelos en condicion de heterocigosis y en los carriles 11-19 se
observa solamente una banda que indica la presencia de los alelos en condicion de

homocigosis.
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100pb

Figura 6. Microsatélite Pec 01. Rango de amplificacion: 93-101 bp. Muestras 38-54,

carriles 2-19. Marcador de peso molecular 100 bp (carril 1).

En los carriles 3 y 4 de la Figura 7, la region microsatélite Pec 16 no fue amplificada.
Las bandas correspondientes a los carriles 2-20 muestran alelos de condicion
homocigota. Se observa la amplificacién inespecifica de una banda de 600bp en el

carril 14 que no corresponde al locus Pec 16.

Figura 7. Microsatélite Pec 16, rango de amplificacion: 214-239 bp. Muestras 1-19 en

carriles 2-20. Marcador de peso molecular 100 pb (carril 1).
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En la Figura 8 todas las muestras amplificadas muestran condicidén alélica homocigota
para el locus Pec 16 y de igual manera existe una banda inespecifica en el carril 9 que

no corresponde al locus sondeado.

P By R N R N e e e e D e e e e

Figura 8. Microsatélite Pec 16 (muestras 1-38), rango de amplificacién: 214-239bp.

Muestras 20-38 en carriles 2-20. Marcador de peso molecular 100 pb (carril 1).

En la Figura 9 se muestra la amplificacién de la regibn microsatélite Pec 16 en los
carriles 2-15 de condicion homocigota, en los carriles 16 y 17 se observa un bandeo de

condicion heterocigota y las muestras de los carriles 18 y 19 no amplificaron.

S N BN ETR_BE B BB

Figura 9. Microsatélite Pec 16, rango de amplificacion: 214-239 bp. Muestras 39-54 en

carriles 2-19. Marcador de peso molecular 100 bp (carril 1).
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La Figura 10 muestra la amplificacion de la region microsatélite Pec 03, la muestra del
carrii 3 no amplifico y el bandeo observado no permite discernir entre condicion

homocigota y heterocigota, debido a que el rango de amplificacion es muy estrecho.

Figura 10. Microsatélite Pec 03, rango de amplificacion: 219-221bp. Muestras 1-19 en

carriles 2-20. Marcador de peso molecular 100 pb (carril 1).

La Figura 11 contiene la amplificacion del microsatélite Pec 03, las muestras de los
carriles 2-4 y 13-18 sugieren la presencia de alelos en condicion heterocigota. El resto

de las muestras son de condicion homocigota.

P P R e e e e

Figura 11. Microsatélite Pec 03, rango de amplificacion: 219-221bp. Muestras 21-38 en

carriles 2-20. Marcador de peso molecular 100 pb (carril 1).

60



En la Figura 12 se observa la amplificacion de la region Pec 24, con ausencia de

amplificacion en los carriles 5, 7, 9 y 16.

Figura 12. Microsatélite Pec 24, rango de amplificacion: 390-438bp. Muestras 1-19 en

carriles 2-20. Marcador de peso molecular 100 pb (carril 1).

La Figura 13 muestra claramente la condicion alélica de heterocigosis del microsatélite

Pec 24 en el carril 11. La muestra del carril 13 no amplifico.

600

»ou—-&..‘-—n-.‘-

100pb

Figura 13. Microsatélite Pec 24, rango de amplificacion: 390-438bp. Muestras 20-35 en

carriles 2-16. Marcador de peso molecular 100 pb (carril 1).
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9.3 Variacion genética

9.3.1 Proporcién de loci polimorficos. Todos los loci de las regiones microsatélites
amplificadas mostraron ser polimorficos en la poblacién de iguana negra mantenida en
cautiverio, teniendo una proporcion del 100% de polimorfismo, con mas de dos alelos
por locus muestreado. El locus menos polimorfico resulté ser Pec 73 y los dos mas
polimorficos fueron Pec 24 y Pec 25 (Cuadro 6).

9.3.2 Riqueza alélica. Dentro de la poblacion de iguana negra se observaron de 4 a 19

alelos por locus, con un promedio de 12 alelos por locus (Cuadro 6).

Cuadro 6. Locus amplificado, numero total de alelos por locus y niumero de individuos

en los que amplificé cada locus en la poblacién de iguana negra cautiva (Software

Genepop).
Locus No. Individuos
Alelos
Pec 01 14 44
Pec 03 9 31
Pec 16 11 49
Pec 20 8 30
Pec 21 11 42
Pec 24 19 43
Pec 25 19 44
Pec 73 4 50
Pec 89 15 41
Pec TN1 9 43
Promedio 12 42

Los resultados de las frecuencias alélicas de los diez locus muestreados en la
poblacion de iguana negra, se observan en el Cuadro 7. El locus Pec 01 muestra 4
alelos con las mayores frecuencias, el alelo 110 (0.27), el alelo 93 (0.17), el alelo 99

(0.14) y el alelo 88 (0.10). El locus Pec 03 tiene el alelo 220 con la mayor frecuencia
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(0.33), el alelo que le sigue es el 216 (0.25) y el 212 (0.22). Las mayores frecuencias
alélicas del locus Pec 16 fueron para los alelos 214 (0.42), 212 (0.17) y 218 (0.16). En
el locus Pec 20 se obtuvo la mayor frecuencia alélica en el alelo 222 (0.65), seguida del
alelo 220 (0.13). El locus Pec 21 tiene 3 alelos de mayor frecuencia, el alelo 293 (0.32)
seguido del alelo 279 (0.23) y 297 (0.20). En el locus Pec 24 los alelos con mayores
frecuencias fueron el 394 (0.17) y el 410 (0.10). Para el locus Pec 25 se observan el
alelo 188 (0.15) y el alelo 201 (0.10) como los mas frecuentes. De los cuatro alelos
encontrados en el locus Pec 73 los de mayor frecuencia son el 190 (0.48) y el 191
(0.39). En el locus Pec 89 se tiene el alelo 237 como el mas frecuente (0.28), seguido
del alelo 239 (0.13) y 242 (0.12). Las mayores frecuencias alélicas del locus PecTN1 se

muestran en los alelos 194 (0.34), 204 (0.23) y 196 (0.11).
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Cuadro 7. Frecuencias alélicas por locus en la poblacién de iguana negra cautiva (Sotware Genepop).

Alelos

Frecuencia Alélica Alelos

Frecuencia Alélica Alelos

Frecuencia Alélica Alelos

Frecuencia Alélica Alelos

Frecuencia Alélica

Locus: PecO1

Locus: Pec03

Locus: Pec16

Locus: Pec20

Locus: Pec21

88 0.102 198 0.016 196 0.02 206 0.017 268 0.024
93 0.17 202 0.016 200 0.02 208 0.017 273 0.024
95 0.034 205 0.032 206 0.02 212 0.017 279 0.238
96 0.011 208 0.032 212 0.173 214 0.083 281 0.036
97 0.011 212 0.226 214 0.429 220 0.133 282 0.036
98 0.011 214 0.016 218 0.163 222 0.65 293 0.321
99 0.148 216 0.258 220 0.092 226 0.033 297 0.202

