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RESUMEN

El bosque seco del Valle del Motagua es una region con una alta diversidad y riqueza
de especies. Por lo tanto, es critico mantener esta diversidad por medio de la conservacion
de las especies que alli se encuentran. ElI conocimiento acerca de la genética y la
toxinologia de estas especies, permite la mejora de manejo de estrategias de manejo y
conservacion de las mismas. Por lo tanto, el presente megaproyecto busca determinar la
autoecologia y toxinologia de algunas especies del clado Sauria en esta region. Este, se
divide en dos grandes fragmentos. El primero, genetica de la conservacion, esté centrado
en el estudio de Heloderma charlesbogerti y Ctenosaura palearis. ElI segundo es la
toxinologia, basada en la sintesis de un inhibidor sintetico, el bromuro de p-
bromofenacilo, de la fosfolipasa A2 (PLA2, por sus siglas en inglés) del veneno de
Crotalus simus y H. charlesbogerti observar la efectividad del mismo mediante distintos
bioensayos; y la determinacion de toxicidad de extractos de plumas de picogrueso
amarillo, Pheucticus chrysopeplus y la determinacion de la misma utilizando Artemia
salina como modelo in vivo.

Con respecto a la genetica de la conservacion, se generaron las redes de haplotipos
para sus especies concernientes a estudiar. Se encontraron tres haplotipos distintos para
H. charlesbogerti, la presencia de una Unidad de Singificancia Evolutiva (ESU, por sus
siglas en inglés) y no se mostro estructuga genetica marcada (®st= 0.09, p=0.12) lo que
significa que existe una baja diversidad genética. En cuanto a C. palearis, analizando el
gen nadh4, se determiné la presencia de 5 haplotipos distintos, la presencia de 4 ESUs
para este gen, estructura genética definida para las poblaciones de C. palearis en el bosque
seco del Valle del Motagua (®st= 0.1858, p=0.048), encontrandose un 18.59% de
variacion interpoblacional en la especie.

Con respecto a la toxinologia, se sintetizd de manera exitosa el inhibidor de PLA>. Se
demostro su utilidad para disminuir la actividad hemolitica de las fosfolipasas A2 in vitro.
Tambiéen se observd la disminucion la actividad hemolitica del veneno de C. simus; sin
embargo, no se observo la disminucion de la respectiva a H. charlesbogerti. Esto debido
a la baja concentracion relativa de la enzima, y debido a que no se trabajo en condiciones
Optimas para la misma. También se evalud toxicidad en los extractos metandlicos de las
plumas de P. chrysopeplus. Se demostré que existia diferencia significativa en el
tratamiento de A. salina con extractos metandlicos de estas plumas, y metanol (p <
0.0001) Esta es la primera vez que se reporta un ave toxica en Guatemala. De la misma
manera, se resalta la existencia de mimetismo entre esta especie, y dos especies de orioles
(Icterus pectoralis, e I. pustulatus).
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I. INTRODUCCION

El presente megaproyecto esta orientado a evaluar algunas especies en el bosque
tropical estacionalmente seco del Valle del Motagua. Con esto, se pretende aumentar el
conocimiento sobre dichas especies y asi poder generar planes de manejo adecuados,
aumentar incentivos de investigacién y conservacion, y mejorar la comprension de
algunas de sus caracteristicas ecolégicas y fisiologicas.

El enfoque de este megaproyecto se centra en dos ejes principales de
investigacion: genética poblacional y toxinologia. Cada uno de estos ejes se subdivide en
componentes especificos de las especies evaluadas. Los elementos principales del
megaproyecto se resumen en el siguiente esquema:

Figura 1. Esquema sobre la composicién de cada componente del megaproyecto.
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La genética poblacional permite conocer la estructura genética que presenta una
poblacion determinada, con lo cual es posible identificar su diversidad y composicion
genética. Esta informacidn permite generar estrategias de manejo adecuadas en funcion
del estado actual de dichas poblaciones, por lo que es una herramienta fundamental de la
biologia de la conservacion. Dentro de este eje se encuentran tres componentes, detallados
a continuacion:

e Genética poblacional de la iguana de 6rgano, Ctenosaura palearis (Saura:
Iguanidae), en el bosque seco del Valle del Motagua, Guatemala; a cargo de
Edwin Castafion.



En este componente se determind una red de haplotipos y cladogramas y se identificaron
posibles unidades de significancia evolutiva (ESU) en poblaciones de C. palearis del
Valle del Motagua. Con este fin se amplificaron dos genes mitocondriales: NADH
deshidrogenasa subunidad 4 (nadh4) y lactato deshidrogenasa subunidad 1 (Idha). Se
obtuvieron 4 ESU para el gen nadh4, mientras que para el gen Idha se determiné que la
poca variabilidad que presenta indica que no es apto para estudios de genética poblacional
en esta especie.

e Genética poblacional de lagarto escorpion Heloderma charlesbogerti (Sauria:
Helodermatidae) en el bosque seco del Valle del Motagua; a cargo de Guido
Rossi.

Este componente se centr6 en determinar la estructura genética de poblaciones de
H. charlesbogerti del Valle del Motagua. Para ello, se generd una red de haplotipos y se
identificaron unidades de significancia evolutiva (ESU) de esta poblacion con base en
una amplificacion del gen atpasa-6. Se identificaron tres haplotipos (occidental, central
y oriental) y una sola ESU.

e Implicaciones de la genética poblacional para el desarrollo de estrategias de
conservacion de la iguana de 6rgano, Ctenosaura palearis (Sauria: Iguanidae) y
lagarto escorpion Heloderma charlesbogerti (Sauria: Helodermatidae) en el
bosque seco del Valle del Motagua; a cargo de Kervin Cardona.

Este componente se centrd en el analisis de la genética poblacional, tanto de
Heloderma charlesbogerti como de Ctenosaura palearis para determinar los mejores
caminos a seguir durante el planteamiento y aplicacion de las diferentes estrategias de
conservacion. Esto tomando en cuenta los efectos y consecuencias en la genética
poblacional de ambas especies. Por ello se determin6 que para H. charlesbogerti el mejor
camino se centra en la reproduccion de individuos y expansion del habitat, mientras que
para C. palearis es mejor concientizar a los ciudadanos y mejorar la conectividad entre
poblaciones.

Por su parte, el eje de toxinologia corresponde a la evaluacion de toxinas
bioldgicas o venenos producidos por animales, plantas y microorganismos. Estas toxinas
suelen ser mezclas complejas principalmente de proteinas y péptidos. Su evaluacion
resulta importante para comprender sus efectos fisioldgicos sobre organismos vivos, asi
como para identificar posibles aplicaciones de las mismas en favor del bienestar humano.
Este eje incluye dos componentes, detallados a continuacion:

e Sintesis verde de un inhibidor de fosfolipasa Az y evaluacién de su utilidad para
reducir la actividad hemolitica en el veneno de serpiente de cascabel (Crotalus
simus) y lagarto escorpion (Heloderma charlesbogerti).

Este componente presenta el efecto inhibitorio de p-bromofenacilo sobre la
fosfolipasa A2 (PLA:) presente en veneno de C. simus y H. charlesbogerti. El porcentaje
de inhibicién se determiné mediante un ensayo de hemolisis directo. Se encontré una
inhibicién de 20% para veneno de C. simus, mientras que dicha inhibicién fue minima
para veneno de H. charlesbogerti.



e Evaluacion de la toxicidad de extractos de plumas de Pheucticus chrysopeplus
(Aves: Cardinalidae) mediante ensayo de letalidad con Artemia salina (Anostraca:
Artemiidae) como modelo in vivo; a cargo de Erick Andrade.

En este componente se determina la toxicidad de extractos de plumas de P.
chrysopeplus. Para ello, se realizd un ensayo de letalidad utilizando A. salina como
modelo in vivo, en donde se evalud la mortalidad luego de exposicion a extractos de
plumas por 24 horas. Se determind que dichos extractos presentan actividad tdxica,
indicando presencia de toxinas en plumas de P. chrysopeplus.



Il. MARCO TEORICO
A. Descripcion del bosque seco del Valle del Motagua y factores de

amenaza.

1. Bosque seco del Valle del Motagua. Esta zona presenta una precipitacion anual
de aproximadamente 815mm, humedad relativa del 71% y una evapotranspiracion de 1,798.8mm
(CONAP-Zootropic-CECON-TNC, 2011). Esta zona esta cubierta por el bosque lluvioso
estacionalmente seco, en la zona de vida de Monte espinoso subtropical (Holdridge, 1978).

Esta area presenta una marcada estacionalidad con una época lluviosa de cinco meses, de
junio a octubre, y una época seca de siete meses, de noviembre a Mayo (N4jera, 2006). Presenta
una vegetacion variada, con especies distintivas de bosque seco como Plumeria rubra
(Apocynaceae); Pilosocereus leucocephalus, Opuntia decumbens (Cactaceae); Bursera simaruba

(Burseraceae) (Ariano-Sanchez & Salazar, 2015).

Figura 2. Ubicacion del Valle del Motagua (morado) en Guatemala.
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Figura 3. Bosque seco del Valle del Motagua durante temporada hiimeda en Cabairias,
Zacapa.

(Ariano-Sanchez y Salazar, 2015)

2. Fragmentacion de hébitat. El término fragmentacion de habitat es utilizado para
referirse a proceso ecoldgicos, patrones de cobertura vegetal, las respuestas bidticas que
acompafian las alteraciones en los paisajes causada por los seres humanos (Lindermayer y Fisher,
2010). La fragmentacion del héabitat natural de las especies es el mayor reto que debe afrontar la
biologia de la conservacion; su efecto radica en la disminucién del habitat total disponible y

cambios en la configuracion espacial (Dixo, et. al, 2009).

La fragmentacion del habitat es la causa principal de la pérdida de especies; sin embargo,
la tasa de extincion puede acelerarse por otras causas, como invasion por otras especies,
sobreexplotacion, cambio climatico, y deterioro del habitat (Krauss, et. al, 2010). La colonizacion
de especies en nuevos hébitats tiene un rol importante en el manejo y éxito de la especie;
favoreciendo la seleccion natural mediante la adaptacion de genotipos (Rius y Darling, 2014).

Dentro de la fragmentacion de habitat es necesario tomar en cuenta el efecto del cambio
climatico global en la diversidad genética intraespecifica; siendo este el nivel mas importante de
biodiversidad. Los efectos del cambio climatico en la diversidad genética son: cambios en las
variaciones de distribucién genética en espacio y tiempo, cambios en niveles de fenotipos de
individuos y poblaciones, como una respuesta a las nuevas condiciones ambientales; y adaptacion

evolutiva al cambio de condiciones ambientales (Pauls, et. al, 2013).



La fragmentacion del hébitat afecta la biodiversidad reduciendo la cantidad de habitat
adecuado disponible para los organismos. ademas, implica tanto la destruccion del habitat como
la subdivision del habitat previamente continuo, lo cual amenaza las especies (Fahrig, 2003). Esto
debido a que la existencia de un hébitat viable es fundamental para la supervivencia de cualquier
especie y, en muchos casos, la fragmentacion de cualquier habitat remanente puede llevar a
decisiones dificiles para los biélogos de conservacién (Frankham & Ballou & Briscoe, 2009). La
colonizacion de especies en nuevos habitats tiene un rol importante en el manejo y éxito de la
especie; favoreciendo la seleccion natural mediante la adaptacion de genotipos (Rius y Darling,
2014).

3. Cambio de uso de suelo. EI cambio en el uso del suelo se refiere la practica de la
agricultura, deforestacién e intensidad de desarrollo. Este concepto, también se puede referir al
cambio de praderas y forestacion nativa, por suelo de cultivo o urbanizacién (Polasky, et. al, 2011;
Chazal & Rounsevell, 2008). Junto con la fragmentacion de hébitat, el cambio de uso de suelo,

son puntos clave en los cambios de diversidad de un ecosistema (Chazal y Rounsevell, 2008).

Si bien, el cambio de uso de suelo y su mantenimiento, incrementan la produccion y el
valor de algunos servicios, disminuye otros. Por lo tanto, para la toma de decisién para la
implementacion de la practica de agricultura en un area especifica, se debe tomar en cuenta el
efecto, y la relacion que éste tendra con la disminucién en los servicios disponibles para las

especies endémicas de una region (Polasky, et. al, 2011).

B. Descripcion de las especies estudiadas.

1. Descripcion de la especie de Heloderma (Heloderma charlesbogerti). El
Heloderma del Valle del Motagua. también conocido como escorpion, florecilla o nifio dormido,
Heloderma charlesbogerti fue recientemente elevado a nivel de especie (Reiserer et al. 2013)
pues anteriormente era considerado una subespecie de la especie ampliamente distribuida H.
horridum (Campbell y Vannini, 1988). ElI Heloderma del Motagua es una especie de reptil
endémico con una distribucion muy restringida al bosque seco del Valle del Motagua en
Guatemala (Ariano-Sanchez y Salazar, 2007) y la cual se encuentra en grave peligro de extincién

principalmente debido a la pérdida de habitat (Dominguez-Vega et al., 2012).

Este pertenece a la familia Helodermatidae, la cual forma parte del grupo de reptiles con
glandulas orales secretoras de veneno (Fry et al., 2006). Esta especie constituye la especie con
distribucién mas alopatrica de las otras especies de Heloderma y difiere de las otras especies en

cuanto a coloracién y tamafio, siendo esta la de menor talla (Campbell y Vannini, 1988).

El lagarto escorpién o nifio dormido, Heloderma charlesbogerti puede ser diferenciado

de la poblacién mas cercana geograficamente de Heloderma alvarezi por tener un dorso negro en



adultos distintivamente marcado con puntos amarillo pélido, dispuestos de forma irregular. Se
presentan desde las patas delanteras y se vuelven mas grandes y numerosas conforme se llega a

la cola del animal (Ariano, 2003). Presenta de 5 a 6 anillos amarillos en la cola (Figura 4)

H. charlesbogerti se encuentra distribuido en la zona este y central de Guatemala con una
distribucién potencial de 17,534 hectareas (CONAP-Zootropic, 2013), principalmente en el Valle
del Motagua entre EI Rancho, departamento de EIl Progreso, y Gualan, Departamento de Zacapa.
También en el pasado presentaba poblaciones de menor tamafio mas al sur entre los
departamentos de Guatemala, Escuintla y Santa Rosa (Anzueto y Campbell, 2010), sin embargo,
esas poblaciones se consideran actualmente extintas debido a la pérdida del habitat natural en

estas zonas.

Esta especie presenta un periodo de inactividad durante la época seca llamado estivacion,
el cual puede durar cerca de cinco meses, reiniciando la actividad en superficie con inicio de la
temporada lluviosa, siendo de junio a octubre los meses de mayor actividad, disminuyendo su

actividad conforme avanza la temporada seca (Ariano y Salazar, 2015).

El Heloderma normalmente habita en refugios subterraneos, principalmente madrigueras
excavadas por otros animales y es en estos refugios subterrdneos donde pasa el periodo de
estivacion. Ariano y Salazar (2012) reportan que los tipos de refugios utilizados por H.
charleshbogerti son principalmente nidos excavados por aves de la familia Momotidae en las
paredes de las pendientes de las quebradas, cuevas abandonadas excavadas posiblemente por
iguanas del género Ctenosaura y cuevas abandonadas excavadas por mamiferos menores,
probablemente por zorrillos y armadillos. La dieta de H. charlesbogerti consiste principalmente
de huevos de reptiles y aves (Campbell y Vannini, 1988), asi como pichones de palomas e insectos
(Ariano y Salazar, 2015).



Figura 4. Lagarto escorpion (Heloderma charlesbogerti).
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(Fotografia: Ariano, 2013)

Esta especie tiene interés terapéutico ya que en sus glandulas ubicadas en la mandibula
inferior (Irwin, 2012) secretan una toxina llamada exendin. Esta toxina esta presente en todos los
pertenecientes del género Heloderma, esta constituida por cuatro péptidos similar a una hormona.
Las primeras en caracterizarse fueron exendin-1 y -2, llamados helospectina y helodermina
respectivamente; con actividad de péptidos intestinales vasoactivos y péptido histidina isoleucina
(Irwin, 2012). Por otro lado, exendin-3 y exendin-4, tienen efecto de ser péptido receptor similar
a glucagon (GLP-1, por sus siglas en inglés) (Dickson, et al, 2012). Por lo anterior, estas poseen
efecto sobre el metabolismo de los carbohidratos, y son de gran interés en el ambito de

investigacion.

Existen dos trabajos relacionados con genética poblacional de la especie, aunque ambos
se centraron en analisis de ADN nuclear de individuos provenientes principalmente de una sola
poblacién central, denominada Cabafias. Schrei (2014) encontr6 que la diversidad genética de la
poblacion de helodermas en Cabafias (Zacapa) presenta valores muy bajos. Gonzales (2017)
encontrd también baja diversidad genética en donde se analizaron 12 marcadores microsatélites

de la misma poblacion analizada por Schrei en 2014.

2. Descripcion de la especie Iguana de 6rgano (Ctenosaura palearis). El género
Ctenosaura (lguanidae) esta formado por diferentes especies de iguanas autoctonas de
Mesoameérica. Las especies pertenecientes a este género habitan en lugares por debajo de 1,200
m de altitud, en bosques secos, ya sea de México o América Central (Buckley et al., 1997). En el
caso especifico de C. palearis su localidad se encuentra en Gualan, Guatemala, cuya distribucion
estd en el Sudeste de Guatemala en el valle de Motagua (Pasachnik et al., 2010). Esta especie
tiene una ocurrencia menor de 930 km? y el area de ocupacion se estima de 598 km? hasta el 2008

pero se espera que esté disminuyendo por la caza de la misma. La poblacion esta altamente



fragmentada y se ve amenazada por la pérdida de habitat. EIl tamafio total de la poblacién no se
conoce, pero se piensa que puede haber menos de 2.000 individuos maduros con la subpoblacion

maés grande numerando alrededor de 150 iguanas maduras (Pasachnik, 2011).

Este género de iguanas es uno de los mas diversos, ya que cuenta con 18 especies
reconocidas (Buckley et al. 2011). La especie C. palearis, esta considerada como amenazada
(EN) segin la lista roja de la UICN (UICN, 2014). Hay una continua disminucién debido a la
caza y el comercio, y la calidad del habitat también esta disminuyendo debido a la agricultura y
el aumento de la mortalidad de los cactus (su fuente principal de alimentos y refugio) (Pasachnik,
2011).

Ctenosaura palearis se alimenta principalmente de hojas, insectos, frutos y flores,
incluyendo el fruto del cactus de 6rgano (Stenocereus pruinosus). Se ha reportado que la ingesta
de las semillas del cactus de érgano por C. palearis aumenta mas de un 30% la eficiencia de
germinacion de la semilla (Vasquez, Ariano, 2016) Y cominmente utiliza como refugio el interior

de los tallos secos de éste mismo cactus (Coti y Ariano, 2008).

La iguana de cola espiga de Motagua se encuentra en areas de bosques secos y matorrales
espinosos. Las especies de plantas predominantes en las areas donde las iguanas estan presentes
son los cactos de los arboles, incluyendo Pitayo Cactus Pipe de Organo (Stenocereus pruinosus)
y Viejo Cactus (Pilosocereus leucocephalus), y especies arb6reas como el Yellow Prun (Ximena
americana), Yellow Bells (Tecoma stans) y Licania hypoleuca. Las areas sin iguanas estan
dominadas por los arboles Cacho de Toro (Bucida macrostachya), Cabra negra (Lonchocarpus
rugosus), Guayaba (Psidium sp.) y Stenmadenia obovata). Los refugios utilizados por esta especie

son troncos huecos o ramas de los cactus y arboles (Coti y Ariano, 2008),

Los huevos de la iguana de cola espinosa de Motagua son una de las principales fuentes
de alimento para el Lagarto con cuentas de Motagua (Heloderma horridum charlesbogerti)
(Ariano-Sanchez 2007). Por lo tanto, mantener una poblacion estable de la iguana puede ser

relevante para conservar las poblaciones silvestres del lagarto con cuentas.

La Iguana de Cola Espinosa del Motagua, es una especie clave para los bosques secos del
Valle del Motagua porgue su presencia se considera crucial para mantener la organizacién de la
comunidad ecoldgica por su posicion en la cadena alimentaria y su importante papel como

dispersor de semillas (Coti, Ariano 2008).

El tamafio maximo de la cola para esta iguana es 57 cm (un macho) y el tamafio promedio
(incluyendo la cola) para cada sexo es de 36.40 + 4.45 cm para las hembras y 46.31 + 9.0 cm para
los machos (Coti & Ariano, 2008). La maxima longevidad registrada para esta iguana es de 10.2

afios en cautiverio, con la primera reproduccion a los dos afios (De Magalhées y Costa 2009). La
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duracién de la generacién se estima en seis afios. Segun los cazadores locales, esta especie pone

entre 6 y 12 huevos cada afio y el periodo de incubacion es de tres meses (Coti, Ariano 2008).

Figura 5. lguana de 6érgano o shero (Ctenosaura palearis).

(Fotografia: Ariano 2015)

3. Descripcion de Crotalus simus. Crotalus simus es una especie de serpiente de
cascabel encontrada en México y Centroamérica (Figura 6). Estas poseen escamas dorsales
acentuadas, y llegan a medir aproximadamente 130cm o més. Hasta 2004, eran clasificados junto

a Crotalus durissus como una misma especie (Campbell y Lamar, 2004).

Figura 6. Serpiente de cascabel (Crotalus simus).
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(Fotogrﬁ’a: Avriano 2011)
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La especie se encuentra desde México hasta Costa Rica en regiones semiaridas (Castro et
al. 2013) y bosques tropicales secos. La serpiente posee una amplia distribucién en Guatemala,
encontrandose entre los 0 y 166 metros sobre el nivel del mar (msnm). Ademas, esta posee tres
subespecies, de las cuales dos se encuentran en Guatemala, C. s. simus y C. s. tzabcan (Castro et
al. 2013).

4. Caracteristicas de orioles y picogrueso amarillo

a. Taxonomiay descripcion. La especie de estudio, Pheucticus chrysopeplus, pertenece
al género Pheucticus, de la familia Cardinalidae. Poseen un color amarillo sélido en cabeza y
pecho, con alas negras y cola ligeramente moteada de blanco. Presentan un pico negro masivo
caracteristico. Habitan en México y Guatemala, apareciendo sélo ocasionalmente en la frontera
con Estados Unidos. Las poblaciones al norte y sur de México y Guatemala se encuentran
aisladas. Suelen encontrarse en zonas boscosas despejadas y aridas (NeotropicalBirds, 2010;
Brewer, 2017; BirdLife International, 2017). Se considera una especie amenazada en base a su
inclusion en la Lista de Especies Amenazadas (LEA) de Guatemala (CONAP, 2009).

Por su parte, las especies de orioles con plumajes similares (Icterus pectoralis e |I.
pustulatus) pertenecen al género Icterus, familia Icteridae. También se les llama orioles del nuevo
mundo. No se encuentran estrechamente relacionados a los orioles del viejo mundo (Oriolidae),
si bien sus plumajes, tamario, dieta y comportamiento son bastante parecidos. Este grupo se
caracteriza por presentar plumajes negros con amarillo o naranja y marcas blancas. Son de cuerpos
esbeltos, cola larga y pico punteagudo. Suelen poseer dimorfismo sexual, en donde los machos
presentan colores fuertes y las hembras tonos méas opacos. Mudan sus plumas una vez al afio (All
About Birds, 2015; Beauty of Birds, 2011).

b. Patrones de plumaje. Los patrones de plumaje presentes en orioles parecen haber
evolucionado muchas veces de manera independiente, presentandose regresiones y convergencias
en muchas especies (Omland y Lanyon, 2000; Priece, Friedman y Omland, 2007). Esto quiere
decir que los patrones de plumaje de algunas especies poco relacionadas genéticamente son muy
parecidos entre si, contrario a otros grupos de aves en donde mientras mas emparentados se
encuentren los organismos, mas parecidos son los plumajes que presentan. Dicho efecto es posible
debido a la rapida evolucion del plumaje por ser un caracter seleccionado sexualmente. Esto
implica que el patron de plumaje es definitorio para que un macho pueda aparearse y pasar dichos
genes a la siguiente generacion. Por esto, un patron que se vuelve atractivo permite una seleccion

rapida por la preferencia de hembras a aparearse con machos que posean dicho patron.
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Cuadro 1. Especies de orioles y picogrueso amarillo presentes en la Reserva Natural

Especie

Foto

Privada para la Conservacion del Heloderma.

Ecologia

Icterus pectoralis
Spot-breasted oriole

Oriol de pecho

manchado

Icterus pustulatus
Streak-backed oriole

Oriol dorso rayado

Pheucticus

chrysopeplus
Yellow grossbeack

Picogrueso amarillo

En su rango natural, se encuentran
restringidos a la costa del Pacifico.
Prefieren habitas abiertos y bosques
poco densos. Forrajean en parejas o en
grupos familiares. Su dieta es
principalmente néctar y frutos, pero
alimentan a crias con artrépodos.

Unica especie con puntos en su pecho.

Mayormente restringido a la costa del
Pacifico. Poblaciones del norte
presentan migracion y dimorfismo
sexual (machos muy brillantes y
hembras opacas), mientras que no
existen diferencias entre sexos en
poblaciones del Sur. Se distinguen por

las manchas en su espalda.

Posee un pico masivo y negro
distintivo. La especie presenta dos
poblaciones, una en el noroeste de
México y otra entre la frontera de
Guatemala y México. Suelen habitar
en ambientes aridos y bosques secos

con areas abiertas.

