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RESUMEN

La comprension sobre una especie animal, envuelve tanto el estudio de las
implicaciones ecoldgicas y evolutivas de las estrategias de comportamiento de los
animales, como también el estado de las poblaciones (niveles de endogamia, flujo génico,
entre otros). La utilizacion de marcadores moleculares ayuda a comprender la dinamica
de las poblaciones como también la historia natural de las mismas, permitiendo asi la
identificacion de problemas y el disefio de planes de manejo mas acertados, tanto in situ

COmo ex situ para especies amenazadas 0 no.

En este estudio se analiz6 la diversidad genética y la estructura poblacional en
seis localidades de Microlophus bivittatus de la isla San Cristébal. La heterocigosidad
observada (0.530 - 0.698) y la diversidad alélica (6.67 - 7.50) fueron moderados en todas
las localidades. Al correlacionar la diferenciacion genética entre individuos con las
distancias geogréficas, el valor obtenido para Rxy fue 0.18 con una significancia de
Puanter = 0.0001. La diferenciacion genética entre localidades fue baja (FsteLosa. = 0.031,
P = 0.001) a nivel global. Para la comparacion entre localidades se utilizaron 3 indices de
diferenciacion (Fst = 0.21 - 0.15; G’st = 0.089 - 0.480; D = 0.019 - 0.174), no se observo
ninguna estructuracion, lo cual puede ser explicado ya que la variacién entre localidades
es del 6 %, mientras la variacion dentro de las localidades es del 87 %. Al analizar la
variaciéon entre regiones “norte - sur’ y “este - oeste”, se observé que en la agrupacion
“norte - sur” la variacion se explica: entre regiones 1 %, entre localidades 2 %, dentro de
las localidades 32 % y entre individuos el 64 %. Mientras que en la agrupacién “este -
oeste” la variacion se encuentra: entre regiones 0 %, el 11 % entre localidades, el 16 %
entre individuos y el 73 % dentro de los individuos. Los valores Fs variaron entre 0.066 y
0.277 y los valores de N, se encuentra entre 1.32 y 12.88. Esto puede ser debido a que
esta especie presenta una distribuciéon continua a lo largo de la isla, y que el nUmero de
migrantes entre la misma es alta contribuyendo asi a la hip6tesis de que presentan un

modelo de migracién paso a paso circular (Stepping-Stone Model).

Palabras clave: Diferenciacion Genética, Diversidad Genética, Flujo Génico, Galdpagos,

Microsatélites, Microlophus bivittatus, Stepping-Stone Model (SSM).
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ABSTRACT

The understanding of an animal species, involves both the study of ecological and
evolutionary implications of the strategies of animal behavior, as well as the status of
stocks (levels of inbreeding, gene flow, etc.). The use of molecular markers to help
understand the dynamics of populations as well as the natural history of the same,
allowing the identification of problems and design of management plans more successful,

both in situ and ex situ for threatened species or not.

This study analyzed the genetic diversity and population structure in six locations in
Microlophus bivittatus of San Cristobal Island. The observed heterozygosity (0530-0698)
and allelic diversity (6.67 - 7.50) were moderate in all locations. By correlating the genetic
differentiation between individuals with geographical distances, the value for Rxy was 0.18
with a significance of Pyanter = 0.0001. Genetic differentiation among sites was low
(FsteLoeaL = 0.031, P = 0.001) globally. For comparison between locations were used 3
indices of differentiation (Fst = 0.21 to 0.15; G'st = 0,089 to 0,480, D = 0,019 to 0,174),
there was no structure, which can be explained as the variation between locations is 6%,
while variation within localities is 87%. By analyzing the variation between regions "north -
south" and "East - West", was observed in the group "North - South" explained variation:
between regions 1%, 2% between locations within the towns 32% and 64% among
individuals. While in the group "East - West" is variation: between regions 0%, 11%
among sites, 16% among individuals and 73% within individuals. Fis values varied
between 0066 and 0277, Nm values and are located between 1.32 and 12.88. This may
be because this species has a continuous distribution throughout the island, and the
number of migrants between the same is high thus contributing to the hypothesis that

migration presents a model step by step circular (Stepping-Stone Model).

Key words: Genetic Differentiation, Genetic Diversity, Gene Flow, Galapagos,

Microsatellites, Microlophus bivittatus, Stepping-Stone Model (SSM).
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CAPITULO I.
1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES

Las Islas Galapagos son un archipiélago de islas volcanicas geoldgicamente
jovenes (CHRISTIE et al. 1992), distribuidas alrededor de la linea ecuatorial en el
Océano Pacifico oriental, a 973 Km del Ecuador continental. Galapagos tiene islas
tanto al norte como al sur de la linea ecuatorial (Latitud entre 1° 40' Ny 1° 36' S;
Longitud 89° 16" W y 92° 01' W) (SNELL et al. 1996). Son famosas por su gran
namero de especies endémicas, ademas de haber contribuido en el desarrollo

de la teoria de la Evolucion de Darwin por seleccion natural (PARENT et al. 2008).

Este Archipiélago ha brindado oportunidades para una rapida colonizacion y
especiacion, y tiene un registro geoldgico que puede ser utilizado para estimar la
cronologia de los eventos evolutivos (BENAVIDES et al. 2009; EMERSON 2002).
Estudios moleculares de las radiaciones en las Galapagos generalmente han sido
basados en métodos filogenéticos que no tienen el poder de discriminar entre
diversos factores evolutivos, los que pueden causar asociaciones entre la
variacion genética y geografica, tales como el rango de expansion, la

fragmentacion en el pasado, y el flujo de genes (BEHEREGARAY et al. 2004).

Para las Galapagos los estudios moleculares han detectado conflictos en las
relaciones entre la diversificacién de la poblacion y la formacion de especies a
causa del contacto secundario entre estas, es el caso de los pinzones de Darwin
(GRANT and GRANT 2002; GRANT et al. 1996), el caso de las iguanas marinas y el
sesgo de dispersion parcial por sexo (RASSMANN et al. 1997), o mudltiples

colonizaciones desde el continente, como es el caso de las lagartijas de lava



(BENAVIDES et al. 2007; BENAVIDES et al. 2009; KiziRIAN et al. 2004). Aunque la
filogenia de la mayoria de los grupos de especies de vertebrados de Galapagos
ha sido relativamente bien estudiada, el conocimiento sobre la historia de micro-
procesos evolutivos y su efecto en las poblaciones insulares aun es limitado

(BEHEREGARAY et al. 2003; CioFi et al. 2006; JORDAN and SNELL 2008).

1.2. EL GENERO Microlophus DUMERIL & BIBRON
(SQUAMATA: TROPIDURIDAE)

Las lagartijas de lava (Género Microlophus, Duméril and Bibron 1837) se
encuentran distribuidas a lo largo de la costa occidental de Sur América y en las
Islas Galapagos. Existe evidencia filogenética de su condiciéon monofilética, y de
la ocurrencia de dos clados al interior del género (“occipitalis” y “peruvianus”), los
cuales son claramente diagnosticables por sinapomorfias referidas a escamacion,
pliegues corporales (DixoN and WRIGHT 1975), caracteres osteoldgicos (FROST
1992) y datos moleculares (ADN mitocondrial y ADN nuclear) (BENAVIDES et al.

2007; BENAVIDES et al. 2009; FRoOsST et al. 2001; KizIRIAN et al. 2004).

Microlophus esta representado por 21 especies en total, de las cuales nueve
son endémicas de Galapagos (JORDAN and SNELL 2008; JORDAN et al. 2005;

KizIRIAN et al. 2004).



1.2.1. El género Microlophus en las Islas Galapagos

Para explicar la diversidad del género Microlophus en Galdpagos, se han
realizado tanto estudios morfolégicos (WRIGHT 1983; WRIGHT 1984) y moleculares
(BENAVIDES et al. 2007; BENAVIDES et al. 2009; JORDAN et al. 2002; JORDAN and
SNELL 2008; KizirRIAN et al. 2004; LorPez et al. 1992) que nos revelan que las
especies endémicas de las Islas Galapagos han evolucionado de dos
colonizaciones por parte del grupo “occipitalis” desde la costa occidental de Sur
América. De la primera colonizacién evolucionan las especies del “clado | -
Galapagos Oriental”, el cual se compone de M. habeli (Isla Marchena) y de M.
bivittatus (Isla San Cristdbal), y de la segunda colonizacion evolucionan el “clado
Il - Galapagos Occidental”, compuesto por M. delanonis (Isla Espafiola), y el
complejo albemarensis compuesto a su vez de M. duncanensis (Isla Duncan), M.
indefatigabilis (Islas Santa Cruz y Santa Fe), M. jacobi (Isla Santiago), M. grayii
(Isla Floreana), M. albemarensis (Islas Isabela y Fernandina) y M. pacificus (Isla
Pinta) (BENAVIDES et al. 2007; BENAVIDES et al. 2009; KizIRIAN et al. 2004; WRIGHT

1983; WRIGHT 1984).

1.2.2. Microlophus bivittatus

Microlophus bivittatus Peters 1871 fue originada en la primera colonizacion,
es endémica de la Isla San Cristobal (BENAVIDES et al. 2009; KizIRIAN et al. 2004).
Esta especie, al igual que las otras especies de Galapagos, presenta una
distribucion en anillo (SNELL et al. 1988; SNELL et al. 1996), es decir se encuentra

a lo largo de las zonas del litoral y seca baja de las islas grandes, escasamente



llegan a la zona de transicion y casi nunca estan en la zona alta. Los individuos de
esta especie presentan dimorfismo sexual, los machos presentan dos bandas de
color blanco a cada lado del cuerpo, mientras que las hembras presentan en la
parte ventral-frontal una coloracion naranja. Viven en harems, un macho con
muchas hembras, son territoriales en aproximadamente un &rea de 5-10m?
(BREMNER and PERez 2002; PErRez and BALTA 2007; QuisPITUPAC and PEREZ
2009). Su estado es vulnerable (libro rojo del Ecuador), su amenaza en la

actualidad son los gatos domésticos y ferales (CDF and WWF 2002).

1.3. ECOLOGIA MOLECULAR

La comprension sobre una especie animal, envuelve tanto el estudio de las
implicaciones ecoldgicas y evolutivas de las estrategias de comportamiento de los
animales, como también el estado de las poblaciones (niveles de endogamia, flujo
génico, entre otros). La utlizacion de marcadores moleculares ayuda a
comprender la dinamica de las poblaciones como también la historia natural de
las mismas, permitiendo asi la identificaciébn de problemas y el disefio de planes
de manejo mas acertados, tanto in situ como ex situ para especies amenazadas 0

no (AvISe 1994; Avise 2000; FRANKHAM et al. 2002).

El conocimiento de la diversidad genética y la extension espacial de las
poblaciones (distribucion/dispersién) y una comprension de las influencias entre
las especies, son parte integral del manejo y conservacion de las mismas (JONES
et al. 2004). La comprension de la estructura espacial de la poblacion es

importante para el establecimiento de la escala adecuada para la conservacion y



el manejo de subunidades (BoweN 1999; MoRITz 1994; MoRITz 1999; MORITZ
2002; PAETKAU 1999). EIl flujo de genes es el resultado de la combinacion de
multiples desplazamientos de dispersion individuales, y el entrecruzamiento
dentro de la poblacion local por parte de los individuos inmigrantes. La estructura
de la poblacion es una funcién de la distancia, la magnitud de los movimientos y
las barreras sobre el flujo de genes, causadas por discontinuidades en las
caracteristicas topograficas del paisaje y la heterogeneidad del habitat (JONES et

al. 2004).

El modelo de Aislamiento por distancia (WRIGHT 1943) predice que la similitud
genética entre las poblaciones disminuye exponencialmente mientras que la
distancia geografica entre ellas aumenta, debido al efecto de limitacion
ocasionado por la distancia geografica sobre las tasas de flujo génico. Se
entiende como flujo génico al proceso de transferencia de alelos de una poblacion
a otra, o entre dos 0 mas poblaciones, e implica la dispersién de nuevas variantes
alélicas entre poblaciones diferentes. Este proceso ocasiona que las frecuencias
alélicas en las poblaciones no se encuentren en equilibrio Hardy-Weinberg,
entendiendo que las poblaciones que se encuentren en equilibrio son poblaciones
cerradas, donde los individuos de una misma generacién descienden de
progenitores pertenecientes todos a la misma poblacion. Esto casi nunca se da en
poblaciones naturales (AviSeE 1994; FREeLAND 2005). El impacto del flujo génico
en la evolucion de rasgos adaptativos no es claro y ha generado gran
controversia. La teoria sugiere que, en virtud de una amplia gama de condiciones,
tan soélo la reproduccion de un migrante por generacion puede impedir la

diferenciacion entre las poblaciones en lugares neutrales, como consecuencia de



la deriva génica (FRANKHAM 2003; FRANKHAM et al. 2002; FREELAND 2005). Se
entiende como deriva génica al cambio en las frecuencias alélicas, debido a que
los alelos de una generacién dada no constituyen una muestra representativa de
las frecuencias alélicas de una generacion anterior. En poblaciones naturales de
tamafio finito donde se dan fluctuaciones debidas al azar, las frecuencias alélicas
como genotipicas varian de generacion en generacion. La magnitud de las
variaciones estocasticas de las frecuencias alélicas-génicas depende del tamafio
poblacional. Las magnitud de las variaciones esperadas de las frecuencias en los
descendientes se incrementa con descensos en el tamafio de la poblacion
parental. En poblaciones naturales, relativamente grandes, los efectos de la
deriva génica pueden no ser significativos en comparacion con los efectos de
seleccién o flujo génico, mientras que en poblaciones pequefias, puede haber
fluctuaciones amplias e impredecibles de las frecuencias alélicas-génicas debido
a eventos aleatorios, de una generacion a otra que pueden causar la extincion de
las poblaciones (Avise 1994; FRANKHAM et al. 2002; FREELAND 2005). Existen un
gran numero de estudios (BROWN et al. 2001; CALSBEEK and SMITH 2003; SMITH et
al. 1997) que sugieren que una fuerte seleccién natural puede dar divergencia, a
pesar de los altos niveles de flujo génico. Calsbeek y Smith (2003) en su estudio
demostraron que los patrones de flujo génico entre las poblaciones de lagartijas
del Caribe (Anolis spp.) se explican mejor al tener en cuenta las corrientes
marinas predominantes, y que la divergencia en la aptitud relacionada con la
morfologia disminuye con el aumento del flujo génico. Esto confirma que el flujo
génico puede homogeneizar el acervo genético (pool genético) evitando asi que

se de divergencia.



1.3.1. Diversidad Genética y formas de medirla

La diversidad genética representa pequefios cambios en las diferentes
secuencias de ADN. Estos pueden resultar en modificaciones de las secuencias
de aminoécidos, lo que a su vez puede traer o no cambios en la funcionalidad
bioguimica o morfolégica de la proteina, lo que podria verse reflejado en
diferencias en la tasa de reproduccién, en la tasa de sobrevivencia o en el
comportamiento y morfologia de los individuos (FRANKHAM 1998; FRANKHAM 2003;

FRANKHAM 2005; FRANKHAM et al. 2002).
La variacién genética tiene tres componentes principales:

a) Diversidad genética: se entiende como la cantidad de variacion genética.