101 0.045 218 0.065 222 0.041 228 0.05 299 0.048

102 0.023 220 0.339 226 0.01 301 0.024

104 0.011 239 0.01 303 0.024

106 0.08 248 0.02 309 0.024

110 0.273

112 0.023

116 0.057

Locus: Pec24 Locus: Pec25 Locus: Pec73 Locus: Pec89 Locus: PecTN1

374 0.035 171 0.045 184 0.03 237 0.28 183 0.023

394 0.174 173 0.045 188 0.1 239 0.134 194 0.349

400 0.035 178 0.091 190 0.48 241 0.061 196 0.116

402 0.081 180 0.034 191 0.39 242 0.122 200 0.093

405 0.012 182 0.023 244 0.061 201 0.023

410 0.105 184 0.034 246 0.073 202 0.128

411 0.07 186 0.091 247 0.037 204 0.233

415 0.07 188 0.159 248 0.024 208 0.012

420 0.023 190 0.023 250 0.049 210 0.023

423 0.058 192 0.011 252 0.037

428 0.07 194 0.057 254 0.037

432 0.012 195 0.091 256 0.024

436 0.012 197 0.045 257 0.012

438 0.023 199 0.011 258 0.037

440 0.023 201 0.102 261 0.012

448 0.07 203 0.045

450 0.035 205 0.011

455 0.081 207 0.057

457 0.012 208 0.023
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La variacion genética obtenida para la poblacion de iguana negra cautiva se muestra en
el Cuadro 8. El mayor nimero de copias génicas se presento en el locus Pec 73 (100) y
el menor numero de copias génicas se obtuvo en el locus Pec 20 (60). Se observa que
la heterocigosis observada es menor que la heterocigosis esperada en cada uno de los
diez loci analizados y en conjunto. El rango alélico promedio se sitla en 17 alelos por

locus.

Cuadro 8. indices de diversidad estandar en la poblacion de iguana negra cautiva.

Locus NCG NA HO HE RA G-W*
Pec01 88 12 0.65 0.85 14 0.8
Pec25 88 18 0.72 0.92 18 0.94
Pec89 82 12 0.53 0.85 12 0.92
PecTN1 86 8 0.09 0.78 13 0.57
Pec16 98 11 0.71 0.75 26 0.4
Pec24 86 18 0.32 0.91 41 0.42
Pec21 84 11 0.5 0.8 20 0.52
Pec20 60 8 0.3 0.55 11 0.66
Pec03 62 9 0.38 0.77 11 0.75
Pec73 100 3 0.26 0.23 3 0.75
Media 83.4 11 0.45 0.74 16.9 0.67
D.E. 13.13 4.54 0.21 0.2 10.46 0.19

NUmero de copias génicas (NCG), Numero de alelos (NA), Heterocigosis observada
(HO), Heterocigosis esperada (HE), Rango alélico (RA), Indice G-W (G-W) *Garza J.C.,
& Williamson E.G., 2001. Software Arlequin.

Los andlisis tanto con el software Micro Checker asi como con el software

Genepop, detectaron presencia de alelos nulos para 9 de los 10 loci empleados. Las
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frecuencias estimadas con Genepop van de 0.13 (Pec 25) hasta 0.48 (Pec 03). El locus

Pec 16 no mostro evidencia de alelos nulos (Cuadro 9).

Cuadro 9. Estimacion de las frecuencias de alelos nulos por locus, empleando el

software Genepop.

Locus Frecuencia
Pec 01 0.18
Pec 03 0.48
Pec 16 0.06
Pec 20 0.22
Pec 21 0.18
Pec 24 0.32
Pec 25 0.13
Pec 73 0.36
Pec 89 0.18
Pec TN1 0.40

En ninguno de los loci se detectaron errores en la genotipificacién asociados a
“stutter”, no se detecté evidencia de “dropout alélico” (cuando por azar un alelo de un
genotipo heterocigoto no puede ser amplificado por la PCR) (Johnson & Haydon, 2007)
y se indic6 el exceso de genotipos homocigotos en la mayoria de los loci, no asi en el
locus Pec 16 de acuerdo a Micro Checker (datos no mostrados).

El software Arlequin encontré evidencias de desequilibrio de ligamiento (p<0.05)
entre 4 de los posibles pares de loci: par 1y 3 (locus Pec 01 y Pec 89), par 2y 3 (locus
Pec 25y Pec 89), par 3y 8 (locus Pec 89 y Pec 20) y par 7 y 8 (locus Pec 21 y Pec 20)

(p<0.001) (datos no mostrados).
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9.4 Heterocigosis

Mediante el uso de los software Genepop y Arlequin, encontramos que la heterocigosis
esperada fue mayor que la heterocigosis observada; esto es, existe déficit de genotipos
heterocigotos (0 exceso de genotipos homocigotos). De los 10 loci analizados, 9
mostraron desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05), lo que se traduce
como presencia de endogamia. En el Cuadro 10 se muestran los valores de
heterocigosis observada, heterocigosis esperada, los coeficientes de endogamia y la
significancia estadistica para cada uno de los locus evaluados, asi como los
coeficientes de endogamia promedio del total de los loci (Software Genepop: 0.37;
Software Arlequin: 0.45).Se realiz6 una prueba de t-student que mostrd, que las
diferencias evaluadas son estadisticamente significativas al comparar los resultados del
software Genepop, de heterocigosis esperada (33.07) respecto la heterocigosis

observada (21.1) (t=2.83) (p<0.05).

Cuadro 10. Prueba de equilibrio de Hardy-Weinberg de los 10 loci evaluados en la

poblacién de iguana negra en cautiverio con dos software.

Locus #Genot S. Genepop Arlequin
HE.O. HE.E. Fis(W&CQC) HE. O. HE. E. Fis Sign. E. (p)

Pec0O1 44 29 37.82 0.23* 0.65 0.85 -0.24 0
Pec03 31 12 23.96 0.50* 0.38 0.77 0.85 0
Pecl16 49 35 37.01 0.05* 0.71 0.75 -0.24 0
Pec20 30 9 16.72 0.46* 0.3 0.55 0.6 0
Pec21 42 21 33.63 0.37* 0.5 0.8 0.59 0
Pec24 43 14 39.88 0.65* 0.32 0.91 0.48 0
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Pec25 44 32 40.96 0.22* 0.72 0.92 0.73 0

Pec73 50 33 30.63 -0.07 0.26 0.23 -0.09*** 1.00(n.s.)
Pec89 41 22 35.96 0.39* 0.53 0.85 0.62 0
PecTN1 43 4 34.1 0.88* 0.09 0.78 0.95 0

Software Genepop: Coeficiente de endogamia (Fis) para cada locus, Heterocigosis
Observada (HE. O.), Heterocigosis Esperada (HE. E.). * locus que mostraron desviacion
del equilibrio H-W, ** diferencias estadisticamente significativas entre los valores
esperados vs los valores observados. Software Arlequin: Coeficientes de endogamia
por locus (Fis), significancia estadistica y coeficiente de endogamia promedio
(Fis:0.4569) mediante el indice Guo, S. & Thompson, E. 1992; Levene H. (1949), *** no
significativo para el locus Pec73.

El analisis con Genepop no mostro presencia de alelos privados en la poblacion
(datos no mostrados).

Al analizar los datos en el sotware Bottleneck v. 1.2.02 (Cournuet & Luikart,
1996), se obtuvo un total de 8 loci con deficiencia de heterdcigos y 2 loci con exceso de
heterdcigos (Sign Test p < 0.05). Todos los loci se adecuaron al modelo mutacional
Stepwise Mutation Model (SMM), con un numero de loci esperados con exceso de
heterdcigos de 5.86 y de acuerdo a la prueba de Wilcoxon no hay evidencia de una
reciente reduccion del tamafio efectivo de la poblacion; es decir, esta poblacién no ha
atravezado por un evento de cuello de botella (Test de Wilcoxon (smm) p < 0.05) (datos
no mostrados).