(Cornell Lab of Ornitology, 2015; NeotropicalBirds, 2010)

Se plantea que la presencia de toxinas en alguna de las especies de este grupo puede ser

la raz6n de este parecido. La coloracion de estas especies, que al presentar tonos contrastantes

(amarillo o naranja en contraste con negro) sugiere la implementacién de aposematismo como

advertencia de contener algln tipo de toxina o como una sefial de tener mal sabor a sus

depredadores (Weldon, 2000; Skelhorn y Rowe, 2007). Esto traeria una ventaja ecoldgica a

presentar patrones de plumaje especificos, aumentando la supervivenciay la tasa de reproduccion

de aves con estos patrones. Por consiguiente, la convergencia en patrones de plumaje puede
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deberse a un mecanismo de mimetismo en el grupo. EI mimetismo se define como un mecanismo
por el cual un organismo desarrolla parecido con otro debido a que le otorga una ventaja en
depredacion o defensa contra depredadores, por ejemplo (Audesirk, Audesirk y Byers, 2003). En
este caso, la ventaja de presentar plumajes parecidos radica en una tasa reducida de depredacion
en caso alguna de las especies parecidas presentes en su habitat presente algin mecanismo de
defensa quimico. EI mismo caso fue reportado para Pitohui dichrous y P. kirhocephalus, en donde
el patron de plumaje de ambas especies era mas parecido en ciertas areas donde coexistian
(Dumbacher y Fleischer, 2001).

C. Genética de la conservacion como una ciencia multidisciplinaria.

La genética de la conservacion se puede definir como aplicacién teérica y préactica de la
genética en la conservacion de especies como entidades dinamicas capaces de evolucionar para
poder hacer frente a los cambios ambientales y reducir el riesgo de extincion (Frankham, et al.,
2003).

Uno de los acercamientos que se tiene en este campo es la estimacién de la estructura y
flujo genético de las metapoblaciones. Sin embargo, a pesar de los avances e innovaciones en la
cantidad y tipos de datos que se pueden obtener, muchos de los métodos utilizados se basan en

fundamentos descritos hace méas de 50 afios (Pearse & Crandall, 2003).

El flujo de genes entre poblaciones ya sea por el intercambio de individuos en animales, polen o
semillas en el caso de las plantas, esporas, etc. es necesario para mantener la viabilidad de las
poblaciones (Segelbacher, et al., 2010). De esta forma, se puede contrarrestar de cierta manera la
deriva genética y ayuda a la propagacion de genes que pueden ser beneficiosos (Pearse &
Crandall, 2003).

Para el estudio y la conservacién de especies, se utiliza el sistema de una unidad bioldgica, sin
embargo, esta puede variar en gran medida dependiendo del &mbito de interés (Crandall et al.,
2000). Por ejemplo, para poblaciones salvajes, la unidad puede establecerse como la especie o

subespecie, aunque para plantas o animales domesticados puede ser la raza.

1. Genética poblacional y uso de genes mitocondriales para la explicacion de
eventos evolutivos. Mediante el estudio de la genética poblacional, es posible estimar el tamafio
y distribucion de loci especificos dentro de una o varias poblaciones; haciendo uso de técnicas de
biologia molecular. Para el enfoque genético es necesario el uso de la informacion genética de la
especie de interés; lo cual, en la actualidad es posible obtener hasta de organismos muy
relacionados, con algunas excepciones (Allendorf, Hohenlohe, & Luikart, 2010). El estudio de la
genética poblacional es uno de los componentes que involucra la biologia de la conservacion; cuyo

fin es proporcionar bases para el manejo correcto e informado de ecosistemas perturbados. Esto
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lleva a entender el funcionamiento de estos ecosistemas para mantener su diversidad frente a la
expansién de la poblacién humana que generan fragmentacion del habitat (Loo, 2011). La
diversidad genética es un concepto que ha sido ligado comunmente a la complejidad de un
organismo, la recuperacion de un ecosistema, y la habilidad de una especie para responder a
cambios ambientales (Bazin et al., 2006). La falta de diversidad genética esta ligada a poblaciones
pequefas o en declive, las cuales podrian llegar a ser poblaciones en peligro (Amos y Balmford,
2001).

La variacion genética de una poblacion consiste en la suma de todas las variaciones
genéticas existentes entre los individuos de una poblacién (Young et al., 1996). Esta variacion
genética se puede medir de acuerdo con parametros como la riqueza alélicay la diversidad génica,
normalmente entendida como heterozigosidad (Pierce, 2010). Muchos factores pueden afectar la
diversidad genética de una poblacion, entre los que se pueden contar la estructura poblacional,
cuellos de botella genéticos, seleccion natural, ciclo de vida y métodos de apareamiento (Bazin et
al., 2006). El tamafio de la poblacidn, sin embargo, es uno de los factores que mas varia
dependiendo de las especies o0 taxa. Asi, normalmente se pensaria que una mayor poblacidn
presentaria mas caracteres polimdrficos que escasos, a pesar del ruido introducido por otras

fuerzas evolutivas (Loo, 2011).

Otro de los objetivos de la genética poblacional, es lograr identificar la estructura genética
con el set de genotipos individuales de una poblacién; de esta forma es posible inferir la relacién

que tiene poblaciones entre si; o su lejania (Pool, et. al, 2010).

Los andlisis de genética poblacional se basan, primero, en la gran cantidad de marcadores
polimorficos de ADN, y segundo, en métodos estadisticos que permiten identificar el nimero de
poblaciones en un grupo de muestras y/o asignar a individuos su poblacion de origen (Waples y
Gaggiotti, 2006). Los indices genéticos de conectividad entre poblaciones son indispensables para
determinar el flujo de genes y las consecuencias evolutivas de la dispersion (Lowe y Allendorf,
2010).

Una forma de medir la segmentacion de las poblaciones es mediante el uso de unidades
significantes evolutivas (ESU; por sus siglas en inglés). Estas unidades estan asociadas por la
segmentacion de distintas poblaciones; cuya definicion se basa en poblaciones que son
reciprocamente monofiléticas para los alelos de ADN mitocondrial (ADNmt) y muestran
divergencia significativa de las frecuencias de los alelos en los loci nucleares (Crandall, et. al,
2000).

El ADN mitocondrial (ADNmt), es de forma circular y se encuentra de funciona de forma
independiente al ADN nuclear. EIl ADNmt codifica 13 de las aproximadamente 80 subunidades

conservadas de la cadena transportadora de electrones (Bogenhaden, 2011). Sin embargo, el
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ADNmt no codifica ninguna de las enzimas involucradas en el proceso de replicacion,
transcripcién y reparacion de ADNmt; por esta razon, se caracteriza por tener altas tasas de

mutaciones (Zink y Barrowclough, 2008).

La variacion en las secuencias de ADNmt se ha asociado con cambios evolutivos de una
poblacidn, esto en base a estudios recientes sobre genética poblacional; ya que antes se pensaba
que los genes del ADNmt eran espectadores de los cambios evolutivos. Las mutaciones que se
dan en una poblacién en especifico son arreglos que se dan mediante seleccion o mediante el
proceso de deriva genética; el cual, hace que dos poblaciones difieran entre si (Dowling, et. al,
2008).

Es posible visualizar estas variaciones en las secuencias de ADNmt, mediante redes de
haplotipos, siendo éste el método mas comdn de andlisis de secuencias. Las redes ofrecen una
representacioén clara de las relaciones, siendo mejor que los arboles; ya que provee informacion
sobre bifurcaciones lineales entre poblaciones o especies (Teacher y Griffiths, 2010).
Generalmente se utilizan softwares donde se introducen secuencias alienadas, y éstos generan
redes en donde se pueden identificar los haplotipos; los méas comunes son: Arlequin, Network y
HapStar (Schneider, et al, 2000; Teacher y Griffiths, 2010).

Por otra parte, otro analisis muy utilizado es el AMOVA es una prueba estadistica que
analiza las poblaciones de estudio. Quiere decir andlisis de la varianza molecular (AMOVA —
Analysis of molecular variance por sus siglas en ingles). Es un método para detectar la
diferenciacion de poblaciones utilizando marcadores moleculares. Este procedimiento se cred
para el anélisis de los diferentes haplotipos en una poblacion sin embargo también puede ser
utilizado para marcadores moleculares. (Excoffier & Smouse & Quattro, 1992). Este andlisis esta
basado en el mismo principio de un andlisis de varianza (ANOVA,; por sus siglas en inglés), con
la diferencia de que este utiliza una medida de distancia evolutiva entre los haplotipos, siendo

representado en cantidades analogas a la estadistica clasica (Holsinger & Weir, 2009).

Otra forma de forma de analizar las poblaciones de una especie es con la prueba
estadistica SAMOVA la cual analiza las poblaciones de estudio haciendo subdivisiones por
grupos, estos grupos pueden definirse segun la conveniencia, pueden ser grupos por poblaciones
aisladas, segun las localidades o bien segin barreras biogeograficas. SAMOVA quiere decir
analisis espacial de la varianza molecular (SAMOVA- spatial analysis of molecular variance por
sus siglas en ingles). Si vemos que la mayor parte de la varianza ocurre entre las muestras dentro
de las poblaciones (segun los grupos) o entre las poblaciones, entonces hay evidencia de que

tenemos algun tipo de estructura poblacional (Cardoso et al, 2015)
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D. Toxinologia

La toxinologia es la ciencia que estudia las toxinas producidas por organismos vivos
(mediLexicon, 2017). El fin de esta rama de la biologia es generar informacion sobre toxinas y
antitoxinas, en especial por su potencial aplicacion como recurso clinico. También involucra la
investigacion de microorganismos, animales, plantas, hongos y otros organismos toxicos a detalle
para tratar de comprender el mecanismo de accién y objetivo de sus toxinas (Gopalakrishnakone,
2015). Una técnica relevante a este campo es la evaluacion de la toxicidad de una sustancia. En
este caso, se emplearan bioensayos de extractos de plumas de P. chrysopeplus para evaluar la
toxicidad de los mismos. Un bioensayo se define como una prueba utilizada para evaluar la

potencia de un quimico en un organismo vivo (Mendoza, 2008; Rand, 1995).

1. Defensa quimica. La defensa quimica se refiere a cualquier mecanismo de plantas
y animales por la cual se utilice alguna sustancia quimica, ya sea generada por si mismo o captada
de alguna fuente externa, para evitar ser depredado o detener un ataque luego de que este ha
iniciado (Wilsdon, 2009).

a.Tipos de defensa quimica. Existen dos tipos basicos de defensa quimica:
primaria y secundaria. La defensa primaria hace referencia a mecanismos de defensa intrinsecos
al organismo, independientemente de si se encuentre bajo amenaza o0 no. Por ejemplo, una planta
toxica mantiene toxicidad, aunque no esté siendo depredada. La defensa secundaria, en cambio,
se distingue en que el agente utilizado como defensa quimica sélo se secreta o sintetiza cuando el

organismo esta siendo amenazado. Este es el caso del zorrillo, por ejemplo (Wilsdon, 2009).

El método para adquirir toxicidad también incluye dos variantes principales. El
organismo puede sintetizar toxinas a partir de su propio material genético y metabolismo, o bien
utilizar el de otros organismos para producir dichas toxinas. A su vez, la sintesis intrinseca puede

dividirse en dos tipos.

Ya sea la sintesis directa de un péptido o proteina tdxica a partir del genoma, o a través
de una ruta metabdlica compleja que incluya varios pasos y reacciones con enzimas especificas
que resulten en un metabolito secundario u otra molécula con actividad toxica. Por su parte, la
adquisicién de toxinas de una fuente externa puede darse por el consumo de organismos toxicos,
o0 desarrollando una relacion simbidtica en la que el organismo hospedero se aprovecha de las
toxinas producidas por su simbionte huésped. Ambos mecanismos presentan ventajas y
desventajas. Si bien la adquisicion de toxinas de una fuente externa resulta mas econémica,
metabolicamente hablando, que sintetizarlas de cero, el organismo receptor debe generar cambios

importantes en su propio metabolismo para poder resistir o volverse insensible a dichas toxinas.
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Esto puede involucrar cambios a nivel de canales i6nicos o generacion de estructuras de
almacenamiento de la toxina, lo cual compensa el gasto energético de no producir la toxina (Mebs,
2001).

2. Toxicidad en aves. La defensa quimica se encuentra presente en varios animales.
Se han reportado muchos casos en invertebrados, pero existen varios ejemplos en donde algun
mecanismo de defensa quimica es utilizado por vertebrados, principalmente en anfibios y reptiles.
Los compuestos involucrados se sintetizan a partir de algin precursor o son directamente
acumulados por el organismo luego de adquirirlos del ambiente (Savitzky et al. 2012).
Recientemente, se han documentado méas casos de este fendmeno en tetrdpodos, siendo las aves
uno de estos grupos. Investigaciones de Dumbacher et al. en 1992 confirmaron a Pitohui, un
género endémico de Nueva Guinea, como el primer caso reportado de toxinas presentes en un
ave. Desde entonces se han descubierto varias otras, entre ellas Ifrita kowaldi, Plectropterus
gambesis, Ergaticus ruber, Bonasa umbellus, Phaps elegans y Phaps chalcoptera (Bartram y
Boland, 2001). Dado que existen otros casos reportados, resulta factible que los orioles o el

picogrueso amarillo puedan poseer algln tipo de toxina.

3. Veneno de Crotalus simus. El veneno de Crotalus simus consta de un coctél de
varias proteinas, entre las cuales se encuentran metaloproteasas, hemotoxinas y neurotoxinas
(Cuadro 2). De estas subespecies, C. s. simus posee la mayor toxicidad, mientras que la C. s.
tzabcan posee la menor (Castro et al. 2013). La vendmica de estos cambia dependiendo de la edad
del organismo (Calvete et al. 2010). En los neonatos, los componentes principales son
fosfolipasas, mientras que en los adultos son las metaloproteasas (SVMP). La crotoxina es el
componente mayoritario en el veneno de C. simus (Bon et al. 1979, Faure et al. 2011, Marchi-
Salvador et al. 2008), y constituye un 14.3% del veneno (Castro et al. 2013). Esta es un
heterodimero gue consta de dos subunidades: un componente no téxico (crotoxina A) y uno toxico

(crotoxina B).
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Cuadro 2. Composicion del veneno de C. simus.

Componente Porcentaje Funcién

Serina proteasas 30 Inflamacion, ruptura de fibrindgeno

Metaloproteasas 27 Ruptura de enlaces peptidicos en componentes
membranales, y necrosis muscular.

Fosfolipasas 22 Hemodlisis, paralisis muscular.

Péptidos vasoactivos 7 Inflamacién.

L-amino oxidasas 6 Induccién de apoptosis, edema, inhibicién de la
agregacion plaquetaria.

Disintegrinas 2 Inhibicién de la agregacién plaquetaria.

CRIiSP - Paralisis muscular.

Factor de crecimiento - Inflamacion

nervioso (NGF)

(Castro et al. 2013)

Se ha encontrado en varios estudios que la subunidad A solamente posee una actividad
de chaperona que aumenta el efecto toxico de la subunidad B (Bon et al. 1979, Ribsamen et al.
1971). Esta actla por medio de la prevencién de uniones no especificas con el sitio activo de la
subunidad catalitica; sin embargo, reduce la actividad enzimatica de la misma (Canziani et al.
1982).

Por otro lado, se encuentra la crotoxina B. Esta es una neurotoxina con actividad de
fosfolipasa (grupo Il). Este componente de la crotoxina se enlaza a receptores especificos en las
areas presinapticas y postsinapticas de la unién neuromuscular. Esto evita la liberacion de

acetilcolina y también la respuesta hacia agonistas colinérgicos (Marchi-Salvador et al. 2008).

4. Veneno de Heloderma charlesbogerti. EI veneno de H. charlesbogerti esta
compuesto de diversos componentes peptidicos, entre los cuales se encuentra el exendin, la
helofensina, la gilatoxina (una kalikreina), la proteina secretora rica en cisteinas (CRiSP, por sus
siglas en inglés), la helokinestatina, y una fosfolipasa A2 (grupo I1l) (Cuadro 3) (Koludarov,

2014). La funcién de esta ultima es principalmente hemotdxica.

Cuadro 3. Composicion del veneno de H. charlesbogerti.

Componente Funcion
Serina proteasas Incrementan permeabilidad vascular, inflamacion, y
ruptura de fibrindgeno.
Fosfolipasas Inhibicion del agregamiento plaquetario.
Semaforinas Inflamacion.
Exendin Hipotension e hipoglicemia.
Hialuronidasas Degradacién del acido hialurénico.
Helofensina Inhibe la estimulacion eléctrica del diafragma.
Péptidos vasoactivos Hipotension.
CRIiSP Paralisis muscular, hipotermia.

(Koludarov et al. 2014; Saanggaard et al. 2015)
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5. Fosfolipasas Az. Las fosfolipasas Az (PLA, por sus siglas en inglés) (EC 3.1.1.4)
son enzimas que hidrolizan los fosfolipidos, produciendo un lisofosfolipido. Debido a esto,
poseen propiedades hemoliticas. Estas enzimas hidrolizan el enlace éster entre el acido graso y el
grupo fosfato (Figura 7) (Stabeli et al. 2012).

Figura 7. Sitio de ruptura entre los distintos tipos de fosfolipasas.

C

PLA, PLC

El mecanismo por el cual estas enzimas hidrolizan el fosfolipido es por medio del ataque
nucleofilico. Este lo realiza un residuo de histidina en la posicidn 48 del sitio activo (Figura 8).
Un cofactor necesario para la accion de esta enzima es el calcio, el cual estabiliza la carga del
grupo fosfato, facilitando la hidrolisis (Fernandes, et al. 2010).

Figura 8. Sitio activo de las fosfolipasas A.. Se observa la histidina 48, distintos tipos de
sustratos, y una molécula de agua (verde) necesaria para la hidrolisis.

[: Stearic acid . Putative fatty acid . PEG molecule

(Fernandes et al. 2010)

Existen distintos tipos de PLA,, dependiendo del patron de los puentes disulfuro que tengan
estas enzimas. Esto diferencia su estructura terciaria y, por lo tanto, su funcién. Existen al menos
15 tipos de fosfolipasas clasificados en cuatro grandes grupos. Los tipos I, I, 1Il, V, y X
pertenecen al grupo de PLA; secretadas (SPLA>). Las citosdlicas (cPLA;) fueron descritas por

primera vez en macrofagos, y comprenden al tipo IV. Otro tipo de fosfolipasas, son las
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independientes de calcio (iPLA2), entre las que se encuentra el tipo VI. Aquellas que son
activadoras de plaqutetas, o asociadas a lipoproteinas (PAF/Lp PLA;) contienen al tipo VIII
(Burke y Dennis, 2009).

6. Inhibidores sintéticos de PLA,. Jeng y Fraenkel-Conrat (1978) reportaron por
primera vez que el bromuro de p-bromofenacilo (pBPB) es un inhibidor directo de la fosfolipasa
A.. Este alquila un residuo de histidina (His49) en el sitio activo (Figura 9). La inhibicion por

medio de esta molécula posee una cinética de primer orden (Canziani et al. 1982).

Figura 9. Reaccidn de la inhibicion de una fosfolipasa por medio del pBPB. Se muestran los
residuos de His49 y Aspartato 48 (Asp48) de la estructura, demostrando el sitio de unién del
inhibidor para reducir la actividad enzimatica.

O..__OH

Br
(ACD/ChemSketch, versién 14.01.76694, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ON,

Candada, www.acdlabs.com, 2015.)



http://www.acdlabs.com/

I1l. JUSTIFICACION

Este megaproyecto tiene como enfoque de estudio la genética de la conservacion y la
toxinologia de las especies de fauna amenazadas de extincion en el bosque seco del Valle del
Motagua. El objetivo del mismo es disefiar mejores estrategias de manejo y conservacion para las

especies de fauna amenazadas de extincion en esta area.

El megaproyecto se centra en el estudio de dos de los cuatro componentes que estan
involucrados en la genética de la conservacion, genética poblacional y toxinologia. Todas las
especies de fauna estudiadas se encuentran presentes en el bosque seco del Valle del Motagua. La
genética de la conservacion fue estudiada para dos especies, Ctenosaura palearis y Heloderma
charlesbogerti. Ambas especies son endémicas de la regién del Valle del Motagua (Stejneger,
1899; Reiserer, 2013).

En el caso de C. palearis, el estudio de la genética poblacional es de suma importancia
ya que no se tiene un registro detallado de la diversidad de haplotipos en el bosque tropical
estacionalmente seco del Valle del Motagua. Los Unicos estudios genéticos que se han realizado
de esta especie se basan en la identificacion y separacion de este clado con respecto a las demés
especies encontradas en el resto de Centro América, de tal manera conocer sobre la filogenie de

la especie (Pasachnik; Echternacht, 2010).

Este estudio es importante para la conservacion de la especie, ya que a pesar de
encontrarse amenazada (Ariano-Sanchez y Pasachnik, 2011), juega un rol muy importante en la
ecologia del bosque seco ya que ayuda en la dispersion de semillas de varias especies de frutas y
cactus, especificamente de Stenocereus pruinosus. Se ha reportado que las semillas de S.
pruinosus ingeridas y digeridas por C. palearis tienen una mayor tasa de germinacion y desarrollo
(Vasquez- Contreras y Ariano-Sanchez, 2016). En 2010, C. palearis fue incluida en el Apéndice
Il de la Convencion sobre el comercio internacional de especies amenazadas de fauna y flora
silvestre. Encontrarse en esta categoria indica que debe de controlarse su comercializacién mas

no se encuentra en peligro de extincion (CITES 2010).

Otra de las especies con las que se trabajo en el &mbito de la genética poblacional es
Heloderma charlesbogerti, conocido también como lagarto escorpion. El Lagarto escorpion es
una especie bastante conocida en la region del Valle del Motagua, sin embargo, actualmente es
visto por muy pocas personas (Ariano, 2003). Muchos mitos se han asociado a la naturaleza
venenosa de este lagarto, entre los que se puede destacar su capacidad para secar los arboles en
los que se trepan, 0 que inyecta su veneno con la cola (Ariano, 2003). Debido a todas estas
creencias, su poblacion ha disminuido con los afios, Ariano (2003), sugeria una densidad

poblacional de un individuo/3.61 ha.
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Por otro lado, en la Estrategia Nacional para la Conservacion del Heloderma y su Habitat
(CONAP-Zootropic, 2013) se establece para el objetivo 2, estrategia 2.1.1 que se realizara un
estudio serio del componente genético del Heloderma con fines de conservacion. Sin embargo,
hasta el momento no se ha llevado a cabo el analisis de su diversidad a nivel de toda su &rea de
distribucién. Desde 2007, H. charlesbogerti, se encuentra en el Apéndice | de la Convencién
sobre el comercio internacional de especies amenazadas de fauna y flora silvestre (Ariano-
Sanchez, et al., 2014).

H. charlesbogerti también particip6 en un estudio mas detallado de sus toxinas. Por
mucho tiempo, la investigacion de venenos se ha centrado principalmente en el clado Toxicofera
de los reptiles (Koludarov et al. 2017; Fry et al. 2006). Dentro de este grupo se encuentra una
variedad de especies de serpientes y lagartos, dentro de esta se encuentra Crotalus simus
(Serpiente de cascabel) y H. charlesbogerti. Es importante la conservacion de estas especies. El
estudio de sus venenos puede expandir el conocimiento necesario para el manejo adecuado de las

mismas, debido a que son especies peligrosas.

Gran parte de los casos de envenenamiento por mordida de serpiente se debe a los
Crotalidos (Chippaux, 1998, Saravia et al. 2002). En los Estados Unidos se reportan
aproximadamente entre cincuenta y cien incidentes mayores (por cada mil mordidas) debido a
mordidas de cascabel (Walter et al. 2009). Mientras que en Costa Rica se reportaron entre
quinientos y seiscientos casos anuales entre 1990 y 2000 (Gutiérrez, 2010). Por otro lado, los
casos de envenenamiento por morida de Heloderma son principalmente accidentales (Ariano-
Sanchez, 2008). Sin embargo, no existe un tratamiento especifico para este veneno, solamente

para el alivio de los sintomas.

Por esto es importante el estudio de la cinética de accidn de toxinas como estas, de manera
gue pueda tratarse un caso de mordedura a tiempo. Este estudio es critico para mejorar el manejo
y las estrategias de conservacion de esta especie. La cinética de las fosfolipasas A, (PLA2, por sus
siglas en inglés) no presenta estudios previos para el veneno de C. simus ni para el veneno de H.
charlesbogerti. Debido a que las enzimas poseen una actividad neurotéxica y hemotoxica, es
importante determinar la rapidez a la cual ocurren estos efectos y como un inhibidor puede

modificarlos.

De la misma manera, existe una tendencia creciente al uso de tratamientos sintéticos para
venenos. Aunque los tratamientos tradicionales con antiveneno sigan siendo utilizados de forma
efectiva, algunos casos presentan efectos adversos en la piel, tracto gastrointestinal, y en los
sistemas respiratorio y circulatorio. Estos efectos pueden evitarse por medio del uso de

inhibidores sintéticos (Carvalho et al. 2013). También, debido a que el tratamiento se administra
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por via intravenosa, la neutralizacion de los efectos locales no se realiza de manera que se
contrarreste la rapida accién del veneno, por lo que inhibidores sintéticos pueden complementar

de forma local el tratamiento a estos accidentes (Preciado y Pereafiez, 2017).

La importancia de poder determinar si el picogrueso amarilllo (P. chrysopeplus) posee
alguna toxina recae en la informacién que esto aportaria sobre sus relaciones ecolégicas y
evolutivas con orioles (Icterus spp.). La convergencia en plumaje de este grupo de aves, asi como
su aparente aposematismo son dos factores a determinar como parte de este enfoque. La presencia
de toxinas en la especie a evaluar brindaria informacion hasta ahora desconocida que permitiria
sugerir nuevas hipotesis sobre las razones ecoldgicas de patrones de plumaje de este grupo. Lo
mismo ya se ha realizado con otras especies de aves (Omland y Lanyon, 2000; Price, Friedman y
Omland, 2007) y se pretende continuar con la generacion de informacion innovadora con este
proyecto. Asimismo, resalta la importancia de realizar estudios para poder identificar estas
sustancias toxicas que incluso podrian llegar a tener aplicaciones, por ejemplo, en medicina o
pesticidas. Esto involucra el potencial que presenta este proyecto en el campo toxinoldgico, en
donde la informacion sobre toxinas presentes en alguno de los organismos a evaluar podria
impulsar futuras investigaciones para emplear dichos compuestos con aplicaciones médicas
(medicamentos, analgésicos, antidotos) o agricolas (pesticidas, fungicidas) (Gopalakrishnakone,
2015; Rand, 1995).