Se puede medir en términos de: (i) Heterocigosidad esperada (He), que
corresponden a la fraccion esperada de heterocigotos en una poblacion en
equilibrio Hardy — Weinberg (HWE), al comparar el valor de la heterocigosidad
observada (H,) en la poblacién con el valor esperado (He), se puede determinar si
la poblacion se encuentra en equilibrio o presenta deficiencia o exceso de
heterocigotos; (ii) riqueza (I) y diversidad alélica (A) (el nimero de alelos y el
promedio de alelos por locus en la poblacién estudiada, respectivamente), estos
métodos son sensibles al nimero de individuos muestreados; (iii) Diversidad
génica (h) (Nel 1978) se define como la probabilidad que dos haplotipos al azar
sean diferentes dentro de la muestra, esta es la prueba menos sensible al tamafio
de la muestra (FREELAND 2005); (iv) Rango alélico (R), corresponde al nimero o
proporcion de loci polimorficos (loci con mas de un alelo); y (v) indice de
endogamia (Fis) (WRIGHT 1951), que permite inferir acerca de la diversidad en

términos comparativos (FRANKHAM et al. 2002; FREELAND 2005).



b) Diferenciacién genética: analiza la distribucion de la variacion genética

entre las poblaciones. Existen varias maneras de cuantificar el grado de
estructuracion - diferenciacion genética en un conjunto de poblaciones.
Generalmente se utilizan indices que miden el nivel de flujo génico, divergencia y
asociacion (FREeLAND 2005; HAmILTON 2009): (i) Coeficiente de endogamia (Fst)
(WEIR and COCKERHAM 1984; WRIGHT 1951) nos permite cuantificar la
heterocigosidad en una poblacién, varia entre 0 (50 % homocigotos [p? = AA y g°
= aa] y 50 % heterocigotos [2pg = Aa]) y 1 (poblacion con 100 % de endogamia)
(FREELAND 2005); (i) Indice de diferenciacion (D), propuesto por Jost (2008),
quien sostiene que indices de diferenciacién como Gsr y sus relativos (Fst, Rst, ¥
otros similares) no son validos para calcular la diferenciacion genética entre
poblaciones con valores cercanos a 0, aunque estén totalmente diferenciadas; (iii)
Andlisis de Variancia Molecular (AMOVA) es un ANOVA anidado que permite
analizar la particién de la diversidad genética en diferentes niveles jerarquicos de
divisién poblacional. En poblaciones altamente estructuradas, el mayor porcentaje
de \variabilidad genética se encuentra entre las subpoblaciones, que
genéticamente estan muy diferenciadas, mientras que en poblaciones
panmicticas la mayor variabilidad se encuentra entre los individuos dentro de las
subpoblaciones, con bajo nivel de diferenciacion genética entre estas ultimas

(FRANKHAM et al. 2002; FREELAND 2005; HAMILTON 2009).

c) Distancia genética (evolutiva): analiza la cantidad de variacion genética

entre pares de poblaciones. Se puede medir en términos de: (i) Distancia genética
de Nei (1972) varia entre 0 y 1 (0 = iguales, 1 = diferentes), este coeficiente de

disimilaridad se basa principalmente en mutacion y deriva génica. Este modelo se



basa en el modelo de alelos infinitos (KIMURA and CRow 1964), donde se asume
que de una poblacidbn ancestral se originaron varias subpoblaciones, que
divergieron por deriva génica y mutacion (Nel 1972; Nel 1973; Nel 1977; NEI
1978); (ii) Distancia genética de Slatkin (1995) que considera un modelo
demografico simple donde dos poblaciones de un tamafio N divergieron en T
generaciones desde una poblacion de igual tamafio. Estas dos poblaciones han
estado aisladas desde siempre, sin ningun intercambio de migrantes (SLATKIN
1985; SLATKIN 1987; SLATKIN 1991; SLATKIN 1995); (iii) Analisis de Coordenadas
Principales (PCoA): el objetivo de este analisis es producir un grafico de pocas
dimensiones, que abarquen la mayor cantidad posible de la variacion total, en
donde las distancias entre los puntos dentro del plot (plano) sean lo méas cercanas
a la matriz original (JoLLIFFE 2002); (iv) La prueba de Mantel (1967) se utiliza con
frecuencia para estimar el grado de correlacion entre los valores de diferenciacion
(e.g., Fst, D, y otros similares) y las distancias geogréaficas que separan los pares
de poblaciones. Esta prueba permite examinar la hipdtesis de Aislamiento por
distancia, poblaciones mas distantes entre si tienen menor posibilidad de ser
genéticamente homogéneas, ya que la probabilidad de intercambio de migrantes
(flujo génico) disminuye con la distancia (HUTCHINSON and TEMPLETON 1999;

JPRGENSEN et al. 2005; MANTEL 1967; PRIMMER et al. 2006; RIBEIRO et al. 2002)

1.3.2. Genética de la Conservacion

La genética de la conservacién tiene como principal objetivo minimizar los

riesgos de extincién debido a factores genéticos. Se entiende también como el
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uso de la genética con el fin de mantener a las poblaciones y/o especies como
unidades dinamicas, las cuales puedan evolucionar con el fin de lidiar con los
cambios ambientales y minimizar su riesgo de extincion (FRANKHAM 2003;

FRANKHAM et al. 2002).

Las extinciones bioldgicas se deben a los efectos combinados de factores
deterministicos (ej. pérdida de habitat, la sobreexplotacion, especies introducidas
y contaminacion) y factores estocasticos (ej. demograficos, ambientales,
genéticos y catastrofes) (SHAFFER 1981). Frankel (1970; 1974) fue el primero en
proponer que la pérdida de la diversidad genética eleva el riesgo de extincion,
principalmente por poner en peligro la respuesta adaptativa a los cambios
ambientales. Frankel y Soulé (1981) incorporan los efectos nocivos de la
consanguinidad al argumento, y concluyen que los factores genéticos tienen un
importante papel en causar extinciones. Lande (1988; LANDE 1995) y Lynch et al.
(1995) introducen los problemas de la acumulacibn de mutaciones. El
cruzamiento de poblaciones que han divergido también puede causar efectos
deletéreos sobre la capacidad reproductiva (depresién exogamica), pero sus
efectos son menos importantes que la depresion endogamica (FRANKHAM et al.

2002).

Frankham (2002) reconoce once los principales usos de la genética que

contribuyen a la solucion de problemas en la conservacion biologica:

— Los efectos nocivos de la consanguinidad en la reproduccion y supervivencia

(depresion endogamica).
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Pérdida de diversidad genética y la capacidad de evolucionar en respuesta a

los cambios ambientales.

Fragmentacion de las poblaciones y la reduccion en el flujo de genes.

La deriva génica, que conduce a la erosion genética y pérdida de

heterocigosidad especialmente de poblaciones pequefas y aisladas.

Acumulacion de mutaciones deletéreas.

La adaptacion genética al cautiverio y sus efectos adversos en el éxito de la

reintroduccion.

La resoluciéon de incertidumbres taxonémicas.

Definicién de las unidades de gestion dentro de las especies.

El uso de los analisis genético - moleculares en medicina forense.

El uso de los analisis genético - moleculares para comprender aspectos de la

biologia de las especies importantes para la conservacion

Efectos nocivos sobre el fitness, que a veces se produce como resultado de

fecundacion cruzada (depresion por exogamia).
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1.3.3. Marcadores Moleculares

1.3.3.1. Generalidades

La biologia molecular como herramienta ha brindado nuevas posibilidades de
dilucidar interrogantes en los campos de la historia natural, la evolucion y la
biologia de la conservacion, aplicables a la preservacion de los recursos
genéticos y de los procesos evolutivos (AviSE 1994). Las técnicas moleculares
ofrecen una visibn complementaria (no es una alternativa) a los estudios
tradicionales (AviSE 1994; Avise 2000; DE VIENNE and SANTONI 1998; KARP et al.

1998; ToriBlo and CELESTINO 2000).

Se define como marcadores moleculares a las biomoléculas que se relacionan
con un rasgo genético. Los primeros marcadores se desarrollaron a finales de los
afos 70, se basaron en la identificaciébn de proteinas o isoenzimas. A finales de
los 80’s aparece la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), la cual ha
permitido el desarrollo de los marcadores moleculares basados en ADN (GILLET
1999). Se utilizan éstos para conocer la estructura y heterogeneidad genética
entre diferentes especies, variedades y poblaciones de distinto origen geogréafico

(AvISE 1994; AvISE 2000; GILLET 1999; MorITz and HILLIS 1996).

Un buen marcador molecular debe reunir las siguientes caracteristicas para
maximizar su utilidad: herencia codominante, ser frecuente y estar distribuido
uniformemente en el genoma, comportamiento neutral, facil y rapida accesibilidad,
alto grado de polimorfismo, debe poder repetirse con fiabilidad y facil intercambio

de datos entre laboratorios (AviSE 1994; GILLET 1999; ScoTTi et al. 1999).
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1.3.3.2. Aplicaciones

Las aplicaciones de los marcadores moleculares son muy diversas y cada vez
se les encuentran nuevos usos. Actualmente se los utiliza en la diferenciacion de
individuos, discriminacién entre clones, analisis filogenéticos y taxondmicos,
mapeo de genomas, cuantificacion de variabilidad génica intra e interespecifica,
mejoras genéticas, deteccion de infecciones o propension a sufrirlas, localizacién
de resistencia a enfermedades, biologia y ecologia de poblaciones, y dispersion
de especies (AvISE 1994; AviSE 2000; DE VIENNE and SANTONI 1998; GILLET 1999;
ScorTTl et al. 1999). Una serie de técnicas han sido desarrolladas para estimar la
diversidad genética, pero ninguna técnica sola es universalmente ideal; cada

técnica disponible presenta tanto fortalezas como debilidades (Sunnucks 2000).

1.3.3.3. Microsatélites o SSR (Short Sequences Repeats)

Los microsatélites o SSR (por sus siglas en inglés), son secuencias 0
segmentos cortos de ADN de uno a seis pares de bases (pb), que se repiten en
tandem y de forma aleatoria en el genoma. Tipicamente estan conformados por
un motivo repetitivo, en el cual se encuentra contenida la secuencia repetida, y
dos regiones flanqueantes, las cuales se encuentran en ambos lados del motivo
repetitivo. La variacion en el niumero de repeticiones da origen a los diferentes
alelos (ELLEGREN 2004; FRANKHAM et al. 2002; JARNE and LAGODA 1996;

SCHLOTTERER and HARR 2001; SCHOTTERER 2004).

Para la clasificacion de los microsatélites se toman en cuenta el nUmero de

repeticion y el patrén de orden de los motivos repetidos. De acuerdo al nimero de
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nucledtidos que posea el motivo de repeticibn: mononucleotido (A)i3,
dinucleotidos ej. (GT)g, trinucleotidos ej. (GAT)7, tetranucleotidos ej. (TAGA)s,
pentanucleotidos (CATTG)s o hexanucleotidos (GGATCC),. Dependiendo del
patrén de orden de los motivos, se los denomina “puros o perfectos” cuando un
solo motivo es repetido n veces en serie [e]. (AC)g 6 (GT)is], “compuestos”
cuando dos o mas motivos son repetidos en serie [g]. (GT)3(TG)10 6 (CA)o(AC)16].
También pueden presentar nucleétidos intercalados entre los motivos repetidos,
por ejemplo (CA),AA(CA)12 se los denomina “puro interrumpido”, y
(CT)4(GT).CTAT(GT)15 ‘compuestos interrumpidos”. Ademas las
combinaciones entre cualquiera de las clases anteriores, sin ningun patron (orden
definido) se los denomina “complejos” (SCHLOTTERER and HARR 2001;

SCHOTTERER 2004).

Los microsatélites son marcadores neutros con herencia mendeliana simple,
codominantes, que presentan una alta tasa de mutacion, lo que los hace muy
polimérficos. EI mecanismo de mutacion predominante en el genoma es la
sustitucion de una base por otra. Aunque los microsatélites podrian acumular
sustituciones de bases, también estan expuestos a otro proceso de mutacion, el
cual se produce durante la replicacion del ADN, conocido como slippage
(deslizamiento), en el cual se produce la ganancia o pérdida de unidades de
repeticion. El modelo de mutacion escalonado (SMM, por sus siglas en inglés) es
actualmente el mas utilizado para microsatélites, ya que estos mutan
principalmente por una o unas pocas unidades de repeticion (ELLEGREN 2004;
SCHLOTTERER and HARR 2001). Una de las principales utilidades de este tipo de

marcador, es la posibilidad de estimar los niveles de variabilidad genética dentro
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de las poblaciones y analizar las relaciones genéticas existentes entre las mismas
(ELLEGREN 2004; FRANKHAM et al. 2002; JARNE and LAGODA 1996; SCHLOTTERER

2004; SCHLOTTERER and HARR 2001).

1.4. PREGUNTA O PROBLEMA CIENTIFICO

1.4.1. ¢Cuél es el nivel de diversidad y divergencia genética de
la lagartija de lava de San Cristobal (Microlophus

bivittatus) alrededor de laisla?

La diversidad alélica (nUumero promedio de alelos por locus) es una medida
utilizada para la cuantificacion de la diversidad genética dentro de una poblacion
(FREELAND 2005). Aunque la rigueza alélica (numero total de alelos observados en
una poblacion) es directamente proporcional al tamafio de la muestra (a mayor
namero de individuos — muestras, mayor nimero de alelos), la cuantificacion de
alelos Unicos en una poblacién dada ayuda a reducir el sesgo en la estimacion de

la riqueza alélica (KALINOWSKI 2002).

Teniendo en cuenta las diferencias geomorfologicas y el tiempo de emersion
de las diferentes partes que conforman la Isla San Cristébal (CoLINvAUX and
SCHOFIELD 1976), se infiere que las poblaciones de lagartijas de lava que habitan
la parte mas antigua de la isla presentaran mayor diversidad. Pero, por otro lado,
su tipo de distribucion (en anillo), aparentemente de forma continua alrededor de
la isla, aunque con la posible existencia de ndcleos de alta densidad en aquellas
lugares con mejor habitat (ej. para alimentarse, zonas de anidacion) podria llevar

a la conformacion de “neighborhoods” (“demes”). Estos podrian existir si el flujo
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genético por generacion no es alto (BEKKEVOLD et al. 2005; GAGGIOTTI et al. 2009;

JONES et al. 2004; JGRGENSEN et al. 2005).

1.5. HIPOTESIS

— En la Isla San Cristobal la lagartija de lava endémica tiene un alto grado de
estructuracién poblacional aun cuando su distribucidbn es aparentemente
continua, o cuasi-continua, alrededor de la zona costera de la isla. Esta
estructuracidén genética seria efecto de las caracteristicas de su estrategia de
vida, entre otras, su longevidad relativamente corta y en particular debido a su
comportamiento territorial y poliginia basada en territorio que potencialmente
los convierte en organismos relativamente sedentarios. Se predice, ademas,
que la distancia de dispersion por generacion de individuos a lo largo de la

costa sea relativamente corta.

1.6. OBJETIVOS
1.6.1. Objetivo General

Analizar la genética poblacional de la lagartija de lava (Microlophus bivittatus)
endémica de la Isla San Cristobal, como parte de la linea base para su manejo y

conservacion.
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1.6.2. Objetivos Especificos

1. Determinar los niveles de diversidad genética de la lagartija de lava endémica
de la Isla San Cristdbal, lo que nos permitird determinar si la especie se

encuentra en depresion endogadmica o exogamica.

2. Analizar la tasa de flujo génico entre las cinco diferentes localidades
estudiadas en la isla San Cristobal, de esta forma se podra inferir si la

distribucion de la especie es continua.