Comparacioén de la endogamia entre la poblacion cautiva y la poblacién silvestre

Los resultados muestran que ambas poblaciones poseen indices de endogamia
estadisticamente significativos en la mayoria de los loci, estimados mediante el indice
Weir & Cockerham empleado por el Software Genepop (Fis W&C) (p<0.05). Sin
embargo los indices de endogamia son de mayor grado para la poblacién mantenida en

cautiverio, en los loci Pec 01, Pec 03, Pec 20 y Pec 89 (Cuadro 11).
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Fue de gran importancia estimar la cantidad de diferenciacion dentro y entre las
poblaciones y de acuerdo a lo establecido por Wright. Se obtuvieron tres coeficientes F,
empleados para asignar la variabilidad genética al total de la poblacion (T),
subpoblaciones (S) e individuos (I) (Hedrick, 2010). Tanto Fis como Fir son positivos
debido a la ocurrencia de déficit de genotipos heterocigotos en ambas poblaciones. Y
aunqgue existen diferencias significativas entre los coeficientes de endogamia de las dos
poblaciones, las hay Unicamente de un lado de la curva (una cola). Fst es una medida
de diferenciacién genética entre las subpoblaciones con un valor diferente de cero ( Fst
= 0.20), lo que indica que hay diferencias entre las frecuencias alélicas y existe
diferenciacion genética entre las poblaciones (Cuadro 11).

Cuadro 11. Coeficientes de engodamia total o desviacion del equilibrio de H-W.

Locus Fis (W & C) Ambas poblaciones
C. pectinata C. pectinata
poblacion en poblacion Fis Fir Fst
cautiverio silvestre
Pec 01 0.23 0.08 0.10 0.18 0.08
Pec 03 0.50 0.10 0.16 0.55 0.46
Pec 16 0.05 0.18 0.16 0.23 0.08
Pec 20 0.46 0.34 0.35 0.47 0.18
Pec 73 -0.07* 0.31 0.25 0.52 0.36
Pec 89 0.39 0.21 0.23 0.32 0.12
Todos los loci 0.20 0.37 0.20

Coeficientes de endogamia (Fis W & C) para cada una de las poblaciones (poblacién
cautiva y poblacion silvestre) de iguana negra. Endogamia entre las subpoblaciones
(Fis), endogamia en el total de la poblacién (Fir) y diferenciaciébn genética entre las
poblaciones (Fst), obtenidos mediante el software Genepop. Locus Pec 16
estadisticamente no significativo* (p>0.5).
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9.5 Parentesco

Los resultados obtenidos para establecer las de relaciones de parentesco entre
53 individuos de la poblacion de iguana negra en cautiverio, muestran un total de 40
relaciones en la categoria de padre-hijo, 27 relaciones de hermanos y 71 asignaciones
en relacion de medios-hermanos. La asignacion de estas categorias se logré mediante
dos matrices de correlacion, mostradas en el Apéndice 2, entre los 53 individuos
genotipificados. En las matrices se observa la relacion genética (que corresponde a la
categoria) entre cada individuo pareado y su coeficiente r asociado a cada una de estas
relaciones.
Se realizaron tres esquemas que ejemplifican las relaciones de parentesco. Mediante
flechas rojas, se indica la relacion padre-hijo, con flechas verdes se encuentra la
relacion de hermanos y las flechas azules establecen la relacion medios-hermanos.
Cada circulo representa un individuo, donde se indica el sexo de la iguana, el numero
de individuo (indicado dentro del paréntesis) y la generacién a la que corresponde. En
la Figura 14 se representa una iguana macho, individuo marcado con el numero 7, del
afio 1997. Este individuo posee tres relaciones de parentesco padre-hijo (dos machos y

una hembra), una relacion de hermanos y dos relaciones de medios-hermanos.
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. Medios-Hermanos

(7) 2007
r=0.85

Figura 14. Esquema de la relacién de parentesco, ejemplo 1.
La Figura 15 muestra otro individuo macho (5, generacion 1997) tiene cuatro relaciones
dentro de la categoria padre-hijo, una de hermanos y cinco relaciones de medios-

hermanos.

Figura 15. Esquema de la relacion de parentesco, ejemplo 2.
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El dltimo ejemplo de igual manera muestra un individuo macho (55), de la generacién

2002 con tres relaciones padre-hijo y dos de medios-hermanos (Figura 16).
. Padre-Hijo
. Hermanos

‘ Medios-Hermanos

Figura 16. Esquema de la relacién de parentesco, ejemplo 3.
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9.6 Estructura genética

La estructura genética establecida con Structure evaluando las tres poblaciones
de manera simultanea se obtuvo una K = 4 (con una probabilidad posterior de -7096.2 y
una varianza de 329.3). Del total de individuos (N = 364), el 99% de los individuos de la
poblacién en cautiverio se asignaron al grupo 1 (representado por el color rojo), la
poblacion silvestre se asign6 al grupo 2, pero se observa que estad subdividida en
colores verde, amarillo y azul, con asignaciones del 36%, 43% y 21% respectivamente.
La poblacién de Ctenosaura acanthura, considerado como grupo externo se asigné al

grupo 3 (color amarillo con 21% de los individuos y color azul 79% de los individuos)

(Figura 17).
Ctenosaura Grupo externo
pectinata en Poblacion silvestre de Ctenosaura
cautiverio acanthura
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Figura 17. Asignacion de los individuos empleando el programa Structure. Se observan

cuatro grupos geénicos: grupo 1 (rojo), grupo 2 (verde, amarillo y azul) y grupo 3 (azul).

Al evaluar por separado la poblacion silvestre y el grupo externo respecto a la
poblacion mantenida en cautiverio y asi poder discriminar la asignaciéon de algunos
individuos hacia una de ellas, para ambos andlisis se obtuvo una K = 2 (datos no

mostrados).
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X. DISCUSION

10.1 Caracterizacion fenotipica

En este estudio se muestran por vez primera una serie de fotografias que
muestran 35 caracteres morfométricos que sirven de guia en la identificacion de la
iguana Ctenosaura pectinata. Un caracter que destaca en la identificacion de C.
pectinata son las escamas intercalares de la cola, que en 1928 Bailey establecié se
pueden hallar tres filas completas de escamas intercalares en los primeros cinco a seis
anillos de escalas caudales. Sin embargo, en el estudio realizado por Koéhler & Streit
(1996) se reporté que esta caracteristica es de un rango mayor que va de tres a ocho
escamas intercalares de la cola. Este numero es muy similar al que nosotros
encontramos en la poblacién de iguana negra cautiva, que fue de tres a siete anillos de
escamas caudales que cuentan con tres filas completas de escamas intercalares.

Kohler & Streit (1996) establecieron los caracteres fenotipicos que permiten
diferenciar a la iguana negra de las especies filogenéticamente mas cercanas (C. similis
y C. acanthura) son:
1) Escamas supra e infralabiales 12.3 y 13.5, respectivamente. En este estudio
observamos un promedio de 13.2 escamas supralabiales y 13.5 escamas infralabiales.
2) Cresta dorsal: a) continua hacia la base de la cola (en un 26.3% de un total de 132
individuos) o b) interrumpida por 20 anillos de escamas dorsales. En los 50 individuos
observados en este estudio, la cresta dorsal se presentd de manera interrumpida por un
promedio de 24 anillos de escamas dorsales.
3) Orientacion y angulo de las quillas de las escamas caudales: a) oblicuas en el centro
y relativamente planas o b) con angulos menores de 20°. En el presente estudio,

también se observé que en promedio, los angulos se presentaban alrededor de los 20°
74



0 menos, pero el 80% de los individuos posee el arreglo de estas escamas en condicion
recta y un 20% en condicion oblicua.