Ampliar el conocimiento sobre la ecologia de estas especies puede resultar en un
incentivo de conservacion para las mismas, puesto que supondria que de existir sustancias toxicas
en alguna(s) especie(s), las mismas podrian tener aplicaciones para el bienestar humano. De ser
el caso, esto aportaria especial relevancia a la conservacion de Pheuctucus chrysopeplus, especie
amenazada de esta zona segun la Lista de Especies Amenazadas (CONAP, 2009), al mismo

tiempo que aumentaria el interés de investigacion en este grupo.

La informacién relativa a todas las especies mencionadas anteriormente en el bosque seco
del Valle del Motagua es muy limitada, por lo que es importante ampliar estos conocimientos
para dar lugar a nuevas y mejoradas estrategias de conservacion que sean efectivas, tanto de forma
especifica para la especie, como a nivel de paisaje. En la actualidad se ha hecho dificil determinar
a un nivel de region cuales son las especies que actian como los pilares que sostienen el
ecosistema en el bosque seco. Estudios como los presentados para C. palearis en el que se analiza
su rol ecol6gico son de gran importancia, por lo que lo presentado en este proyecto puede sentar

las bases para estudios posteriores con estas especies en la region.



IV. OBJETIVOS
A. General:
Disefiar mejores estrategias para el manejo y la conservacion de las especies de
vida silvestre amenazada del bosque tropical estacionalmente seco del Valle del

Motagua.

B. Especificos:
1. Determinar la estructura genética poblacional de Heloderma charlesbogerti en el

bosque tropical estacionalmente seco del Valle del Motagua.

2. Determinar la estructura genética de Ctenosaura palearis en el bosque tropical
estacionalmente seco del Valle del Motagua.

3. Sintetizar el bromuro de p-bromofenacilo (pBPB) y evaluar su utilidad para
reducir la actividad hemolitca del veneno de Crotalus simus y Heloderma
charlesbogerti.

4. Describir la actividad enzimatica de las fosfolipasas de Crotalus simus y
Heloderma charlesbogerti; y comparar éstas al utilizar un inhibidor sintético.

5. Evaluar la toxicidad de plumas de Pheucticus chrysopeplus.
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V. HIPOTESIS

A. Genetica poblacional

1. Genética poblacional del lagarto escorpion, Heloderma charlesbogerti
(Sauria: Helodermatidae) e iguana del 6rgano, Ctenosaura palearis (Sauria:
Iguanidae) en el bosque seco del Valle del Motagua, Guatemala. Existen al menos dos
Unidades de Significancia Evolutiva para Heloderma charlesbogerti y Ctenosaura palearis en el
bosque tropical estacionalmente seco del Valle del Motagua.

2. Implicaciones de genética poblacional para el desarrollo de estrategias de
conservacion de la iguana de 6rgano, Ctenosaura palearis (Sauria: Iguanidae), y
lagarto escorpién, Heloderma charlesbogerti (Sauria: Helodermatidae), en el bosque
seco del Valle del Motagua La estructura genética de las especies Heloderma charlesbogerti

y Ctenosaura palearis puede ayudar a determinar las estrategias de conservacion requeridas.

B. Toxinologia
1. Sintesis verde de un inhibidor de fosfolipasa A2 y evaluacién de su utilidad

para reducir la actividad hemolitica en el veneno de serpiente de cascabel (Crotalus
simus) y lagarto escorpion (Heloderma charleshbogerti). Se observara diferencia en la

actividad hemolitica de los venenos al ser tratados con el bromuro de p-bromofenacilo sintetizado.

2. Evaluacion de la toxicidad de extractos de plumas de Pheucticus chrysopeplus
(Aves: Cardinalidae) mediante ensayo de letalidad con Artemia salina (Anostraca:

Artemiidae) como modelo in vivo. Extractos de plumas de P. chrysopeplus presentaran

toxicidad al evaluar su efecto sobre la mortalidad de A. salina.
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VI. DESARROLLO POR COMPONENTES DE
MEGAPROYECTO

A. Genética poblacional de lagarto escorpién Heloderma charlesbogerti
(Sauria: Helodermatidae) y la iguana de érgano Ctenosaura palearis
(Sauria: lguanidae), en bosque seco del valle del Motagua,
Guatemala.

1. Metodologia compartida para el estudio de ambas especies (H. charlesbogerti
y Ctenosaura palearis).

a. Area de estudio. El estudio se llevé a cabo en el bosque seco del Valle del Motagua,
usando como base logistica la Reserva Natural para la Conservacion del Heloderma (RNH); La
RNH se encuentra en el municipio de Cabaias, departamento de Zacapa (14°53°N, 89°47°W);
localizada en el Valle del Motagua en el Este de Guatemala (Figura 10). Esta zona presenta una
precipitacion anual de aproximadamente 15mm, humedad relativa del 71% y una
evapotranspiracion de 1,798.8mm (CONAP-Zootropic-CECON-TNC, 2011). Esta zona esta
cubierta por el bosque lluvioso estacionalmente seco, en la zona de vida de Monte espinoso
subtropical (Holdridge, 1978).

Figura 10. Reserva Natural para la Conservacion del Heloderma, Cabafias, Zacapa.
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Esta area presenta una marcada estacionalidad con una época lluviosa de cinco meses, de
Junio a Octubre, y una época seca de siete meses, de Noviembre a Mayo (Najera, 2006). Presenta
una vegetacion variada, con especies distintivas de bosque seco como Plumeria rubra
(Apocynaceae); Pilosocereus leucocephalus, Opuntia decumbens (Cactaceae); Bursera simaruba

(Burseraceae), etc (Ariano-Sanchez & Salazar, 2015).

Para el estudio de Heloderma charlesbogerti, se obtuvieron muestras de cuatro
localidades distintas; Gualan, EI Rosario y Cabarfias-Los Encuentros en Zacapa; y Sanarate en El
Progreso (Figura 11).

Figura 11. Localidades estudiadas como parte del muestreo de genética poblacional de
Heloderma charlesbogerti en el Valle del Motagua, Guatemala.
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Para el estudio de Ctenosaura palearis, se obtuvieron muestras de seis localidades
distintas; Gualan, ElI Rosario y Cabafas, Usumatlan y El Jicaro en Zacapa; y

Paloamontonado en El Progreso (Figura 12).

Figura 12. Localidades estudiadas como parte del muestreo de genética poblacional de

Ctenosaura palearis en el Valle del Motagua, Guatemala.
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b. Muestreo. Para la obtencion de muestras de ambos animales (H. charlesbogerti y C.
palearis) se utilizo el protocolo de recoleccién y preservacion de sangre para genética; asi como
almacenamiento en papel filtro de Wildlife Conservation Society (2014). (Anexo 1).

La metodologia consistié en realizar una esterilizacion del area de donde se obtendra la
sangre (&rea subcaudal) con etanol al 95%. Se insertd la aguja (de 1cc) entre las escamas de forma
perpendicular a la piel sobre la linea media de la superficie ventral de la cola. La extraccion se
Ilevé a cabo lentamente con la jeringa hasta que se pueda observar sangre fluyendo. Con la sangre
fluyendo por la jeringa, esta se retir6 del animal y se vacié sobre papel filtro Whatman ® FTA

donado por INACIF para la conservacién de la muestra hasta su analisis.
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Figura 13. Lugar de insercion de aguja para obtencion de sangre periférica en el animal.

nsercion de aguja

La insercién de la aguja se realiz6 con el animal en posicion vertical para

favorecer el flujo de sangre hacia la cola.

Figura 14. Posicionamiento del heloderma para la extraccién de sangre y posterior

almacenamiento en papel FTA.

También se tomaron datos morfoldgicos del animal: longitud de hocico-cloaca (SVL; por
sus siglas en inglés), longitud de cola (TL; por sus siglas en inglés), con una metro y medidas de

hocico con un vernier.
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Figura 15. Medicion de datos morfol6gicos del animal para su registro en bitacora.

Mediciones de SVL y TL fueron haciendo uso de un metro convencional.

El proceso de muestreo se llevd a cabo con personal de la Reserva Natural para la
Conservacion del Heloderma, que presentan licencia de colecta emitida por el Consejo Nacional
de Areas Protegidas (CONAP) (Anexo 2). Ademas, se contd con la autorizacion del Comité de
Etica en Cuidado y Uso de Animales de la Universidad del Valle de Guatemala (CEUCA-UVG)
(Anexo 3)

c. Extraccion de ADN y amplificacion de genes. Las extracciones de ADN de las
muestras almacenadas en papel Whatman ® FTA, se llevaron a cabo en base al protocolo
establecido en el kit comercial GenElute Mammalian Genomic DNA Miniprep marca Sigma-
Aldrich (nimero de catadlogo: GIN70) (Anexo 4). Y la cuantificacién del ADN extraido se realizd
en el Biofotometro Plus marca Eppendorf.

Para la reaccion en cadena de polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) se realizé con
base al protocolo establecido por el kit comercial Ready Mix Tag PCR Reaction Mix, marca
Sigma-Aldrich (nimero de catalogo: P4600) con 25uL de Ready Mix, 1uL de ADN plantilla,
1uL de cebador sentido, 1L de cebador antisentido y 22uL de agua ultrapura. EI programa de
amplificacion se detalla en el Anexo 5, donde se utilizaron 30 ciclos.

El gen mitocondrial amplificado fue atpasa-6 con codigo de acceso en GenBank:
GU599952.1, su secuencia fue publicada por Douglas et al. en 2010, sin embargo, parte del
objetivo del presente trabajo fue el disefio de cebadores especificos para la especie H.
charlesbogerti; de igual forma cebadores para los genes nadh4 con codigo de acceso en GenBank:
GU906220.1 y IdhA con codigo de acceso en GenBank: GU331974.1, los cuales habian sido
reportados previamente (Pasachnick, 2011), sin embargo, fueron disefiados. Por lo tanto, para la
amplificacion se utilizaron cebadores disefiados en Integrated DNA Technologies y Primer 3
Bioinfo (Untergasser et al, 2012). Dentro de los pardmetros para la seleccion del par de cebadores
que serian utilizados, se encontraba la especificidad, temperaturas de fusiébn muy parecida y

amplificacion de un producto de gran tamafio.

Los cebadores fueron sintetizados por Macrogen en Corea en base al analisis bioinformatico

realizado; la concentracion de éstos fue de 100pmol/pL en stock.
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Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% con gel TBE (Tris, borato y EDTA), separados por 60 (para la prueba de cebadores) y 45
(para el resto de muestras) minutos con tincion directa del producto con una dilucion 100x de

GelRed™ marca Biotium y visualizacion en un transiluminador marca UVP.

d. Purificaciény secuenciacion. La purificacion de los productos amplificados por PCR
se llevo a cabo en base al protocolo establecido en el kit comercial SpinPrep PCR Clean-up, marca
Millipore (nimero de catalogo: 70976-3) (Anexo 6). Luego de su purificacion fueron enviados a
Corea del Sur para su secuenciacion de solamente una hebra con el cebador sentido por método
de Sanger en la empresa Macrogen. Los diferentes haplotipos presentes en las poblaciones

analizadas se determinaron mediante el andlisis de los fragmentos secuenciados.

e. Andlisis de resultados. Las secuencias fueron limpiadas en el programa Chromas Pro
y fueron alineadas utilizando el programa MEGA 7 (Kumar et al, 2016) y posteriormente se
realizd el andlisis de varianzas molecular (AMOVA,; por sus siglas en inglés), SAMOVA, D de
Tajima, diversidad de nucleétidos, nimero de sitios de segregacién y nimero de sitios
informativos de Parsimonia en PopArt 1.7. Una vez conocido el alineamiento de las secuencias,
se genero la red de haplotipos, utilizando el método de inferencia TCS (Clement et al. 2002) en
el programa PopArt 1.7 y el cladograma mediante el analisis maxima verosimilitud (Maximum
Likelihood), con el algoritmo TBR (tree-bisection-reconnection), 1000 cladogramas con 500
réplicas en el programa PAUP (Bandelt et al, 1995; Pasachnik, et al., 2011).

La determinacion de las ESU se realiz6 a partir de la generacién de las redes de
haplotipos, por lo que aquellos haplotipos que presentan una cantidad mayor que 2 mutaciones

con respecto al haplotipo mas diverso, se tomé como una ESU.

2. Resultados del estudio de genética poblacional de H. charlesbogerti.

a. Disefio y evaluacion de cebadores para el gen mitocondrial atpasa-6 de la especie
Heloderma charlesbogerti. Los cebadores disefiados se muestran en el Cuadro 4, los cuales
permiten la amplificacion de un producto de 473 pares de bases. Ambos cebadores presentan
temperaturas de fusion muy parecidas, haciendo que su uso sea mas versatil y el porcentaje de

GC, se encuentra en el rango 6ptimo.
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Cuadro 4. Cebadores disefiados y utilizados para la amplificacion del gen atpasa-6

de H. charlesbogerti

Gen Cebadores Longitud Tm %GC

o 0
atpasa-6  F5-ACGTACCCACCTAATACACAATC-3' 23 2°cc  A35%
R 5°-GAAGGGTGGTTGTTGGTATAGT-3’ 22 62°C 45.5%

Para la evaluacién de los cebadores se realizaron reacciones en cadena de polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) in silico con el gen mitocondrial atpasa-6 en Primer 3, obteniendo

resultados positivos.

b. Extraccion de ADN y cuantificacion. En total, se obtuvieron 29 muestras de H.
charlesbogerti de cuatro localidades diferentes (Anexo 7). Donde 10 fueron hembras y 19
machos. Para probar el rendimiento de kit comercial, se realizaron tres extracciones de ADN, en

donde se utilizé un disco de 1cm de didmetro, los resultados se muestran a continuacion.

Cuadro 5. Resultados de extraccion de ADN de tres muestras de sangre periférica

impregnada en discos de papel Whatman ® FTA de H. charlesbogerti.

MUESTREA [NG/uL] Aze0/Azgo Aze0/Aazo
HE1 ‘ 31 1.31 0.57
HE2 ‘ 40 1.37 0.52

HE3 ‘ 33 1.35 0.62

Los resultados anteriores muestran la presencia de muchas impurezas y baja

cuantificacion de ADN; asi como presencia de sales residuales de la extraccién por columna.

Por lo tanto, se decidio realizar el mismo procedimiento con dos discos de papel Whatman
® FTA junto con agitacién del papel dentro de la columna de extraccion mediante palillos
estériles; de esta forma, ademas de aumentar la concentracion de ADN, aumento la pureza del
ADN extraido, siendo este el factor mas importante. Los resultados de cuantificacion y

pureza se muestran en la siguiente tabla.
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Cuadro 6. Resultados de extraccion de ADN utilizando dos discos de papel Whatman
® FTA, junto con agitacién en columna mediante palillo estéril de H. charlesbogerti.
Muestrea [ng/uL] AoeolAsso  AssolAzzo  Muestrea [ng/uL] AoeolAsgs  AoeolAzzg

HE1 135 2.07 0.39 HE16 94 1.49 0.32
HE?2 97 1.76 0.31 HE17 114 1.59 0.39
HE3 90 1.64 0.31 HE18 93 1.62 0.33
HE4 112 1.58 0.35 HE19 123 1.63 0.35
HE5 105 1.62 0.39 HE20 131 1.62 0.39
HEG6 91 1.66 0.34 HE21 131 0.69 0.45
HE7 111 1.60 0.32 HE22 120 1.63 0.40
HES 76 1.71 0.31 HE23 119 1.65 0.40
HE9 95 1.77 0.42 HE?24 20 1.30 0.45
HE10 88 1.66 0.30 HE25 16 1.93 0.56
HE11 128 1.37 0.36 HE26 15 1.86 0.47
HE12 89 1.52 0.31 HE27 22 0.90 0.58
HE13 135 1.52 0.35 HE?28 13 0.69 0.51
HE14 98 1.46 0.33 HE?29 271 141 0.59
HE15 96 1.56 0.32

A pesar de gue algunas extracciones de ADN presentan pureza (Azeo/Azso) menor a 1.6,
se decidid trabajar con ellas en la amplificacién del gen atpasa-6 por reaccion en cadena de
polimerasa (PCR). La baja concentracion de ADN para las muestras HE25, HE26, HE27, y HE28
fue a causa de una muy baja cantidad de muestra. No fue posible obtener dos discos de papel filtro

con sangre, por lo que Unicamente se trabaj6 con uno.

c. Amplificacién de gen atpasa-6 con cebadores disefiados. Los cebadores disefiados
(Cuadro 5) fueron eficientes en la amplificacion del gen atpasa-6 con tamafio de fragmento
aproximado de 500 pares de bases. A continuacién, se muestra el gel de agarosa al 1.5% en donde

se cargaron los productos de PCR correspondientes al gen atpasa-6 purificados.
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Figura 16. Prueba de eficiencia de cebadores de H. charlesbogerti. Gel de agarosa 1.5%
con 3uL de productos de PCR purificados, 60 minutos a 90 volts/cm
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En la Figura 16 se muestra los productos de PCR correspondientes al gen atpasa-
6, con cebadores disefiados (Cuadro 5), el tamafio del producto es de aproximadamente
500 pares de bases, correspondiendo al tamario esperado de 473 pares de bases. El control
negativo utilizado fue la mezcla de todos los reactivos de PCR utilizando ADN de C.

palearis como plantilla. El blanco estuvo constituido por Gnicamente agua.

Las 29 muestras de ADN extraido amplificaron de forma eficiente para el gen
atpasa-6 en base a los cebadores disefiados, por lo que fueron purificados y observados

en gel de agarosa 1.5% separado por 45 minutos a 90 volts/cm (Anexo 8).

En general, todos los productos purificados presentaron banda visible, por lo que
no fue necesaria su cuantificacion (100% de eficiencia en amplificacion), estos fueron

enviados a Macrogen, Inc, Corea para su secuenciacién mediante el método Sanger.

Los electroferogramas obtenidos se muestran en el Anexo 10; estas secuencias
presentan sefiales de nucle6tidos de baja calidad al inicio por lo que fue necesario realizar
su limpieza, dejando Unicamente la secuencia de interés que fue analizada. Las secuencias
de las muestras: HE10, HE12 y HE27 no fueron utilizadas en analisis posteriores; ya que
no fue posible su secuenciacion confiable, generando electroferogramas de baja calidad

y resolucion.
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d. Baja diversidad genética poblacional de Heloderma charlesbogerti en el Valle del
Motagua segun red de haplotipos. Las secuencias Unicamente muestran el contenido de
nucleétidos presente en el producto de PCR; sin embargo, estas secuencias son informativas en
este caso, alineandolas en blasqueda de haplotipos. La red de haplotipos se generd en base al

alineamiento de las secuencias (Anexo 14), por lo que se obtuvo la siguiente red de haplotipos

Figura 17. Red de haplotipos del gen atpasa-6 por medio del método de inferencia TCSy
su distribucion con las localidades correspondientes. Los circulos representan los
haplotipos, y sus areas son directamente proporcionales al nimero de individuos que
presentan ese haplotipo en particular. Las lineas cruzadas representan el nUmero de
variaciones o mutaciones encontradas en las secuencias. Tres haplotipos fueron

identificados occidental (n=8), central (n=16) y oriental (n=2).
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La Gnica muestra obtenida de Los Encuentros fue agrupada como perteneciente a
Cabafias ya que practicamente son la misma localidad. Fue posible la identificacion de
tres haplotipos distintos, los cuales se denominé occidental, central y oriental. Estos
haplotipos se diferencian entre si por una tnica mutacion, por lo que solo una Unidad de
Significancia Evolutiva (ESU, por sus siglas en inglés) fue encontrada, sin estructura

genética claramente definida en las poblaciones de la especie.

La red de haplotipos generada muestra también la distribucién de los tres
haplotipos encontrados con respecto a la localidad de origen de los ejemplares analizados
(Figura 17). Como se muestra en el Cuadro 5, los ejemplares provenientes de la localidad
de Cabarfias presentan los tres haplotipos encontrados. Ademas, se observa un claro
gradiente en la distribucion espacial de estos haplotipos, estando el haplotipo occidental
distribuido en las poblaciones del oeste y centro del Valle del Motagua y el haplotipo

oriental restringido a las poblaciones del centro y este del Valle del Motagua. La
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poblacion del centro de la distribucion (Cabafias-Los Encuentros) presenta individuos del
haplotipo occidental, asi como del oriental, sumados al haplotipo tipico de dicha localidad

que es el haplotipo ancestral o central.

Cuadro 7. Numero de individuos de cada localidad encontrados en los diferentes
haplotipos de H. charlesbogerti en el Valle del Motagua. Las localidades estan colocadas en

orden de ubicacion geogréfica, de oeste a este.

Localidad Haplotipo
Occidental Ancestral Oriental
Sanarate 3 3
El Rosario 1 1
Cabafias-Los 4 5 1
Encuentros

Gualan 4 1

e. Una unica Unidad de Significancia Evolutiva (ESU) de la especie
Heloderma charlesbogerti. Esto fue posible confirmarlo mediante el anélisis de varianza
molecular (AMOVA); prueba que evalla la existencia de diferencias entre secuencias de ADN

(atpasa-6) analizadas.

El resultado del analisis estadistico AMOVA (Cuadro 8) muestra que no hay diferencia
significativa entre los diferentes haplotipos encontrados (®sr= 0.09, p=0.12) para Heloderma
charlesbogerti en las cuatro localidades de muestreo; indicando que no existe una estructura

genética diferenciad a nivel de poblaciones para el gen atpasa-6
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Cuadro 8. Andlisis de variacion molecular (AMOVA) de las secuencias obtenidas

mediante secuenciacion Sanger, y analisis de variacion molecular especial (SAMOVA) con

tres grupos de H. charlesbogerti.

Gen atpasa-6

AMOVA simple 0.092 (p=0.12)
Dsr
Grupo occidental Sanarate
Grupo central Cabafias, El Rosario
Grupo oriental Gualan
Entre grupos 30.08%
Dst 0.17 (p =0.10)
Entre las poblaciones dentro de los
grupos -12.88%
Dsc -0.18 (p =0.16)
Dentro de las poblaciones 82.71%
Dcr 0.30 (p =0.16)
D Tajima’s 0.0963
Diversidad de nucledtidos 0.0013
Numero de sitios de segregacién 2
Namero de sitios informativos de 2

parsimonia

Ademas, tampoco se encontrd una estructura genética marcada a nivel intrapoblacional
(Dst=0.17, p=0.10), ni a nivel interno de cada localidad geografica (®sc=-0.18, p=0.16), ni entre
las localidades geograficas (®cr=0.30, p=0.16).

Otro estadistico de importancia es la D de Tajima, la cual compara la diferencia genética
media observada entre individuos con respecto a la esperada para la poblacion. Los valores
negativos indican un barrido selectivo que redujo la variacion poblacional o una expansién
reciente de la poblacion luego de haber pasado por un cuello de botella genético, mientras que los
valores positivos indican seleccion balanceada entre los diferentes haplotipos que mantienen la
variacion o una contraccién poblacional reciente. La D de Tajima obtenida fue de 0.0963, lo que
indica que la poblacién en general de H. charlesbogerti en el Valle del Motagua ha pasado por
una contraccion poblacional reciente

El cladrograma del andlisis de probabilidades maximas verosimilitud (maxium

likelihood) fue generando, a continuacion, se muestra
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Figura 18. Cladograma generado con el algoritmo de maxima verosimilitud (Maximum
likelihood) usando a Heloderma suspectum como outgroup en el analisis. Cl (consistency
index): 0.979, HI (homoplasy index): 0.021, RI (retention index): 0.931, RC (rescaled
consistency index): 0.911.
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El cladograma a pesar de presentar alta consistencia (C1=0.979), los nodos no son solidos,
haciendo que el cladograma no encuentre una clara diferenciacion de clados, lo que es congruente
con los resultados de muy baja estructura genética encontrada con el AMOVA y la red haplotipos.

3. Discusién de resultados obtenidos del analisis de muestras de H.

charlesbogerti.

a. Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciacién. En total 29 ejemplares de
Heloderma charlesbogerti fueron muestreados, de cuatro localidades distintas (Anexo 7). Un
factor limitante en todo el proceso de extraccion fue la cantidad de muestra; ya que algunas
presentaban muy poca cantidad de sangre disponible para realizar los discos usados en la
extraccion de ADN. Esto se pude evidenciar en la baja cuantificacion de prueba del kit realizada
sobre tres muestras (Cuadro 6), donde fue necesario utilizar un disco extra (dos en total) para

aumentar la concentracién de ADN extraida del papel filtro. A pesar de aumentar la concentracion
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de ADN, se aumentd a su vez, la cantidad de impureza debido a la agitacion del papel en la

solucién de resuspencian.

Para las muestras HE24, HE25, HE26, HE27 y HE28, la baja concentracion se atribuye a
que se contaba con muy escasa muestra; haciendo posible la utilizacion de un Unico disco, sin

tener el total del area cubierta por sangre periférica del animal.

A pesar de que las primeras muestras fueron recolectadas en el mes de noviembre de
2016, el papel FTA resulto ser bastante eficiente para el almacenamiento de las muestras; se he
reportado que el papel FTA puede almacenar muestras por largos periodos de tiempo y aun asi
ser eficientes para extraccion de ADN y amplificacion de genes (Rahikainen, Palo, de Leeuw,
Budowle, & Sajantila, 2016).

En el Cuadro 6 se muestran valores de Azso/Az30 bajos (<0.50), los cuales se deben a la
presencia de residuos de guanidina (presente en la columna de extraccion de ADN), o
carbohidratos (Wilfinger, Mackey, & Chomcynski, 1997). La presencia de carbohidratos
posiblemente se deba a residuos de papel FTA que lograron pasar por los poros de la columna.
Es importante mencionar que valores de Azso/A2z0 N0 estan relacionados con la eficiencia de
amplificacion de ADN (Lebuhn et al., 2016).