3. Comparar las distancias genéticas y geograficas entre los individuos de las
cinco localidades analizadas en la isla San Cristobal, mediante este andlisis se

podra inferir si las poblaciones son 0 no panmiticas.

4. Analizar y comparar la estructura genética entre las poblaciones de M.

bivittatus del noroeste y del sureste de la isla San Cristébal.
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CAPITULO Il

DIVERSIDAD GENETICA Y ESTRUCTURACION POBLACIONAL
DE LA LAGARTIJA DE LAVA (Microlophus bivittatus) DE LA ISLA
SAN CRISTOBAL, GALAPAGOS - ECUADOR.

1. RESUMEN

Se analizaron la diversidad genética y la estructura poblacional en seis
localidades de Microlophus bivittatus de la isla San Cristébal. La heterocigosidad
observada (0.530 - 0.698) y la diversidad alélica (6.67 - 7.50) fueron moderados
en todas las localidades. Al correlacionar la diferenciacibn genética entre
individuos con las distancias geograficas, el valor obtenido para Rxy fue 0.18 con
una significancia de Puyanter = 0.0001. La diferenciacion genética entre
localidades fue baja (Fsteiosa. = 0.031, P = 0.001) a nivel global. Para la
comparacion entre localidades se utilizaron 3 indices de diferenciacion (Fst = 0.21
- 0.15; Gst = 0.089 - 0.480; D = 0.019 - 0.174), no se observdé ninguna
estructuracion, lo cual puede ser explicado ya que la variacién entre localidades
es del 6 %, mientras la variacion dentro de las localidades es del 87 %. Al analizar
la variaciéon entre regiones “norte - sur’ y “este - oeste”, se observd que en la
agrupacion “norte - sur’ la variacion se explica: entre regiones 1 %, entre
localidades 2 %, dentro de las localidades 32 % y entre individuos el 64 %.
Mientras que en la agrupacion “este - oeste” la variacion se encuentra: entre
regiones 0 %, el 11 % entre localidades, el 16 % entre individuos y el 73 % dentro
de los individuos. Los valores Fs variaron entre 0.066 y 0.277 y los valores de N,
se encuentra entre 1.32 y 12.88. Esto puede ser debido a que esta especie
presenta una distribucion continua a lo largo de la isla, y que el numero de
migrantes entre la misma es alta contribuyendo asi a la hipétesis de que

presentan un modelo de migracién paso a paso circular (Stepping-Stone Model).

Palabras clave: diferenciacion genética, diversidad genética, flujo génico,

Galapagos, microsatélites, Microlophus bivittatus, Stepping-Stone Model (SSM).
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2. INTRODUCCION

San Cristobal es la quinta isla mas grande, la mas oriental en la actualidad, y
una de las mas antiguas geologicamente del archipiélago (GEIST et al. 1998).
Tiene una forma de rombo, con una superficie de 558 km2 y su punto mas alto se
eleva a 730 metros (Colinvaux and Schofield 1976; Snell et al. 1996). La Isla San
Cristébal se compone de dos volcanes que se unieron. El suroeste de la mitad es
un volcan escudo simétrico formado por la suave acumulacién de lavas, que
emergié hace 2,4 millones de afios, la actividad continué hasta cerca de 650.000
afos atras. En esta parte de la isla su suelo estd dominado por roca volcénica y
presenta una rica vegetacion. El noreste de la mitad de la isla es un volcan activo
mas reciente, dominada por erupciones de NE-tendencias fisuras. Los flujos mas
recientes no son mas que de unos pocos siglos de antigiedad (Colinvaux and
Schofield 1976). En esta parte de la isla el suelo es mas arcilloso y la vegetacion

es pobre.

La lagartija de lava Microlophus bivittatus (Peters 1871), originada como
resultado de la primera colonizacion desde el continente, es endémica de la Isla
San Cristébal (BENAVIDES et al. 2007; BENAVIDES et al. 2009; KizIRIAN et al. 2004;
WRIGHT 1983; WRIGHT 1984). Esta especie, al igual que las otras especies de
lagartijas de Galapagos, presentan una distribucion en anillo a lo largo de las
zonas del litoral y seca baja de las islas grandes, llegando escasamente a la zona

de transicién y casi nunca en la zona alta (SNELL et al. 1988; SNELL et al. 1996).

En los individuos de esta especie se observa un dimorfismo sexual, los
machos presentan dos bandas de color blanco a cada lado del cuerpo, mientras

que las hembras presentan en el area ventral-frontal una coloracion naranja, la
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cual en época de reproduccion se vuelve mas intensa. Viven en harems,, un
macho con muchas hembras, son territoriales en aproximadamente un area de 5-
10m2 (Pérez and Balta 2007; Quispitupac and Pérez 2009). Su estado es
vulnerable (libro rojo del Ecuador e IUCN), su amenaza en la actualidad son los

gatos domésticos y ferales (CDF and WWF 2002; Jiménez-Uzcategui et al. 2011).

Debido a que tienden a preferir los mismos habitats y utilizar los mismos
recursos, los individuos en una poblacion pueden interactuar unos con otros
directamente (comportamientos territoriales y reproductivos), o indirectamente
(uso de recursos comunes o la ocupacion del habitat coman) (Freeland 2005). Los
limites espaciales y temporales usualmente no pueden ser definidos con facilidad,
a no ser que sean islas o parches de habitats aislados, pero por lo general son
vagos Y dificiles de determinar. Teniendo en cuenta la definicion dada por Krebs
(1972) de poblacién, y que Microlophus bivittatus, endémica de la isla San
Cristobal, que presenta un tipo de distribucién (en anillo), aparentemente continua
alrededor de la isla, con la posible existencia de ndcleos de alta densidad en
aquellos lugares con un mejor habitat para alimentarse y reproducirse - anidacion,
lo que se veria reflejado en la conformacién de “neighborhoods” (“demes”). Es
importante tener en cuenta la estrategia de vida de esta especie, relativamente
sedentaria, debido en particular a su comportamiento territorial y poliginia basada
en territorio, lo que fomentaria una estructuracion genética correlacionada a estos
“neighborhoods”. Estos vecindarios podrian existir si el flujo genético por
generacion no es alto (Bekkevold et al. 2005; Gaggiotti et al. 2009; Jones et al.

2004; Jgrgensen et al. 2005).
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El conocimiento de la diversidad genética y la extension espacial de las
poblaciones (distribucion/dispersién) y una comprension de las influencias entre
las especies, son parte integral del manejo y conservacion de las mismas (Jones
et al. 2004). El objetivo de este estudio es analizar la genética poblacional de la
lagartija de lava (Microlophus bivittatus), especie endémica de la Isla San
Cristébal, como parte de la linea base para su manejo y conservacion. Para lo
cual se evalud: i) niveles de diversidad genética, lo cual nos permitird determinar
si la especie se encuentra en depresion endogamica o exogamica, ii) tasa de flujo
génico entre las cinco diferentes localidades estudiadas en la isla, que nos
permitira inferir si la distribucidén de la especie es continua; iii) correlacién entre las
distancias genéticas y geograficas entre los individuos de las cinco localidades
analizadas dentro de la isla, lo que nos permitira inferir si las poblaciones son o no
panmiticas; iv) analizar y comparar la estructuracion genética entre las localidades

del noroeste y del sureste de la isla San Cristobal.

3. METODOLOGIA
3.1. AREA DE ESTUDIO COLECCION Y TRANSPORTE DE
MUESTRAS

Se muestrearon un total de seis localidades alrededor de la zona costera de la
isla en dos periodos, agosto del 2009 y junio/julio del 2010. La localidad de Puerto
Baquerizo Moreno (PBM) en el extremo suroccidente de la isla, donde se
encuentra el mayor asentamiento humano fue dividida en dos sitios de muestreo,
colectdndose 15 muestras en cada uno; La Loberia (LLB) (junio/julio-2010) en el

extremo sur-oriente y Cerro Tijeretas (CT) que se ubica al sur-occidente de la
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punta sur de la Isla (agosto-2009). Hacia el nor-occidente de la isla se muestreo
Playa Ochoa (PO), la distancia aproximada por la zona costera entre esta
localidad y PBM es de 9.54 km (junio/julio-2010). La localidad Islote Lobos (IsLS)
gue se encuentra a 1.8 km de Playa Ochoa (junio/julio-2010). Siguiendo hacia el
norte de la isla se muestreo la punta norte de la misma, conocida como Punta Pitt
(PP). De igual manera se colectaron individuos de la parte turistica (agosto-2009)
y del area del campamento de vigilancia y monitoreo del Parque Nacional
(junio/julio-2010), la distancia aproximada entre PP y PO es de 56.38 km (por la
zona costera). Se prosiguio con el muestreo en la localidad de Bahia Rosa Blanca
(BRB) (junio/julio-2010) que se ubica en la parte oriental de la isla. Entre esta
localidad y PP la distancia por la zona costera es de 28.4 km. Siguiendo la zona
costera unos 19 km se encuentra la localidad de Puerto Chino (PCh) (junio/julio-
2010). Esta localidad se encuentra a aproximadamente 31.78 km de PBM (Figura

1).

La toma de muestras de tejido (Ultimos 50-150 mm de la cola) se realizd
en los individuos capturados en cada localidad con el permiso del Parque
Nacional Galapagos — Ecuador: PC-06-09 y Autorizacion No. 067-2009 PNG. En
cada una de las localidades se permitio la colecta de un total de 30 individuos por
localidad. Con la finalidad de causar la menor perturbacioén, para la coleccion del
tejido se utilizo el siguiente método: se cortd entre 0.5y 1.5 cm de la cola. El tejido

se coloco en tubos de 2 ml de tapa rosca con etanol al 95% para su preservacion.

Las muestras fueron llevadas al laboratorio del Campus de la Universidad
San Francisco de Quito en Galapagos (GAIAS) donde se las prepar6 para ser

transportadas a Quito para su posterior andlisis. La coleccion realizada en el mes



31

de agosto del 2009 (25 individuos) fue transportada con el Permiso de
Exportacion de Muestras No. 067/2009 PNG. Mientras que la coleccion realizada
durante junio/julio del 2010 (126 individuos) se la transporté con el Permiso de

Exportacion de Muestras No. 072/2010 PNG.

3.2. DETECCION DE LA VARIACION DE LOS MICROSATELITES

Los analisis moleculares se realizaron en el laboratorio de Genética Molecular
(113) de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE), con
financiamiento del Instituto Académico Galapagos para las Artes y las Ciencias
(GAIAS-USFQ) como parte del proyecto “Diversidad Genética, estructura
poblacional y evaluacién del impacto de los gatos domésticos y ferales en la
poblacién, comportamiento y ecologia de la lagartija de lava de San Cristébal

(Microlophus bivittatus)” de la Universidad San Francisco de Quito (USFQ).

La extraccion de ADN a partir de las 151 muestras de tejido (Anexo 1) fue
realizada utilizando el kit de PROMEGA “Wizard® Genomic DNA purification” y se
siguid el protocolo propuesto por el fabricante para cola de raton — Technical
Manual (p. 12) descrito en Anexo 2. La cuantificacion del ADN se realizd con
ayuda del equipo NANODROP 1000 (v.3.7). Donde se coloco 1 yl de la muestra, y
mediante espectrofotometria se obtuvo la concentracion de ADN (ng/ul) y también
se conocio la calidad o pureza del mismo, mediante la relacion de absorbancia de
la muestra a 260 nm (ADN) y 280 nm (proteinas). Si el valor es mayor-igual a 1.8

la calidad/pureza del ADN es alta (User’'s manual NanoDrop 1000 v3.7). También
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se corrio un gel de agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio para conocer la

calidad del ADN.

Los doce microsatélites usados en este estudio son los reportados por Jordan
et al. (2002) para el género (Anexo 3). El volumen final de reaccién fue de 15 ul, el
cual incluia 2,5 ng de ADN, 100 uM de dNTP’s (PROMEGA®), 0.24 uM de cada
primer (forward y revers), buffer PCR 1X, 0,75 U de Taq (Go flexi taq —
PROMEGA®) y tres diferentes concentraciones de MgCl2: 1,5 mM (MICO01 y
MICO09), 2,5 mM (MIC0O2 — MIC04, MIC06 — MIC08 y MIC10 — MIC12) y 4 mM
(MICO05). La reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR, siglas en inglés), se
realizd6 mediante un protocolo “touchdown”, el cual consistié en una denaturacién
inicial a 94°C por cinco minutos, seguida de 15 ciclos: denaturacién a 94°C por 20
segundos, Annealing a 60°C, decreciendo un grado de temperatura por ciclo, y
extension a 72°C por 30 segundos, seguido de 20 ciclos: denaturaciéon 94°C por
20 segundos, Annealing a 45°C por 30 segundos, y extension a 72°C por 30
segundos; seguido de una extension final a 72°C por siete minutos (Jordan et al.

2002).

Los polimorfismos fueron visualizados en geles denaturantes de
poliacrilamida al 6% (acrilamida — bisacrilamida 19:1) y Urea 5M; la electroforesis
se realiz6 en cdmaras verticales Sequi-Gen®, BioRad. Los geles fueron revelados
mediante la técnica de tincion plata (Benbouza et al. 2006; Creste et al. 2001). Se
registraron las distancias migradas desde el frente de carga, por cada uno de los
pesos conocidos de la escalera 30 — 330 pb de InvitrogenTM, en centimetros.
También se registraron las distancias migradas por los alelos obtenidos. Con

estos datos se realizé un grafico de dispersion, siendo la variable dependiente los



33

pesos conocidos (pb) y la variable independiente la distancia migrada (cm). A este
grafico se le agreg6 una linea de tendencia logaritmica. El peso molecular en
pares de bases (pb) se obtuvo remplazando la distancia migrada por cada alelo
por x en la ecuacion de la pendiente a = mx + b. Estos valores fueron tabulados

en una matriz alélica que fue sometida a los diferentes analisis estadisticos.

3.3. ANALSIS ESTADISTICOS
3.3.1. Desequilibrio Ligado

Para comprobar si los diferentes loci utilizados en este estudio son
independientes entre si 0 se encuentran asociados, se realiz6 un analisis de
desequilibrio ligado. Esta prueba descrita por Weir (1996) como una prueba de
desequilibrio ligado compuesto, consiste en una asociacion entre pares de loci
diploides. Se crean tablas de contingencia para cada par de loci, y se calcula una
prueba G (estadistico de relacion de probabilidad del logaritmo) para cada tabla
usando el algoritmo de Markov (RAYMOND and RoOUSSET 1995a). Para este analisis
se utilizé el programa GenePop (RAYMOND and RousseT 1995b) con los valores
default de los parametros de la cadena de Markov (nUmero de dememorizacion:

1000, numero de lotes: 100, niamero de interacciones: 1000).