4) Coloracion: no existen bandas dorsales oscuras en el dorso. De la misma manera en
ninguno de los individuos observamos bandas dorsales oscuras, sino que se
observaron patrones de manchas blancas de distribucién dorsal a modo de puntilleo,
manchas de tamafio regular o bien manchas que abarcaban casi por completo el dorso.
5) Longitud hocico-cloaca (LHC), promedio total: 353 mm. Encontramos una LHC
promedio total de 277 mm, en un rango de 215 a 385 mm. Ligeramente superior a la
LHC de 200 mm reportada por Alvarado & Suazo (1996) en C. pectinata.

El analisis factorial de componentes principales muestra que existen 11
caracteres morfométricos considerados como mayormente explicativos del fenotipo de
Ctenosaura pectinata. Estos caracteres soélo reflejan a los individuos en cautiverio y es
posible que puedan compartirse con iguanas de vida libre. Sin embargo, se sugiere que
se realicen estudios en vida libre con miras al establecimiento de los caracteres con
mayor poder explicativo en la determinacion del fenotipo de esta iguana.

Cuando se cuenta con informacion morfologica previa en el establecimiento y
definicion de las poblaciones biologicas de una especie, las herramientas de la genética
vienen a complementar o corroborar que estas bases extrinsecas reflejen la estructura
genética existente en ellas (Pritchard et al., 2000). En nuestro estudio sustentamos que
nuestra poblacion de iguanas esta formada por individuos que pertenecen a la especie
Ctenosaura pectinata, mediante el empleo de caracteres morfométricos y con la

aplicacion de analisis genéticos, que discutiremos con detalle mas adelante.
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10.2 Relacion entre la morfometria y la genética

Debido a que existe dependencia de las caracteristicas morfolégicas con las
variables ecoldgicas y que determina los diversos morfotipos que pueden encontrarse
de manera natural, la heterogeneidad genética observada se debe en gran parte a esta
diversidad morfologica que pudo ser detectada previamente (Ciofi et al., 2002). Siendo
asi fundamental el estudio interdisciplinario entre la morfometria y la genética de iguana
negra para poder explicar los patrones de diferenciacion morfolégica y genética de las
poblaciones de una misma especie en funcion de su residencia geografica.

Los cambios que suceden en el nivel de la diversidad genética se manifiestan a
su vez en la diversidad morfolégica. En los genes de regulacién (factores de
transcripcion codificados en elementos regulatorios cis, “cis-regulatory elements”.) que
afectan la morfologia estan implicados con mas frecuencia en la evolucion de la
diversidad, en comparacion con nuevos genes o cambios funcionales en las secuencias
proteicas. Estos cambios en la diversidad morfologica, ocurren en las secuencias
regulatorias que con frecuencia son cripticas y tienen efectos pequefios en la
morfologia; sin embargo, crean las variaciones genéticas que tienen el potencial de
producir una variacién morfolégica heredable y cuantificable a través del tiempo. Es asi,
como una variaciéon morfolégica sirve de materia prima en el proceso de la evolucién
(Carrol et al., 2005).

Por otro lado, la observacion de la carencia de microsatélites de longitud muy
grande, sugiere gque la seleccion mantiene microsatélites de un tamafo determinado. La
mayoria evolucionan de manera neutral, pero en algunos casos, la variacion en las
regiones microsatélites se asocia con un fenotipo alterado como se ha observado en

algunos desordenes genéticos en humanos o flanqueando a genes de virulencia en
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algunos patdgenos (Schlétterer, 2000). El empleo de microsatélites como marcadores
moleculares de iguana negra puede conducir al escaneo de algun tipo de afeccion

fenotipica, de predisposicion a alguna enfermedad o susceptibilidad parasitaria.

10.3 Caracterizacion genotipica
10.3.1 Variacion genética

La diversidad génica es la medida mas importante de la variabilidad genética de
una poblacion y puede relacionarse al numero de diferencias por locus. Los analisis de
diversidad permiten estudiar las variaciones génicas (dentro y entre las poblaciones)
con respecto al genoma completo del organismo que se esté analizando (Nei, 1977).
Con base en los resultados, de los 10 loci analizados en iguana negra en cautiverio, el
100% mostraron mas de un alelo en la poblacién; por ello cumplen que estas regiones
microsatélitales son buenos marcadores moleculares de la especie. Zarza et al. (2009)
report6 al locus Pec 24 como el mas polimorfico, con 19 alelos, mismo namero que se
obtuvo en el presente estudio. Observamos que los locus con menor numero de
muestras en las que amplificaron las regiones microsatélites, fueron Pec 03 y Pec 20 (x
= 30.5); mismos locus indicados por Zarza et al. (2009) como menos polimérficos (2
alelos).

En promedio como en la mayoria de los loci, observamos mayor riqueza alélica
en contraste con lo reportado por Zarza et al. (2009). Es posible que esta diferencia se
deba a que el numero de individuos de Ctenosaura pectinata muestreados en el estudio
de 2009 fue de 27 y que la procedencia de los datos fue de tres sitios diferentes.

La ocurrencia de alelos nulos en 9 de los 10 loci de la poblacion muestreada,

mediante dos software distintos (Micro Checker y Genepop), es congruente con lo que
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se reporta en poblaciones de peces mantenidas en cautiverio (Leary et al., 1993);
donde se encontraron alelos nulos con frecuencias elevadas y que son raros de
detectar en poblaciones silvestres. Se sabe que la causa principal de encontrar alelos
nulos se debe a dificultades técnicas en la genotipificacién de los microsatélites (Mac
Avoy et al., 2007) y que son el resultado de mutaciones ocurridas en las regiones de
unidn de los cebadores o “primers” (Zarza et al., 2009). La presencia de alelos nulos
representa un inconveniente, ya que crea un sesgo en la observacion del exceso de
genotipos homocigotos (Zarza et al., 2009). En la mayoria de los estudios, se excluyen
los loci en los cuales se observa la presencia de alelos nulos, y como segunda opcion,
esta el redisefiar los cebadores (primers) empleados o bien, se pueden ajustar los
valores obtenidos conforme lo establecido por Chakraborty et al. (1992) y Brookfield
(1996) (Ciofi et al., 2002). En este estudio no fue posible excluir los loci, ni redisefiar los
cebadores y tampoco empleamos valores ajustados, debido a que la distribucion de las
frecuencias alélicas “ajustada” para las frecuencias acumuladas de los alelos nulos no
fue significativamente distinta de las distribuciones “no ajustadas”; como se observé en
el estudio de Ciofi et al., (2002) con tortugas de las islas Galapagos. El rango de las
frecuencias de los alelos nulos que ellos obtuvieron fue de 0.04-0.37, rango cercano al
gue nosotros obtuvimos, que fue de 0.13-0.48. Estos resultados se consideran propios
de la dinAmica genética en una poblacion cautiva y no representa un sesgo importante
en los analisis.