La electroforesis en gel de agarosa (Figura 16), muestra efectividad de los cebadores
disefiados (Cuadro 5) para el gen atpasa-6. Este gen fue descrito por Douglas en 2010, sin
embargo, los cebadores utilizados (Perdices & Doadrio, 2001) no son especificos, ya que fueron
disefiados para el gen atpasa-6 de peces pertenecientes a la familia Cobitida. Por lo tanto, la
utilizacion de los cebadores reportados en la presente investigacion puede ser utilizados para

investigaciones posteriores donde se esté analizando este gen en H. charlesbogerti.

Las secuencias de ADN eliminadas de los analisis (HE10, HE12 y HE27) presentaron
electroferogramas con mucho ruido y baja calidad; esto fue a causa de la alta cantidad de
contaminantes organicos (Cuadro 7). o mala manipulacion del producto de PCR purificado; por
lo tanto, Unicamente 26 muestras fueron analizadas. Las tres muestras que no fueron analizadas
posiblemente sean un sesgo en los resultados obtenidos, ya que corresponden a localidades
distintas (El Rosario, Cabafias y Sanarate, respectivamente). En vista de esto, es recomendable
volver a extraer ADN y realizar la amplificacion en estas muestras, junto con la secuenciacién de
estas muestras. De esta forma, no existe sesgo en los resultados obtenidos del muestreo realizada

en cada localidad.
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b. Genética poblacional. En la red de haplotipos generada se determiné la presencia de
tres haplotipos (occidental, ancestral o central y oriental) (Figura 17), de los cuales el occidental
y oriental difieren del central o ancestral por una mutacion. En base a esto es posible determinar
la presencia de una Unidad de Significancia Evolutiva (ESU; por sus siglas en inglés) ya que de
acuerdo con el SAMOVA no existia diferencia significativa en la estructura genética entre las
localidades geograficas (®c1=0.30, p=0.16), debiéndose un 9.22% de la variacion encontrada a

variacion interpoblacional y un 90.78% a variacién intrapoblacional.

Estos resultados muestran baja diversidad genética de H. charlesbogerti en el bosque seco
del Valle del Motagua; siendo congruentes con los resultados obtenidos del analisis de ADN
nuclear realizado por Gonzales (2017), donde Gnicamente se analizé la poblacién del Municipio
de Cabafias. También se determin6 la D de Tajima con valor positivo (0.0963), indicando la
existencia de mas sitio de segregacion que haplotipos (Sabeti, 2006); lo cual indica que la
poblacion de H. charlesbogerti en el Valle del Motagua ha paso por un proceso reciente de

contraccion poblacional.

Esta contraccion poblacional pudo deberse principalmente a dos procesos que llevaron a
la especie al borde de la extincion a finales del siglo pasado: la severa pérdida y degradacion de
habitat del bosque seco en el Valle del Motagua (Ariano-Sanchez, 2006) y la extraccion de
ejemplares de las poblaciones silvestres principalmente debido al trafico ilegal de ejemplares para
el comercio de mascotas exéticas (Ariano-Sanchez, 2003; Auliya et al. 2017) y a la matanza
sistematica debido al temor de los pobladores de la region ante la exageracion de su peligro por

ser un reptil venenoso (Ariano-Sanchez, 2008).

Se estima que se ha perdido cerca del 80% del habitat original de la especie en lapso de
1900 a la actualidad (CONAP-ZOOTROPIC-CECON-TNC, 2011; CONAP-ZOOTRORPIC,
2013), lo cual seguramente se vio reflejado en una dréstica disminucion de la poblacién remanente

de H. charlesbogerti en la regién, con la consiguiente pérdida de diversidad genética.

Sin embargo, en este contexto resalta la importancia de la conservacion de la poblacién
de Cabafas-Los Encuentros, pues esta poblacién presenta los tres haplotipos encontrados para la
especie. La conservacion de esta poblacion es fundamental para mantener la diversidad genética
remanente (aunque sea escasa) de H. charlesbogerti, sobre todo en el contexto de cambio
climético global. Asimismo, la identificacion de una sola ESU conformada por tres haplotipos
diferenciados por tan solo una mutacion entre si, disminuye la importancia del establecimiento de
programas de reproduccion en cautiverio basados en manejo genético poblacional, asi como se
considera que el establecimiento de programas de translocacion de ejemplares entre las
poblaciones no presenta beneficios adicionales pues todos provienen de una misma base genética.

Lo que, si se puede recomendar, en caso de considerarse deseable el aumentar la diversidad
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genética de las poblaciones del limite este y oeste de la distribucion de la especie (Gualan y
Sanarate, respectivamente), es la translocacién de ejemplares entre estas dos localidades. Se
espera que a futuro las poblaciones periféricas diverjan de las poblaciones centrales como

resultado de los efectos interconectados del aislamiento, la deriva genética y la seleccion natural.

La conservacion a largo plazo de las especies depende probablemente de la proteccion de
las poblaciones genéticamente distintas. Adicionalmente, las poblaciones periféricas son
potencialmente importantes para eventos de especiacion futuros. Lesica y Alendorf (1995)
consideran que, bajo algunas circunstancias, la conservacion de poblaciones periféricas podria ser
beneficiosa para la proteccion de los procesos evolutivos que probablemente generen la

diversidad evolutiva futura.

Tomando en cuenta que en 2013 se tenia el estimado de 360+40 ejemplares (CONAP-
Zootropic, 2013), la baja diversidad genética encontrada podria estar asociada a altas tasas de
endogamia, expresion de alelos recesivos perjudiciales, reduccion en resistencia a enfermedades
y ruptura de heterocigocidad (Tsangaras et al., 2012). Ademas, poblaciones pequefias son mas
vulnerables a deriva genética y desaparicion de bases de los genes mitocondriales, y en eventos
de migracion, el ADNmt presenta mayor efecto fundador (Hay, Daugherty, Cree, & Maxson,
2003). Sin embargo, a pesar del mal panorama avizorado en cuanto a la diversidad genética de
H. charlesbogerti, el hecho que anualmente se incrementen los nimeros de ejemplares juveniles
encontrados en la poblacion silvestre y que no se hayan encontrado deformaciones en ejemplares
de la especie, puede indicar que, a pesar de la baja diversidad genética, la especie se encuentra en

proceso de recuperacion poblacional.

Este fendmeno de buen estado poblacional a pesar de tener una muy baja diversidad
genética, se ha reportado con anterioridad en aves como el cernicalo de la isa de Mauricio Falco
punctatus(Groombridge, Jones, Bruford, & Nichols, 2000) y el albatros errante Diomedea exulans
(Milot, Weimerskirch, Duchesne, & Bernatchez, 2007), mamiferos como el koala Phascolarctos
cinereus (Wynen et al., 2000) y otros reptiles como los tuataras Sphenodon punctatus y S.
guentheri (Hay et al., 2003) vy la tortuga de caja del desierto Terrapene ornata (Kuo & Janzen,
2004).

Para analizar el caso del lagarto escorpion, es importante establecer el origen de esta
especie. Es sabido que H. charlesbogerti se separ6 de H. alvarezi hace aproximadamente 3.2
millones de afios, por especiacion alopatrica; esto en base a analisis moleculares de genes atpasa-
8y -6 (Douglas, et al., 2010; Reiserer, Schuett, & Beck, 2013). La clave para el entendimiento de
la evolucion y biogeografia de las especies de Heloderma es el reconocimiento de los biomas que
ocupan (Reiserer, et al., 2013); presentando distribucion a bajas elevaciones en bosque tropical

estacionalmente seco en la costa del pacifico desde el norte de México hasta el este de Guatemala
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(Ariano-Sanchez, 2003; Reiserer, et al., 2013). Para H. alvarezi no es la excepcion, con
distribucién en el bosque seco de Depresion Central (Rio Grijalva) y Rio Lagartero en Chiapas,
hasta el occidente de Guatemala (Beck, 2005; Campbell & Lamar, 2004). Por lo tanto, tomando
en cuenta la alta relacion filogenética y la biologia de ambas especies (H. charlesbogerti y H.
alvarezi), se ha comprobado que la poblacion actual de H. charlesbogerti entr6 al Valle del
Motagua por el corredor del Pacifico pasando por tierras bajas de Santa Rosa y Jalapa. Esto fue
posible debido a que la presencia de la Sierra Madre de Chiapas, junto con los volcanes que
atrapan la humedad, generaron las condiciones de bosque seco donde la especie puede habitar
(Anzueto & Campbell, 2010).

El inicio de la explotacion de recursos en los departamentos de la zona sur del pais inici6
durante la época de la colonia en el siglo XVI (CENGICANA, 2014) Desde entonces, el avance
de la frontera agricola ha causado gran pérdida de los bosques del pais, avanzando cada vez méas
al norte. Actualmente, la gran mayoria del territorio de la Costa Sur pertenece a plantaciones de
cafa de azUcar. Tal cultivo no es apto para el desarrollo de la especie, lo que lo limit6 a su actual
distribucién, pues las poblaciones reportadas durante el periodo de 1940 a 1960 en la Costa Sur
del pais (Anzueto y Campbell, 2010) se encuentran extintas actualmente (Dominguez-Vega et al.
2012). Por lo tanto, se cree que la razon por la cual la distribucion de H. charlesbogerti se limita
al Valle del Motagua, es por la desaparicion del bosque seco de la costa sur por el desarrollo de
actividades agricolas. Esto conllev6 a una enorme reduccién poblacional de la especie. Ademas,
se estima que se ha perdido cerca del 80% del habitat original de la especie en el Valle del
Motagua durante el lapso de 1900 a la actualidad debido principalmente al cambio de uso de suelo
para cultivos de agroexportacion como melén, sandia y tabaco (CONAP-ZOOTROPIC-CECON-
TNC, 2011). Esto, junto con la extraccion de ejemplares para comercio y matanza por temor, se
sumaron causando una drastica disminucién de la poblacién remanente de H. charlesbogerti en

la regidn, con la consiguiente pérdida de diversidad genética.

Normalmente la alta diversidad genética estd asociada a menor riesgo de depresion por
endogamia, aumento en el éxito reproductivo y mayor potencial de evolucién que las especies
con baja diversidad genética (Sherwin & Moritz, 2000). Sin embargo, Milot et al. (2007)
consideran que la biologia de las especies es un factor fundamental que determina la diversidad
genética dptima de una especie. Estos autores mostraron que ciertas especies pueden ser capaces
de evitar el exceso de depresién endogamica y erosion de potencial evolutivo a pesar de tener
bajos tamafios poblaciones y diversidad genética reducida (Milot, et al., 2007). Relacionado con
la endogamia, los resultados muestran alto porcentaje de endogamia (82.71%, ®cr=0.30), sin
embargo, se ha mostrado en albatros (Diomedea exulans y Diomedea amsterdamensis) que es

posible el desarrollo de mecanismos para la reduccién de la depresion por endogamia, indicando
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gue ésta es mas severa en especies con alta variabilidad genética natural, causando subito

decaimiento en el tamafio de la poblacion (Milot, et al., 2007).

Ademas, en poblaciones endogamicas, como H. charlesbogerti, alelos deletéreos pueden
ser purgados rapidamente después de su primera aparicion; reduciendo la carga de mutaciones
(Crnokrak & Barrett, 2002; Milot, et al., 2007). Otro factor a tomar en cuenta es la biologia de la
especie, ya que se tiene reportado que su tiempo de vida es hasta 50 afios (Beck, 2005); sin

embargo, en la vida silvestre se estima que pueden vivir hasta 80 afios (Ariano-Sanchez, 2017).

Douglas et al. (2010) reportaron una muy baja diferenciacion genética (menos del 1%)
entre H. charlesbogerti y H. alvarezi (en ese entonces considerado como subespecies) estimando
su divergencia hace aproximadamente 3 millones de afios. Esto indicaria que el nimero de
generaciones gque han transcurrido es muy bajo, haciendo que las poblaciones existentes no hayan
estado divididas el tiempo suficiente como para producir mutaciones que permitan la
diferenciacién de poblaciones en base al gen mitocondrial atpasa-6, el cual posee una tasa de

mutacion de 1.3% por millon de afios (Gupta et al., 2013).

La fragmentacion del habitat tiene un efecto negativo en el flujo de genes de una
poblacién; para el caso del lagarto escorpion, reduce su capacidad de dispersion, y poco habitat
disponible, llevando a un flujo de genes bajo (Dixo, Paul, Morgante, & Zamudio, 2009; Reiserer,
et al., 2013). La baja dispersion se ha comprobado segln la ecologia espacial de la especie,
Ariano-Sanchez y Salazar (2015) han mostrado que los ambitos de hogar y patrones de
movimiento son especiales en esta especie. En época lluviosa (junio a octubre) son mayores
(aproximadamente 94 hectareas); siendo cinco veces mayor a la dispersion de los mismos
individuos durante época seca (noviembre a mayo), teniendo época reproductiva Unicamente
durante septiembre y octubre (Ariano-Sanchez & Salazar, 2015).

La baja dispersién de las hembras entre poblaciones, disminuida aiin mas por la extrema pérdida
y fragmentacion del habitat disponible, podria explicar el bajo nimero de haplotipos encontrados
(Figura 7) para el gen mitocondrial analizado.

En base a los resultados obtenidos se puede sugerir que a pesar de la baja diversidad
genética de H. charlesbogerti, es una especie de dispersion relativamente reciente en el Valle del
Motagua, por lo que posiblemente lo observado en la actualidad es el efecto fundador de aquella
poblacion separada alopéatricamente de H. alvarezi hace aproximadamente 3.2 millones de afios,
junto con una drastica disminucién poblacional debido a pérdida y fragmentacion de habitat, y
exterminacidn sistematica de ejemplares durante décadas por parte de los comunitarios debido al

temor a su veneno.
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4. Resultados del estudio de genética poblacional de C. palearis.

a. Disefio y evaluacion de cebadores para los genes mitocondriales nadh4 y ladhA
de la especie Ctenosaura palearis. Los cebadores disefiados se muestran en el Cuadro 9, el primer
par de cebadores permiten la amplificacidn del gen mitocondrial nadh4 generando un producto
de 483 pares de bases; el segundo par de cebadores permiten la amplificacion del gen mitocondrial
IdhA generando un producto de 298 pares de bases. Ambos cebadores presentan temperaturas de
fusion muy parecidas, haciendo posible el uso de un mismo programa de amplificacion para
ambos genes y el porcentaje de GC, se encuentra en el rango 6ptimo.

Cuadro 9. Cebadores disefiados y utilizados para la amplificacion de los genes

nadh4 y ladha de C. palearis.

Gen Cebadores Longitud Tm %GC

nadh4 F 5’- GAGGCATCGTAATAACCAGC -3’ 20 53.4°C 50%
R 5’- GGTCTGTGGTGATGATGTGAA -3’ 21 54.8°C 47.6%

IdhA F5- GAATGGGTCTCAGTGGATTGT -3’ 21 54.6°C 47.6%
R 5’- GGAAGACTGATTGAGCAGTGA -3’ 21 54.5° 47.6%

Para la evaluacion de los cebadores se realizaron reacciones en cadena de polimerasa

(PCR, por sus siglas en inglés) in silico con ambos genes mitocondriales en Primer 3, obteniendo
resultados positivos.

b. Extraccion de ADN y cuantificacion. Realizada la extraccion de ADN se debia de
llevar a cabo la cuantificacion de las muestras de ADN obtenidas para conocer la concentracion
del ADN y la pureza del mismo. La pureza del ADN se conoce segun la relacion 260 nm/280nm.

Las muestras se identificaron como IG (iguana) y se fueron numerando segun el orden de captura.

En el Cuadro 10 se pueden observar las concentraciones determinadas por medio del
biofotometro. Como se puede observar las concentraciones fueron muy bajas excepto por las
ultimas muestras (IG 43 — 45), de igual manera el radio 260/280, el cual da informacién sobre la
contaminacidn presente en la extraccidn, en el caso de las primeras muestras se observa ser muy
alta (mayor que 2), mientras que en las muestras 43 a 45 son de aproximado 1.42. Se esperaba
esto para que, a la hora de realizar la amplificacion de los genes de interés, la concentracion de

ADN vy la pureza no fueran factores que inhibieran la reaccién en cadena de la polimerasa.
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Cuadro 10. Resultados de extraccion de ADN utilizando dos discos de papel Whatman

® FTA, junto con agitacién en columna mediante palillo estéril de C. palearis.

Muestrea [ng/u L] Azeo/Azgo A250/A23o Muestrea [ng/uL] Azso/Azgo Azeo/Azso

IG1 5%6 0 - 0.25 IG 26 89 1.52 0.35
1IG2 53 4.96 0.20 IG 27 121 0.68 0.29
IG3 79 1.87 0.23 IG 28 70 1.61 0.29
1G4 106 1.69 0.30 IG 29 86 2.45 0.27
IG5 92 1.66 0.30 IG 30 64 3.01 0.23
IG6 84 2.23 0.34 IG 31 91 2.04 0.35
IG7 67 2.58 0.29 IG 32 96 1.79 0.33
IG8 49 2.90 0.23 IG 33 88 1.55 0.27
1G9 114 1.65 0.40 IG 34 22 1.49 0.60
1IG 10 77 2.14 0.29 IG 35 25 2.07 0.71
1IG11 78 1.99 0.31 IG 36 14 2.27 0.66
1IG12 99 1.67 0.37 IG 37 24 2.32 0.68
1IG 13 91 1.89 0.31 IG 38 27 2.74 0.50
1IG 14 95 1.76 0.37 IG 39 38 1.95 0.61
1IG 15 89 1.82 0.30 IG 40 25 2.22 0.87
IG 16 83 1.92 0.33 IG 41 27 2.35 0.74
1IG 17 88 2.03 0.34 IG 42 40 1.89 0.67
1G 18 109 1.93 0.41 IG 43 313 1.43 0.55
1IG 19 120 1.79 0.43 IG 44 322 1.41 0.66
1G 20 100 1.81 0.35 IG 45 310 1.42 0.54
1IG21 87 2.12 0.30

1G 22 81 1.96

1G 23 76 1.71

1G 24 95 1.56

1IG 25 91 1.54

c. Amplificacion de los genes con cebadores disefiados. Tras la cuantificacion se
procedio a llevar a cabo la amplificacion de cada uno de los genes de interés para C. palearis. En
la Figura 19 se puede observar el gel de agarosa al 1.5% de electroforesis, comprobando la
amplificacion correcta de cada uno de los geles, se puede comprobar la amplificacion de todas las
muestras en Anexo 9. Lo que se esperaba era un amplicon y una banda para el gen nadh4 de 483
pares de bases y se esperaba un amplicon y una banda del gen IdhA de 298 pares de bases. En
cada una de las amplificaciones realizadas se tomé en cuenta un control negativo para cada uno
de los genes (CN- para el gen nadh4 y CL- para el gen IdhA), para la composicion del control
negativo se utiliz6 ADN de Heloderma charlesbogerti, lo cual se esperaba que no hubiera
amplificacion, tal y como se observa en la Figura 19. Ademaés de controles negativos, se realizaron
blancos para cada uno de los genes (BLNK N- para el gen nadh4 y BLNK L- para el gen IdhA).

En la Figura 19 se observa la presencia de seis bandas intensas correspondiente a tres muestras
diferentes, comprobando la amplificacion de ambos genes en cada una de las muestras. En el

primer pozo se observan las bandas correspondientes a la escalera de ADN (100bp) utilizada. En
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el Anexo 9 se puede observar cada uno de los geles utilizados para comprobar la amplificacion
del resto de las muestras. En todos lo geles se espera observar una banda intensa del peso ideal

correspondiente al amplicon obtenido de cada uno de los genes.

Se puede observar que en los pozos cada uno de los productos presenta un barrido producido
por degradacion de los productos o bien por ARN que no fue posible quitar en los tratamientos
de la extraccion de ADN, sin embargo, estos barridos no deberian de ser problema a la hora de

secuenciar, ya que previo a mandar a secuenciar se realizara una purificacion de los productos.

Figura 19. Prueba de eficiencia de cebadores de C. palearis. Gel de agarosa 1.5% con 3uL
de productos de PCR purificados, 60 minutos a 90 volts/cm. Prueba de eficiencia de
cebadores. Gel de agarosa 1.5% con 3L de productos de PCR purificados, 60 minutos a
90 volts/cm.
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d. Diferentes Unidades de Significancia Evolutiva (ESU) encontradas para la
especie C. palearis. Segun las secuencias obtenidas de ambos genes (Anexo 11y 12), se realizd
la red de haplotipos correspondiente cada gen. Tanto en la Figura 20 y 21 se observa la
distribuciéon de los haplotipos generados segun las localidades muestreadas. Las localidades
muestreadas fueron Gualan, Usumatlan y Cabafas en el departamento de Zacapa y la aldea Palo
Amontonado y El Jicaro en el departamento de El Progreso. Los haplotipos se organizaron segun
las localidades geograficas, por lo que aquellos haplotipos de Cabafias estarian sobre la localidad

geogréfica de Cabafas en el mapa, y asi con cada uno de los haplotipos.

En la Figura 20 se puede observar los haplotipos determinados par el gen nadh4, para la
generacion de esta red de haplotipos se utilizaron las 42 muestras obtenidas de C. palearis, no se
utilizaron los individuos de C. similis, ya que no son necesarios para la generacion de este tipo de

diagrama debido a que no se necesita de ningln outgroup.

Como puede observar en esta figura, existen cinco haplotipos de C. palearis en total, los

cuales fueron denominados Motagua Norte, Cabafias, Cabafias sur, Occidental y Oriental. Se
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puede observar que el haplotipo Central sur contiene individuos de otras regiones como
Usumatlan y El Jicaro, y otro haplotipo de Cabafias contiene individuos de Gualan. En esta red
de haplotipos se puede determinar la presencia de 4 ESU. La primer ESU generada por el
haplotipo Motagua Norte que esta aislado, el cual presenta una cantidad mayor de 2 mutaciones
con respecto al haplotipo de Cabafias, la segunda ESU generada por el haplotipo Occidental, la
tercer ESU generada por el haplotipo Oriental y la cuarta ESU seria la generada por los haplotipos

centrales de Cabafias y Cabafias sur.

Con el fin de conocer cudl es el &rea que presenta mayor cantidad de haplotipos, se realiz6
el Cuadro 12 el cual demuestra los haplotipos que presenta cada una de las areas de muestreo. El
propésito de haber realizado el mismo esta relacionado a la creacion de planeas de conservacion
de la especie, ya que si se necesita preservar la diversidad genética de la misma. Como se puede
observar en el cuadro, el haplotipo de Cabarias es el que se encuentra en mayor diversidad de

lugares geograficos.

Figura 20. Red de haplotipos del gen nadh4 por medio del método de inferencia TCS y su
distribucion con las localidades correspondientes. Los circulos representan los haplotipos,
y sus areas son directamente proporcionales al nimero de individuos que presentan ese
haplotipo en particular. Las lineas cruzadas representan el nimero de variaciones o
mutaciones encontradas en las secuencias. Cinco haplotipos fueron identificados Motagua
Norte (1), Cabarias (25), Cabafias Sur (14), Oriental (1) y Occidental (1).
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Cuadro 11. Namero de individuos de cada localidad encontrados en los diferentes
haplotipos de C. palearis con el gen mitocondrial nadhl en el Valle del Motagua. Las
localidades estan colocadas en orden de ubicacion geografica, de oeste a este en el Valle del

Motagua. en el Valle del Motagua.

Haplotipo
Localidad
Occidental Motagua Norte Cabafias Cabafias Sur Oriental
Palo Amontonado 1

Usumatlan 1 8

El Jicaro 3

Cabanas 14 10

Gualan 4 1

En la Figura 21 se puede observar la red de haplotipos determinador por el gen ladhA,
para la generacién de esta red se utilizaron 39 muestras obtenidas de C palearis, de igual forma
que la red anterior (Figura 20) no se tomaron en cuenta los individuos de C. similis para llevar a
cabo el andlisis. Las regiones de muestreo fueron las mismas que con el gen anterior. En este caso

se puede observar la presencia de cinco haplotipos.

Como se puede observar en esta figura, la distribucion de los haplotipos no es tan grande
como en el caso del gen nadh4 sino que practicamente todo esta centralizado a la misma regién
donde se encuentra Cabafias, Usumatlan y el Jicaro. Este fenémeno da informacion sobre el gen
de estudio y el alcance que puede tener en este tipo de estudio sobre genética poblacional. Se
determind la presencia de tres ESU para el gen IdhA en la especie C. palearis, la primera generada
por los haplotipos Motagua Norte A y Motagua Norte B, la segunda ESU generada por el
haplotipo Jicaro y la tercer ESU generada por los haplotipos centrales Cabafias A y Cabafias B.
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Figura 21. Red de haplotipos del gen ladhA por medio del método de inferencia TCS y su
distribucion con las localidades correspondientes. Los circulos representan los haplotipos,
y sus &reas son directamente proporcionales al nimero de individuos que presentan ese
haplotipo en particular. Las lineas cruzadas representan el nimero de variaciones o
mutaciones encontradas en las secuencias. Cinco haplotipos fueron identificados Motagua
Norte A (1), Motagua Norte B (1), Jicaro (1), Cabafias A (38), y Cabafas B (1). y Cabafias
B (1). y Cabanas B (1). y Cabarias B (1). y Cabafias B (1). y Cabanas B (1).
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Con el fin de conocer cuél es el area que presenta mayor cantidad de haplotipos, se realiz6 el
Cuadro 13, el cual demuestra los haplotipos que presenta cada una de las &reas de muestreo. El
propdsito de haber realizado el mismo esté relacionado a la creacion de planeas de conservacion
de la especie, ya que si se necesita preservar la diversidad genética de la misma. Como se puede
observar en el cuadro, el haplotipo de Cabafias A se encuentre en todas las localidades

muestreadas, por lo que este es el que presenta mayor cantidad de individuos.
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Cuadro 12. Namero de individuos de cada localidad encontrados en los diferentes
haplotipos de C. palearis con el gen mitocondrial ladhA en el Valle del Motagua. Las
localidades estan colocadas en orden de ubicacion geogréfica, de oeste a este en el Valle del

Motagua. en el Valle del Motagua.