3.3.2. Equilibrio Hardy-Weinberg (HWE)

El equilibrio Hardy-Weinberg es uno de los conceptos centrales de varios
modelos de diversidad y diferenciacion genética. Si conocemos las frecuencias

alélicas iniciales en una poblacién, el equilibrio Hardy - Weinberg permite predecir
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la proporcion de genotipos diploides en la siguiente generacion, siempre que la
poblacion esté bajo panmixia (apareamiento al azar entre todos los individuos de
una poblacion), que no exista ningun tipo de seleccion (natural o sexual),
migracion o mutacion, que el tamafio sea infinito y que los alelos se segreguen
siguiendo las leyes de herencia mendelianas (FREELAND 2005; LOWE et al. 2004).
Este andlisis se realizo en el programa GenePop (RAYMOND and ROUSSET 1995b),
el cual utiliza una prueba de probabilidad conocida como “Prueba Exacta Hardy —
Weinberg” (HALDANE 1954). En esta prueba, la probabilidad de las muestras
observadas es utilizada para definir la zona de rechazo, y los valores p
corresponden a la suma de las probabilidades de todas las tablas con la misma
probabilidad. Al identificar mas de seis alelos, el programa automaticamente
utilizé el algoritmo de cadena de Markov para estimar el valor exacto de los
valores P sin ningun tipo de sesgo (Guo and THOMPSON 1992). Se utilizaron los
valores default de los parametros de la cadena de Markov (numero de
demorizacion: 1000, ndmero de lotes: 100, ndmero de iteraciones: 1000). El
programa calculé autométicamente un test global (Método de Fisher) para
conocer los valores globales Hardy-Weinberg y las desviaciones del equilibrio de

cada poblacion.

3.3.3. Diversidad Genética

La riqueza alélica (1) fue estimada como el nUmero de alelos por individuo en
cada localidad y en el conjunto de las mismas. La diversidad alélica (A), el nimero
de alelos unicos para cada localidad, el numero de alelos efectivos (N¢) vy el

namero de migrantes (Nm =(1 - Fst)/(2FsT)) se calculé por medio de los programas



35

FSTAT ver. 2.9.3.2 (GouDeT 1995), Arlequin ver. 3.5.1.2 (ExCOFFIER and LISCHER
2010) y GenAlEx 6.3 (PEAKALL and SMousE 2006). La diversidad y riqueza alélica
fue evaluada para cuantificar la variacion intraespecifica de las diferentes
localidades y a su vez de la isla San Cristébal. El indice de Garza-Williamson
(2001) (G-W =k / (R - 1)), que nos permite detectar reducciones en el tamafio de
las poblaciones mediante loci de microsatélites. Este indice ha demostrado ser
sensible a cuellos de botella en poblaciones, ya que el valor disminuye cuando la
poblacién ha sufrido una disminucién en tamafio. La magnitud de la reduccion se
correlaciona positivamente con la gravedad y duracion de la reduccion del
tamafo. Este indice fue calculado en el programa Arlequin ver. 3.5.1.2 (EXCOFFIER
and LiscHerR 2010). Para el calculo de las heterocigosidades esperadas y
observadas (H, y He) se utilizaron los programas Arlequin ver. 3.5.1.2 (EXCOFFIER
and LIscCHER 2010) y GenAlEx 6.3 (PEAKALL and SMouse 2006). La
heterocigosidad observada (H,) se calcula al dividir el nUmero de heterocigotos en
un locus en particular por el nimero total de individuos muestreados (FREELAND
2005). La Heterocigosidad esperada (He), también conocida como diversidad
génica (h: Nei 1987), se define como la probabilidad que dos haplotipos al azar
sean diferentes dentro de la muestra. Con los programas GenePop (RAYMOND and
RousseT 1995b) y Arlequin ver. 3.5.1.2 (EXCoFFIER and LISCHER 2010) se calculd
el coeficiente de endogamia (Fis). Este coeficiente describe la divergencia de la
Heterocigosidad observada dentro de las poblaciones con la de la poblacion total
asumiendo panmixia (Lowe et al. 2004). Esto refleja la probabilidad de que dos
alelos dentro de un mismo individuo sean idénticos por descendencia. El
programa GenePop (RAYMOND and ROUSSET 1995b) calculd un analisis global del

Fis basado en Weir & Cockerham (1984). Para estos analisis se trabajo con seis
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localidades Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno

(PBM), Puerto Chino (PCh), Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).

3.3.4. Diferenciacion Genética

Actualmente existe un debate sobre cual indice se debe usar para evaluar la
diferenciacion genética entre las poblaciones (GERLACH et al. 2010; HEDRICK 1999;
HEDRICK 2005; NEIGEL 2002). Jost (2008) en su trabajo comprueba
matematicamente que los indices Ggsr y sus relativos (Fst, Rst, etc.) pueden dar
valores cercanos a cero cuando la diversidad genética es alta, aunque las
poblaciones se encuentren completamente diferenciadas. En este trabajo Jost
propone el indice D, el cual permite evaluar la diferenciacion entre poblaciones
que reportan Gsr, Fst, Rst, entre otros, cercanos a 0 y se encuentran totalmente
aisladas entre ellas. Existen trabajos en los cuales se comprueba y se recomienda
usar el indice de diferenciacion D como una verdadera medida de diferenciacion
(GERLACH et al. 2010; HELLER and SIEGISMUND 2009; JosT 2008) y otros en los
que se defiende el uso de indices como el Fst, Rst 0 Gst (RYMAN and LEIMAR

2009; WHiTLOCK 2011).

Se calculo el estadistico “clasico” FST (Weir and Cockerham 1984), el cual
describe la reduccion de la heterocigosidad dentro de una poblacién, con respecto
a la poblacion total, debido a seleccién o deriva (Lowe et al. 2004). Se calcula de

la siguiente forma:

Fst=(Hr—Hs)/ Hr
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Donde Hr es la heterocigosidad esperada del total de las poblaciones, y Hs es
la heterocigosidad que se podria esperar si la poblacion esta en equilibro Hardy-
Weinberg (Freeland 2005). Para el célculo del Fst entre poblaciones se utilizé el
programa Arlequin ver. 3.5.1.2 (Excoffier et al. 2005), con 1000 permutaciones y

los valores p fueron calculados con una significacion de 0.05.

Adicionalmente se utiliz6 el programa SMOGD (Crawford 2010) para el

calculo de los indices de diferenciacion G’st (Hedrick 2005) y D (Jost 2008).

El indice D puede ser calculado de la siguiente manera:

D = [(Hr — Hs)/(1 — Hs)][n/(n — 1)]

Donde Hr es la heterocigosidad total, Hs es la heterocigosidad media de cada

poblacién, y n es el nimero de poblaciones (Jost 2008).

Mientras que el G’st puede ser calculado de la siguiente forma:

G'st=[Gst (1 + Hs)] / (1 = Hs)]

Donde Gsr es la variacidon entre poblaciones, en relacion con la variacion de
la poblacion total y Hs es la heterocigosidad media de cada poblacion que se

encuentran en equilibrio Hardy — Weinberg (Hedrick 2005).

Para visualizar la diferenciacion entre las localidades estudiadas se realiz6 un
analisis de coordenadas principales (PCoA) con las matrices de Fst, Gsty D en el
programa GenAlEx 6.3 (Peakall and Smouse 2006). EI PCoA es un analisis
multivariado que nos permite reducir las dimensiones de un set de datos,

preservando la mayor cantidad de informacién posible. Mediante este analisis, los



38

datos se transforman en un sistema de coordenadas (los componentes

principales) que son funciones lineares de la variables originales (Jolliffe 2002).

Adicionalmente para conocer si existe estructuracion poblacional dentro de la
isla, se realiz6 el Test de Mantel (1967). El principio de este analisis es
correlacionar dos 0 mas matrices utilizando permutaciones. La correlacion se
realizé6 entre las distancias geograficas (entre localidades), con las matrices
obtenidas para la distancia genética Nei (1972), Fst (Weir and Cockerham 1984),

‘st (Hedrick 2005) y D (Jost 2008). Este analisis fue realizado en el programa

GenAlEx 6.3 (Peakall and Smouse 2006).

Para estos analisis se trabajo con siete localidades, siendo estas: PP, BRB,
PCh, PO, IsLs y a PBM se la dividi6 en dos Cerro Tijeretas (CT) y La Loberia

(LLb), al noroeste y sureste del asentamiento humano, respectivamente.

3.3.5. Andlisis Molecular de la Varianza (AMOVA)

La estructura genética de las poblaciones y los niveles de variacién en los
individuos fueron analizados con el Andlisis de Variancia Molecular (AMOVA). El
AMOVA fue realizado en Arlequin 3.0 (EXCOFFIER et al. 2005) y GenAlEx 6.3
(PEAKALL and SMouse 2006). Para la ejecucion del AMOVA se agrupd a las
localidades de dos formas, la primera basandonos en el eje latitudinal, donde los
grupos de acuerdo a su posicion en la isla San Cristobal fueron: grupo “Norte” con
las localidades Punta Pitt (PP) y Bahia Rosa Blanca (BRB); mientras que las
localidades Cerro Tijeretas (CT) y La Loberia (LLb) conforman el grupo “Puerto

Baquerizo Moreno”, y las localidades Playa Ochoa (POch), Islote Lobos (IsLs) y
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Puerto Chino (PCh) conformaban el grupo “Sur”. La segunda agrupacion de las
localidades se baso en el eje longitudinal, donde las localidades PCh, PP y BRB
conforman el grupo “Este”, y las localidades POch, IsLs, CT y LLb pertenecen al
grupo “Oeste”. Con este andlisis se calcularon los componentes de variaciéon y
sus niveles de significacion (basado en procedimientos de permutacion) para los
niveles jerarquicos: entre grupos (Sur-Norte-Puerto Baquerizo Moreno y Este-
Oeste), entre localidades dentro de los grupos, entre los individuos dentro de las
localidades y entre individuos. Los AMOVAs y los niveles de significacion se

calcularon con 1000 permutaciones.

4. RESULTADOS

4.1. OBTENCION DE ADN Y DE DATOS.

La extraccion de ADN gendmico fue exitosa utilizando el kit “Wizard®
Genomic DNA Purification Kit”. Las concentraciones variaron entre 2.38 y 293.63
nanogramos por microlitros (ng/ul). Todas las muestras fueron diluidas para estar
todas a la misma concentracion que la menor (2.38 ng/ul). Las muestras que
presentaron altas concentraciones, se guardd un stock madre con la

concentracion inicial (Anexo 3).

Se amplificaron un total de 12 primers descritos por Jordan et al. (2002), de
los cuales ocho son de motivo de repeticion simple y cuatro con motivos de
repeticion compuestos (Anexo 4). Todos los primers presentaron 100% de
polimorfismo. El porcentaje de datos perdidos varia entre 2.6 % (Micl) y 0.7%

(Mic8, Mic10 y Micll). Un total de 102 alelos fueron observados en los 12 loci a
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través de las cinco localidades. EI nimero promedio de alelos por locus vari6é
entre 13 (Mic03) y cuatro (Mic09 y Micll). Solo se presentaron alelos Unicos en

los loci Mic04 y Mic06 (Tabla 1, Anexo 5).

4.2. DESEQUILIBRIO LIGADO Y EQUILIBRIO HARDY -

WEINBERG

Con una significacion de 0.05 se encontraron algunos pares de loci en
desequilibrio ligado en cada localidad. En la localidad Punta Pitt (PP) se encontro
que el 16.67% de los pares de loci estan ligados (11 pares). La localidad Bahia
Rosa Blanca (BRB) presenté el 22.06% de loci ligados (15 pares), en las
localidades Playa Ochoa (POch) y Puerto Chino (PCh) el 12.12% de los loci se
encuentran ligados. Mientras que la localidad Puerto Baquerizo Moreno presento
un 19.7% de loci ligados, que al ser analizadas las dos sublocalidades Cerro
Tijeretas (CT) y La Loberia (LLb) presentaron el 6.06% y el 7.58%
respectivamente (Anexo 6). También se realizd un test global (método de Fisher)
para cada par de loci con todas las muestras. Los pares de loci que mostraron
estar en desequilibrio ligado con un valor P significativo (P < 0.05) son Mic01 -
Mic07, Mic03 - Micl11, Mic04 - Mic07, Mic05 - Mic08, Mic06 - Micll, Mic07 - Mic10
y Mic09 - Micll. Mientras que los pares de loci con un valor P altamente
significativos (P < 0.01) son MicO1 - Mic05, MicO1 - Mic08, Mic02 - Mic03, Mic04 -
Mic10, Mic05 - Micl1, Mic05 - Mic12, Mic06 - Mic07, Mic6 - Mic9, Mic07 - Mic08,

Mic08 - Mic12 y Micll - Mic12 (Anexo 7).

El analisis global (test de Fisher) del equilibrio Hardy-Weinberg dio valores

con los que se pudo comprobar que ninguna de las localidades se encuentra en
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equilibrio Hardy-Weinberg, ya que todas presentaron frecuencias de genotipos
que difieren significativamente de aquellas esperadas en poblaciones en equilibrio
Hardy-Weinberg (Anexo 8). Con una significacion de 0.05, se encontré que cinco
loci no se encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg en la localidad de Punta Pitt
(PP) (Mic01, Mic02, Mic04, Mic07 y Micl0), ocho en Bahia Rosa Blanca (BRB)
(Mic1, Mic2, Mic4 - Mic6 y Mic8 - Micl0), nueve en Puerto Chino (PCh) (Mic04 -
Micl2), seis en Playa Ochoa (PO) (Mic01, Mic05 - Mic08 y Micl0) y siete en
Puerto Baquerizo Moreno (PBM) (Mic01, Mic02, Mic04, Mic07, Mic09 y Mic10); al
analizar las sublocalidades de PBM, tres loci en Cerro Tijeretas (MicO1, Mic09 -
Micl1), cinco en La Loberia (MicO1, Mic02, Mic04, MicO7 y Micl10). A nivel de
locus, Mic03 fue el Unico que se encontré bajo equilibrio Hardy-Weinberg (Anexo

9).

4.3. DIVERSIDAD GENETICA

Un total de 102 alelos fueron observados en los 12 loci a través de las seis
localidades muestreadas (Anexo 5). La localidad de Puerto Baquerizo Moreno
(PBM) es la que mayor numero de alelos present6 (94), mientras que la de menor
namero de alelos fue Islote Lobos (IsLs) (54). EI niumero promedio de alelos por
locus por localidad varié entre 7.833 para PBM y 4.50 en IsLs. Solo las
localidades Islote Lobos y Puerto Chino presentaron alelos Unicos para los loci
Mic04 y Mic06 (Tabla 1).

Al analizar las heterocigosidades observadas y esperadas globales tenemos
gue la heterocigosidad esperada fue de 0.8109 (sd = 0.0271) y la heterocigosidad
observada fue de 0.6099 (sd = 0.0115). Para cada una de las localidades en cada

locus, se puede observar que Punta Pitt presentd heterocigosidades observadas
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mayores a las esperadas en los loci Mic05, Mic06, Micll y Micl2; para Bahia
Rosa Blanca los loci MicO1, Mic03, Mic06 y Micll; en Puerto Baquerizo Moreno
los loci Mic01, Mic05, Mic06, Micll y Micl2; mientras que para Puerto Chino y
Playa Ochoa solo el loci MicO2 (Tabla 2). Sin embargo, en todas las localidades la
media de la heterocigosidad observada (H,) fue menor a la esperada (He). La
localidad con mayor heterocigosidad observada (H, = 0.673) es Puerto Baquerizo
Moreno (PBM), que también presentdé el mayor valor para la heterocigosidad
esperada (He = 0.780) (Tabla 2, Figura 3).

La diversidad genética de Nei (1987) global fue de 0.8109. Mientras que por
localidades variaron en un rango de 0.70 (PO) y 0.795 (PBM) (Tabla 3). La
diversidad alélica (A) total fue de 8.167, la localidad con menor valor reportado fue
Bahia Rosa Blanca (A = 6.67), mientras que Puerto Baquerizo Moreno (A = 7.833)
la que mayor valor presenté (Tabla 2). La riqgueza alélica total (I) fue de 7.884, la
localidad con mayor valor reportado fue Puerto Baquerizo Moreno (I = 7.815),
mientras que la que menor valor report6 fue Bahia Rosa Blanca (I = 6.648) (Tabla
4).