La heterocigosidad representa la variacion genética, es precisa y no arbitraria
(Hedrick, 2010). Se detectdo exceso de genotipos homocigotos en la poblacion de
iguana negra mantenida en cautiverio. La heterocigosis esperada en este estudio fue

mayor respecto a la heterocigosis observada. Los valores de heterocigosis observada
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en este estudio se encontraron en un rango menor que el rango reportado por Zarza et
al. (2009) para C. pectinata (0.15 a 0.96), indicando asi que el efecto del cautiverio
disminuye los niveles de variacion genética.

En el estudio de las tortugas de las islas Galdpagos (Ciofi et al., 2002), los
valores de heterocigosis que se obtuvieron fueron de 0.54-0.83, rango que se sabe esta
dentro de los valores de heterocigosis encontrados en reptiles insulares (H=0.25-0.85).
Nuestros valores de heterocigosis se sitian por debajo y dentro de este mismo rango.
Por lo que es posible, que la poblacion de iguana negra en cautiverio, se encuentre en
una dindmica poblacional muy similar a la de las poblaciones insulares, que muestran
evidencia que la depresion por endogamia en aves e iguanas ocasiona nidadas de
tamafos pequefios. Sin embargo, las tasas de extincién ocasionadas por endogamia,
han mostrado ser mayores bajo condiciones hostiles y de variables ambientales, que
bajo condiciones de confort tipicas del cautiverio, que pueden tener un menor éxito
reproductivo y por lo tanto no son adecuadas para un manejo de reintroduccion al
medio continental. Un intercambio de inmigrantes entre poblaciones de islas aisladas de
la misma especie, deberia reducir los riesgos de extincién derivados de la endogamia y
de los factores que se le suman a este fendmeno (Frankham, 1998).

En el estudio realizado por Reed & Frankham (2003), por medio de un
metandlisis, se observé que tanto los niveles de heterocigosis, el tamafio de la
poblacién y la variacion genética cuantitativa (cuantificados mediante marcadores
moleculares) resultaron tener una correlacion significativamente positiva con el tamafo
y adaptabilidad de la poblacion. Asi los niveles de variacion genética cuantitativa
pueden proporcionar una mejor estimacion de un tamafo poblacional a largo plazo que

un censo de individuos en momento determinado. La preocupacion sobre la variacion
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genética esta particularmente garantizada a la luz del hecho que las especies
amenazadas, de manera general, poseen niveles mas bajos de heterocigosis que
aguellas no amenazadas, y dado que ahora se sabe que el nivel de heterocigosis no se
relaciona Unicamente con el potencial evolutivo, sino que esta directamente implicado
en la adaptabilidad, es de orden prioritario mantener a las poblaciones de un tamafio
ideal tal que permita retener la diversidad genética y minimizar los riesgos de extincion
(Reed & Frankham, 2003).

Una poblacién con frecuencias génicas y genotipicas constantes, se dice que
estd en equilibrio Hardy-Weinberg (H-W). En el presente estudio detectamos que la
poblacién de iguana negra cautiva se encuentra fuera del equilibrio H-W en 9 loci,
destacando que en el estudio de Zarza et al. (2009) se reporta desviacién del equilibrio
de H-W unicamente en el locus Pec 21 en individuos de C. pectinata.

Los resultados sitlan a la poblacion de iguana negra cautiva en un escenario
alejado de una poblacién ideal, contrario a lo que se observd en la isla Alligator Cay
(Knapp & Malone, 2003), dénde se evaluaron 35 iguanas del género Cyclura después
de haberse llevado a cabo esfuerzos de conservacion. Mediante el estudio de 5 loci
polimdrficos, no se encontraron desviaciones del equilibrio de H-W, el promedio Fis
encontrado fue de 0.20 en individuos fundadores y como resultado de la translocacion
se obtuvo un indice de Fis= 0.038. Estos resultados sugieren que cada individuo
sexualmente maduro, contribuye de manera azarosa con gametos a la poza génica
para las generaciones que se formaran en el futuro, por lo que se espera, que esta
poblacién mantenga la variacion genética y continte creciendo.

Los datos de la poblacion de iguana en cautiverio se ajustaron al modelo SMM y

no se detectd cuello de botella reciente en la poblacion. El indice de Garza &
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Williamson es sensible para detectar este fenbmeno, los valores que se obtuvieron son
cercanos a 1, lo que indica que se trata de una poblacion estacionaria (Excoffier et al.,
2005). No obstante, estos resultados no son del todo concluyentes ya que a pesar de
gue los datos no evidencian un cuello de botella, puede existir el sesgo debido a que el
namero de loci fue insuficiente para detectar este evento (se necesita minimo 20 loci
para que la prueba sea robusta). Frankham et al. (2009), indican que las poblaciones
gque han experimentado reducciones en sus tamafios (cuello de botella), o fueron
establecidas con un namero reducido de individuos, son mas propensas a la fijacién de
alelos deletéreos, depresion por endogamia y pérdida de variacién genética.
10.3.2 Comparacién de la endogamia entre la poblacién cautiva y la poblacion
silvestre

Al contrastar los resultados de seis loci de microsatélites entre nuestra poblacion
cautiva y los de la poblacion silvestre de iguana negra, empleando el programa
Genepop, observamos que los indices de endogamia en la poblacion cautiva son de
mayor grado en cuatro de los seis loci analizados, y en promedio el coeficiente Fis de la
poblacién cautiva fue ligeramente mayor. Fue sorpresivo encontrar desviacién del
equilibrio H-W en los datos de iguana negra del medio silvestre, lo cual sugiere que es
necesario investigar mas a fondo la dinamica poblacional de la especie o bien, las
poblaciones silvestres se han fragmentado de tal manera que los individuos estan
siendo confinados a areas geograficamente aisladas de pocos individuos.

El valor promedio de Fst revela que existen diferencias entre las frecuencias
alélicas de ambas poblaciones, lo cual sugiere una estructuracion de la poblacién y que,
mas adelante, se hace mas contundente con el resultado de la asignacion (método de

Structure). Fst mide la autocigosis resultante de la deriva génica azarosa en una
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subpoblacion finita y Fis mide la autocigosis resultante de la endogamia por encima y
mas alla de la evaluada con Fst (Hartl & Clark, 2007).

El estadistico Fis s6lo toma en cuenta la autocigosis debida a la endogamia
inmediata individual, es necesario considerar el estadistico Fir que toma en cuenta tanto
la endogamia como la estructura de la poblacion. Fir mide la probabilidad de autocigosis
de un individuo endogamico en relacion con la poblacion total, (Hartl & Clark, 2007). Es
por ello que los valores de Fir que podemos observar en este estudio, son mayores
respecto a Fis y Fst (por locus y en promedio total) es decir, ademas de que en nuestra
poblacién se presenta el fendmeno de endogamia, también nos encontramos con una
poblacidn que posee estructura genética.