Haplotipo
Localidad
Motagua Norte A Motagua Norte B Jicaro Cabafias A Cabafias B
Palo Amontonado 1
Usumatlan 1 1 7
El Jicaro 1 2
Cabarias 23 1
Gualan 5

En el Cuadro 12 se puede observar los distintos ejemplares muestreados para el estudio, y
estos se les agrego cada uno de los haplotipos que presenta el individuo. Se realiza esto con el fin
de que, a futuro, a la hora de la creacidn de planes de conservacion, se conozca el haplotipo que
presenta cada organismo para la conservacion de la diversidad genética de la especie, este cuadro

se puede observar en Anexo 7

e. Cladogramas generados para ambos genes en la especie C. palearis con analisis
estadistico de respaldo. Para observar y analizar las relaciones que existian entre los individuos,
grupos y la poblacion, se realizaron cladogramas por cada uno de los genes. Para la elaboracion
de los cladogramas se utilizé el algoritmo Neibouring joining, generando 1000 cladogramas con

500 réplicas.

En la Figura 22 se puede observar el cladograma compuesto de la informacion genética
sobre el gen nadh4. Como outgroups los individuos de C. similis (los individuos 29, 32y 43). En
la figura se puede observar gque todos los individuos estan relacionados entre si, pero no se observa
la existencia de grupos fuertemente diferenciados, ya que los organismos de distintas areas
geograficas estdn agrupados entre si. Por lo que quiere decir que no hay una clarificacion de las

relaciones entre los individuos.

Ya que los valores bootstrap son muy cercanos a cero, esto indica que no hay soporte entre
los diferentes nodos, lo que quiere decir practicamente que el soporte en la diferenciacion de los
nodos es basicamente nulo. Con estos indices del cladograma (Figura 22) se puede evidenciar que
las relaciones presentadas en este cladograma son fuertes sin embargo por los valores bootstrap

se observa que la estructura del cladograma no tiene soporte.
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Figura 22. Cladograma generado con el algoritmo de maxima verosimilitud (Maximum
likelihood) del gen nadh4usando individuos C. similis como outgroup en el analisis. Cl
(indice de consistencia): 0.745, HI (indice de homoplasia): 0.255, R1 (indice de retencion):
0.826, RC (indice de consistencia reescalada): 0.615.CI (indice de consistencia): 0.745, HI
(indice de homoplasia): 0.255, RI (indice de retencion): 0.826, RC (indice de consistencia
reescalada): 0.615.
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En la Figura 23 se puede observar el cladograma compuesto de la informacion genética
sobre el gen IdhA. Como outgroups los individuos de C. similis (los individuos 29 y 32). Ademas,
se puede observar que todos los individuos estan relacionados entre si, pero no se observa la
existencia de grupos fuertemente diferenciados, ya que los organismos de distintas &reas
geograficas estan agrupados entre si. Por lo que quiere decir que no hay una clarificacion de las
relaciones entre los individuos, ya que los valores bootstrap son muy cercanos a cero, esto indica
gue no hay soporte entre los diferentes nodos, lo que quiere decir practicamente que el soporte en

la diferenciacion de los nodos es basicamente nulo. Se determinaron los siguientes indices que
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revelan informacion sobre los cladogramas. Con estos indices se puede evidenciar que las
relaciones presentadas en este cladograma son fuertes sin embargo por los valores bootstrap se

observa que la estructura del cladograma no tiene soporte.

Figura 23. Cladograma generado con el algoritmo de maxima verosimilitud (Maximum
likelihood) del gen ladhAusando individuos C. similis como outgroup en el analisis. ClI
(indice de consistencia): 0.817, HI (indice de homoplasia): 0.183, RI (indice de retencién):
0.521, RC (indice de consistencia reescalada): 0.426.
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El andlisis estadistico de los datos se realiz6 mediante las pruebas estadisticas AMOVA
y SAMOVA. Ademas, se realizaron otros estadisticos como D de Tajima, Diversidad de

nucledtidos, Sitios de segregacién y Sitios de segregacion de Parsimonia.

Para el andlisis de los datos, en especifico de SAMOVA, los datos se organizaron por
grupos geograficos. Se realizaron distintos analisis donde cada uno se diferenciaba segun la
cantidad de grupos que se estaban analizando. En el primer anlisis se crearon cuatro grupos

distintos (Centro — Cabarfias y El Jicaro, Norte del Motagua — Usumatlan, Este - Gualan y El
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Progreso — Palo Amontonado), luego se crearon tres grupos (Sur — Cabafias, El Jicaro, Gualan, El
Progreso — Palo Amontonado, Norte del Motagua — Usumatlan), y por Gltimo se crearon dos
grupos (Sur del Motagua — Cabafias, El Jicaro, Gualan, Palo Amontonado, Norte del Motagua —

Usumatlan).

En el Cuadro 13 se puede observar el analisis realizado sobre toda la muestra tomandola
como una sola poblacion (AMOVA) estudiando la posible variacion interpoblacional e
intrapoblacional. Como se puede observar en el caso del gen Nadh4, que resultd ser
estadisticamente significativo, significando que hay variacidn genética entre las poblaciones de
C. palearis, se observa que la variacion 81.41% de la variacion es intrapoblacional, mientras que
solamente un 18.59% es interpoblacional. Esto mismo se observa con el gen LdhA donde se

observa una variacion intrapoblacional bien marcada.

Cuadro 13. Anélisis de variacion molecular (AMOVA) de las secuencias obtenidas

mediante secuenciacion Sanger de C. palearis.

C. palearis C. palearis
Nadh4 LdhA
AMOVA Velorp =008 Vlorp =025
Variacion interpoblacional 18.59% -0.377%
Variacion intrapoblacional 81.41% 100.377%

En el caso del anélisis del SAMOVA, el cual es el analisis de varianza molecular
comparando la informacion de distintos grupos, se repitid el analisis varias veces, analizando en
cada oportunidad una cantidad diferente de grupos. La finalidad de este cambio en la formacion
de grupos era evaluar si habia una diferencia genética entre las poblaciones de distintas areas
geograficas. Se observa que, con cuatro grupos, cerca del 40% de la variacion genética encontrada
se explica por estas areas geograficas diferenciadas. Incluso, cuando se analiza solo la poblacién
del norte del Motagua con respecto a las poblaciones del sur (dos grupos), cerca de un 27% de la
variacion genética encontrada se explica por la barrera biogeogréafica del rio Motagua. Como se

puede observar, los valores-p resultaron ser positivos para cada uno de los diferentes grupos.



Cuadro 14. Resultados de los analisis del SAMOVA simple realizado a partir de la

informacidn sobre la poblacion de C. palearis.

Cuatro grupos
Entre grupos
Dst (Valor-p)

Entre las poblaciones dentro de
los grupos
Dsc (Valor-p)

Dentro de las poblaciones
Dt (Valor-p)

Tres grupos
Entre grupos
Dst (Valor-p)

Entre las poblaciones dentro de
los grupos
Dsc (Valor-p)

Dentro de las poblaciones
Dct (Valor-p)

Dos grupos
Entre grupos
Dst (Valor-p)

Entre las poblaciones dentro de
los grupos
Dsc (Valor-p)

Dentro de las poblaciones
Dct (Valor-p)

C. palearis C. palearis
Nadh4 Ldh4
39.90% -54.77%

0.3120 (0.036)
-8.697%
-0.1447 (0.032)
68.79%
0.3990 (<0.001)

27.69%
0.3508 (0.023)

7.387%
0.1021 (0.007)
64.91%
0.2769 (0.109)

26.56%
0.3592 (0.025)

9.355%
0.1274 (0.004)

64.07%
0.2656 (<0.001)

-0.0682 (0.489)
47.95%
0.3098 (0.078)
106.82%
-0.5477 (0.799)

-14.37%
-0.0578 (0.391)

8.587%
0.0751(0.202)
105.8%
-0.1437 (0.478)

0.957%
-0.0026 (0.384)

-1.219%
-0.0123 (0.248)

100.26%
0.0095 (0.191)
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Por dltimo, en el Cuadro 14 se puede observar ciertos estadisticos que nos dan

informacion sobre la diversidad genética de los genes estudiados. Se puede observar que la
diversidad de nucle6tidos en el caso del gen IdhA es cero, mientras que en el gen nadh4 es de
0.00116. Un estadistico que da mucha informacién sobre la especie es la D de Tajima, la cual da

informacion sobre la situacion genética en la que se encuentra la poblacién de C. palearis.

La D de Tajima, la cual compara la diferencia genética media observada entre individuos
con respecto a la esperada para la poblacion. Los valores negativos indican un barrido selectivo
que redujo la variacién poblacional o una expansién reciente de la poblacion luego de haber
pasado por un cuello de botella genético, mientras que los valores positivos indican seleccién
balanceada entre los diferentes haplotipos que mantienen la variacibn o una contraccién

poblacional reciente.

El valor de la D de Tajima obtenida fue de -2.2882 para nadh4 y de -3.7158 para IdhA, lo
que indica que la poblacion en general de C. palearis en el Valle del Motagua puede haber pasado

por alguno de estos dos procesos: un barrido selectivo que redujo la variacion poblacional lo cual
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puede ser causado por competencia con la especie emparentada C. similis 0 una expansién
reciente de la poblacion luego de haber pasado por un cuello de botella genético.

Cuadro 15. Estadisticos que muestran la diversidad genética de la especie con respecto a

los genes de analisis de C. palearis.

C. palearis C. palearis

Nadh4 LdhA
Diversidad de nucledtidos () 0.00116 0

Numero de sitios de segregacion 9 167

Numero de sitios informativos
A 1 43
de Parsimonia
D de Tajima -2.2882 -3.7158

5. Discusién de resultados obtenidos del analisis de muestras de C. palearis.
La cuantificacion de la concentracion de ADN después de una extraccion es esencial sobre todo
para llevar a cabo la realizacion de PCR. Ademaés, es muy importante la determinacion de la

relacion 260nm/ 280 nm, ya que con esta relacion se puede conocer la pureza de la mezcla.

El conocimiento de la concentracion de ADN antes de realizar PCR es para evitar algin
tipo de inhibicion de la Tagq Polimerasa utilizada, por una inhibicién por saturacion de sustrato
(Rossen et al, 1992). Para determinar la concentracién de ADN en la muestra, la misma se lee
con el espectro a una longitud de onda de 260 nm, mientras que para la lectura de proteinas
presentes se realiza a 280 nm. Lo que se desea es que la divisidn entre ambas longitudes de onda
(relacion 260nm/280nm) de un valor entre 1.7 — 2, significando que hay aproximadamente el

doble de concentracion de ADN con respecto a las proteinas.

Cuando los valores de la relacién son mayores a 2 esto quiere decir que la muestra puede
estar muy degradada provocando que solamente se encuentre porciones pequefias del ADN o que
la contaminacion con ARN es muy alta. Mientras que cuando los valores son menores a 1.7
significa que hay contaminacién por sales o agentes organicos (Desjardins & Conklin, 2010)
(Yeates et al, 1998).

En el caso del Cuadro 9 se puede observar que las Gltimas tres muestras (IG 43 — 45)
presentan una cuantificacion muy alta (el triple de concentracion de las demas muestras), la
diferencia con respecto a las demas muestras fue un pequefio cambio en el procedimiento de
extraccion de ADN. En las ultimas muestras después de exprimir el papel Whatman ® FTA con
las orillas del tubo y la adicion de todos los reactivos, y antes de la transferencia de la muestra a
las columnas, se realiz6 una centrifugacion de 1 minuto a una velocidad mayor de 3000g, de tal

manera que solamente se transfiriera el sobrenadante a las columnas. Esto no se realizé en las
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demas muestras, por lo que restantes del papel Whatman ® FTA tapaban los poros de la columna

provocando que el rendimiento de la extraccion fuera mucho menor.

El uso del papel Whatman ® FTA para la preservacion de las muestras sanguineas es muy
efectivo ya que no se necesita de anticoagulantes, preservantes o refrigeracion, por lo que el
almacenamiento de las muestras es muy facil. En el caso de la extracciébn de ADN, la
concentracion de ADN obtenida es elevada, pero se tuvo que optimizar el método para el kit de
extraccion que se utilizd. Esto concuerda con lo presentado por Gonzalez (2017) donde utiliz6
papel Whatman ® FTA donde concluye que la efectividad de este método es alta sin embargo se

debe de optimizar el método para cada tipo de extraccion.

En el Cuadro 9 se puede observar irregularidades en las concentraciones y las purezas de
las muestras, ya que hay muestras que presentan concentraciones muy altas y concentraciones
muy bajas, esto se debid a que el equipo que se utiliz6 para la determinacion de las mismas no

habia sido calibrado, por lo que este es una fuente de error.

Por medio de los distintos geles de electroforesis se determind la amplificacion de los
genes de interés. En la Figura 17 y en Anexo 9 se pueden observar la amplificacion de los mismos,
en algunas muestras no se logré observar la banda correspondiente, esto se pudo ocasionar por
distintas razones como una mala amplificacién, mala preparacion de la reaccién, mal estado del
equipo, concentracion de ADN utilizada muy alta provocando inhibicion o bien muestras de ADN
muy contaminados (Schrader et al, 2012). En los casos que no presentaron banda, se procedié a

realizar de nuevo la amplificacion de los genes por medio de PCR.

Con la obtencion de los distintos amplicones, se determind la funcionalidad de los
cebadores disefiados para el estudio. Por la intensidad de las bandas obtenidas se demuestra que
la efectividad de los cebadores es muy alta. Estos cebadores no requieren condiciones especiales
en cuanto al programa del termociclador, si no con un programa estandar (presentado en
metodologia) se logra la amplificacion efectiva. Algunas de las muestras presentan bandas
corridas o con una morfologia atipica, esto se debe a que, por condiciones de las fuentes de poder,
no se mantiene constante el amperaje, por lo que la irregularidad del mismo provoca este
fendbmeno (Polsky, 1978). Todas las muestras que por alguna razén no presentaron banda, se
repitieron hasta asegurar que se tuviera el amplicon deseado, ya que es de suma importancia

asegurarse de la amplificacion para poder secuenciar las muestras.

El andlisis de las redes de haplotipos generadas segin cada uno de los genes
mitocondriales utilizados y los resultados de la AMOVA realizada, ayudan a saber el estado de la

diversidad genética de la poblacion de C. palearis en el bosque estacionalmente seco del Valle de
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Motagua, Guatemala. Tras la amplificacion y secuenciacion de los genes mitocondriales IdhA 'y
nadh4, se generaron cladogramas utilizando el algoritmo Neighbour Joining y redes de

hapolotipos de cada uno de los genes (Figura 18 y 19).

En la Figura 18 se puede observar la red de haplotipos generado para el gen nadh4 que
evidencia la presencia 5 haplotipos diferentes. Como se puede observar el haplotipo de Cabafias
gue posee mayor cantidad de individuos y estos de distintas localidades (Cabafias, Usumatlan, El
Jicaro). Este haplotipo es considerado como el haplotipo ancestral ya que esta presente en mayor
proporcion de la poblacion. Se encuentran haplotipos bien diferenciados como los de Usumatlan
(Motagua Norte), Palo Amontonado (Occidental) y Gualan (Oriental), demostrando asi que las
barreras biogeograficas son muy importantes ya que son las que generan la formacion de distintos
haplotipos. Esto se resalta en el haplotipo muy diferenciado denominado Motagua Norte
(Usumatlan), cuya barrera biogeografica que lo separa de los demas haplotipos es el rio Motagua.
Esto es similar a lo reportado para la especie Ctenosaura melanosterna en Honduras, donde se
demostrd que el Rio Aguan es una barrera biogeogréafica que provocaba la formacién de distintos
haplotipos y por ende también la formacion de dos distintas ESU para la esa especie (Pasachnik,
2011). Lo mismo se observa en Ctenosaura pectinata donde una barrera biogeogréfica importante
es el Anillo Volcanico Mexicano que provoca la formacion de distintas ESU para la especie
(Zarza et al, 2008).

De igual manera se puede observar la presencia de los haplotipos de Gualan y Palo
amontonado. La formacion de estos distintos haplotipos se puede deber a las distancias que hay
entre cada uno de los grupos y de las localidades. Para la especie Ctenosaura pectinata se realiz6
un estudio para la identificacién de haplotipos en México con el uso de microsatélites, en el
estudio descubrieron que hay una diferencia entre los haplotipos de las zonas nortes a las zonas
sur (Zarza & Reynoso & Emerton, 2011). Esto mismo se observa para C. palearis en el bosque
seco del Valle del Motagua, donde las zonas este (Gualan) y la zona oeste (Palo Amontonado —

El Progreso) presentan distintos haplotipos.

En cuanto a la Figura 21, se puede observar la presencia de cinco haplotipos distintos, en
este caso, al igual que con la Figura 20, el haplotipo de Cabafias norte posee mayor cantidad de
individuos y de diferentes localidades, lo cual este haplotipo seria el haplotipo ancestral para la
poblacién de C. palearis. De igual manera que en la Figura 20, se puede determinar la presencia
de un haplotipo diferenciado de Usumatlan, evidenciando de igual manera que el Rio Motagua es

una barrera biogeografica que provoca la formacion de distintos haplotipos.

En el caso de esta Figura 20, se realiz6 la eliminacion de las muestras 1G25, 31 y 39,
debido a que las secuencias enviadas por Macrogen Corea, no presentaban una lectura correcta o

no presentaban ninguna lectura.
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En la Figura 21 se puede observar que todos los haplotipos generados estan concentrados
en la misma area, por lo que estos haplotipos estan estrechamente relacionados entre si. Esto
demuestra que este gen tiene muy poca tasa de mutacion y por ende no hay muchos haplotipos
distintos. Este mismo comportamiento para este gen fue reportado por Pasachnik (2010), donde
demuestra que el porcentaje de variacion para el gen IdhA es menor al de nadh4. Ademas, en el
Cuadro 14 se puede observar la diversidad de nucle6tido donde para el gen IdhA es basicamente
nula, por lo que esto hace solida la afirmacion de que este gen no es 6ptimo para el estudio de la
genética poblacional para esta especie ya que no da informacion sobre el estado genético de la

misma.

Tanto en la Figura 20 y 21, se puede encontrar que hay un haplotipo diferenciado que
corresponden a muestras de Usumatlan diferenciado y hay muestras de Usumatlan que comparten
un haplotipo. Esto se puede deber a que las mutaciones en esta poblacion estan comenzando a ser
significativas para diferenciar a este grupo sin embargo aln son muy prematuras y no se

encuentran dispersas en varios organismos del area.

El traslado, comercio y caza de las iguanas puede afectar a la distribucion de las mismas
(Coti, 2008). La reduccién de la variacion genética y la disminucion del flujo de genes a través
de grupos puede afectar la distribucion de la poblacion. Los disturbios producidos por los

humanos pueden provocar que la poblacion este vulnerable (Pasacknik & Hudman, 2016).

La presencia de cuatro ESU’s para el gen nadh4 y de 4 ESU’s para el gen IdhA, quiere
decir que hay cuatro distintos grupos que presentan la cantidad de mutaciones suficientes para ser
potenciales formadores de una poblacion aislada y diferenciada a las demads, asegurando la
sobrevivencia de la especie (Moritz, 1994). Por lo que una mayor cantidad de ESU puede ser
mejor para la especie. Cada una de las ESU es un linaje filogenético divergente que son generados
por barreras que no permiten el traspaso genético (Gonzalez et al, 2011). Se recomienda que cada
uno de los ESU deben de tener planes de conservacion distintos ya que cada una de ellas esta
adaptada a su ecologia y a otros factores, que cambiarlos podrian provocar la pérdida
irremplazable del ESU (Pasachnik, 2011). Es muy importante crear planes de conservacién que
se encarguen de asegurar la reproduccion efectiva de los individuos de los distintos haplotipos de
tal manera que el tamafio del haplotipo aumente y no corra peligro de eliminarse (Wright, 1951)
(Slatkin, 1987).

La Figura 22 se puede observar el cladograma obtenido a partir del analisis del gen nadh4,
se utilizaron como grupo control y como raiz del cladograma muestras de la especie Ctenosaura
similis que corresponde a la muestra #29, 32 y 43 (ejemplares C. similis). En el cladograma es

evidente que la existencia de grupos fuertemente diferenciados no existe ya que los organismos
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de distintas areas geograficas estan agrupados entre si, por lo que no hay clarificacion de las

relaciones entre los individuos.

Se realiz6 un andlisis de los valores bootstrap del cladograma, los cuales son muy
cercanos a cero, lo que significa que el cladograma no tiene soporte como para diferenciar
distintos nodos. Este comportamiento quiere decir que la variabilidad genética de la especie es
muy baja como para generar clados bien diferenciados entre si, por lo que se generan estos valores
bootstrap provoca que este analisis filogenético produzca una filogenia no resulta (Gonzalez et
al, 2011).

Esto mismo ocurre con la Figura 23, donde se puede observar el cladograma obtenido a
partir del andlisis del gen IdhA. Para este gen se utiliz6 como raiz las muestras 1G 29 e 1G32. En
este cladograma no se observa la existencia de grupos fuertemente diferenciados por area
geografica. Por lo que no hay clarificacion en las relaciones entre los individuos. De igual manera
los valores bootstrap del cladograma son muy cercanos a cero, por lo que el cladograma no tiene

soporte como para diferenciar distintos nodos (Crandall, 1994) (Sanderson, 1989).

No obstante, se puede observar que el indice de consistencia de ambos cladogramas
(0.745 para nadh4 y 0.817 para IdhA) quiere decir que las relaciones presentadas por el
cladograma son muy sélidos y que no importando la cantidad de veces que se repita el cladograma

las relaciones se haran de la misma manera (Kluge & Farris, 1969).

Tal y como se observa en el Cuadro 12, los resultados de la AMOVA demuestran que
para el gen nadh4 si existen diferencias significativas entre las poblaciones de C. palearis ya que
se obtuvo un valor P menor que el alfa estipulado (0.1), sin embargo, para el gen IdhA no se
demostro diferencia significativa entre las poblaciones de C. palearis. EIl AMOVA simple mostrd
gue no existia diferencia significativa entre los diferentes haplotipos encontrados para IdhA (®st
=-0.00378, p = 0.329), pero para el gen nadh4 (®st =0.1858, p = 0.048) si existe. La implicacion
de esto significa que las poblaciones de C. palearis presentan una diferencia significativa en
cuanto a su diversidad genética para diferenciar distintas poblaciones segun el analisis del gen
nadh4, significando que las ESU identificadas para C. palearis son significativamente diferentes

y requieren acciones de conservacion especificas.

Sin embargo, segun el gen IdhA no se puede diferenciar distintas poblaciones, esto se
puede deber a que la divergencia a distintas poblaciones no se llevé a cabo hace mucho tiempo
provocando que ain no se presenten las suficientes mutaciones como para que el gen IdhA, el cual
es un gen muy conservado, presente la informacion necesaria para diferenciar distintas

poblaciones.
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Sin embargo, el valor de conservacién de las poblaciones periféricas depende de su
divergencia genética con respecto a otras poblaciones de la misma especie. Como se puede
observar en la Figura 20, se generan distintos haplotipos aislados, que pueden ayudar en la futura
especiacion o adaptacion local de la especie, por lo que estos haplotipos requieren planes de
conservacion aparte y en conjunto al haplotipo ancestral (Lesica & Allendorf, 1995). La
conservacion a largo plazo de las especies depende probablemente de la proteccion de las
poblaciones genéticamente distintas. Adicionalmente, las poblaciones periféricas son
potencialmente importantes para eventos de especiacion futuros. Lesica y Alendorf (1995)
consideran que, bajo algunas circunstancias, la conservacion de poblaciones periféricas podria ser
beneficiosa para la proteccion de los procesos evolutivos que probablemente generen la

diversidad evolutiva futura.

El gen nadh4 present6 una mayor variabilidad genética poblacional concordando con la
informacion presentada por Pasachnik (2010). Debido a la poca variacion interpoblacional que
presenta el gen IdhA en el estudio, este gen no es informativo para determinar la diversidad
genética de C. palearis mientras que nadh4 si puede brindar informacién al respecto, esto debido

al grado de conservacion que tiene el gen.

En el Cuadro 13 se puede observar los resultados obtenidos después del analisis del
SAMOVA. Para el caso de IdhA en ni de las distintas agrupaciones se encontrd una estructura
genética marcada a nivel intrapoblacional (®st), ni a nivel interno de cada localidad geografica
(®sc), ni entre localidades geograficas (®ct). En el caso del gen nadh4 se puede encontrar una
estructura genética que al igual que Pasachnik (2011) con C. melanosterna, las barreras
biogeogréaficas y la distancia entre las poblaciones provoca la formacién de una estructura

genética diferenciada entre las poblaciones y grupos.

Tanto como en el analisis del gen IdhA, se observa que el porcentaje de similitud entre las
poblaciones es muy alto (Valor ®ct) y el valor P del mismo resulto no ser estadisticamente
significativo (>0.1), por lo que quiere decir que, a pesar de la existencia de distintos grupos o
haplotipos, todos provienen de una misma poblacion (Gonzélez et al, 2010). En el caso de C.
palearis, el aislamiento ha provocado la formacion de distintas poblaciones. Esta informacion se
complementa al analizar la diversidad de nucledtidos en la poblacién el cual se puede observar
gue en ambos genes es muy bajo. Que los estadisticos ®st dct, @sc resultaran no estadisticamente
significativos refuerzan la conclusién de que este gen no es idoneo para realizar estudios sobre
genética poblacional ya que la tasa de mutacién es muy baja por lo que no se puede observar

diferencias entre distintas poblaciones.

Se realizaron distintas agrupaciones para observar si habia una diferencia entre

localidades o regiones, por ejemplo, el primer analisis se realizé para observar si habia diferencia
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en la estructura génica a nivel de localidades de muestreo. En el segundo analisis se intentd
observar si habia diferencia entre regiones tomando en cuenta barreras geograficas y diferentes
departamentos. Por ultimo, se intentd determinar si habia diferencia génica a nivel de grupos,
segun barrera geografica por lo que las agrupaciones se determinaron por el norte del Rio Motagua
o sur del mismo. Este cambio de agrupaciones se realizé ya que en Pasachnik (2009), al estudiar
a C. melanosterna, al reducir la cantidad de grupos de interés, logro determinar a qué nivel si se
encontraba diferencia génica en la especie para determinar distintas poblaciones en el lugar de

estudio.