Los valores obtenidos para el indice de Garza-Williamson (2001) variaron
entre 0.291 (BRB) y 0.318 (PO) (Tabla 5). Para el coeficiente de endogamia -
consanguinidad los valores promedios para las localidades todos fueron positivos
y se encontraron entre 0.132 (PP) y 0.283 (PCh). Mientras que para cada loci los

valores se encontraron entre -0.103 (Mic11) y 0.426 (Mic10) (Tabla 6).
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4.4. DIFERENCIACION GENETICA

4.4.1. Entre Individuos

Se obtuvo una matriz de distancia genética “Simple Matching” por
comparacion entre los 151 individuos analizados, la cual fue graficada en un
analisis de Coordenadas Principales (PCoA), donde en el primer eje explica el
39.68 % de la variacion y el segundo eje explica el 15.25 % de la misma (Anexo
10). También se realizdé un analisis factorial de correspondencia (AFC), donde el
primer eje explica el 52.78 %, el segundo eje el 21.55 % y el tercer eje el 15.96 %
de la variacion (Anexo 11) y uno de agrupamiento “Neighboor Joining” (Figura 3).
Al correlacionar las distancias geogréficas entre individuos y distancias genéticas
(Simple Matching) se observé un coeficiente de correlacion de Rxy = 0.18 (P <

0.01) (Figura 4).

4.4.2. Entre Localidades

Se obtuvieron matrices de las seis localidades, utilizando varios indices de
diferenciacion Fst (WEIR and COCKERHAM 1984), G’st (HEDRICK 2005) y D (JosT
2009) con una significacion de 0.05 (Tablas 7 - 9), también se calcularon las
distancias genéticas de Nei (1972) y Slatkin (1985) (Tablas 10 y 11). A todas
estas matrices se les sometié a un andlisis de coordenadas principales (PCoA)
(Figuras 5 - 9), ademas de ser utilizadas para realizar un analisis de correlacién
(MANTEL 1967) entre éstas y las distancias geogréaficas entre localidades (Tabla

12) (Figuras 10 - 14).
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Los valores para el indice de diferenciacion de Weir & Cockerham (1984)
(Fst) més bajos, se presentaron entre las localidades Punta Pitt (PP) y Bahia
Rosa Blanca (BRB) (Fst = 0.021), mientras que los mas altos se encontraron
entre Bahia Rosa Blanca (BRB) y Playa Ochoa (POch) (Fst = 0.176) (Tabla 8). Al
graficar los Fst por pares de localidades, mediante un analisis de coordenadas
principales (PCoA), se observo que el primer eje explica el 90.73 % y el segundo
eje el 5.77 % de la variacion (Figura 5). Al correlacionar estos valores con la
distancia geogréafica entre localidades, el valor obtenido para el indice de

correlacion fue Rxy = - 0.218 (PwanteL = 0.239) (Figura 10).

Se observé que los valores para el indice de diferenciacion de Hedrick (2005)
(G’st) se encontraban entre 0.089 (PP y BRB) y 0.480 (BRB y PO) con valores P
< 0.01 (Tabla 9). En el analisis de coordenadas principales se pudo observar que
en los dos primeros ejes se explica el 89.26 % de la variacion (Figura 6). Al
realizar el test de Mantel entre estos valores vy distancias geogréficas entre
localidades, se observo un indice de correlacion negativo (Rxy = - 0.191; PyanTeL

=0.26) (Figura 11).

Para el indice de diferenciacion de Jost (2009) (D) los valores se encontraban
entre 0.081 (PP y BRB) y 0.445 (BRB y PO) (Tabla 10). En el andlisis de
coordenadas principales para estos valores, se observo que el primer eje explica
el 74.32 % y en el segundo el 15.46 % de la variacion (Figura 7). De igual forma al
correlacionar este indice con las distancias geograficas se obtiene un valor de -

0.171 (PMANTEL = 0308) (Figura 12)

Al analizar entre las localidades la distancia genética de Nei, se observo que

los valores se encuentran entre 0.104 (PP y BRB) y 0.839 (BRB y PO) (Tabla 11).
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Al realizar el analisis de coordenadas principales se pudo observar que el primer
eje explica el 88.24 %, mientras que el segundo eje el 7.87 % (Figura 8). Al ser
correlacionada con las distancias geograficas (entre localidades), se observo que
el coeficiente de correlacion Rxy = - 0.245 (PwanteL = 0.197) (Figura 13).

Para las distancias genéticas de Slatkin, se pudo observar que los valores se
encuentran entre 0.021 (PP y BRB) y 0.214 (BRB y PO) (Tabla 12). En el PCoA
se observo que el primer eje explica el 91.88 % de la variacion y que el segundo
eje explica el 5,70 % (Figura 9). Al realizar el test de Mantel se observd que el
indice de correlaciéon Rxy = - 0.211 (PuanteL = 0.25) (Figura 14).

En todos los analisis de coordenadas principales se observo que el primer eje
separa las localidades PP y BRB (grupo “norte”) de las localidades PCh y PO
(grupo “sur”), con excepcion de las localidades pertenecientes a Puerto Baquerizo
Moreno (CT y LLb) que se encuentran junto a las del norte. El segundo eje
separa las localidades del que se encuentran al este de la isla (BRB, PCh y PP),
de aquellas que se encuentran al oeste de la misma (POch, LLb y CT) (Figuras 5 -
9). Pero al analizar la correlacion entre las matrices de indices de diferenciacion o
distancias genéticas con la matriz de distancias geogréaficas ningun valor P fue

significativo y todos los valores Rxy fueron negativos (Figuras 10 - 14).

4.4.3. Anélisis Molecular de la Variancia (AMOVA)

Al analizar la variacion molecular jerarquicamente: a) grupos, b) entre
localidades dentro de grupos, c) entre individuos dentro de localidades, y d)
dentro de individuos; las seis localidades fueron congregadas en 3 grupos (“norte

= PP y BRB”, “Puerto Baquerizo Moreno = CT y LLb” y “sur = PCh y PO”), se
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observd que la variacion entre grupos es de 9.45 %. La variacion entre
localidades dentro de grupos es donde se encuentra el menor porcentaje de
variacion (2.65 %). Entre individuos dentro de localidades la variacion explicada
es de 15.28 %, mientras que el mayor porcentaje de variacion se encuentran
dentro de los individuos (72.63 %). Los componentes de variacion varian entre
0.13277 (Vb = entre localidades dentro de grupos) con su indice de fijacion (Fcr =
0.09447, P < 0.001) y 3.63907 (Vd = dentro de individuos) con su indice de
fijacion (Fis = 0.17378, P < 0.001) (Tabla 13; Figura 15a). Al realizar un AMOVA
con las seis localidades, congregadas en 2 grupos (“oeste = PP, PO y CT” y “este
= BRB, PCh y LLb), se pudo observar que en este analisis jerarquico la mayor
variacion se encuentra dentro de los individuos (64 %), que entre los individuos
dentro de las localidades se encuentra el 32 % de la variacion; mientras que la
variacion explicada entre localidades dentro de grupos solo es del 4 % y que entre
grupos el porcentaje de explicaciéon es de 0. Los componentes de variacion se
encuentran entre -0.18971 (Va = entre grupos) con su indice de fijacion (Fir =
0.2475, P < 0.001) y 3.63907 (Vd = dentro de individuos) con su indice de fijaciéon
(Fis =0.17378, P < 0.001) (Tabla 14; Figura 15b). Los indices Fs especificos para
cada localidad que se observaron se encuentran entre 0.066 (CT) y 0.277 (PCh)

(Tabla 15).
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5. DISCUSION
5.1. DESEQUILIBRIO LIGADO Y EQUILIBRIO HARDY -

WEINBERG

De un total 60 combinaciones de loci (12) y localidades (5), todas fueron
polimorficas. Como se pudo observar en la Isla San Cristobal (Tabla 1) varios
pares de loci se encuentran ligados a nivel global (18 pares). Dentro de las
diferentes localidades Puerto Chino (PCh) es la que menor nimero de loci ligados
presentd (cuatro pares de loci), mientras que Bahia Rosa Blanca (BRB) fue la que
mas pares de loci ligados presento (15 pares de loci) (Tabla 2). Este fenomeno de
loci ligados se observa principalmente cuando ha existido deriva génica,
reduccion de tamafio poblacional (cuellos de botella, endogamia) o una mezcla
reciente de poblaciones debido a que no ha existido el suficiente tiempo para que
los loci se clasifiquen independientemente (LOwE et al. 2004). EIl hecho que varios
pares de loci se encuentren ligados, podria explicar en parte que las localidades
no se encuentren bajo equilibrio Hardy-Weinberg. Una de las condiciones para
qgue las poblaciones se encuentren en equilibrio es que los loci sigan leyes de
herencia mendeliana, pero al estar ligados y no segregarse independientemente,
rompen el equilibrio (FREELAND 2005). Sin embargo existen localidades que no se
encuentran en equilibrio Hardy-Weinberg (Tabla 3) y no poseen pares de loci en
desequilibrio ligado, por lo que la migracion, deriva génica u otros motivos podrian
estar rompiendo el equilibrio (FRANKHAM et al. 2002; FREELAND 2005; GAGGIOTTI et
al. 2009). Hay que tener en cuenta que esta especie presenta seleccion sexual,
ya que solo aquellos machos que presenten un mayor “display” seran los que

pasaran sus genes a la siguiente generacion (PERez Z. and BALTA 2007; RAMIREZ



48

et al. 2007; VIDAL et al. 2002), esto va totalmente en contra de lo que se espera en
una poblacion panmitica, lo que explicaria principalmente la ausencia de equilibrio

HW (MILES et al. 2001).

5.2. DIVERSIDAD GENETICA

Microlophus bivittatus en las cinco localidades de la isla San Cristobal
presentd 98 alelos, y solo la localidad de Puerto Chino (PCh) present6 alelos
anicos (Tabla 5). Al comparar estos resultados con el estudio realizado por Jordan
y Snell (2008), donde observaron mas alelos Unicos en las localidades de las
islas grandes (Santa Cruz, Santiago y Santa Fe), se podria inferir que la poblacion
de M. bivittatus presenta menor diversidad que M. albemarensis. Pero hay que
tener en cuenta que para este estudio se colectaron las muestras durante los
veranos de los afios 2009 y 2010, mientras que las colecciones de tejidos para el
estudio de Jordan y Snell (2008) se realizaron entre los afios 1991 y 1995.
Aungue segun los autores la naturaleza temporal de la muestra no afectaria a los
patrones espaciales que se investigaron (Snell, unpublished data) pero si el
namero de individuos colectados. Los valores obtenidos para las distintas
medidas de diversidad genética global (A = 8.167; Nei = 0.8109; | = 7.884), como
para cada localidad (Tablas 5 - 8) son relativamente altos y se encuentran dentro
del rango observado para otros vertebrados (DEWoobDY and Avise 2000; NErr and
GRoss 2001). Por otro lado al observar las frecuencias alélicas en las cinco
localidades (figura 1) podemos observar que aunque los alelos se comparten las
frecuencias varian entre ellas, lo que nos llevaria a pensar que existe flujo génico

entre las localidades.



49

5.3. DIFERENCIACION GENETICA

En la naturaleza es dificil conocer a priori los limites para definir claramente
una subpoblacion (BALLoux and LUGON-MouLIN 2002), por este motivo las
muestras de las seis localidades se analizaron como pertenecientes a seis
subpoblaciones. Los indices de fijacion (Fis, Fir Y Fst) hos permiten evaluar la
heterocigosidad en poblaciones. Son definidos en términos de tres
heterocigosidades: la heterocigosidad observada dentro de las subpoblaciones
(ho), la heterocigosidad esperada dentro de las subpoblaciones (hs) y la
heterocigosidad total esperada (h;). Para comprobar la hipétesis de que las
localidades muestreadas corresponden a subpoblaciones se utilizo el coeficiente
de endogamia (Fs), que permiti6 medir la correlacién de los genes dentro de los
individuos pertenecientes a las mismas subpoblaciones. Los valores Fs obtenidos
para cada localidad (Tabla 18) fueron altamente significativos, y nos indican que
todas las localidades presentan un grado de endogamia. La localidad con menor
valor de endogamia es Cerro Tijeretas (CT) (Fis = 0.066), mientras que la que
mayor valor present6 fue Puerto Chino (PCh) (Fis = 0.277). Al analizar cada loci,
se pudo ver que cinco loci (MicOl1, Mic05, Mic06, Micll y Micl2) presentan un
exceso de heterocigotos, mientras que los loci restantes estan pasando por un
exceso de homocigotos (Tabla 10), esto podria deberse a un reciente cuello de
botella y a endogamia. Hay que tener presente que estos valores Fis pueden
deberse también a la naturaleza de esta especie, de que aquellos machos que
presenten un mayor “display” seran los que pasen sus genes a la siguiente
generacion (seleccion sexual), y a los harems poliginicos (Ross 2001; SuUGG et al.
1996). Por otro lado al analizar los valores obtenidos para el indice de Garza-

Williamson (2001), para poder inferir si las localidades han pasado por un cuello
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de botella, podemos observar que las medias se encuentran entre 0.291 (BRB) y
0.316 (PO), lo que nos puede llevar a inferir que no existe la posibilidad de cuellos
de botella, o que estos hayan ocurrido hace algun tiempo ya que valores cercanos
a cero nos indican la ocurrencia de un cuello de botella (BALLoux and LUGON-
MouLIN 2002; ExcorrieEr and HECKEL 2006; FRANKHAM et al. 2002; FREELAND

2005).