Los indices de endogamia por encima de los que se pueden observar en
poblaciones silvestres, se atribuyen al manejo inapropiado y el ambiente cautivo que
propician la reproduccion entre individuos de manera no azarosa y cercanamente
emparentados. Esto es, si los individuos se cruzan endogamicamente por muchas
generaciones, se produce una disminucién en la proporcién de heterécigos, que se
expresa como un aumento en el coeficiente de consanguinidad (Eguiarte & Pifiero,
1990). Para evitar la endogamia, la accion inmediata es aplicar protocolos esenciales
en poblaciones cautivas (Frankham et al., 2009), realizando intercambio de individuos
con otros iguanarios para introducir genotipos provenientes de otras poblaciones. O
bien, usar cruzas que minimicen esto, empleando la informacion de los genotipos
(Gutiérrez- Guerrero, 2014) obtenidos de la poblaciéon cautiva y evitando los
apareamientos entre individuos que compartan alguna de las relaciones de parentesco
analizadas en este trabajo. Ademas, una vez conocida la consanguinidad de una

poblacidn o raza, ésta puede utilizarse como su propia probabilidad de extincion,
82



proporcionando un orden prioritario sobre las razas a conservar (Aranguren-Méndez et
al., 2005).

Las poblaciones endogamicas y linajes de una especie en particular con
frecuencia responden de maneras muy diversas al estrés ambiental y/o endogamico.
Los linajes endogamicos que poseen altos niveles de adaptabilidad bajo condiciones
favorables (en laboratorios o zoolégicos), podrian desenvolverse de manera precaria en
un ambiente natural y por eso no son los mas adecuados para programas de
reintroduccion. La expresion de los alelos recesivos deletéreos como consecuencia de
la depresidon por endogamia depende de condiciones ambientales especificas
(diferentes tipos de estrés); aunado a ello, la gran cantidad de variacion en la forma en
la que las poblaciones y las especies responden a los distintos tipos de estrés, hace
que las predicciones “a priori” sean casi siempre engafosas o imposibles de establecer
(Armbruster & Reed, 2005).

También debe tomarse en cuenta que, los programas de manejo en cautiverio
para especies amenazadas, dificimente o no, revelaran la cantidad de variacion
genética deletérea, debido a que los “pedrigrees” tipicos que se realizan poseen bajo
poder estadistico. De tal manera, que el entendimiento de los efectos de la endogamia
son casi imposibles o requerirdn mucho trabajo experimental; siendo necesario e ideal
el evadir por completo la endogamia en dichos programas de conservacion (Kalinowski
& Hedrick, 1999).

Puede ocurrir que la seleccion purgue a la poblacion de alelos recesivos
deletéreos y por lo tanto puede crear poblaciones endogamicas con mayor
adaptabilidad. Esto explica por qué pueden existir poblaciones endogamicas con poca

diversidad genética pero con gran adaptabilidad. Siendo cierto, Unicamente si la
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poblacidn no es tan pequefia durante un tiempo lo suficientemente largo para permitir la
fijacion de los alelos deletéreos (Reed & Frankham, 2003). Esto ultimo es de gran
importancia pues no podemos aseverar si la poblacion de iguana negra cautiva aun
cuando posee variabilidad genética reducida y es endogamica, se encuentra adaptada
a las condiciones del cautiverio de manera tal que el tamafio de la poblacion haya
permitido purgar la carga genética.

10.3.3 Andlisis de parentesco

De acuerdo al anadlisis de parentesco realizado con nuestros datos de la
poblacién en cautiverio, se observé que no todos los individuos muestreados estan
relacionados en alguna de las tres categorias de parentesco establecidas. Estos
resultados sugieren que a pesar de haberse encontrado endogamia en la poblacion, el
namero de fundadores (310 individuos) fue suficiente para permitir que adn existan
individuos sin alguna relacion de parentesco dentro de este encierro.

Para futuros estudios de parentesco se sugiere utilizar también regiones de
genoma mitocondrial, porque permiten visualizar algunas relaciones de parentesco que
tienen una mayor probabilidad de ser verdaderas (Gutierréz-Guerrero, 2014). Es
preciso darle seguimiento a las poblaciones mediante el marcaje de individuos y su
comportamiento para describir de manera adecuada las relaciones genealégicas (Van
Horn et al., 2008), no basta con poseer la informacion genética proveniente de los
programas que realizan las asignaciones, porque se ha observado que poseen
diferentes limitaciones en base al nimero de loci, nimero de alelos por locus, errores

en la amplificacion y la genotipificacion (Gutiérrez-Guerrero, 2014).
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10.3.4 Estructura genética

Se observé la distribucion de los individuos de Ctenosaura pectinata de la
poblacidén cautiva en un grupo genético Unico y separado de las dos poblaciones con
las que se contrastd (poblacién silvestre de Ctenosaura pectinata y poblacion de
Ctenosaura acanthura). Destaca un dato atipico de un individuo que posee el 50% de
genoma correspondiente a C. pectinata y el otro 50% al genoma de C. acanthura, que
sugiere la existencia de un hibrido en la muestra de la poblacién, resaltando la
importancia de lograr genotipificar al resto de la poblacién en busqueda de individuos
hibridos y hacer la separacion entre individuos puros.

Los datos provenientes tanto de la poblacion silvestre, asi como de la poblacion
considerada como grupo externo mostraron subestructuracion. Se observo que dentro
de la poblacion silvestre, el porcentaje de individuos dentro del subgrupo de color azul
se tratan de iguanas que corresponden a la especie de C. acanthura y se asignaron de
manera errénea a la especie C. pectinata. Y a su vez un porcentaje de individuos
identificados como C. acanthura (subgrupo de color amarillo, en el grupo 3) en realidad
corresponden a iguanas C. pectinata. Confirmandose asi la necesidad de
complementar los datos fenotipicos con datos genéticos en la correcta identificacion de
la especie y su asignacion a poblaciones.

La existencia de estructura poblacional (K>1), refleja la variacion de las
frecuencias alélicas entre las poblaciones y el nUmero de alelos que son intercambiados
entre las poblaciones debida a la nula o baja tasa de migracion o dispersion (Pritchard
et al.,, 2000; Balloux & Lugon-Moulin, 2002). Como lo que se ha podido observar en
poblaciones de tuatara (Sphenodon spp.) de islas aisladas por miles de afios, en

ausencia de flujo génico debido al aislamiento geogréfico se encontro un valor de Fst =
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0.26. (Mac Avoy et al.,, 2007), este aislamiento geogréfico puede representar un
equivalente al aislamiento fisico impuesto por el ambiente en cautiverio de las iguanas
de este estudio.

De manera diferente, se encontré que en 22 poblaciones de iguana marina de las
islas Galapagos (Amblyrhyncus cristatus) existen niveles altos de flujo génico; el alto
grado de diversidad genética en las islas jovenes se atribuye a grandes tamarfios de las
poblaciones de reciente formacion que ha dado como resultado muchas mutaciones
nuevas en combinacién con la disminucion de los efectos de la deriva génica (Steinfartz
et al., 2009). Cuando las subpoblaciones se encuentran completamente aisladas del
proceso migratorio, entonces todos los apareamientos se llevan a cabo entre individuos
dentro de cada subpoblacion y una de las consecuencias importantes de la estructura
poblacional es la reduccién en la proporcién promedio de genotipos heterocigotos en
relacion a lo que se esperaria bajo apareamientos completamente al azar (Hartl &
Clark, 2007), los valores de heterocigosis observados en la poblacién de este estudio
también reflejan que se halla estructurada genéticamente como consecuencia de la
ausencia de flujo génico.

Cuando el flujo génico es reducido, como en las zonas de hibridacion o por la
presencia de barreras de dispersion, el efecto de la mutacién se hace importante en
relacion a la migracion (Balloux & Lugon-Moulin, 2002), siendo una raz6n mas por la
cual observamos niveles altos en las frecuencias de alelos nulos y confirmando que el
efecto del cautiverio se refleja en una marcada estructura genética.