Para el gen nadh4 se logré detectar si habia una estructura genética bien definida para C.
palearis. En el Cuadro 13 se puede observar que, al realizar el analisis con cuatro grupos
diferentes, el valor ®st era estadisticamente significativo (Valor-p= 0.036), significando que los
distintos grupos estan diferenciados genéticamente entre si, demostrando que si hay una estructura
genética. El valor ®sc demuestra que cada uno de los grupos es diferente genéticamente a la
poblacidn ya que el valor-p fue estadisticamente significativo (Valor-p=0.032). De igual manera,
al analizar el valor ®st al formar dos grupos (cada grupo dividido por el Rio del Motagua) se
puede observar que es estadisticamente significativo (Valor-p= 0.025), demostrando que, si hay
variacion y diferenciacion genética por las diferentes poblaciones formadas por la barrera
geografica, de igual manera el valor ®sc demuestra que cada uno de los grupos posee varianza

genética entre la poblacion (Hartl & Clarck, 1997)

Por ultimo, en el Cuadro 14 se puede observar el indice D de Tajima que como resultado
da un valor negativo en ambas ocasiones, significando que en la poblacion de C. palearis hay una
menor cantidad de haplotipos que de numero de sitios de segregaciéon (Gehring, 2012). Las
implicaciones biologicas de esto se basan en la afirmacién de una alta frecuencia de alelos raros
en la poblacién o bien hace mencion a que la poblacidn esta en expansion después de un barrido
selectivo o cuello de botella (Hartl y Clark 2007). Estos resultados indican que la poblacién de C.
palearis se vio fragmentada provocando la formacién de distintos grupos aislados y que tales
grupos estan en expansion. Este cuello de botella pudo deberse principalmente a tres procesos
que llevaron a la especie al borde de la extincion a finales del siglo pasado: la severa pérdida y
degradacion de habitat del bosque seco en el Valle del Motagua (Coti y Ariano-Sanchez, 2008),
la extraccion de ejemplares de las poblaciones silvestres destinados al trafico ilegal de ejemplares
para el comercio de mascotas exoticas (Pasachnik y Ariano-Sanchez, 2010; Auliya et al. 2017) y
la caceria de esta especie para obtener carne y huevos para consumo humano (Coti y Ariano-
Sanchez, 2008).

Se conoce que poblacion de C. palearis es un grupo monofilético proveniente de una

poblacidn ancestral en comun, significando asi que la poblacion C. palearis era una sola poblacién
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hasta que por la pérdida y fragmentacién del habitat se han generado distintos grupos gque, aunque
presentan mutaciones, ain no son las suficientes para que se lleguen a formar distintas
poblaciones de esta especie (Koéhler, 1995; Buckley & Axtell, 1997).

La especiacién de C. palearis fue rapida y ocurrié hace 2 - 3 millones de afios,
aproximadamente al mismo tiempo que el cierre del istmo de Panama. Ademas, se reporta que la
tasa de mutacion es del 0.0062 o cerca de un 1.2% de divergencia por millén de afios (Pasachnik,
2010). Conociendo que la poblacion original de C. palearis era monofilética y que originalmente
era una misma poblacion distribuida en el bosque estacionalmente seco del Valle del Motagua,
por lo gue tiene toda l6gica que el analisis haya demostrado que solamente existe una poblacién
de esta especie y que por actividad humana se han formado distintos grupos que aln no presentan

mutaciones suficientes para que se formen poblaciones distintas.

Se conoce que hay una variacion genética notable producida por la fragmentacion del
habitat, deriva genética o barrera que no permitan el traspaso genético. La fragmentacion del
habitat generando pequefios parches con bosque, provoca una disminucién en la cantidad y la
diversidad de los haplotipos. La disminucion de haplotipos en la poblacién va relacionada con

una disminucion en el tamafio de la poblacion (Dixo et al, 2009).

El inicio de la explotacion de los recursos naturales del bosque estacionalmente seco del
Valle del Motagua inicié durante la época de la colonia en el siglo XVI, después del afio 1524.
Después de la llegada de los espafioles, se impusieron nuevas religiones y practicas, por lo que
pueblos originarios de la zona fueron desplazados y comenzaron con las préacticas agricolas en la
zona. El crecimiento demogréfico, avance de la frontera agricola y la introduccién de grandes
meloneras han degradado el medio ambiente de esta region (Yoshimoto &Ariano, 2017). Por lo
que el avance de la frontera agricola ha afectado considerablemente el bosque seco del Valle del
Motagua ya que el area gue esta comprendia se vio afectada y reducida (Coti, 2008). Este suceso
puede ser el cuello de botella de cual va saliendo la especie segun lo descrito por el indice D de

Tajima.

La pérdida del habitat de esta especie se debe principalmente al cambio del uso del suelo,
ya gue aumentaron los cultivos de meldn, tabaco y maiz en la regién. Ese aumento de las zonas
de cultivo provoca fragmentacion del bosque, ocasionando la formacion de grupos de C. palearis
que se quedan aislados en los distintos remanentes del bosque. Esta fragmentacion del habitat
provoca que C. palearis se acerque mas a los poblados (Coti, 2008). Esto se observo al encontrar
diferentes grupos o haplotipos, sin embargo, no habia distintas poblaciones, significando que
efectivamente lo propuesto por Coti, 2008 es certero ya que hay grupos aislados a lo largo del
bosque estacionalmente seco del Valle del Motagua, que tal y como demuestra la D de Tajima,

estan en crecimiento y expansion.
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B. Implicaciones de la genética poblacional para el desarrollo de
estrategias de conservacion de la iguna de oOrgano, Ctenosaura
palearis (Sauria: Iguanidae), y el lagarto escorpion, Heloderma
charlesbogerti (Sauria: Helodermatidae), en el bosque seco del Valle
del Motagua.

1. Metodologia. Se realizé la determinacion de las amenazas presentes tanto para H.
charlesbogerti como para C. palearis en el cual se analizaron los posibles componentes y factores
que afectan a cada especie tanto de forma individual como en conjunto. Esto se realizé a través
del analisis en el programa Miradi 4.3.1 (Foundation of Success, 2005). En este se realizé un
andlisis de las amenazas presentes para determinar el grado en que cada una afecta a las especies.

Esto se realizé midiendo el alcance, severidad e irreversibilidad de las amenazas.

El alcance se refiere al porcentaje de la poblacion que la amenaza afecta en un punto
determinado en el tiempo. La severidad es, dentro del alcance, el nivel de dafio al objetivo que se
espera si las circunstancias y tendencias actuales continGan. Puede entenderse también como el
grado de destruccion o degradacién del objetivo afectado, o el porcentaje de la poblacién afectada
que puede desaparecer. La irreversibilidad se refiere al grado en que la poblacién es capaz de
recuperarse si se diera el caso que tal amenaza fuera a desaparecer. Esta se mide en el porcentaje
de la poblacion que puede recuperarse en una unidad de tiempo. (Foundation of Success, 2005).
En el Cuadro 16 se puede observar los niveles utilizados para determinar el nivel de cada una de

las amenazas.
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Cuadro 16. Parametros utilizados para determinar los niveles en que cada amenaza afecta

a las poblaciones de H. charlesbogerti y C. palearis

Parametro Bajo Medio Alto Diuy Alte

Alcance 1-10% 11-30% 31-70% 71 -100%
{Porcentaje de la poblacion

afectada)

Severidad (Reduccién de la 1-10% 11-30% 31-70% 71 -100%
poblacion en 10 afios o tres

generaciones)

Irreversibilidad  (Esfuerze Bajo Cantidad razonable Técnicamente biuy poca
necesario para recuperar la costo /0 derecursos /6 —20 reversible, pero no probabilidad de ser
poblacién en el tiempo —3afios afiog costeable / 21 — 100 reversible / =100
estimado) afios afios

Con el andlisis de amenazas realizado, se procedio a determinar los factores que influyen
en estas amenazas, para posteriormente determinar las posibles estrategias a utilizar para reducir
su efecto en las poblaciones de las especies estudiadas. Habiendo definido las posibles estrategias,
se realiz6 un analisis del curso de accion mas apropiado a tomar, es decir, a cual se le debe dar

prioridad segln las necesidades especificas para cada especie.

2. Resultados obtenidos del andlisis de amenazas de ambas especies en el
bosque seco del VValle del Motagua. En la Figura 24 se puede observar el diagrama realizado
para el andlisis de amenazas y estrategias. En esta se pueden observar cuales son las amenazas
gue mas afectan a ambas especies, asi como los factores que contribuyen a estas amenazas. Para
cada factor se ha incluido al menos una estrategia con la cual se plantea la mejora de la situacion
de las especies en peligro. Algunas estrategias pueden ser aplicadas a mas de un factor por lo que

se estima que tales sean mas efectivos para el manejo de la amenaza encontrada.

En el Cuadro 17 se puede observar el analisis de amenazas llevado a cabo, en el cual cada
una de las amenazas fue evaluada bajo los criterios de alcance, severidad e irreversibilidad. Segun
el resultado de estas, se determing el nivel de peligro que representa cada amenaza para la especie

que afecta.
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Cuadro 17. Andlisis de amenazas presentes para Heloderma charlesbogerti y Ctenosaura

palearis llevado a cabo en Miradi 4.1.3

Amenaza | Alcance | Severidad | Irreversibilidad | Resultado
Heloderma charlesbogerti

Fragmentacion de
hibitat
Caceria

Comercio

Baja diversidad
genética

Baja cantidad de
progenie

Ctenosaura palearis

Fragmentacion de
habitat
Caceria

Comercio

Hibridacién con
especies compatibles
*Rojo: Muy alto — Amarillo: Alto— Verde claro: Medio— Verde fuerte: Bajo

Se puede observar que para Heloderma charlesbogerti las amenazas més importantes son
la fragmentacion de habitat y la baja cantidad de progenie. Por lo que los esfuerzos de

conservacion deben ser enfocados a combatir estas dos amenazas.

Dentro de las amenazas presentes para Ctenosaura palearis, las que presentan el mayor
grado de importancia son la fragmentacion de habitat, la caceria y el comercio. Estas ultimas dos
estan estrechamente relacionadas, por lo que se puede tomar la oportunidad para estudiarlas como
una misma. Estas ultimas dos estan estrechamente relacionadas, a por lo que se puede tomar la
oportunidad para estudiarlas como una misma. Se observa que la fragmentacion de hébitat es de

suma importancia para ambas especies.



Figura 24. Diagrama realizado en Miradi 4.1.3 para el reconocimiento y analisis de

amenazas para las especies de H. charlesbogerti y C. palearis
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3. Discusién de resultados obtenidos del analisis de amenazas a las especies

en el bosque seco. Como se puede observar durante la extraccion, a pesar de la baja
concentracion de algunas de las muestras obtenidas durante la misma, no se encontrd problema
alguno para poder realizar el trababajo. Los oligos disefiados para ambas especies resultaron ser

efectivos.

En el caso de H. charlesbogerti se obtuvieron tres haplotipos diferentes (occidental,
central o ancestral, y oriental) (Figura 17), de los cuales, el occidental y oriental difieren del
central por una sola mutacion. Esto significa que solamente se pudo determinar una Unica ESU.
Esta baja diferenciacién entre los haplotipos de H. charlesbogerti puede deberse al poco tiempo
gue las subpoblaciones han llevado separadas. Con el avance de la frontera agricola desde el siglo
XVI, especialmente en la costa sur, el habitat de esta especie se ha visto reducido, llegando a

ocupar solamente el area que se registra en la actualidad.

Utilizando el gen nadh4 se obtuvieron cinco haplotipos diferentes para C. palearis (Figura
20) De estos, el mayor o ancestral es el de Cabarias, el cual posee no solo la mayor cantidad de
individuos, sino que ademas estos son distintas localidades (Cabafias, Usumatlan y El Jicaro).
Entre la red de haplotipos se encuentran algunos bien diferenciados como los de Usumatlan, Palo
Amontonado y Gualan, lo cual se puede deber principalmente a las barreras biogeogréficas
presentes, como el Rio Motagua, de forma similar a lo presentado por Pasachnik (2011) con C.
melanosterna en Honduras; asi como a la misma distancia y fragmentacion del bosque, como lo

encontrado por Zarza et.al. (2011) con C. pectinata.

El gen IdhA de C. palearis resultd en una red con una alta concentracion de haplotipos en una
misma &rea (Figura 21) los cuales se encuentran muy relacionados entre si. Esto demuestra que
este gen tiene una baja tasa de mutacion y, por ello, hay pocos haplotipos. Estos resultados
respaldan lo reportado por Pasachnik (2010), donde indica que el porcentaje de variacion para el

gen ldh-A es menor que para el gen nadh4.

La conectividad entre las poblaciones es de gran importancia para mantener la variacion
genética, y las mutaciones son la Unica fuente potencial de novedades genéticas en las poblaciones
(Frankham et.al. 2002). La pérdida de la conectividad en una metapoblacion resulta en
poblaciones pequefias y aisladas, lo cual aumenta el efecto de la deriva genética, resultando un

dafo al potencial evolutivo de las especies (Frankham, 2005).

Heloderma charlesbogerti presenté un alto indice de endogamia entre sus poblaciones
(®c1=0.30, p=0.16), la cual puede ser un indicador de expresion de alelos recesivos perjudiciales,
reduccion en resistencia a enfermedades y ruptura de heterocigocidad (Tsangaras et al., 2012).

Esto es preocupante debido a que, en estudios, como el presentado por Crnokrak y Roff (1999)
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muestran que las progenies de individuos estrechamente relacionados muestran atributos menos
desarrollados que el resto de la poblacion, asi también, se disminuye la probabilidad de
supervivencia del individuo. H. charlesbogerti se ha visto arrinconado a este tipo de
comportamiento debido al deterioro de su hébitat. C. palearis, de la misma forma, se ha visto
implicada en la pérdida del bosque seco en el occidente de Guatemala. A esto, se le deben sumar
las amenazas propias de cada especie, la caceria, por miedo o por alimento para cada especie
respectivamente, la reduccion de recursos disponibles, el trafico ilegal, todas estas han jugado un

papel muy importante en el desarrollo de la situacion actual de ambas especies.

Actualmente, las practicas de conservacion, tanto para H. charlesbogerti como para C.
palearis se han enfocado en gran medida a la conservacion de areas de bosgue seco. Aungue no
es directamente con este propo6sito, esto ha ayudado a ambas especies a mantener sus poblaciones
en los dltimos afios. En la Estrategia Nacional para la Conservacion del Heloderma y su Habitat
(CONAP-Zootropic, 2013) se establecen los objetivos principales y sus respectivas estrategias
para la conservacion. Estas se centran en tres areas, aumentar el nimero de areas protegidas en el
bosque seco, reducir la extraccion ilicita de individuos y aumentar el nimero de investigaciones

enfocadas a H. charlesbogerti.

Para H. charlesbogerti, el valor de la D de Tajima (0.092) positivo indica que hubo una
contraccion drastica de la poblacién. Esto puede deberse al avance que tuvo la frontera agricola
desde la colonia durante el siglo XVI (CENGICANA, 2014). Durante esta época, el bosque seco
de la costa sur comenzo6 a cambiar su tipo de uso al actualmente conocido uso agricola. Esto
restringié el habitat disponible para H. charlesbogerti y por ende también de C. palearis
Unicamente al bosque seco del Valle del Motagua. Dentro del mismo, la explotacién de los
recursos, en forma de agricultura o en uso de madera del bosque, ha causado una severa
fragmentacion, lo cual resulté en poblaciones muy reducidas. C. palearis obtuvo un valor
negativo para la D de Tajima (nadh4=-3.359, IdhA=-3.703), lo que implica que este sufrié de un
cuello de botella genético recientemente, o que la poblacion estd saliendo de uno. Lo mas
probable, es que esta saliendo de uno en la actualidad. La iguana de 6rgano ha sido parte de la
dieta de los pobladores de la regién por largo tiempo, lo que significa que la baja diversidad de la

especie no es resultante de un deterioro repentino de la poblacion.

También hay que tomar en cuenta la biologia de la especie. H. charlesbogerti, tienen
territorios bastante grandes por individuo, especialmente machos, llegando a moverse hasta 50
km (Ariano y Salazar, 2015). Esto significa que esta se ve bastante afectada por la fragmentacion,
obligando a los individuos a cruzar zonas urbanas o agricolas, donde son vistos como amenazas.
Esto genera poblaciones muy pequefias que tienden a sufrir de endogamia. La Reserva para la

Conservacion del Heloderma y el Bosque Seco tiene un programa de reproduccion en el que los
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individuos son dejados dentro de un recinto durante su época fértil y liberados posteriormente
para que depositen sus huevos. Aln no se ha establecido si el nivel del éxito del programa, en
parte debido a que H. charlesbogerti tiene una esperanza de vida bastante elevada. Beck (2005),
reportd que la esperanza de vida de la especie era de 50 afios, sin embargo, segun las
observaciones de Ariano (2017) puede llegar a ser de hasta 80 afios. Esto significa que el nimero

de generaciones que ha pasadoes muy reducido.

Alberts (1999) utiliz6 individuos del género Cyclura en la isla de Guantanamo Bay que
habian sido criados por 18 meses en un estado de semicautiverio. Esta estrategia mostré poca
resistencia por parte de los individuos en su adaptacion a los ambientes naturales. Este es uno de
los posibles acercamientos para disminuir la mortalidad de individuos jovenes de H.
charlesbogerti y C. palearis, los cuales tienden a ser los mas afectados por los depredadores de
la region. Esto seria utilizado como una estrategia para aumentar la progenie de ambos grupos,
especialmente H. charlesbogerti, la cual presenta una probabilidad de encuentros durante la época

reproductiva muy baja.

Dentro de las estrategias que se tiene la probabilidad de implementar, se encuentra la de
traslocacion de individuos, la cual implica el traslado deliberado de individuos de una
subpoblacién a otra (Moritz, 1999). Aunque este tipo de estrategias tiende a tener éxito, existen
varios casos en los que este tipo de aproximacién ha fallado, principalmente por falta de
monitoreo adecuado (Dodd, 1991; Short et.al. 1992).

Dentro de las principales causas del fracaso de traslocacion de individuos se encuentra la
persistencia de las amenazas presentes (Simberloff, 1996), como la caceria en el caso de C.
palearis. En este caso se puede asumir que a menos que se reduzca de forma dréastica su consumo,
cualquier intento de traslocacion resultard en fracaso. Sin embargo, también hay que tomar en

cuenta que no todas las poblaciones son adecuadas para esta estrategia.

Una de las desventajas que se podrian observan dentro de la traslocacién es la reduccion
del fitness de las generaciones posteriores a la introduccién de los individuos. Esto se debe a que
existe la posibilidad que los alelos especificos para la adaptabilidad de la poblacién se pierden

por la introduccién de individuos genéticamente muy diferentes (Moritz, 1999).

Por ello, en el caso de las especies estudiadas en este trabajo, se deben tener muchas
consideraciones. Se deben realizar estudios posteriores en los que se resalte la importancia tanto
de genes mitocondriales como nucleares para determinar de forma mas precisa las poblaciones
gue pueden ser candidatas. H. charlesbogerti, por ejemplo, con la informacién recopilada de su
diversidad genética segin el gen atpasa6 no requiere traslocacion de individuos, pues las

poblaciones no presententan diferencias entre ellas. C. palearis, por otra parte, presenta
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poblaciones con diferencias mas marcadas, como lo es la del norte del Valle del Motagua

(Usumatlan), la de occidente (Palo Amontonado), o la de oriente (Gualan).

Esto significa que el intercambio puede darse, pero determinando a priori cuales son los
parametros necesarios para considerar a dos poblaciones aptas para intercambio, con el fin de

evitar la pérdida de alelos raros.

El principal problema de la traslocacion de individuos, que es el hecho que algunas
poblaciones son inadecuadas para intercambio, se puede resolver por medio de otra estrategia, el
cual es el aumento de la conectividad entre las poblaciones (Moritz, 1994). Vucetich y Waite
(2001), describen poblaciones de tipo fuente-sumidero, las cuales podrian ser las mas adecuadas
para describir los resultados obtenidos para H. charlesbogerti y C. palearis en este estudio. Es
este, se estima que mientras méas alejadas estén las subpoblaciones de la poblacion principal,
menor sera la calidad de los recursos que poseen. Como se ha mencionado antes, la actividad
agricola ha fragmentado enormemente las poblaciones de ambas especies, lo que ha dejado
grandes extensiones de tierra sin cobertura forestal adecuada para su traslado. Por lo que se
necesitaria llegar a un acuerdo con los terratenientes de la region para poder crear corredores

bioldgicos en los que sea posible que individuos logren cruzar.

Esta estrategia juega un papel de gran importancia, especialmente para H. charlesbogerti,
ya que esta especie tiene la caracteristica que durante la época lluviosa (junio a octubre) tiene una
extensién marcada de la dispersion del ambito de hogar, llegando a ser de hasta 94 ha, lo cual es
hasta cinco veces mayor que su distribucion durante la época seca (noviembre a mayo) (Ariano-
Sanchez y Salazar, 2015).

Aun asi, antes de implementar este tipo de estrategias es necesario dar a conocer la
importancia de las especies, especialmente de C. palearis, que es la mas perseguida, y fomentar
la utilizacion de alternativas para la dieta de los pobladores de la regién. Un ejemplo de la
alternativa es la iguana Ctenosaura similis, la cual posee un cuerpo de mayor tamafio que C.
palearis, aunque no es tan utilizada porque, segun los pobladores, no tiene tan buen sabor como

la dltima.

Una de las formas de aumentar la probabilidad de éxito en estrategias como la creacion
de un corredor bioldgico, es el uso de las Funciones de Seleccion de Recursos (RSF por sus siglas
en inglés) (Boyce y MacDonald, 1999). Las especies son capaces de seleccionar territorios
dependiendo de atributos especificos, como la vegetacion, la distancia a cuerpos de agua o fuentes
de alimento, presencia de depredadores, etc. (Manly et.al. 2004). Segln esto, es necesario
determinar cuéles son las zonas preferenciales para ambas especies. Ariano-Sanchez y Salazar

(2015) determinaron el &mbito de hogar de H. charlesbogerti, con el cual se puede iniciar a
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determinar el &rea de mayor importancia para la conservacion de la especie, en la que se pueden

encontrar sitios de anidamiento, o de refugio durante la época seca.

En el caso de C. palearis, no se tiene una fuente clara en la que se establezca el &mbito
de hogar y las zonas preferenciales. Goode et al. (2016) realizd un estudio en el que se establecién
la distribucién preferencial de Ctenosaura oedirhina, tomando en cuenta las amenazas presentes
y las variables asociadas a la especie. El establecimiento de estas areas se puede utilizar para crear
pardmetros de preferencia de la especie y de esta manera, a través de simulaciones, determinar
cudles son las zonas con una mayor probabilidad de albergar poblaciones, tanto de C. palearis
como de H. charlesbogerti. Un ejemplo, es el estudio realizado por Cleve et.al. (2011), en el que
se utilizaron variables ambientales para encontrar una poblacion desconocida de Vulpes vulpes,

una especie de zorro en Sierra Nevada.

Las cuatro ESU encontradas para C. palearis requieren de un manejo individual. El
objetivo de la biologia de la conservacion es mantener los procesos bioldgicos y evolutivos de las
especies, por lo que el manejo adecuado de cada una de las unidades encontradas es vital. La
unidad encontrada al norte del Rio Motagua, aunque presenta condiciones ambientales similares
al resto del grupo, es la mas apartada del resto debido a la clara division que representa el
Motagua. Ademas, esta se encuentra en una zona con diferencias marcadas en cuanto a valores,
principios y politicoas. Segun observaciones propias, en la zona de Usumatlan, los pobladores
tienden a inclinarse hacia la proteccion de esta especie, a diferencia de otras areas visitadas, en
las que la primera reaccion de los miembros de la comunidad era tomar a la iguana de 6rgano

como alimento.

El drea de Usumatlan, ademas, presentd también diferencias marcadas en cuanto a los
lugares en los que se podian encontrar los individuos. Aunque en otras zonas fueron encontrados
en pequefios parches de bosque, en Usumatlan estaban presentes también en las casas de algunos
pobladores que se dedicaban a cuidarlas. Esto muestra una clara diferenciacién con el resto de las
zonas, ya que esto complica hasta cierto punto las posibles estrategias a utilizar. Se aconsejaria
brindar informacién y apoyo a los ciudadanos con pequefias poblaciones de C. palearis para evitar
dafios a las mismas. Hines (2011) mostr6 que la inclusion de alimentos no propios de la dieta
ordinaria en individuos de la especie Cyclura cychlura, tenia repercusiones en la salud de los
mismos, llegando a observarse diferencias hematolégicas en los individuos, lo cual puede ser
indicador de una salud deteriorada. Por ello, se debe considerar en esta zona un programa de
reproduccién en semicautiverio con el fin de liberar los individuos resultantes en un &rea apta
para su supervivencia, la cual debe cumplir con las condiciones necesarias para el mantenimiento

a largo plazo de la especie cerca del area donde los individuos parentales fueron encontrados.
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A pesar del panorama que se ha planteado para ambas especies, hay que tomar en cuenta
que no todos los casos son absolutos. Se ha demostrado que en albatros (diomedea exulans y D.
amsterdamensis) que es posible el desarrollo de mecanismos para reducir el impacto de la
depresion por endogamia, mostrando ser mas severa en especies con alta variabilidad genética, lo
cual resulta en una disminucion dréstica y subita de las poblaciones (Milot, et.al., 2007). También
se ha reportado en aves (Grombridge, et.al., 2000), mamiferos (Wynen, et.al., 2000) y otros
reptiles (Kuo &Janzen, 2004) que es posible que las poblaciones se encuentren en buen estado a

pesar de la baja diversidad genética.