Las medidas de diferenciacion (Fst, G’st y D) nos expresan la proporcion de
la diversidad genética, debido a las diferencias en las frecuencias de alelos entre
las poblaciones-localidades (Nel and CHESSER 1983; ROUSSET 1997). Los
resultados obtenidos para el andlisis entre pares de localidades fueron altamente
significativos (Tablas 11 - 13), nos indican una diferenciacion que varia desde
pequefia, entre las localidades PP - BRB pertenecientes al nororiente de la isla,
PCh - PO pertenecientes al suroccidente de la isla, CT - LLb pertenecientes
ambas a la localidad Puerto Baquerizo Moreno (PBM). Aunque la diferenciacion
también fue baja entre PP - LLb y PP - CT. Observando las distancias geogréficas
entre estos pares de localidades (tabla 16), podemos decir que existe mayor
diferenciacion entre las localidades CT - LLb, con una distancia geografica (DG)
entre ellas de 4 kilometros, que entre las localidades pertenecientes a de PP -
BRB, con una DG de 28.4 km. Una diferenciacion moderada entre localidad BRB
con las localidades pertenecientes a PBM (CT y LLb). Asi también se pudo
observar una diferenciacion moderada entre la localidad LLb y las pertenecientes
al suroccidente de la isla (PCh y PO). Una diferenciacion grande se ve entre las
localidades del nororiente de la isla (PP y BRB) y las pertenecientes al

suroccidente (PCh y PO), asi como entre CT - PCh. Estos valores se
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correlacionan con los valores obtenidos para el niumero de migrantes (tabla 19),
ya que entre las localidades que menor diferenciacion se observo, se presentan
los valores mas altos de numero de migrantes, lo que estaria en concordancia con
los resultados obtenidos por Valle y colaboradores en el estudio de territorialidad
de M. bivittatus en la isla San Cristobal (datos sin publicar, con. pers.). Al realizar
analisis de coordenadas principales (PCoA) con las distintas medidas de
diferenciacion (figuras 6 - 10), pudimos observar que el primer eje nos separa las
localidades pertenecientes al suroccidente de la isla de las otras localidades
(nororiente y PBM), mientras que el segundo eje nos separa las localidades
pertenecientes al nororiente (BRB y PP) de las localidades pertenecientes a
Puerto Baquerizo Moreno (PBM). A su vez este eje nos separa las localidades del
PO (occidente) de PCh (oriente). Aunque en la mayoria de andlisis de
coordenadas principales se ve una tendencia a agruparse, al realizar una
correlacién entre las distancias genéticas y las geograficas (Test de Mantel)
ninguna fue significativa y todos los valores de correlacién (Rxy) fueron negativos.
Esto nos sugiere que no existe aislamiento entre las localidades y que el flujo
génico entre las mismas es alto. Teniendo en cuenta los pardmetros planteados
por Levins (1969) para que se pueda hablar de metapoblaciones, la especie M.
bivittatus en la isla San Cristobal debe ser tratada como tal, ya que la distribucion
en anillo alrededor de la zona costera de la isla, y la posibilidad de que existan
parches no ideales-habitables en esta distribucion, junto a los valores obtenidos
para la diferenciacion genética, que nos indican un alto flujo génico, nos empujan
a decir que el tipo de metapoblacion que presenta es en mosaico (GAGGIOTTI

2003; GAGGIOTTI et al. 2009; HANSKI and GAGGIOTTI 2004).
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Al analizar las muestras de individuos como una sola poblacién (figuras 3 - 5),
podemos observar que existe un cierto grado de agrupacion entre los individuos
pertenecientes a las localidades Puerto Chino (PCh) y Playa Ochoa (PO), del sur
de la isla, y entre las localidades de Punta Pitt (PP) y Bahia Rosa Blanca (BRB),
del norte de la isla. Mientras que las localidades de Cerro Tijeretas (CT) y La
Loberia (LLb), que corresponden a la localidad Puerto Baquerizo Moreno (PBM)
se encuentran repartidas en ambas agrupaciones. Al realizar el Test de Mantel
con la distancia “Allele Sharing” y las distancias geograficas de cada individuo, se
observé que existe una correlacion negativa (Rxy = - 0.284) altamente significativa
(P < 0.001). Por esta razon para los analisis moleculares de la varianza (AMOVA)
se agruparon de dos tipos, “norte-PBM-sur” y “este-oeste-PBM”. En el AMOVA se
encontré que todas las pruebas de diferenciaciéon para los niveles jerarquicos
fueron altamente significativas, encontrandose una mayor diferenciacion dentro de
los individuos (72.63 %, Fis = 0.17378, P < 0.001), seguida por la variacion entre
los individuos dentro de las localidades (15.28 %, Fsc = 0.02926, P < 0.001);
después la variacion entre grupos (9.45%, Fi = 0.27373, P < 0.001), finalmente
la variacion entre las localidades dentro de los grupos (2,65 %, Fcr = 0.09447, P <
0.001) cuando se agrupan las localidades en “Norte, Puerto Baquerizo Moreno y
Sur”. Mientras que al agrupar las localidades en “Este, Puerto Baquerizo Moreno y
Oeste” no se encontr6 diferencias estadisticas significativas entre grupos (0 %, Fir
= 0.24751, P < 0.001) y la mayor variacion se ve entre los individuos dentro de
las localidades (64%, Fsc = 0.12204, P < 0.001), seguida por la variacion dentro
de los individuos (32 %, Fis = 0.17378, P < 0.001), por ultimo la variacién entre
localidades dentro de los grupos (4 %; Fcr = -0.03737, P < 0.001). No se encontro

aislamiento por distancia, ya que el test de Mantel (1967) indic6 que no hay
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correlacion significativa entre las matrices de divergencia genética y distancias

geograficas entre pares de localidades.
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explicado en el AMOVA. A: grupos “norte - PBM - sur”; B : grupo “este - oeste -
PBM”.



TABLAS

Tabla 1. Numero de alelos y nimero de alelos Unicos muestreados por locus y
poblacién, obtenido con los programas Fstat y GenAlEX.

LOCALIDAD
PP BRB PBM PCh PO IsLs  Total I,AI(_EIOS
anicos

MicO1 9 8 10 9 10 7 10 0
MicO2 10 9 9 8 8 4 10 0
MicO3 10 10 13 12 11 6 13 0
MicO4 10 5 9 11 10 9 11 2
Mic05 8 9 9 8 7 3 9 0

9 Mico6 6 6 6 7 4 4 7 2

8  Mic07 7 7 9 9 8 4 9 0

- Mic08 6 5 6 5 6 4 6 1
Mic09 4 4 4 3 2 3 4 1
Mic10 7 5 7 7 7 4 7 0
Micl1 4 4 4 4 4 3 4 0
Mic12 7 8 8 7 6 3 8 0
Total 88 80 94 90 83 54 98 6

Alelos unicos 0 0 0 2 0 4 6

Diversidad
alélica (A) 7.333 6.667 7.833 7.500 6.917 4.500 8.500
Desviacion

2.146 2.103 2.588 2.646 2.712 1.883 2.611
estandar de A

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 2. Heterocigosidad observada (H,) y esperada (He) por locus y poblacién,
obtenido con los programas Arlequin, Fstat y GenAIEXx.

LOCUS

PP

Ho He

BRB

Ho He

PBM

Ho He

LOCALIDAD

PCh

Ho He

PO

Ho He

IsLs

Ho He

Media

Ho

He

Mic01
Mic02
Mic03
Mic04
Mic05
Mic06
Mic07
Mic08
Mic09
Mic10
Micll

Micl2

0.79 0.86

0.58 0.81
0.84 0.86
0.42 0.86
0.94 0.79
0.65 0.63
0.45 0.80
0.61 0.82
0.19 0.26
0.55 0.83
0.83 0.63

0.94 0.81

0.97 0.85

0.63 0.86
0.87 0.87
0.57 0.70
0.63 0.82
0.77 0.66
0.63 0.79
0.53 0.80
0.20 0.30
0.47 0.76
0.57 0.50

0.60 0.78

0.90 0.89

0.53 0.87
0.80 0.91
0.45 0.87
0.93 0.85
0.73 0.66
0.60 0.84
0.63 0.83
0.17 0.44
0.47 0.84
0.93 0.70

0.93 0.81

0.80 0.86

0.60 0.54
0.77 0.91
0.43 0.86
0.37 0.76
0.60 0.85
0.70 0.86
0.48 0.74
0.10 0.16
0.31 0.82
0.57 0.71

0.63 0.77

0.87 0.90

0.87 0.73
0.80 0.90
0.72 0.86
0.27 0.46
0.37 0.71
0.63 0.86
0.50 0.80
0.13 0.18
0.57 0.84
0.60 0.65

0.60 0.73

0.89 0.83

0.90 0.60
0.72 0.63
0.33 0.82
0.20 0.62
0.47 0.71
0.53 0.73
0.60 0.71
0.43 0.40
0.43 0.73
0.73 0.58

0.40 0.63

0.87

0.69

0.80

0.49

0.56

0.60

0.59

0.56

0.20

0.47

0.71

0.68

0.86

0.73

0.85

0.83

0.72

0.70

0.81

0.78

0.29

0.80

0.63

0.75

Media

0.65 0.73

0.62 0.71

0.67 0.78

0.53 0.72

0.58 0.71

0.55 0.67

0.60

0.73

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 3. Diversidad génica (Nei 1987) por locus y poblacién, obtenido con los
programas Fstat y Arlequin.

LOCALIDAD

PP BRB PBM PCh PO IsLs Total

MicO1| 0.859 0.845 0.892 0.86 0.898 0.844 0.871

Mic02| 0.81 0.86 0.878 0.541 0.729 0.605 0.764

MicO3| 0.86 0.869 0.91 0.91 0.905 0.643 0.891

MicO4| 0.87 0.698 0.877 0.862 0.858 0.844  0.833

MicO5| 0.786  0.823 0.85 0.764 0.46 0.64 0.737

% MicO6| 0.628 0.66  0.657 0.853 0.714 0.725 0.702
§ MicO7| 0.801 0.791 0.845 0.867 0.867 0.751 0.834

MicO8| 0.823 0.801 0.832 0.745 0.801 0.719 0.8

Mic09| 0.264 0.297 0.449 0.16 0.184 0.401 0.271

Micl0| 0.838 0.769 0.844 0.826 0.849 0.745 0.825

Micll| 0.622 0.497 0.698 0.71 0.646  0.587 0.635

Micl2| 0.805 0.785 0.81 0.77 0.73 0.646 0.78
Media| 0.747 0.725 0.795 0.739 0.72 0.677  0.8109

Desviacion

0.0496 0.049 0.0382 0.0595 0.0608 0.035 0.0271

estandar (sd)

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 4. Riqueza alélica por locus y poblacién en funcién del tamafio minimo de
muestra de: 28 individuos diploides, obtenido con el programa Fstat.

LOCALIDAD

PP BRB PBM PCh PO IsLs | Total Media
Mic01| 9.00 8.00 9.97 9.00 10.00 7.00 | 9.86 9.19
Mic02| 9.80 893 9.00 786 7.93 390 | 958 8.70
Mic03| 9.89 9.93 12.92 12.00 10.87 5.93 | 11.98 11.12
Mic04| 9.89 5.00 8.97 10.79 9.96 8.89 | 10.31 8.92
Mic05 7.98 9.00 9.00 7.99 6.99 3.00| 8.84 8.19
® MicO6| 5.90 6.00 6.00 7.00 4.00 4.00| 6.67 5.78
§ Mic07| 7.00 7.00 9.00 887 8.00 4.00| 890 7.97
Mic08 6.00 500 6.00 5.00 6.00 4.00 | 6.00 5.60
Mic09| 3.90 393 393 300 200 300| 354 335
Mic10 7.00 500 7.00 6.97 693 4.00| 6.97 6.58
Micll| 4.00 400 4.00 4.00 4.00 3.00| 4.00 4.00
Micl2 7.00 8.00 8.00 7.00 593 3.00| 7.96 7.18

Total | 87.37 79.77 93.78 89.47 82.62 53.72|94.607

Riqueza alélica (1) 7.28 6.65 7.82 7.46 6.89 4.48 | 7.884

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 5. Valores obtenidos para el indice de Garza-Williamson (2001), obtenido
con el programa Arlequin.

LOCALIDAD Desviacién

Media estandar

PP BRB PBM PCh PO IsLs (sd)

MicOL| 0.391 0.348 0435 0429 0.435 0.368 | 0.407  0.034

Mic02| 0.370 0.360 0.333 0.348 0.348 0.308 | 0.352  0.013

MicO3| 0213 0.233 0.255 0.255 0216 0.118 |0.234  0.018

MicO4| 0204 0.122 0184 0.169 0.204 0.184 |0.177  0.030

MicO5| 0.258 0.290 0.290 0.258 0.241 0.600 | 0.268  0.020

0 MicO6| 0.286 0.286 0.286 0.333 0.190 0.190 | 0.276  0.047
§ MicO7| 0.304 0.304 0.333 0.333 0.296 0.148 | 0.314  0.016
MicO8| 0.240 0.217 0.240 0200 0.240 0.235 |0.227  0.016

MicO9| 0.364 0.364 0.364 0.429 0.667 0.600 | 0.437  0.117

Mic10| 0333 0.238 0.333 0.333 0.333 0.364 | 0.314  0.038

Mic11| 0.308 0.308 0.308 0.308 0.308 0.231 |0.308  0.000

Micl2| 0368 0.421 0421 0.368 0.316 0.273 |0.379  0.039

Media| 0.303 0291 0315 0314 0316 0302|0308 0.010
Desviacion| o he> 0077 0.069 0077 0125 0153|0082  0.022

estandar (sd)

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 6. Valores obtenidos para el coeficiente de endogamia - consanguinidad
(Fis) de las localidades de M. bivittatus calculado en los programas Arlequin y

GenePop.
LOCALIDAD
Media
PP BRB PBM PCh PO IsLs (Fis)
MicO1 | 0.085 -0.144 -0.006 0.07 0.035 -0.053 -0.328
Mic02 | 0.283 0.264 0.393 -0.108 -0.189 -0.489 0.091
MicO3 | 0.024 0.003 0.121 0.158 0.116 -0.126 0.124
MicO4 | 0.518 0.188 0.489 0.497 0.156 0.605 0.193
Mic05 | -0.19 0.23 -0.098 0.52 0.421 0.687 -0.268
g MicO6 | -0.027 -0.161 -0.115 0.296 0.486 0.356 -0.119
§ Mic07 | 0.436 0.2 0.29 0.192 0.27 0.289 0.288
Mic08 | 0.255 0.334 0.238 0.352 0.375 0.165 0.273
Mic09 | 0.267 0.327 0.629 0.374 0.275 -0.08 0.292
Micl0 | 0.346 0.393 0.447 0.624 0.332 0.419 0.439
Micll -0.34 -0.141  -0.338 0.202 0.071  monomorfico -0.138
Micl2 | -0.162 0.236 -0.152 0.177 0.178 0.381 -0.053
Fis TOTAL 0.132 0.145 0.153 0.283 0.199 0.177

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 7. indices de diferenciacion genética Fst (Weir and Cockerham 1984) por
comparacion entre pares de localidades obtenidas con el programa Arlequin.

PP BRB CT LLb PCh PO IsLs

PP 0.000

BRB 0.021 0.000

CT 0.039 0.050 0.000

LLb 0.036 0.062 0.041 0.000

PCh 0.141 0.163 0.144 0.108 0.000

PO 0.153 0.176 0.149 0.109 0.040 0.000

IsLs 0.120 0.135 0.127 0.085 0.061 0.062 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs). Todos los valores obtenidos son altamente significativos
(P <0.01).

Tabla 8. indices de diferenciacion genética G’st (Hedrick 2005) por comparacion
entre pares de localidades obtenidas con el programa SMOGD.

PP BRB CT LLb PCh PO
PP 0.000
BRB 0.089 0.000
CT 0.195 0.228 0.000
LLb 0.157 0.240 0.181 0.000
PCh 0.355 0.444 0.375 0.384 0.000
PO  0.392 0.480 0.385 0.338 0.166 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs). Todos los valores obtenidos son altamente significativos
(P <0.01).
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Tabla 9. indices de diferenciacién genética D (Jost 2009) por comparacion entre
pares de localidades obtenidas con el programa SMOGD.

PP BRB CT LLb PCh PO
PP 0.000
BRB 0.019 0.000
CT 0.036 0.047 0.000
LLb 0.032 0.058 0.036 0.000
PCh 0.137 0.160 0.139 0.102 0.000
PO  0.150 0.174 0.145 0.104 0.036 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs). Todos los valores obtenidos son altamente significativos
(P <0.01).

Tabla 10. Distancia genética de Nei (1972) por comparacion entre pares de
localidades obtenidas con el programa Genalex.

PP BRB CT LLb PCh PO IsLs

PP 0.000
BRB 0.104 0.000

CT 0.200 0.224 0.000

LLb 0.210 0.299 0.263 0.000

PCh 0.673 0.786 0.729 0.575 0.000

PO 0.713 0.839 0.713 0.539 0.161 0.000

IsLs 0.864 1.020 0.916 0.605 0.347 0.341 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs). Todos los valores obtenidos son altamente significativos
(P <0.01).
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Tabla 11. Distancia genética de Slatkin (1985) por comparacion entre pares de
localidades obtenidas con el programa Arlequin.