La diferenciacion observada mediante los loci de microsatélites permite
reconocer a los individuos de las poblaciones como unidades distintas para la

conservacion (unidades de manejo) (Ciofi et al., 2002). Es posible asegurar que la
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poblacién de iguana negra cautiva se encuentra genéticamente diferenciada, pues de
acuerdo con Mac Avoy et al. (2007) un alto grado de estructuracion genética, indica que
el manejo para su conservacion necesita reconocer a cada poblacién como una entidad

genéticamente distinta.
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Xl. CONCLUSIONES
Se establecieron once caracteres morfométricos en la identificacion de la especie
Ctenosaura pectinata.
AA: Numero de verticilios caudales con escamas paramedias espinosas (caracter
namero 29).
BB: Numero de verticilios caudales totales (caracter 30).
DD: Numero de escamas dorsales paramedias en una cabeza de longitud
(caracter 32).
EE: Numero de escamas midventrales en una cabeza de longitud (caracter 33).
I: Numero minimo de escamas entre suboculares y supralabiales (caracter 10).
J: NUmero de escamas supralabiales, incluyendo la escama oblicua (caracter
11).
Q: Numero de espinas agrandadas de la cresta dorsal media (caracter 18).
R: Numero de filas de escamas entre las nucales y la primera espina de la cresta
dorsal media (caracter 19).
T: Numero de intercalares con filas incompletas de escamas caudales (caracter
21).
U: Numero de intercalares con dos filas completas de escamas caudales
(caracter 23).
Y: Condicion de la espinosidad de las escamas caudales paramedias (caracter
27).
Los individuos de la poblacién de iguana negra mantenidos en cautiverio, se han

apareado de forma no aleatoria entre individuos relacionados por ancestria con
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un coeficiente de endogamia Fis = 0.37-0.45 en la poblacién, alejada del
equilibrio de Hardy-Weinberg.

e Existen 138 relaciones de parentesco (40 en la categoria padre-hijo, 27 de la
categoria hermanos y 71 relaciones de medios hermanos) entre los 53 individuos
muestreados del total de la poblacién cautiva, creandose asi el primer estudio de
parentesco-genético para la poblacion.

e El indice Fst=0.26, asi como el resultado del analisis realizado con Structure
reflejan la existencia de diferencias en las frecuencias alélicas entre la poblacion
cautiva y la silvestre, por lo cual ahora se sabe que existe gran estructura
genética en la poblacién cautiva.

e La poblacion de iguana negra mantenida en cautiverio debe ser considerada

como una entidad genéticamente diferenciada de la especie en vida silvestre.

Consideraciones

Se sugiere realizar acciones para un manejo adecuado en la reproduccion,
evitando apareamientos entre individuos emparentados y de ser posible establecer el
parentesco entre todos los individuos de la poblacion.

Gestionar el flujo de migrantes entre iguanarios o con individuos del medio
silvestre para incrementar los niveles de variacion genética, con el proposito de obtener
una poblacion genéticamente saludable, sin adaptacion al ambiente cautivo y capaz de

ser considerada para un plan de reintroduccion al medio silvestre.
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Apéndice 1
Caracteres morfométricos empleados para la caracterizacion fenotipica de la
poblacion de Ctenosaura pectinata en cautiverio
1. Sexo de las iguanas. Se consideran caracteres informativos del sexo los poros
femorales que en los machos de iguana negra son visiblemente mas grandes y
estdn mas desarrollados (1A) en comparacion a los poros femorales de las
hembras (1B). En machos también es posible observar un abultamiento en el
area cercana a la cloaca por la presencia de hemipenes (1B). La altura de la
cresta dorsal (1C) y la longitud de la cabeza (1E) en iguanas machos son por lo

general mas grandes, en comparaciéon con hembras de la misma edad (1D y 1F,

respectivamente).




2. Longitud hocico-cloaca. Medida que involucra la longitud del cuerpo desde la
apertura cloacal hasta la punta del hocico. En la Imagen 2 se observa una

longitud hocico-cloaca de 28 cm.

SAARRAREE SR M\ MY

4. Longitud de la cola. Medida que va desde la cloaca hasta la punta de la cola. En la
Imagen 3 se observa una cola de 50 cm. En las iguanas puede ocurrir pérdida de la
cola con ausencia de regeneracion, pero en la mayoria de los casos la cola se
regenera; donde se mide la longitud de la cola hasta la ruptura y la longitud regenerada,

se anota como una suma ambas longitudes (por ejemplo: 24 + 7 cm).
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5. Longitud de la pierna. Esta caracteristica se midio desde la rodilla hasta la flexion de
la pata (la primera region se le denomina muslo y la sunda corresponde a la pierna),

como se aprecia en la Imagen 4.

6. Longitud de la cabeza. Se realiz6 la lectura desde la punta del hocico hasta el

margen anterior de la apertura del oido (Imagen 5).
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7. Ancho de la cabeza. Se midi6 la distancia que existe entre el oral ricti; es decir, el

ancho entre la comisura izquierda y derecha del hocico (Imagen 6).

3 \'\\\\‘\\\i&““’\\'\'@“\\um\\un\mmunz“u
EWGRAREERELETRE
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8. Longitud del hocico. Se midi6é desde la punta del hocico hasta el margen anterior de

la 6rbita (Imagen 7).

9. Numero minimo de escamas entre los semicirculos supraorbitales. Se realiz6 el
conteo del niumero de escamas que se localizan sobre el hueso frontal, como se

observa en el area sefalada entre las flechas en la Imagen 8.
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10. Namero minimo de escamas ente los semicirculos supraorbitales e interparietales.
Se conto el numero de escamas en el area sefialada por el boligrafo situada sobre el
hueso interparietal entre los circulos rojos; el circulo superior indica el semicirculo

interparietal y, el circulo inferior indica el semicirculo supraorbital (Imagen 9).

11. Numero minimo de escamas entre las escamas suboculares y supralabiales. Se
contd el numero de escamas encontradas entre el area sefialada por las flechas; la
flecha superior indica las escamas suboculares y la flecha inferior indica las

supralabiales (Imagen 10).
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10

12. Numero de escamas supralabiales. Se registraron las escamas presentes al margen
del hocico incluyendo la escama oblicua. En la Imagen 11 se encuentran delimitadas

por las flechas de color rojo, la flecha de lado izquierdo sefiala la escama oblicua.

11

13. NUmero de escamas entre las dos escamas cantales. Se refiere al nimero de

escamas entre la escama cantal derecha y la escama cantal izquierda. En la Imagen 12
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se observa la escama cantal derecha encerrada en un circulo rojo y la flecha indica el

area sobre la que se realiz6 el conteo.

12

14. Numero de escamas entre la cantal o superciliar y la escama subocular agrandada
central. Son aquellas escamas que se sitian entre el circulo de color rojo, que delimita
la escama cantal del lado izquierdo de la cabeza de la iguana y el évalo color rojo, que

delimita la escama subocular agrandada central (Imagen 13).
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13

15. Numero de escamas entre nasal y rostral (Imagen 14). Se conté el nimero de
escamas entre la escama nasal (circulo rojo) y la escama rostral (flecha roja), por lo

general se observan de dos a tres escamas.

14

16. Numero de escamas infralabiales. Estas escamas son distintivamente grandes
(Imagen 15). Se realiz6 el conteo desde la punta hasta la comisura del hocico, indicada

por la flecha de lado derecho.
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17. Nimero de escamas postmentales. Por lo general son grandes, en la Imagen 16 los

circulos delimitan tres escamas postmentales.