C. Sintesis verde de un inhibidor de fosfolipasa A2 y evaluacién de su
utilidad para reducir la actividad hemolitica en el veneno de
serpiente de cascabel (Crotalus simus) y lagarto escorpion

(Heloderma charlesbogerti).
1. Metodologia.

a. Extraccion del veneno. El veneno crudo se obtuvo de especimenes de C. simus y H.
charlesbogerti de la Reserva Natural para la conservacion del Heloderma y Zootropic. Este fue
colectado en un beaker y luego se conservo en tubos eppendorf de 1.5mL a -20°C. La extraccion
se realiz por parte de Zootropic y se dond al proyecto para su posterior estudio. Se utilizé de

forma independiente los venenos extraidos, de manera que los resultados sean congruentes.

b. Sintesis del Bromuro de p-Bromofenacilo. Se colocaron 5g de p-bromoacetofenona
en un balén de 50mL cubierto con aluminio. Se agregd 2.5mL de una solucién acuosa (47%) de
acido bromhidrico al balon y se agitd por cinco minutos a temperatura ambiente. Se adiciond 1g
de cloruro de litio y se agit6 por 1min. Por ultimo, se agregd lentamente 5mL de una solucién
acuosa (30%) de perdxido de hidrégeno. Se utiliz6 un sistema de reflujo para contener el bromo

producido (Figura 25). Se calent6 la mezcla a 70°C por 1h por medio de un bafio de agua.
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Figura 25. Sistema de reaccion. Consiste en un balén de 50mL conectado a un adaptador
en Y. Este a su vez se conecta con un condensador y un embudo de decantacién a través
del cual se agreg6 el peroxido de hidrogeno.

Para la purificacion, se agregd cuidadosamente 12.5mL de agua, seguido de 12.5mL de
hexano y se realizd una extraccion liquido-liquido. Se desecé la fase orgénica, que contiene al
producto, con sulfato de magnesio anhidro. Se filtrd al vacio el material soluble y se evapord el
solvente. Se confirmd la sintesis del inhibidor por medio de una prueba de punto de fusion, un
ensayo cualitativo con yoduro de potasio, y un analisis de espectroscopia infrarroja, este dltimo

fue realizado por Global Quality.

¢. Ensayos cualitativos de inhibicién enzimatica. Se obtuvo las placas de agar sangre por
parte de ARQUISA®. Se dividio la placa en 4 partes (Figura 26). Se utilizé una dilucién 1:100
del veneno, colocando Syl de esta como muestra y SuLL de inhibidor. Se colocd 10uL de muestra,
siendo veneno puro el control positivo y cloroformo, el solvente, el control negativo. Los
resultados se visualizaron a las 36h de incubacion a temperatura ambiente, midiendo y

comparando los diametros de la zona de hemolisis.
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Figura 26. Diagrama de las placas a utilizadas en los ensayos cualitativos.

Muestra

Muestra
+ pBPB

Posteriormente, para realizar comparaciones entre la inhibicién del veneno de C. simus y H.
charlesbogerti, se realizd otro ensayo. Se dividi6 la placa en seis partes (Figura 27). Se realizd
comparaciones entre una dilucion 1:10 del veneno de C. simus y H. charlesbogerti en agua
destilada (DCs y DHe, respectivamente), una dilucion 1:10 del veneno en etanol (Cs y He,
respectivamente); y una dilucién del veneno 1:10 en una solucién de pBPB en etanol al 0.5% p/v
(Csl y Hel, respectivamente. Las diluciones se prepararon en tubos eppendorf de 0.5mL e
incubaron 30min a 37°C. Se colocd 5uL de estas diluciones en las placas. Se midio los halos de

hemolisis con un vernier, 24h después de la incubacion a 37°C. El ensayo se realizo por triplicado.

Figura 27. Diagrama de las placas utilizadas para los ensayos cualitativos,

comparando veneno de C. simus y H. charlesbogerti.

DCs DHe

Csl Hel

d. Ensayo de hemdlisis indirecta. Se utiliz6 sangre de carnero obtenida de ARQUISA.
Se lavo las células con PBS, centrifugando a 800Xg por 5min. Se prepard una suspension con
buffer de fosfatos 20mM, NaCl 100mM, CaCl2 10mM, eritrocitos al 3% (1:30 v/v) lecitina de
soya 0.1% (1:30 v/v) (PBS). Se coloc6 en un tubo 870uL de PBS, y 30uL de sangre. Se agrego
10uL de veneno puro (para obtener una dilucion 1:100). En el caso del tratamiento con inhibidor,
se agregd también 90uL de una solucién al 0.5% en etanol (proporcion 1:9 veneno:inhibidor) para

un volumen final de 1mL. Las muestras se incubaron a 37°C por 30min. Se colectaron alicuotas
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de 10pL cada 5min y se realizd una diluciéon 1:100 de éstas en PBS. Posteriormente, se
centrifugaron rapidamente, se colect6 el sobrenadante, y se determiné la densidad 6ptica a 405nm
(OD405) utilizando PBS como blanco. Los resultados son porcentajes comparando con la

hemdlisis dada por el veneno.

e. Analisis de datos. Cada ensayo se realizo por triplicado. Se realiz6 una regresion
lineal entre la actividad de la enzima y el tiempo para comparar los resultados de los ensayos

cuantitativos. Las regresiones obtenidas se analizaron en el programa R (R Core Team, 2016).

2. Resultados obtenidos de la sintesis del inhibidor y del ensayo enzimatico
realizado con veveno de ambas especies. La sintesis fue exitosa, obteniendo 4.14g de un
compuesto sélido de color amarillo claro. Este fue identificado como pBPB (Figura 28) con un
porcentaje de rendimiento del 58.8%. Esto fue confirmado por el rango de fusion obtenido,
desde 100.57 £4.92 °C a 105.90 +1.39 °C (Cuadro 18). La presencia de un &tomo de bromo en
posicion alfa fue confirmada por la formacion de un precipitado después del tratamiento con

yoduro de potasio.

Figura 28. Producto solido de la reaccion.

Cuadro 18. Rangos de fusion determinados para el pBPB. El punto de fusion inicial es la
temperature a la que el solido empieza a fundirse. El punto de fusion final es la

temperature a la cual el sélido se funde por completo.

Muestra Inicial (°C) Final (°C)
1 103.0 107.3
2 93.7 104.0

3 105.0 106.4
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El analisis de espectroscopia infrarroja indica la presencia del producto, debido a que se
encuentran picos caracteristicos del compuesto (Anexo 16) en los espectros obtenidos (Figuras

29y 30). El Anexo 17 muestra en detalle la identidad de los picos.

Figura 29. Espectros infrarrojos del sustrato y el producto impuro. Se muestra en azul el
espectro del producto con sus picos identificados. Se muestra en negro el espectro del

sustrato. C=0: carbonilo; Ar: aromatico (arilo); Sust: impureza de sustrato; Prod: pico

distintivo del producto.
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Figura 30. Espectros infrarrojos del sustrato y el producto puro disuelto en etanol. Se

muestra en azul el espectro del producto con sus picos identificados. Se muestra en negro

el espectro del sustrato. C-H: enlace carbono-hidrégeno de un alcano sp®.

Software Version: Report Builder, Rev. 2.01
Dimte: |ROA0N17 Time: 02:36&12 pm

oz,

e

T 55 | |
55
50,

45,

|
15

i 's\';sm\

(sp3) i

Nal T
40000 3000 2000 1504 10

650.0

En el ensayo cualitativo, se encontré una disminucion en el didametro de hemolisis. Esto

demuestra la reduccidn de la actividad hemolitica, y la efectividad del inhibidor sintetizado, el

resultado se muestra en los Cuadros 19 y 20.
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Cuadro 19. Didmetros de los halos de hemodlisis de los ensayos cualitativos en placas de

Concentracién de
pBPB (mM)

OB wWN P

agar sangre.

Control Veneno Veneno + Control
positivo (cm)  (cm) inhibidor (cm) negativo (cm)
2.2 1.2 0.9 0.0

2.0 1.2 0.9 0.0

2.1 1.2 0.9 0.0

2.1 11 0.8 0.0

2.0 1.1 0.8 0.0

Cuadro 20. Placas de agar sangre antes y después de 36h de incubacion. Las diferentes

concentraciones del inhibidor fueron utilizadas para verificar la reduccién de la actividad

Concentracion de pBPB

1mM

2mM

3mM

4mM

5mM

hemolitica del veneno.

Oh

36h
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Al realizar comparaciones entre el veneno de C. simus y H. charlesbogerti, se encontr6
poca diferencia entre los didmetros de hemolisis presentados (Cuadros 21 y 22). Se encontr6
contaminacion bacteriana en las muestras de veneno, por lo que no se permite una comparacion
adecuada del veneno. También se observa mayor hemdlisis en los tratamientos con etanol. Las

mediciones de los halos de hemolisis se presentan en el Anexo 18.

Cuadro 21. Placas de agar sangre antes y después de 24h de incubacion a 37°C.
Oh 24h

\ = -

Cuadro 22. Promedios de los didmetros de hemdlisis provocados por cada tratamiento.
DCs (mm) Cs (mm) Csl (mm) DHe (mm) He (mm) Hel (mm)
13.03+0.52 10.64+0.54 12.95+0.43 8.03+0.54 10.97+0.79 12.47+0.25

La actividad enzimética de C. simus fue reducida significativamente por el pBPB,
disminuyendo casi un 20%. Sin embargo, este no fue el caso para H. charlesbogerti. Los graficos
lineales de este ensayo se muestran en la Figura 31. También se observa una hemdlisis creciente

en la curva de C. simus. Los datos se presentan en el Anexo 19.
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Figura 31. (a) Inhibicién del veneno de C. simus por el pBPB. (b) Inhibicién del veneno de
H. charlesbogerti por el pBPB. En azul se muestran los datos del veneno (100%) y en rojo

los datos del veneno modificado con el inhibidor.
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3. Dicusién de resultados obtenidos de la sintesis del inhibidor y del ensayo
enzimatico. La sintesis de pBPB obtuvo un rendimiento menor al esperado (88%). Esto podria
haber sucedido por la descomposicion del producto debido al calor, o pérdida del mismo en la
evaporacioén de la fase organica (Moghimi et al. 2011). Sin embargo, el rango de fusion obtenido
fue més similar al del producto esperado (108-110°C9 que al del sustrato (49-51°C) (Moghimi et
al. 2011).

También, el ensayo cualitativo con yoduro de potasio sustenta esto debido a que produce

un yoduro de alquilo insoluble en acetona. Este es selectivo a un bromuro en posicion alfa debido
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a su mecanismo (Anexo 17). Los espectros IR (Figuras 28 y 29) confirman ain mas la obtencion
del producto, debido a que se encuentran picos caracteristicos de la molécula (Anexo 17).

Luego de obtener el inhibidor, era necesario confirmar su eficacia. Se esperaba la
reduccién de los halos de hemolisis provocada por el veneno. Esto se muestra en los ensayos
cualitativos, donde la actividad hemolitica del veneno fue disminuida. EI Cuadro 18 muestra que
el diametro de hemdlisis es reducido al tratar el veneno con pBPB. Esto comprueba la utilidad del
producto. Ademas, se confirma que esta reduccién posee una correlacion dosis-respuesta lineal
(Gutiérrez et al. 1995) Por otro lado, los Cuadros 21 y 22 presentan la poca diferencia entre la
hemolisis provocada por el veneno y el veneno con inhibidor. Estos resultados no presentan una
comparacion apropiada, debido a que se encontrd contaminacion bacteriana en las muestras de
veneno, y la hemolisis pudo no ser la 6ptima. Adicionalmente, se encontrd que el tratamiento con
etanol provocd un aumento en la hemodlisis, posiblemente debido a deshidratacion de los
eritrocitos. Se recomienda realizar mas pruebas para minimizar este efecto hemolitico.

Finalmente, para cuantificar la diferencia entre el veneno y su inhibicidn, era necesario
un ensayo de hemolisis indirecta. En la Figura 31 se observa una gran diferencia entre la
inhibicion del veneno de C. simus y H. charlesbogerti. Se considera que esta diferencia puede ser
causada por la actividad hemolitica relativa encontrada para cada uno de estos venenos. La
crotoxina, siendo el componente principal del veneno de C. simus, es mas probable que posea
mayor actividad en relacion a otras toxinas (Calvete et al. 2010). Sin embargo, se ha encontrado
que varias especies de Heloderma no poseen tanta PLA; en relacién a otras toxinas como la
kallikreina, o el exendin (Koludarov, et al. 2014; Ariano, 2003). Esto sugiere gue la actividad
fosfolipasa en el veneno de H. charlesbogerti es casi nula a comparacion de la actividad en C.
simus.

En la Figura 31(a) también se puede observar un incremento en la actividad hemolitica
del veneno de C. simus conforme aumenta el tiempo. Esto puede estar ocurriendo debido a que
habia un pequefio tiempo entre el muestreo y las mediciones, por lo que la actividad hemolitica
podria ser un poco mayor a la esperada. También puede ser debido a otros componentes
hemoliticos en el veneno, como metaloproteasas, un grupo de enzimas bastante prevalente en
venenos de crodlidos (Byrd y Johnson, 1970). De esta manera, se recomienda detener las
reacciones con EDTA, para quelar el calcio (el cofactor) e inhibir la PLA,. Este estudio también
implica que puede desarrollarse un método para el tratamiento de mordedura de C. simus con
pBPB, debido a que se ha demostrado que éste es Util en el tratamiento para mordedura de
Bothrops asper, y reduciendo su actividad enzimatica hasta al 1% y la sensibilidad al dolor
(Chacur et al. 2003).

En la Figura 31(b) se puede observar que la actividad hemolitica del veneno de H.
charlesbogerti se mantiene constante y con una inhibicidn casi nula. Esto se debe a que no se

trabajo en el pH Optimo para la PLA; de este veneno, el cual es nueve (Gomez, et al. 1989). En
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otros estudios se ha encontado que la inhibicién por medio de pBPB no es significativa si la toxina
también posee poca actividad catalitica (Diaz et al. 1993). Adicionalmente, se considera que la
inhibicion por parte del pBPB puede ser distinta en una fosfolipasa de grupo Ill, que es méas
similar a la de las abejas que a la de vipéridos (Burke y Dennis, 2009). Debido a esto, se sugiere
también un aumento en el tiempo del ensayo para H. charlesbogerti, ya que se ha reportado que
la inhibicion del veneno de C. simus requiere de menor tiempo en comparacién a otras especies
de serpiente, ademas del veneno de abeja (Marcussi et al. 2007).

Como conclusion, esta investigacion demuestra un método verde para la sintesis de pBPB,
por medio de una bromacion en alfa de la p-bromoacetofenona. Ademas, que este es Util para la
reduccion de la actividad hemolitica de C. simus. También demuestra que es necesario optimizar
las condiciones del ensayo con el veneno de H. charlesbogerti, de manera que se pueda evaluar

si éste puede ser un tratamiento adecuado para el mismo.

D. Evaluacion de la toxicidad de extractos de plumas de Pheucticus
chrysopeplus (Aves: Cardinalidae) mediante ensayo de letalidad con

artemia salina (Anostraca: Artemiidae) como modelo in vivo
1. Metodologia

a. Trabajo de campo y colecta de muestras. Se colocaron redes de niebla en la Reserva
Natural Privada para la Conservacion del Heloderma en claros con alto trafico de aves. Las redes
se mantuvieron abiertas durante periodos del dia de alta actividad de aves, de 06:00-10:00 hrs. y
de 16:00-19:00 hrs. revisando cada 20 minutos las mismas para reducir el riesgo de mortalidad
por insolacién (Karr, 1981). Se mantuvo sujecion de los organismos mientras se extraian las
plumas (aproximadamente 5 minutos) con base a técnicas de manejo de aves de la FAO
Animal Production (2007), especificamente el ringer’s hold que implica sujecion de la cabeza del
ave entre los dedos medio e indice mientras se sostienen las patas entre los dedos anulares y
mefiique. Se colectaron plumas bajo recomendaciones del Protocolo de Colecta de Plumas de
UCLA (2015). Se colectaron plumas debido a que, al ser la primera linea de defensa contra
depredadores, son un repositorio funcional 16gico para sustancias toxicas defensivas (Wieldon,
2000). Ademas, si bien estudios de Dumbacher et al. (2009) determinaron que la mayor
concentracion de toxinas en Pitohui sp. se encontraba en piel, dichos resultados pueden deberse
a una contaminacion de las muestras de piel por plumon incrustado en el tejido (Wieldon, 2000).
Se colectaron dos plumas de cola, una central y una distal para cada individuo, asi como
aproximadamente 0.5 g de plumas de: vientre, espalda y cuello. Para arrancarlas, las plumas se
sostienen cerca de la base y se halan suavemente. Posteriormente se almacenaron en bolsas
Ziplock separadas por individuo a 4° C, anotando especie, fecha de colecta y hora del dia. Cada

individuo se marcé utilizando esmalte de ufias para evitar volver a colectar plumas del mismo.
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b. Bioética. Todos los procedimientos aqui descritos fueron aprobados por el Comité de
Etica, Uso y Cuidado Animal de la Universidad del Valle de Guatemala (CEUCA - UVG) con
vigencia del 10 de noviembre de 2016 a 10 de noviembre de 2017. La carta de aprobacién se
adjunta en Anexos (Anexo 3).

c. Extraccion de toxinas. Las plumas se cortaron en pequefias secciones, se pesaron
usando una balanza analitica y se colocaron dentro de un tubo eppendorf de 0.5 mL. Se perfor6
el tubo con una jeringa cerca de su base. Seguido, se afiadio etanol a una razén de 2 mL por cada
gramo de pluma y se dejé reposar por 5 minutos para permitir que las toxinas se disuelvan en el
etanol. Luego, se coloco el tubo perforado dentro de un tubo eppendorf de 2 mL y se centrifugd
la muestra a 13,200 rpm por 5.5 minutos para filtrar el etanol. Este proceso de lavado se repitid
tres veces. Se combinaron los extractos y se evaporo el etanol de los mismos en un Shake n” Bake
a 60 °C. El residuo se resuspendié en metanol (2 mL por cada gramo de pluma utilizado)
(Dumbache et al., 2016).

d. Ensayos de letalidad. Se evalud la toxicidad de los extractos de pluma de cada especie
mediante bioensayos de mortalidad con Artemia salina. Su uso es compatible con metanol como
solvente segun Wu (2014), por lo que el extracto propuesto presenta un modelo ideal. Se utilizaron
puntas de micropipeta de 1000 L selladas con calor como viales para colocar cada grupo de
artemias. Dentro de cada vial se colocaron al menos 10 artemias junto con 500 pL de una
combiancién de agua de pecera, buffer salino de fosfatos, metanol y cada uno de los extractos a
evaluar segun sea el caso. Las cantidades especificas se resumen a continuacion (Cuadro 23). Se
determiné la mortalidad registrando la cantidad inicial de artemias en cada vial y la cantidad de
artemias vivas (criterio: se mueven al menos 1 vez a lo largo de 10 segundos) luego de 24, 48 y
72 horas (Geetha et al., 2013).

Cuadro 23. Composicién soluciones empleadas para cada tratamiento.

Tratamiento Agua de pecera Otras sustancias
Control .
250 pL + 250 pL de Buffer salino de fosfatos
Metanol
495 uL + 5 uL de Metanol
Extracto de plumas 495 pL + 5 L de extractos de P. chrysopeplus.

Se utilizé buffer salino de fosfatos en el grupo control para evitar cambios de pH que
puedan afectar la mortalidad de A. salina (Hamidi et al., 2014). Este grupo permite determinar la
mortalidad sin adicion de ninguna sustancia. El tratamiento metanol permite determinar la

mortalidad de A. salina al ser expuesta a metanol, el solvente de los extractos de toxinas
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realizados. Por ultimo, el tratamiento de extracto de plumas permite evaluar la mortalidad de A.

salina al ser expuesta a extracto de plumas de P. chrysopeplus.

Las sustancias evaluadas se utilizaron a una concentracion de 1% (5 en 500 pL) bajo
recomendaciones de Geethaa et al. (2013), en donde describen la interferencia de solventes
comunes, incluyendo metanol, en bioensayos con A. salina. Sugieren 1.25% como concentracién

méaxima al evaluar soluciones que contengan metanol como solvente.

e. Analisis estadistico. Se utilizé el programa JMP 5 para determinar si existian
diferencias significativas entre la mortalidad de artemias en cada grupo (control negativo, control
metanol y experimental). Se realizé una prueba de Shapiro-Wilk para determinar si la distribucion
de los datos era normal. Debido a que no lo era, se realizd entonces una prueba de
Wilcoxo/Kruskal-Wallis para determinar si habia diferencias significativas entre las medianas de
cada tratamiento.

2. Resultados obtenido y discusion de la toxicidad de plumas de P. chrysopeplus.
Ensayos de letalidad con A. salina indicaron que extractos de plumas de P. chrysopeplus producen
una mortalidad mayor que a comparacion de los tratamientos control y metanol (Fig. 29). Solo se
evallan efectos luego de exposicion por 24 horas debido a que al cabo de 48 y 72 horas la
mortalidad de A. salina en todos los tratamientos se acercaba al 100%. Los tratamientos
evaluados presentaron la siguiente media y desviacion estandar, respectivamente: Control 6.7%
+10.7%; Metanol 6.5% +9.4%; Extracto de plumas 29.3%, +19.1%.

Figura 32. Dispersion de datos para mortalidad de A. salina luego de ser expuestas por 24

horas a cada tratamiento.

1009
0%
BO%
=
8 70%
2!
o
S a0% B Control
F
5 90% B Metanol
A
2 ap% ® Extracto de plumas
o .
.
E 30%

=

Se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilk para determinar si la distribucion de datos en cada

tratamiento seguia un patrén normal. Con valores-p de <0.0001 (Control), <0.0001 (Metanol) y
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0.0006 (Extracto de plumas), podemos concluir que ninguno de los tratamientos seguia una
distribucion normal. Por ello, evaluamos diferencia entre medianas de cada tratamiento con una
prueba de Wilcoxon/Kruskal-Wallis, una prueba no paramétrica. Con X2(2) = 65.25, p < 0.0001
y rango de medias de 55.360 para Control, 56.380 para metanol y 114.760 para extracto de
plumas, la prueba demostrd que existen diferencias estadisticamente significativas entre las
medianas de mortalidad de los tratamientos.

Con esto, se concluye que exposicidn a extractos de plumas de P. chrysopeplus producen
una mortalidad mayor en A. salina, a comparacién de los tratamientos Control y Metanol. Esta
elevada mortalidad es evidencia de cierta toxicidad inherente a plumas de P. chrysopeplus
(Mendoza, 2008; Rand, 1995). Esto concuerda con lo que se sabe de la especie por conocimiento
anecdotico. Poblaciones humanas locales al area de estudio describen como esta especie no suele
ser cazada con fines alimenticios debido a que requiere de una cuidadosa preparacion para
remover sus plumas y ser cocinado. Caso contrario, posee mal sabor y puede causar dolores
gastrointestinales, segiin Salazar (2017). Sus plumas parecen, entonces, contener una o varias
sustancias tdxicas que reducen su propension a ser cazadas por incluso poblaciones humanas.
Ademas, dado que el ensayo de letalidad utiliz6 un invertebrado como modelo, se puede también
intuir efecto toxico sobre posibles parasitos del ave, brindandole la presencia de toxinas defensa
contra por ejemplo acaros o garrapatas. En conjunto, podemos reportar a P. chrysopeplus como
la primera especie de ave toxica conocida para Guatemala y Centroamérica. En América existen
solo otras dos especies conocidas: Ergaticus ruber en Mexico y Bonasa umbellus en
Norteameérica.

a. Patrones de plumaje: aposematismo y mimetismo. El plumaje de P. chrysopeplus
puede considerarse aposematico en luz de la toxicidad de esta especie y de la coloracion
contrastante (amarillo con negro) y llamativa que posee (Weldon, 2000; Skelhorn & Rowe, 2007).
Considerando que su patrén de plumaje parece alertar sobre su toxicidad, el parecido de esta
especie con plumajes de Icterus pectoralis e I. pustulatus implica un mecanismo de mimetismo
en el grupo. A pesar de su parecido, estas especies se encuentran poco relacionadas, perteneciendo
incluso a familias diferentes. Esto sugiere que existe un beneficio a parecerse entre si que los ha
llevado a generar plumajes similares en un area donde coexisten (Audesirk, Audesirk & Byers,
2003). Sin embargo, el tipo de mimetismo en juego no puede determinarse, pues esto depende
de si alguna de las especies de Icterus sp. posee también algln tipo de toxicidad (Batesiano, en
caso solo P. chrysopeplus posea cierta toxicidad y funja de organismo modelo, o bien Mulleriano
en caso alguna o ambas de las especies de Icterus sp. también sea toxica). Més estudios sobre

estas especies son necesarios para aclarar este punto y dar una conclusion certera.



VII. CONCLUSIONES

A. Genética de la conservacion

1.

Los cebadores disefiados para el estudio son eficientes y efectivos para la correcta
amplificacion de los genes nadh4 y IdhA para la especie C. palearis, y atpasa6 para la especie
H. charlesbogerti, siendo estos Utiles para futuros estudios de esta especie de gran interés
bioldgico, que hagan uso de este gen mitocondrial.

La poblacion de C. palearis que se ha visto dividida en subpoblaciones debido a la
fragmentacién del bosque estacionalmente seco del Valle del Motagua.

Existen cinco haplotipos diferenciados entre si (Occidental, Motagua norte, Cabafias,
Cabafias sur y Oriental) para el gen nadh4 en C. palearis, asi como para el gen ladhA
(Motagua norte A, Motagua norte B, Jicaro, Cabafias A y Cabafias B).

Existen cuatro ESU basadas en el gen nadh4 en la especie C. palearis, la primer ESU
generada por el haplotipo Motagua Norte que esta aislado, el cual presenta una cantidad
mayor de dos mutaciones con respecto al haplotipo de Cabarias, la segunda ESU generada
por el haplotipo Occidental, la tercer ESU generada por el haplotipo Oriental y la cuarta ESU
seria la generada por los haplotipos centrales de Cabafias y Cabafias sur.