PP BRB CT LLb PCh PO IsLs

PP 0.000

BRB 0.021 0.000

CT 0.041 0.052 0.000

LLb  0.037 0.066 0.042 0.000

PCh 0.164 0.195 0.169 0.121 0.000

PO 0.180 0.214 0.175 0.123 0.042 0.000

IsLs 0.231 0.269 0.117 0.174 0.111 0.114 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).

Tabla 12. Distancias geogréaficas (km) entre las seis localidades analizadas.

PP BRB CT LLb PCh PO IsLs

PP 0.000
BRB 28.40 0.000

CT 76.14 56.48 0.000

LLb 80.14 52.48 4.00 0.000

PCh 42.00 19.03 39.78 31.78 0.000

PO 56.38 56.68 9.54 13.54 40.06 0.000

IsLs 58.77 61.06 10.85 14.85 41.2 1.88 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).
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Tabla 13. AMOVA de las localidades de M. bivittatus (grupos: norte - PBM - sur)
calculado en el programa Arlequin.

o Grados de Sumade Componentes Porcentaje
Fuente de variacion ) L o
libertad cuadrados de variacion de variacion

Entre grupos 2 114.567 0.47333 (Va) 9.45
Entre localidades
3 35.556 0.13277 (Vb) 2.65

dentro de grupos
Entre individuos

. 145 749.642 0.76544 (Vc) 15.28
dentro de localidades
Dentro de individuos 151 549.500 3.63907 (Vvd) 72.63
Total 301 1449.265 5.01061 100

indices de fijacion: Fis = 0.17378 (Vd); Fsc = 0.02926 (Vc); Fcr= 0.09447 (Vb); Fir =
0.27373 (Va). Todos los valores fueron altamente significativos (P < 0.01).

Tabla 14. AMOVA de las localidades de M. bivittatus (grupos: este - oeste)
calculado en el programa Arlequin.

o Grados de Sumade Componentes Porcentaje
Fuente de variacion ) L o
libertad cuadrados devariacion de variacion

Entre grupos 1 11.217 -0.18071 (Va) 0
Entre localidades
4 138.906 0.61224 (Vb) 4

dentro de grupos
Entre individuos

_ 145 749.642 0.76544 (Vc) 32
dentro de localidades
Dentro de individuos 151 549.500 3.63907 (Vvd) 64
Total 301 1449.265 4.85781 100

indices de fijacion: Fis = 0.17378 (Vd); Fsc = 0.12204 (Vc); Fcr = -0.03737 (Vb); Fr =
0.24751 (Va). Todos los valores fueron altamente significativos (P < 0.01).
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Tabla 15. indice F;s especificos para cada localidad (1023 permutaciones),
calculado en el programa Arlequin.

Localidad Fis Valor P Significancia
Punta Pitt 0.124 0.000 ek
Bahia Rosa Blanca 0.145 0.000 Hkx
Cerro Tijeretas 0.066 0.095 *hk
La Loberia 0.191 0.000 ok
Puerto Chino 0.277 0.000 *kk
Playa Ochoa 0.196 0.000 ik
Islote Lobos 0.177 0.000 *kk
Total 0.036 0.010 =

Valor P (Rand Fs >= Obs Fs)

Tabla 16. Valores de Nm entre localidades de M. bivittatus calculado en el

programa Arlequin.

PP BRB CT LLb PCh POch IsLs
PP 0.000
BRB  23.535 0.000
CT 12.282 9.569 0.000
LLb 13.489 7.633 11.798 0.000
PCh 3.041 2.562 2.963 4.120 0.000
POch  2.883 2.391 2.879 4.286 13.237 0.000
IsLs 2.165 1.858 2.096 3.165 4.286 4.402 0.000

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino (PCh),
Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs). Todos los valores obtenidos son altamente significativos

(P < 0.01).



ANEXOS

Anexo 1. Informacién tomada en el campo (edad, sexo y coordenadas

geograficas) de los individuos utilizados en este estudio.

Puerto Baquerizo Moreno Punta Pitt
ID E S 16M UTM ID E S 16M UTM

CT01 J M 209487 9901446 PPO1 A M 249894 9921106
CT02 J M 209489 9901440 PP02 J F 249948 9921099
CTO03 J ? 209486 9901452 PPO3 A F 249948 9921099
CT04 A M 209496 9901457 PP0O4 A M 249887 9921099
CTO05 A F 209451 9901472 PPO5 J M 249887 9921099
CTO06 A M 209485 9901446 PPO6 A M 249887 9921105
CTO7 J F 209518 9901471 PPO7 A F 249092 9921621
CT08 A F 209487 9901439 PP0O8 A M 249084 9921627
CTO09 J M 209457 9901475 PP0O9 J M 249090 9921624
CT10 A M 209432 9901480 PP10 A F 249106 9921624
CT11 A M 210024 9901655 PP31 ESCAPO 249094 9921627
CT12 A F 210024 9901655 PP11 J M? 247037 9922197
CT13 J M 210024 9901655 PP12 A F 247037 9922197
CT14 A M 210008 9901753 PP13 A M? 247037 9922197
CT15 A M 209996 9901767 PP14 A F 247037 9922197
LLbO1 A F 208927 9897856 PP15 J M 247037 9922197
LLb02 SA M 208933 9897856 PP16 A M 247037 9922197
LLbO3 A M 208868 9897840 PP17 A M 247037 9922197
LLbO4 A M 208868 9897840 PP18 A F 247037 9922197
LLbO5 A M 208868 9897840 PP19 A M 247037 9922197
LLbO6 A M 208868 9897840 PP20 A M 247037 9922197
LLbO7 A F 208868 9897840 PP21 A F 247037 9922197
LLbO8 A M 208927 9897856 PP22 A F 247037 9922197
LLb09 J F 208922 9897854 PP23 SA M 247037 9922197
LLb10 A F 208922 9897854 PP24 A M 247037 9922197
LLb11 A M 208931 9897868 PP25 A F 247037 9922197
LLb12 A M 208931 9897868 PP26 A F 247037 9922197
LLb13 A F 208933 9897856 PP27 J F 247037 9922197
LLb14 SA F 208927 9897856 PP28 A M 247037 9922197
LLb15 A F 208927 9897878 PP29 A M 247037 9922197

PP30 J M 247037 9922197
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Bahia Rosa Blanca

Puerto Chino

ID E S 16M UTM ID E S 16M UTM
BRBO1 A F 238075 9909531 PCh0O1 A F 229560 9897420
BRB02 A F 238075 9909531 PCh02 SA M 229565 9897398
BRB0O3 A F 238075 9909531 PCh0O3 A F 229558 9897406
BRB0O4 SA F 238075 9909531 PCh0O4 A M 229558 9897406
BRBO5 SA M? 238075 9909531 PChO5 A M 229556 9897418
BRBO6 A M 238075 9909531 PChO6 A M 229554 9897422
BRBO7 SA M 238075 9909531 PChO7 A M 229535 9897388
BRB08 A F 238075 9909531 PCh08 A F 229558 9897406
BRB0O9 J M 238075 9909531 PCh09 A F 229557 9897420
BRB1I0O A M 238075 9909531 PCh10 A M 229557 9897420
BRB11 A F 238075 9909531 PChll A M 229548 9897392
BRB12 A M 238075 9909531 PChl2 SA M 229549 9897386
BRB13 A M 238075 9909531 PCh1l3 A F 229557 9897420
BRB14 A F 238075 9909531 PCh14 A M 229528 9897338
BRB1S A M 238075 9909531 PChl5 A M 229548 9897392
BRB16 J M 238075 9909531 PChle A F 229529 9897392
BRB17 A M 238075 9909531 PChl7 A M 229529 9897392
BRB18 A M 238075 9909531 PCh18 A M 229532 9897400
BRB19 A F 238075 9909531 PCh1l9 A F 229556 9897370
BRB20 A F 238075 9909531 PCh200 A M 229556 9897370
BRB21 A M 238075 9909531 PCh21 A M 229571 9897404
BRB22 A M 238075 9909531 PCh22 SA M 229560 9897410
BRB23 A F 238075 9909531 PCh23 SA F 229571 9897404
BRB24 A M 238075 9909531 PCh24 A M 229560 9897406
BRB25 A M 238075 9909531 PCh25 A M 229544 9897406
BRB26 A M 238075 9909531 PCh26 A M 229529 9897392
BRB27 J M 238075 9909531 PCh27 A M 229576 9897320
BRB28 SA F? 238075 9909531 PCh28 A F 229527 9897318
BRB29 A M 238075 9909531 PCh29 A F 229579 9897410
BRB30 A F 238075 9909531 PCh30 SA M 229524 9897314
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Playa Ochoa Islote Lobos
ID E S 16M UTM ID E S 16M UTM
POO1 J F 213882 9904446 IsL.sO1 A M 214231 9905324
PO02 A M 213881 9904420 | IsLs02 A F 214235 9905354
POO03 A F 213906 9904452 | IsLs03 A M 214229 9905340
PO04 A F 213868 9904412 | IsLs04 A M 214238 9905306
POO05 A F 213904 9904444 | IsLsO5 A M 214237 9905308
POO06 A F 213904 9904444 | IsLsO6 A F 214435 9905318
POO0O7 A M 213881 9904420 IsLsO7 A F 214414 9905318
POO08 A F 213870 9904412 IsLsO8 A F 214435 9905318
POO09 A F 213887 9904420 IsLs0O9 A F 214372 9905314
PO10 A F 213903 9904440 IsLsl0 A M 214387 9905304
PO11 A F 213899 9904436 IsLsll A M 215372 9905310
PO12 A F 213878 9904406 IsLsl2 SA F 214392 9905308
PO13 A F 213897 9904452 IsLs13 SA F 214436 9905310
PO14 A M 213903 9904440 IsLs14 SA F 214440 9905320
PO15 SA F 213900 9904452 | IsLsl5 A M 214562 9905340
PO16 A M 213902 9904498 IsLs1l6 A F 214524 9905324
PO17 J M 213902 9904498 IsL,sl7 A F 214574 9905332
PO18 A M 213878 9904406 IsLs18 SA F 214560 9905344
PO19 A/SA F/M* 213821 9904394 IsLs19 A M 214521 9905330
PO20 SA M* 213821 9904394 IsL.s20 A F 214533 9905322
PO21 A M 213922 9904444 IsLs21 A F 214533 9905326
PO22 A 213776 9904372 IsLs22 A F 214525 9905324
PO23 A F 213786 9904380 | IsLs23 A F 214537 9905328
PO24 A F? 213824 9904394 IsLs24 A F 214534 9905330
PO25 A F 213878 9904410 IsLs25 A M 214570 9905322
PO26 A M 213812 9904382 IsLs26 A M 214570 9905322
PO27 A F 213812 9904382 IsLs27 A M 214521 9905322
PO28 A F 213789 9904388 IsLs28 A F 214557 9905348
PO29 A F 213789 9904388 IsLs29 A F 214503 9905320
PO30 A F 213827 9904376 IsLs30 A M 214557 9905348

E = Edad (A = adulto, SA = subadulto, J = juvenil), S = Sexo (F = hembra, M = macho), 16M = Longitud,

UTM = Latitud
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Anexo 2. Protocolo propuesto por el fabricante para cola de raton — Technical
Manual (p. 12).

1. Cada muestra fue macerada con nitrdgeno liquido, en un tubo
correctamente rotulado de 1,5 ml con ayuda de un micro pistilo, tanto los
tubos como los micro pistilos fueron previamente enfriados.

Al paralelo en un frasco de vidrio de 250 ml se afiadi6 22,2 ml de una

solucién de EDTA 0,5 M (pH 8,0) con 92.5 ml de solucion de lisis y se
enfriaron en hielo hasta que la solucion se volvio de transparente a
nublada. Se colocé 620l de esta solucién en cada tubo, y con ayuda
del pistilo pequefio se homogeneizdé cada muestra.

2. Se anadi6é 17.5ul de 20mg/ml proteinasa K y se incubé toda la noche a
55 ° C con agitaciéon suave.

3. Se afiadid 3ul de la RNasa A en cada tubo y se mezclaron las muestras
invirtiendo los tubos 2-5 veces. Se incub6 la mezcla durante 15-30
minutos a 37°C con agitacion suave. Se retiraron las muestras del bafio
maria y se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos
antes de continuar.

4. Se colocaron 200 ul de la solucién de precipitacion de proteinas y con
ayuda de un vortex se mezclaron vigorosamente a alta velocidad
durante 20 segundos. Los tubos fueron colocados en hielo durante 5
minutos.

5. Se sacaron los tubos y se centrifugaron durante 4 minutos a 14000
rpm. La proteina se precipité y formo un pellet de color blanco. Se retird
con cuidado el sobrenadante sin topar el pellet y se transfirié a un tubo
de 1,5 ml (previamente rotulado) con 600pul de isopropanol a temperatura
ambiente. Al invertir varias veces se pudo observar la formacion de unas
hebras blancas que daran origen al pellet.

6. Se centrifugé durante 10 minutos a 14000 rpm a temperatura
ambiente. Se formo un pellet en la base del tubo, con cuidado se retird el
sobrenadante.

7. Se agregé en cada tubo 600ul de etanol al 75% a temperatura
ambiente, se invirtieron suavemente los tubos varias veces para lavar el
ADN. Para evitar que el pellet se desprenda se centrifugd por un minuto
a 14000 rpm.

8. Se retiré cuidadosamente el etanol y se colocé el tubo de forma invertida
en un papel absorbente limpio, y se espero que el pellet se secara.

9. Para la resuspension del pellet se agregd 100 ul de la Solucion de
Rehidratacion de ADN, y se incubd en bafio maria a 65°C durante 1
hora., con agitacion suave.
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Anexo 3. Microsatélites disefiados para las especies del género Microlophus
(Jordan et al. 2002).

Locus N. Acc. GenBank Motivo de repeticion Secuencia del primer 5-3’
. F: TGCTAAGCATGAGCTACACC
Micl — AF463628 (AC)s R: CCAACTAGCTGGCAC
, (TAGA),TAGC(TAGA) F: CAGTGGAACACACAGTATCC
Mic2  AF463629
TGA(TA), (TAGA); R: ACCTTAGGAATGACAGAAGG
. F: GTGAGAACTGAAACTGAAAGC
Mic3 — AF463630 (TAGA)s R: TTTGTCTACAAACAAAACTGC
. F: TGTTCATTTCATCATCAAGC
Micd — AF463631 (GATA) R: CTTCACAAACATTGCAACC
. F: AGGAACATTCTGCACTAAGG
MicS AF463632 (CA)e R: TTCCACTCTGCTCTACATCC
. F: ATTCTCCCATAAAATCTGC
Mic6  AF463633  (ACLTC(ACKTC(AC) o'l ot P e
. F: TTTATACACTATTTACAACCAAAGG
Mic7 — AF463634 (CABTA(CAs . 1T CTTGATCTTCCCAGTAGG
_ (CA)sTA(CA),AACACG F: TTCATGTAACCCTAATGATCC
Mic8  AF463635
(CA) R: TGCTTTCCTCACACATGC
. F: ATTCTTGTGCTGCTTACAGC
Mic9 — AF463636 (CA)s R: TGTCCTAGCAGAGGTCTCAT
. F: ATAGTGGGATTTTCTCATGG
Micl0  AF463637 (CA) R: CTTGATGGAGCTTTATTTCC
. F: TGTGTTGATGGGGATACAG
Micll — AF463638 (CA)7 R: GCTTTTCCCAGAAGAACC
F: AGTACAATCGTTTAACTCTCTCC
Micl2  AF463639 (CA)11

R: CCTCAGTTTCTGTACGATGG
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Anexo 4. Valores obtenidos de concentracion y pureza de las muestras de ADN
de Microlophus bivittatus.