16

18. Numero de espinas agrandadas de la cresta dorsal media. En la Imagen 17 se
aprecia el conteo de las espinas, las flechas rojas delimitan el inicio y fin de la cresta

dorsal.
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19. Numero de escamas entre las nucales y la primera espina de la cresta dorsal
media. Son unas escamas diminutas para las que se utilizé una lupa, la flecha roja de la
izquierda esta situada sobre las escamas nucales e indica el inicio de las escamas
diminutas, la flecha que sefiala hacia arriba indica la primera espina de la cresta dorsal,

hasta donde se realiz6 el conteo (Imagen 18).

20. Numero de filas de escamas entre la Ultima espina de la cresta dorsal media (flecha
que sefala hacia abajo) y el primer verticilio de las escamas caudales espinosas (flecha

que sefiala hacia arriba) (Imagen 19).
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21. Escamas intercalares con filas incompletas de escamas caudales. Son escamas
planas entre las escamas caudales espinosas. En la Imagen 20, los rectangulos rojos
muestras los anillos de escamas caudales espinosas, la flecha roja indica las escamas
intercalares planas. Se contaron el numero de anillos de escamas intercalares planas
con filas incompletas a lo largo de la cola (las que se interrumpen conforme se acercan

a la linea media).

20

22. Numero de intercalares con tres filas completas de escamas caudales. La llave de
color rojo, delimita los anillos intercalares con tres filas completas de escamas planas

(Imagen 21).
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23. Numero de intercalares con dos filas completas de escamas caudales. Son las
escamas dispuestas en anillos, se ubican después de los primeros anillos que poseen
tres filas completas de escamas caudales (caracter nimero 22). En la Imagen 21 se
observan por debajo de la llave color rojo.

24. Angulo de las quillas de las escamas caudales. Con ayuda de un transportador y
una regla evaluamos los angulos de las quillas, en la Imagen 22, se observa que el

angulo mas pronunciado de las quillas de las escamas caudales es de 31°.

22
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25. El arreglo de las escamas caudales espinosas puede ser de dos posibles formas: 1)
recto en medio de la escama y 2) oblicuo. En la Imagen 23 se observan dos escamas

espinosas de condicion oblicua hacia afuera (rectangulos en color rojo).

23

26. La condicion de la espinosidad de las escamas caudales paramedias puede
presentarse de tres formas: 1) ninguna espinosa, 2) las escamas paramedias internas
mas espinosas que las exteriores y 3) paramedias internas menos espinosas que las
exteriores. En la Imagen 24 se muestra la condicion 3, el rectangulo rojo delimita las

escamas paramedias internas y las flechas indican las escamas paramedias externas.

24
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27. Condicién de las escamas paramedias internas del séptimo verticilio caudal. La
condicion de estas escamas puede ser: 1) planas ¢ 2) abultadas.

28. Numero de verticilios caudales con escamas paramedias espinosas. En la Imagen
25, la llave color rojo delimita el niumero de verticilios caudales con escamas

paramedias espinosas, se observa un total de 15.

25

29. Numero de verticilios caudales totales. Para ello, se cuentan los verticilios con
escamas paramedias espinosas, asi como los verticilios que carecen de ellas. En la
Imagen 25, se observa un total de 17.

30. Numero de lamelas subdigitales en el dedo cuatro, corresponde al dedo mas largo y

se cuenta a partir de la ufia hasta la union del dedo con la pata (Imagen 26).
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31. Para obtener el numero de escamas dorsales paramedias en una cabeza de
longitud, se toma la longitud de la cabeza y se traslapa sobre el dorso. Se cuenta la

totalidad de escamas que quedan dentro de esta longitud (Imagen 27).

32. El numero de escamas midventrales en una cabeza de longitud, se obtiene
tomando la medida de la cabeza de la iguana y traslapando esta longitud en la parte

ventral (Imagen 28).
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33. Numero de escamas alrededor de la mitad del cuerpo. Esta medida se toma desde
la mitad del dorso a la mitad del vientre. Se observa la secuencia de conteo de
escamas alrededor de la mitad del cuerpo. Se inicia desde la escama adyacente a la
linea de la cresta dorsal espinosa (Imagen 29 A), se continla sobre las costillas

(Imagen 29 B) y se finaliza a la mitad del vientre de la iguana (Imagen 29 C).
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34. Numero de poros femorales. En caso de que se encontraran diferencias, se anoto el
namero de poros en muslo izquierdo y muslo derecho, respectivamente. Se observa un
individuo macho de iguana negra con cinco poros femorales en muslo derecho y seis en
muslo izquierdo (Imagen 30). Notese que los poros son mas grandes y mucho mas

faciles de percibir respecto de las hembras (Imagen 31).
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35. Marcas o areas palidas/blancas. Se pueden observar de diversos patrones, pero los
mas comunes son: 1) presentes a lo largo del dorso, 2) restringidas a la porcion anterior
del dorso, 3) restringidas a la porcion posterior del dorso, o bien, 4) ausentes. En las

Figuras 32 Ay 32 B se observan pequeiias manchas blancas, distribuidas a lo largo del
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dorso de manera irregular. Las manchas blancas pueden llegar a abarcar por completo

el dorso (Imagen 33 A), o preferentemente hacia la parte posterior (Imagen 33 B).

36. Los caracteres ausentes en todas las iguanas evaluadas fueron tres:

1. Numero de intercalares con una fila completa de escamas caudales.
2. Bandas transversales dorsales oscuras sobre el cuerpo:

a) con centro palido en la regién vertebral

b) sin centro palido

3. Numero de bandas transversales dorsales oscuras sobre el cuerpo.
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Apéndice 2
Matrices de correlacion obtenidas con el Software ML-Relate para establecer el

parentesco de los individuos de la poblacion cautiva de Ctenosaura pectinata

En la Figura A2.1 se observan las categorias de relacién de parentesco entre cada uno
de los individuos. En el Figura A2.2 se observan los valores de r asociados a cada una
de estas categorias y en rojo destacan los valores que resultaron estadisticamente

significativos.
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Figura A2.1. Matriz de correlacién de las categorias de parentesco entre los individuos de la poblacion de iguana negra cautiva.
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Figura A2.2. Matriz de correlacion de valores r, asociados a las categorias de parentesco entre los individuos de la poblacion de iguana negra en

cautiverio.
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Apéndice 3

Solucion tampon de lisis TEN (Para un volumen de 150 ml)
EDTA2.85¢

NaCl 0.8625 g

SDS 3.15¢g

TrisHCI 150ml

Proteinasa K (liquida, SIGMA ALDRICH®) 26.25 pl

Soluciéon tampdn TE 1X (Para un volumen de 100 ml)
Tris (IM) , 1 ml
EDTA (0.5M*), 0.2 ml

llevar a pH8 y aforar a 100 ml

Soluciéon tampon TBE 1 X (Para un volumen de 1000 ml)
Tris Base 10.8 g

Acido Borico 5.4 g

EDTA (0.5M*) 4 ml

disolver en 700 ml de agua bidestilada (ddH20), llevar a pH 8 y aforar a 1000 ml.

*Para preparar EDTA 0.5 M

EDTA 93.05¢

disolver en 200 ml de agua desionizada, llevar a pH 8 y ajustar el volumen a 500 ml
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