CANTIDAD CALIDAD

CANTIDAD CALIDAD

POP D POP  ID
ng/ul 260/280 ng/ul 260/280
CT1 21.35 1.32 PP1 14.86 1.21
CT2 9.04 1.33 PP2 49.3 1.37
CT3 14.08 1.28 PP3 31.46 1.37
CT4 20.93 1.23 PP4 28.63 1.6
CT5 21.2 1.83 PP5 8.89 1.56
CT6 8.03 1.4 PP6 32.38 2.04
CT7 10.26 1.71 PP7 29.81 1.6
CT8 60.92 1.94 PP8 10.88 1.45
CT9 7.17 1.61 PP9 4.86 1.11
CT10 10.89 1.83 PP10 4.12 1.18
o | cTut 4.42 1.25 PP11 9.71 1.35
W | cT12 28.72 1.78 PP12 10.32 1.61
O | cT13 6.41 0.91 PP13 22.62 1.86
§ CT14 6.08 1.61 — | PP14 11525 1.74
N | cT15 2.38 1.54 R | PP15  119.29 1.1
W | LLbO1 67.45 1.71 < | PP16 3.79 1.4
Q| LLb02 55.42 1.55 Z | PP17 145.7 1.16
B | LLbO3 93.09 1.65 O | pP18  145.92 1.75
O | LLbo4 91.1 1.62 PP19 44.27 1.66
| LLbos 66.55 1.67 PP20 17.05 1.68
5 | LLbO6 66.23 1.83 PP21 10.41 1.62
LLb07  112.97 1.75 PP22  138.13 1.87
LLb08  109.25 1.53 PP23  108.45 1.72
LLb09 53.03 1.7 PP24 23.23 1.79
LLb10  155.05 1.93 PP25 65.41 1.76
LLb1l  130.24 1.65 PP26  153.38 1.82
LLbl2  113.12 1.68 PP27 45.94 1.51
LLb13 51.41 1.56 PP28 7.31 1.24
LLb14 41.33 1.77 PP29  264.38 1.82
LLb15 32.09 1.67 PP30 96.23 1.66
PP?7? 52.69 1.3
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CANTIDAD CALIDAD

CANTIDAD CALIDAD

POP D ng/ul 260/280 POP D ng/ul 260/280
BRBO1 74.15 1.75 PChO1 62.47 1.55
BRB02 49.57 1.78 PCh02 50.37 1.4
BRBO03 24.44 1.52 PCh03 64.96 1.59
BRB04 39.77 1.65 PCh04 42.8 1.6
BRBO5 35.67 1.8 PChO5  117.34 1.72
BRB06 33.13 1.63 PChO6  220.54 1.49
BRBO7 56.01 1.41 PCh07  293.63 1.5
BRBOS 36.09 1.64 PCh08  110.84 1.34
BRB09 12.54 1.69 PCh09  143.59 1.68
BRB10 49.47 1.88 PCh10 96.11 1.53
BRB11 73.21 1.71 PCh1l  143.92 1.65

S | BRB12 53.42 1.58 PCh12  189.24 1.41

Z | BRBI3 86.64 1.76 e! PCh13  141.63 1.57

— | BRB14 33.77 1.61 T |PChi4  232.02 1.43

< | BRB15 25.33 1.4 O | pPChi5  136.92 1.58

83 | BRB16 54.42 1.85 S |pchis 11356 1.63

Sz: BRB17 76.41 1.74 @ PCh17  100.48 1.64

‘T | BRB18 89.72 1.86 o |PChis 197.11 1.61

< | BRB19 43.83 1.84 PCh19 98.75 1.48
BRB20 53.19 1.64 PCh20  145.24 1.41
BRB21 180.24 1.96 PCh21  228.96 1.53
BRB22 155.45 1.34 PCh22  106.11 1.67
BRB23 5.26 1.04 PCh23  170.82 1.38
BRB24 31.12 1.88 PCh24 63.48 1.5
BRB25 9.38 1.68 PCh25 92.26 1.42
BRB26 86.85 1.84 PCh26 58.02 1.44
BRB27 30.47 1.65 PCh27 150.2 1.37
BRB28 54.9 1.92 PCh28 61.81 1.83
BRB29 81.16 1.62 PCh29  277.57 1.75
BRB30 47.02 1.82 PCh30  242.02 1.36
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CANTIDAD CALIDAD

CANTIDAD CALIDAD

POP D ng/ul 260/280 POP D ng/ul 260/280
POch01 56.89 1.85 IsLs01 77.02 1.9
POch02 99.64 1.69 IsLs02 108.31 1.91
POch03 79.23 1.71 IsLs03 68.41 1.92
POch04 41.87 1.97 IsLsO4 82.58 1.85
POch05 64.55 1.71 IsLs05 116.37 1.82
POch06 101.3 1.57 IsLs06 81.85 1.89
POch07 95.49 1.48 IsLs07 73.96 1.89
POch08 58.9 1.32 IsLs08 100.39 1.79
POch09 69.37 1.54 IsLs09 128 1.64
POch10 91.14 1.85 IsLs10 46.08 1.54
POchll 104.27 1.87 IsLs11 134.14 1.84
POch12 84.23 1.64 IsLs12 51.04 1.87

< |POchl3 72.82 1.68 »n | IsLsl3 106.1 1.78

Q |POchi4  84.04 1.72 Q |1sLsi4 8839 1.79

g | POchis 89.92 1.75 O |isLs15 172,51 1.49

§ POch16 80.38 1.83 ,'-'_J IsLs16 63.82 1.44

< POch17 37.21 1.66 9 IsLs17 58.14 1.69

o | POchl8 84.92 1.73 @ | |sLs18 98.07 1.22
POch19 103.41 1.6 IsLs19 87.89 1.74
POch20 92.71 1.66 IsLs20 68.43 1.73
POch21 62.46 1.47 IsLs21 56.53 1.73
POch22 75.54 1.87 IsLs22 119.29 1.63
POch23 48.88 1.87 IsLs23 189.99 1.69
POch24 77.57 1.78 IsLs24 151.18 1.67
POch25 74.36 1.79 IsLs25 157.01 1.59
POch26 67.29 1.78 IsLs26 133.44 1.72
POch27 79.09 1.89 IsLs27 239.87 1.48
POch28 102.59 1.76 IsLs28 92.7 1.6
POch29 76.2 1.9 IsLs29 128.58 1.55
POch30 64.08 1.68 IsLs30 83.26 1.73
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Anexo 5. Frecuencias alélicas de cada loci dentro de cada localidad analizadas,
Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM),
Puerto Chino (PCh), Playa Ochoa (PO) e Islote Lobos (IsLs).



Anexo 6. Pares de loci ligados en cada poblacion, obtenidos con el programa

GenePop.
Localidad Locus 1 Locus 2 valor-P S.E.
MicO1 Mic06 0.000%* 0
MicO1 MicO7 0.042* 0.016
MicO1 Mic08 0.002%* 0.002
& Mic02 MicO7 0.032* 0.016
= MicO4 Mic06 0.029* 0.008
& Mic04 Mic09 0.011* 0.005
g Mic05 Mic11 0.003** 0.002
E Mic05 Mic12 0.000%** 0
Mic06 MicO9 0.000%** 0
Mic07 Mic08 0.031* 0.012
Mic11 Mic12 0.000%** 0
MicO1 Mic06 0.000%* 0
MicO1 Mic07 0.007** 0.005
MicO1 Mic08 0.034* 0.009
- Mic02 Mic03 0.000%** 0
i Mic02 Mic11 0.001** 0.001
= Mic03 Mic11 0.003** 0.002
= Mic03 Mic12 0.022* 0.011
o Mic04 Mic07 0.003** 0.003
§ Mic04 Mic10 0.000%** 0
o Mic05 Mic11 0.000%** 0
= Mic05 Mic12 0.000%* 0
o Mic06 Mic09 0.000%** 0
Mic06 Mic11 0.031* 0.005
MicO7 Mic10 0.029* 0.01
Mic11 Mic12 0.000%** 0
o MicO1 Mic06 0.000%* 0
3 MicO1 Mic08 0.035* 0.014
S Mic02 Mic10 0.021* 0.011
S~ Mic05 Mic12 0.000%** 0
5 % Mic06 Mic09 0.000%** 0
gt MicO7 Mic08 0.000%** 0
o MicO7 Mic10 0.039* 0.014
5 Mic08 Mic12 0.000%** 0
T Mic11 Mic12 0.014* 0.005
5 MicO1 Mic08 0.010 0.007
e MicO4 MicO7 0.001** 0.001
§ 2 Mic06 MicO7 0.000%** 0
S Mic11 Mic12 0.008** 0.003
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Mic02 Mic03 0.000%** 0
MicO1 Mic06 0.000%** 0
gi MicO1 Mic08 0.000%** 0
= Mic05 Mic08 0.008** 0.005
e Mic06 Mic09 0.047* 0.005
8 Mic05 Mic11l 0.000%** 0
S Mic09 Mic11 0.005** 0.001
~ Mic02 Mic12 0.019* 0.006
Mic05 Mic12 0.007** 0.005
Mic11 Mic12 0.014* 0.006
Mic02 Mic03 0.000%** 0
Mic04 Mic05 0.006** 0.002
= Mic04 Mic06 0.039* 0.009
- Mic06 Mic09 0.001%* 65%
- MicO1 Mic10 0.043* 0.009
§ Mic04 Mic10 0.002** 0.001
< Mic02 Mic1l 0.008** 0.002
5 Mic05 Mic1l 0.006** 0.002
2 Mic09 Mic11 0.003** 750
Mic05 Mic12 0.000%** 0
Mic11 Mic12 0.004** 0.001
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Anexo 7. Valores de P obtenidos en el andlisis de desequilibrio ligado en cada
par de locus a través de todas las localidades (método Fisher), obtenidos con el

programa GenePop.

Par de locus Chi? gl Valor — P
Mic01 & Mic02 0.828 10 1
Mic01 & Mic03 0.572 10 1
MicO1 & Mic04 1.304 10 0.999
Mic01 & Mic05 3.816 10 0.955
MicO1 & Mic06 Infinito 10 Fokk
Mic01 & Mic07 24.2176 10 0.007**
Mic01 & Mic08 Infinito 10 *xk
Mic01 & Mic09 47993 10 0.904
Mic01 & Mic10 4.604 10 0.916
Mic01 & Mic11 5.828 10 0.83
MicO1 & Mic12 1.833 10 0.997
Mic02 & Mic03 Infinito 10 Fhk
Mic02 & Mic04 6.0639 10 0.81
Mic02 & Mic05 9.8993 10 0.449
Mic02 & Mic06 7.3127 10 0.696
Mic02 & Mic07 8.8865 10 0.543
Mic02 & Mic08 10.2355 10 0.42
Mic02 & Mic09 11.5249 10 0.318
Mic02 & Mic10 16.5296 10 0.085
Mic02 & Mic11 22.5594 10 0.012
Mic02 & Mic12 15.1194 10 0.128
Mic03 & Mic04 2.6275 10 0.989
Mic03 & Mic05 8.6699 10 0.564
Mic03 & Mic06 12.2378 10 0.269
Mic03 & Mic07 12.3849 10 0.26
Mic03 & Mic08 8.0116 10 0.628
Mic03 & Mic09 14.1015 10 0.168
Mic03 & Mic10 13.6544 10 0.189
Mic03 & Micl1l 25.6811 10 0.004**
Mic03 & Mic12 8.1332 10 0.616
Mic04 & Mic05 9.2662 10 0.507
Mic04 & Mic06 11.2532 10 0.338
Mic04 & Mic07 26.3069 10 0.003**
Mic04 & Mic08 0.7325 10 1
Mic04 & Mic09 10.8111 10 0.372
Mic04 & Micl10 Infinito 10 i

Mic04 & Micll 9.8798 10 0.451
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Par de locus Chi? gl Valor — P
Mic04 & Mic12 11.157 10 0.345
Mic05 & Mic06 12.2888 10 0.266
Mic05 & Mic07 8.2829 10 0.601
Mic05 & Mic08 22.156 10 0.014**
Mic05 & Mic09 9.8634 10 0.453
Mic05 & Mic10 9.1752 10 0.516
Mic05 & Mic11 Infinito 10 xx
Mic05 & Micl2 Infinito 10 *xk
Mic06 & Mic07 Infinito 10 ok
Mic06 & Mic08 13.1246 10 0.217
Mic06 & Mic09 Infinito 10 Frx
Mic06 & Mic10 5.3361 10 0.868
Mic06 & Micl11 19.3695 10 0.036*
Mic06 & Mic12 5.286 10 0.871
Mic07 & Mic08 Infinito 10 *xk
Mic07 & Mic09 12.5721 10 0.249
Mic07 & Mic10 20.5812 10 0.024~
Mic07 & Micl1 2.7217 10 0.987
Mic07 & Mic12 5.054 10 0.888
Mic08 & Mic09 12.0413 10 0.282
Mic08 & Mic10 2.4832 10 0.991
Mic08 & Micl1 6.3199 10 0.788
Mic08 & Mic12 Infinito 10 xx
Mic09 & Mic10 10.0726 10 0.434
Mic09 & Mic11 21.8961 10 0.016**
Mic09 & Mic12 10.0924 10 0.432
Mic10 & Micl1l 6.4768 10 0.774
Mic10 & Mic12 9.5372 10 0.482
Micll & Micl2 Infinito 10 ok
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Anexo 8. Andlisis global (test de Fisher) del equilibrio Hardy-Weinberg por
localidades, obtenidos con el programa GenePop.

Localidad Chi* grados de libertad Probabilidad Significancia
PP infinito 24 nrp Sk
BRB infinito 24 nrp ook
PBM infinito 24 nrp ok
PCh infinito 24 nrp ok
PO infinito 24 nrp -
IsLs infinito 24 nrp ek

TOTAL  infinito 92 nrp ok

nrp = no reportado por el programa

Punta Pitt (PP), Bahia Rosa Blanca (BRB), Puerto Baquerizo Moreno (PBM), Puerto Chino

(PCh), Playa Ochoa (PO), Islote Lobos (IsLs)

Anexo 9. Analisis global (test de Fisher) del equilibrio Hardy-Weinberg por locus,
obtenidos con el programa GenePop.

Locus Chi? g{iide?tsage Probabilidad Significancia
Mic01 infinito 10 nrp *xk
Mic02 infinito 10 nrp rorx
Mic03 20.048 10 0.0288 *
Mic04 infinito 10 nrp Frk
Mic05 infinito 10 nrp *kk
Mic06 40.2617 10 0.0000 ok
Mic07 infinito 10 nrp rrk
Mic08 51.8116 10 0.0000 ok
Mic09 infinito 10 nrp rork
Mic10 infinito 10 nrp rrk
Micll 32.6228 10 0.0003 ok
Micl12 28.7762 10 0.0014 Frk

nrp = no reportado por el programa
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Anexo 10. Analisis de coordenadas principales (PCoA) utilizando la distancia
“simple matching”.
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Anexo 11. Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) en tres dimensiones

realizado en los individuos de las cinco localidades.
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