Se determind la presencia de tres ESU para el gen IdhA en la especie C. palearis, la primera
generada por los haplotipos Motagua Norte A y Motagua Norte B, la segunda ESU generada
por el haplotipo Jicaro y la tercer ESU generada por los haplotipos centrales Cabafias A y
Cabafias B.

La presencia de un haplotipo diferenciado en la ribera norte del rio Motagua (Usumatlan) en
las redes de haplotipos de los genes Nadh4 y LdhA, evidencia que el rio Motagua es una
eficiente barrera biogeogréafica capaz de formar haplotipos diferentes.

Tomando en cuenta la cantidad de haplotipos presentes por localidad y las ESU encontradas,
las poblaciones de mayor importancia genética para la conservacion de C. palearis son
Usumatlan, Cabafias y Gualan.

Basado en el gen Nadh4, existe un gradiente en la distribucion espacial de estos haplotipos,
estando el haplotipo occidental distribuido en la poblaciones del oeste, el haplotipo Motagua
Norte distribuido en la poblacién del norte del Motagua, el haplotipo Cabafas distribuido en
el norte y centro del Motagua, el haplotipo Cabafias sur distribuido en las poblaciones del
centro y este del Motagua y por ultimo, el haplotipo oriental distribuido en las poblaciones
del centro y este del valle del Motagua.

Basado en el analisis de varianza molecular del gen nadh4, existe una estructura genética
definida para las poblaciones de C. palearis en el bosque seco del Valle del Motagua (®Ost=

0.1858, p=0.048), encontrandose un 18.59% de variacion interpoblacional en la especie.
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Existe una estructura genética marcada en C. palearis entre localidades geograficas (®st =
0.3120, p= 0.036) en el gen nadh4. Se observ6 que, con cuatro grupos, cerca del 40% de la
variacion genética encontrada se explicaba por estas areas geograficas diferenciadas. Incluso,
cuando se analiza solo la poblacion del norte del Motagua con respecto a las poblaciones del
sur (dos grupos), cerca de un 27% de la variacidn genética encontrada se explica por la barrera
biogeogréfica del rio Motagua (®st = 0.3522, p= 0.025).

El gen nadh4 brinda informacion pertinente para la realizacion de un estudio de genética
poblacional, mientras que el gen ladhA no es ideal para la realizacion de un estudio de esta
indole.

Existen tres haplotipos diferenciados entre si (occidental, ancestral y oriental) por tan solo
una mutacion.

Existe un gradiente en la distribucion espacial de estos haplotipos, estando el haplotipo
occidental distribuido en las poblaciones del oeste y centro del Valle del Motagua y el
haplotipo oriental restringido a las poblaciones del centro y este del Valle del Motagua. La
poblacion del centro de la distribucion (Cabafias-Los Encuentros) presenta individuos del
haplotipo occidental, asi como del oriental, sumados al haplotipo tipico de dicha localidad
que es el haplotipo considerado como ancestral.

Existe baja diversidad genética para H. charlesbogerti en el bosque seco del Valle del
Motagua; presentando Unicamente una Unidad de Significancia Evolutiva (ESU).

No existe una estructura genética definida para las poblaciones de H. charlesbogerti en el
bosque seco del Valle del Motagua, esto en base al anélisis de varianza molecular (®st= 0.09,
p=0.12).

La biologia de la especie, H. charlesbogerti, hace que tenga una evolucion lenta, permitiendo
alta conservacion del gen mitocondrial atpasa-6, cuya tasa de mutacion es la mas alta en
comparacién a los demas genes mitocondriales.

La baja diversidad genética presentada por H. charlesbogerti indica que los esfuerzos de
conservacion deben enfocarse al aumento poblacional en cada subpoblacion geogréfica,
basandose en programas de reproduccion en semicautiverio, asi como el intentar restablecer
la conectividad de habitat.

La baja diversidad genética presentada por H. charlesbogerti hace que la translocacién de
individuos de localidades cercanas no sea relevante.

Los esfuerzos de conservacion para C. palearis deben enfocarse en aumentar el tamafio
poblacional local, asi como en la concientizacion de los pobladores de la region on el fin de
disminuir la mortalidad por caceria de la especie. También se debe intentar restablecer la

conectividad de habitat.
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El manejo de cada una de las Unidades de Significancia Evolutiva (ESU's) debe realizarse
por separado para evitar interferir con los procesos bioldgicos y evolutivos propios a cada
unidad.

La ESU presente al norte del Rio Motagua requiere especial atencion e involucramiento con
los pobladores de la zona debido a su relacién con las poblaciones de C. palearis presentes

en el area.

. Toxinologia

Se realizo la sintesis del pBPB por medio de un método verde, como lo es la formacion de
bromo in situ.

Se comprobd la produccion de pBPB por medio de una prueba con yoduro de potasio, su
punto de fusion, y la espectroscopia infrarroja.

La utilidad del producto fue determinada por medio de un ensayo cualitativo in vitro. En el
cual se observé reduccién de los halos de hemolisis provocados por el veneno de C. simus.
Se observo una disminucion de la actividad hemolitica de C. simus en el ensayo de hemolisis
indirecto; sin embargo, no se detect6 la disminucion de la misma en para el veneno de H.
charlesbogerti. Esto se debi6 a que no se trabajo a las condiciones dptimas de la Gltima
enzima.

Plumas de P. chrysopeplus aumentan significativamente la mortalidad de A. salina (X?=
65.25, p < 0.0001) indicando que plumas de P. chrysopeplus poseen algln tipo de toxina.

P. chrysopeplus se reporta como la primera especie de ave toxica de Centroamerica.

Plumaje de P. chrysopeplus es aposematico, advirtiendo sobre su toxicidad.



VIlIl. RECOMENDACIONES

A. Genética de la conservacion

1.

Es recomendable realizar otro estudio de genética poblacional de C. palearis y H.
charlesbogerti, pero con genes nucleares (como microsatélites) para llegar a obtener
conclusiones complementarias sobre el estado genético de la poblacion, ya que con los
genes mitocondriales Unicamente se obtiene informacion de la linea maternal, no de la
linea parental. Con el fin de confirmar la presencia de baja diversidad genética desde otro
enfoque molecular.

Al usar papel Whatman ® FTA para el almacenamiento de muestras y kit con columnas
para la extraccion de ADN, se recomienda hacer la centrifugacion de la muestra para
Unicamente pasar el sobrenadante a la columna y asi evitar que se tapen los poros de la
columna.

También se recomienda ncrementar, en la medida de lo posible, el tamafio de muestra
para el estudio de genética poblacional para asi poder tener una muestra mas
representativa de las localidades de las que se obtuvieron pocos ejemplares.

Es recomendable la realizacion de mas estudios genéticos de C. palearis y H.
charlesbogerti, para la obtencion de secuencias publicadas y de libre acceso en los bancos
de datos como GenBank; de esta forma se da a conocer la importancia del estudio de la
iguana de 6rgano y Heloderma del Valle del Motagua.

Realizar translocaciones, en caso de considerarse necesario, Unicamente entre ejemplares
de H. charlesbogerti de las localidades en los extremos de la distribucién de la especie,
Sanarate y Gualan, con el fin de incrementar la diversidad genética de estas poblaciones.
Reforzar las acciones de conservacion del habitat y de H. charlesbogerti en la poblacion
de Cabafias pues la misma es la que posee presencia de los tres haplotipos encontrados
en la especie.

Continuar y reforzar el programa de incremento de copulas de ejemplares de H.
charlesbogerti silvestres en semi-cautiverio realizado en la Reserva Natural para la
Conservacion del Heloderma como una manera de aumentar el tamafio poblacional y
mantener los tres haplotipos encontrados en la especie.

Realizar un estudio acerca de la perspectiva que tienen los pobladores acerca de situacion
actual de H. charlesbogerti y C. palearis en cada una de las zonas muestreadas para
determinar la efectividad de estrategias de conservacion en las que se vean involucrados.
Fomentar la realizacion de un corredor bioldgico en el bosque seco del Valle del Motagua
gue conecte los principales hotspots de biodiversidad con el fin de aumentar la
conectividad entre las poblaciones de mayor importancia tanto para H. charlesbogerti

como para C. palearis.
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10. Crear programas de conservacién en semicautiverio independientes para cada ESU con

el fin de aumentar el tamafio poblacional de C. palearis.

11. Crear un programa de concientizacién tanto para el heloderma como para la iguana de
organo que abarque las principales poblaciones en el caso de H. charlesbogerti, y todas

las ESU en el caso de C. palearis con el fin de disminuir la caceria hacia ambas especies.

12. Involucrar a los pobladores de cada region en la que se planee implementar estrategias de
conservacion, con el fin de crear una identificacidn entre las especies protegidas y el area

de trabajo.

B. Toxinologia

1. Realizar comparaciones con una fosfolipasa A, como un control positivo para futuros

estudios, de esta manera se observan las modificaciones directas a esta enzima.

2. Purificar laenzima en caso que desee evaluarse ésta solamente, y no el veneno; de manera

gue se obtengan datos mas precisos y exactos.

3. Trabajar en condiciones Optimas de ambas enzimas, para lograr observar si existen

disminuciones significativas y reducir la variabilidad de las réplicas.

4. Evaluar la modificacién de la actividad del veneno con otros inhibidores sintéticos o una

mezcla de los mismos.

5. Realizar estudios in vivo del tratamiento de estos venenos con pBPB, de manera que se

observe de forma adecuada la reduccion de sus efectos.

6. Determinar la toxicidad de ambas especies de Icterus sp. y poder determinar el tipo de

mimetismo que ocurre entre este grupo y P. chrysopeplus.

7. Analizar el caracter quimico de la sustancia o sustancias que confieren la toxicidad a
plumas de P. chrysopeplus. Esto podria ayudar a buscar aplicaciones de estas toxinas en

beneficio del ser humano.
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X.  ANEXOS

Anexo 1. Protocolo de extraccion de sangre periférica de reptiles.
Suplementos

Jeringas de 1-10cm.
Alcohol etilico.

Algodon

Papel filtro Watman ® FTA.
Bolsas plésticas: Ziplock.
Marcador permanente.

Procedimiento

w

oo

Delimitar el area del papel filtro para asegurar obtener una muestra (til.

Usar el tamafo adecuado de aguja en jeringa, pequefias para animales
pequefios, a continuacion, se presenta una guia de como elegir el tamafio
adecuado:

Tamafio de reptil combinacidn jeringa/aguja
<150g Iml con 27Gx1/2”
150-200g Iml con 25Gx5/8”
1-3kg 3ml con 23Gx1”
>3kg 5-10ml con 20Gx1-1/2”

Limpiar la cola con alcohol etilico, limpiar el exceso con hisopo o gasa.
Insertar la aguja entre las escamas. Para una aproximacion lateral hacia la vena
de la cola, colocar al animal sobre una superficie plana e insertar la aguja 1/3
hacia un lado de la cola; en caso de tocar hueso, redireccionar la aguja de
forma lenta.

Recolectar sangre mediante succion; no mas del 1% en peso del animal.
Colocar la sangre recolectada en papel filtro de forma lenta para evitar
formacion de burbujas o salpicaduras.

Dejar secar el papel filtro con la sangre.

Colocar en sobre contenedor y etiquetar debidamente con datos de colecta.
Colocar sobre contenedor en bolsa plastica y cerrar sacando la mayor cantidad
de aire posible.

10. Almacenar a temperatura ambiente hasta su utilizacion.
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Anexo 2. Licencia de colecta emitida por CONAP a asesor de trabajo de
graduacion y colaboradores.

|
|

Forma LCA

CONSEJO NACIONAL DE AREAS PROTEGIDAS (CONAP)
GUATEMALA, CA.

Serie A N° 003272

LICENCIA DE COLECTA O APROVECHAMIENTO DE VIDA SILVESTRE

i 7 Daniel Ariano Sanchez
1. Nombre o razén social:

15 avenida 1-83 Zona 1

Direccion:
Teléfono: Identificacién: D7\ 233173366 0101
2. Tipo de colecta: comercial cientifica X aficionada
3. No. de registro: < phaye
4. Especies a colectar:
ESPECIES CANTIDAD FORMA
ki 3 Vivos y liberados

5. Ubicaci6n de la colecta o aproyec Capahagxgl ;rogreso i

6. Numero de registro de la propiedad:

7. Técnicas de colecta autorizadas:

Manual por busqueda en cuevas, los ejemplares seran marcados con chip y liberados

8. Nombre de colector(es) autorizado(s) e identificacion:

Erick Lopez (1864 60368 1908), Gilberio Salazar (1794 63150 1907,

lohana Gil (2496 41615 0408},

9. Localidad de traspaso de matenal colectado:

Reserva natural Heloderma, El Arenal, Cabaias, Zacapa

Lugar y fecha de emisién: Gl I3, 25.de-Abril del-2.046 .

Valido hasta: Guatemala, 25 de Abril del 2.017
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CONSEJO NACIONAL DE AREAS PROTEGIDAS (CONAP)
GUATEMALA, CA.
Berie A N¢ 003269

LICENCIA DE COLECTA O APROVECHAMIENTO DE VIDA SILVESTRE

1. Nombre o razén social: Dariel Ariano Sanchez
Direccién: 15 avanida 1-83 Zona 1
Teléfono: Identificaci¢n: 0% 2391 75368 0101

2. Tipo de colecta: comercial ____ cientifica ___** __ aficionada

3. No. de registro: iR
4. Especies a colectar:
ESPECIES CANTIDAD FORMA
| Clennsara palaaris it O
—Chmossora ety S NS e g |
s Py TesTETEREngE |
e 0. s i
AL

5. Ubicacién de la colecta o aprovechamiento:
Zacapa, £1Fsgreso. Jtaps, Asnta Aoss. Hushoslenangs

6. Niimero de registro de la propiedad:

7. Técnicas de colecta autorizadas;
Menual con caza de captura y red los ejemplares serdn liberados fuage de muesira de sangre

8. Nombre de colector(es) autorizado(s) e identificacion:

9. Localidad de traspase, de material eole0tado: . oo ik ———

Guatemaia, 22 de Abril def 2.016

Lugar y fecha de emision:
Viélido hasta: Guatemals, 22 de Abnl del 2,017
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Anexo 3. Carta de aprobacion para el manejo de animales por parte del Comité de
ética para el uso y cuidado de animales de la Universidad del Valle de Guatemala
(CEUCA-UVG).

Comité de Etica, Uso y Cuidado animal de la
Universidad del Valle de Guatemala

GUATEMALA

CEUCA - UVG

Departamento de Biologia
Investigador Principal: M.Sc. Daniel Ariano Sanchez
E-Mail: dariano@uvg.edu.gt
Teléfono: 5996-0659
Propuesta D-2016(3)
Guatemala, 10 de noviembre de 2016.

Estimado M.Sc. Daniel Ariano,

Por este medio se hace constar que la propuesta del proyecto titulado: “Genética de la
conservacion y toxinologia de las especies de fauna amenazadas de extincion en el bosque seco del
Valle de Motagua” ha sido revisado por miembros del comité de Etica, para el Uso y Cuidado
Animal de la Universidad Del Valle de Guatemala (CEUCA — UVG).

Los evaluadores han hecho sus sugerencias con el fin de asegurar el trato ético y adecuado a los
animales que seran utilizados para cumplir con los propdsitos de la investigacidon. Dichas
modificaciones han sido realizadas y posteriormente revisadas. Se ha determinado que las mismas
cumplen con los requisitos minimos necesarios, asi como también se ha cumplido con los
procedimientos y lineamientos descritos por el comité.

Por este medio se le informa que estd autorizado para llevar a la préctica tal y como se describe en
el protocolo. Esta autorizacion tiene vigencia de un afio a partir de la fecha de la presente carta,
por lo que debera solicitarse renovacion al comité si el mismo se extendiera. Se solicita que si
hubiese necesidad de hacer modificaciones al protocolo, se comunique de nuevo con el comité
para que dichas enmiendas sean evaluadas de manera que se pueda garantizar que se cumple a
cabalidad con los lineamientos del CEUCA-UVG.

Sin otro particular quedo a sus drdenes,

P T
l/ B

MV Vanessa Granados B

Médico Veterinario

Colegiado 997

CEUCA - UVG

Comité de Etica, Uso y Cuidado Animal
Universidad del Valle de Guatemala.
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Anexo 4. Protocolo de extraccion de ADN con kit comercial GenElute™Mammalian
Genomic DNA Miniprep (G1N70).
Protocolo de extraccién de ADN a partir de sangre periférica.

1.
2.

10.

11.

Colectar la sangre en tubo anticoagulante (tubo con EDTA es preferible).
Colocar 20puL de solucion Proteinasa K en tubos de microcentrifuga de 1.5ml.
Agregar 200uL de sangre. En caso de tener menos de 200uL, resuspender en
solucion de resuspencion hasta llevar a 200pLL.

Agregar 20uL de solucion ARNasa A e incubar durante 2 minutos a
temperatura ambiente.

Agregar 200uL de solucién de lisis C (B8803) al tubo y agitar vigorosamente
en “vortex” durante 15 segundos. Incubar a 55°C durante 10 minutos.
Agregar 500pL de solucién de preparacion de columna a cada columna
“GenElute Miniprep Binding Column” (con aro de color rojo). Y centrifugar
a 12,000 x g por 1 minuto. Descargar el liquido filtrado.

Agregar 200uL de etanol (95-100%) al lisado, mezclar vigorosamente en
“vortex” durante 5-10 segundos. Una solucion homogénea es esencial.
Transferir el contenido total del tubo con lisado, a columna pre-ensamblada
anteriormente. Usar pipeta con punta de alto calibre para reducir el recorrido
del ADN en su transferencia.

Centrifugar a >6,500 x g por 1 minuto. Descartar el tubo de recoleccion con
liquido filtrado en su interior; y colocar la columna en un nuevo tubo de
recoleccion de 2ml.

Diluir solucion de lavado concentrado con 80ml de etanol (este procedimiento
unicamente se hace la primera vez que se utiliza la solucion). Agregar 500uL
de solucion de lavado a la columna y centrifugar por 1 minuto a >6,500 x g.
Descartar el tubo de recoleccién con liquido filtrado en su interior; y colocar
la columna en un nuevo tubo de recoleccion de 2ml.

Agregar 500pL de solucion de lavado a la columna y centrifugar por 3 minuto
a maxima velocidad (12,000-16,000 x g) para lavar la columna. La columna
debe de estar libre de etanol antes de eluir el ADN. Centrifugar 1 minuto mas
para asegura que esté libre de etanol. Descartar el tubo de recoleccion con
liquido filtrado en su interior; y colocar la columna en un nuevo tubo de
recoleccion de 2ml.

Agregar 200uL de solucidn de elucion directamente al centro de la columna;
centrifugar 1 minuto a >6,500 x g para eluir el ADN. Para aumentar la elucion
incubar 5 minutos a temperatura ambiente después de agregar la solucién de
elucion y después centrifugar.
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Anexo 5. Protocolo de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) con kit comercial
ReadMix™ Taq PCR Reaction Mix (P4600).
1. Agregar los siguientes reactivos en tubos de PCR de 0.2 0 0.5ml, en el orden
correspondiente.
Volumen  Reactivo Concentracion final

25 uL 2x ReadyMix Tag 1.5 unidades Tag ADN
PCR Mix reactivo  polimerasa, 10mM Tris-HCI,
50mM KCI, 1.5mM MgCly,
0.001% gelatina, 0.2mM dNTP,
estabilizador.

1uL Oligo sentido 0.1-1.0uM (15-30 bases de
longitud)

1uL Oligo antisentido 0.1-1.0uM (15-30 bases de
longitud)

X uL Plantilla de ADN

g.s Agua

50 uL Volumen total

2. Mezclar ligeramente y breve centrifugacion para colectar todos los
componentes al fondo del tubo.

3. Los parametros de amplificacion deberian de ser optimizados por oligo
individual, plantilla y ciclos.
Parametros comunes de amplificacion:

Proceso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Anillamiento de 55°C 2 minutos
cebadores

Extension 72°C 3 minutos

25-30 ciclos son recomendados.
4. Los productos de amplificacién pueden ser evaluados mediante
electroforesis en gel de agarosa y subsecuente tincion con bromuro de etidio.
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Anexo 6. Protocolo de purificacidon de productos de PCR con kit comercial SpinPrep
PCR Clean-up marca Millipore (70976-3).

Antes de utilizar el kit por primera vez reconstituir buffer de lavado “SpinPrep” con 63ml
de etanol, luego marcar que ya fue adicionado.

1.

10.
11.

12.

13.

Antes de iniciar, colocar el volumen requerido (50-100uL por preparacién) de
“SpinPrep Elution Buffer” (C) a 70°C.

Transferir toda la reaccion de PCR a tubo de 1.5ml de microcentrifuga. Agregar
4 volumenes (400uL por 100uL de reaccion de PCR) de “SpinPrep Bind Buffer”
(A) y mezclar en “vortex”.

Colocar los filtros “SpinPrep PCR” en tubos de recoleccion de 2ml; trasnferir la
mezcla anterior (paso 2) a filtro y centrifugar a >10,000 x g por 1 minuto.
Remover la unidad de filtro del tubo de recoleccion y descartar el lavado.

Volver a colocar el filtro en tubo recolector de 2ml y agregar 400uL de “SpinPrep
Bind Buffer” (A). Centrifugar a >10,000 x g por 1 minuto.

Remover la unidad de filtro del tubo de recoleccion y descartar el lavado.

Volver a colocar el filtro en tubo recolector de 2ml y agregar 400uL de “SpinPrep
Wash Buffer” (B). Centrifugar a >10,000 x g por 1 minuto.

Remover la unidad de filtro del tubo de recoleccion y descartar el lavado.

Volver a colocar el filtro en tubo recolector de 2ml y centrifugar a >10,000 x g
por 2 minutos, para remover el buffer de lavado completamente.

Transferir el filtro al tubo de elucion de 1.5ml “SpinPrep Elute”.

Agregar 50 uL de buffer “SpinPrep Elution” (C) precalentado a 70°C, al filtro.
Cerrar el tubo e incubar durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Inmediatamente centrifugar 1 minuto y recolectar en tubo de elucion de productos
de PCR.

Para maximizar el rendimiento de ADN, realizar una segunda elucién (pasos 9-
10).
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charlesbogerti y C. palearis en

Medidas de Medidas de ]
ID |Nombre cNhOi. De cabeza (mm) | cuerpo (cm) Lugar Poblacion eHr'ze ?::é:sr?te
P Ancho |Largo SVL |TL P
HE2 | Jacinto 94579273 | 55.53 58.97 | 41.00( 29.50 | Aldea El Arenal Cabafias Central
HE3 | Wilfreda 44795824 | 56.23 62.78| 42.50( 30.50 | Aldea EI Arenal Cabafias Central
HE4|Xibalba |7 48.19| 57.80| 36.00| 26.50|AldeaEl Arenal _ |Central
-- Cabarias
HES5 | Beto 69786592 | 48.56| 60.18| 40.00| 29.00|Aldea El Arenal | Cabafias | Occidental
HE6 | Rodrigo | ---------—-- 46.6| 61.37| 37.00 28.00|AldeaEl Arenal |Capafias | CeNtral
Aldea Los Los Central
HE7 | Pompilio 69616294 | 45.85 34.56| 38.00| 28.30 Encuentros-
Encuentros ~
Cabanas
HE8 | Yaje 69628043 | 65.11| 47.98| 38.00| 30.00|Aldea El Arenal | cCabafias | Central
HE9 [ Rambo 44835048 | 48.21| 57.26| 41.00 32.00|AldeaEl Arenal | Capafias | Occidental
HE11 | Americo 54873574 62.47 49.05( 42.00( 31.00(Aldea El Arenal Cabafias Central
HE12 [Machete [ ----------- 32.90| 48.19| 25.00( 17.00|Aldea El Arenal | Cabafias | Central
HE16 | Toffy 54870551 | 52.78 66.63| 38.50( 28.00(Aldea El Arenal Cabafias Central
HE17 | Ericka 44793815 49.86| 63.76| 39.50| 31.50|Aldea El Arenal | Capafias | OccCidental
HE18 | Javier 44777575 46.44| 5320 38.00 26.20|AldeaEl Arenal | Capafias | Occidental
HE19 [Sandy ~  [------mmme- 4876 60.05| 37.00| 26.50|Aldea El Arenal | cabafias | Oriental
HE20 | Cola de shero | ------------ 31.00 62.00| 26.10| 19.30 | Cabafias, Zacapa | Cabafias Central
HE10|Mateo ~  |----—------- 56.69 45.21| 36.00| 26.30 [Aldea El Rosario | E| Rosario | Central
HE13 | Leoncido 67035616 | 42.44| 53.01| 34.00| 24.00|Aldea El Rosario |E|Rosario | Occidental
HE15 | Zarco 69638847 | 53.64 58.84| 40.50| 28.00|Aldea ElRosario |E| Rosario | Central
HE1 | Chata 69623053| 51.44| 65.16| 44.00| 30.50|Gualan Gualan Central
HE14 | Tarzan 44777024 47.96 57.70| 39.00| 30.00|Gualan Gualan Central
HE21|Cabron ~ [-----eeee- 34.77| 53.00| 325| 22.00|Gualan Gualan Central
HE22 [La marash [ ------------ 48.00( 67.00| 39.3| 31.30|Gualan Gualan Oriental
HE24 | Arquetipo | ------------ 33.00 49.00| 26.9( 18.40(Gualan Gualan Central
HE24|SM1 oo 66.00| 66.00| 36.80| 26.70|S2rate, El Central
Progreso Sanarate
N Y f— 29.00| 53.00| 20.60| 20.00|S2narate, El Central
Progreso Sanarate
HE26|SM3 oo 53.00| 55.00| 34.30| 24.20|32narate, El Occidental
Progreso Sanarate
A Y7 P— 58.00| 68.00| 37.20| 2g.3|Sanarate El Central
Progreso Sanarate
HE28|SM6  |-eeemeeeen 57.00| 63.00| 34.60| 23.30]|32narate. El Occidental
Progreso Sanarate
HE29 [sm7 0 | Sanarate, El Occidental
Progreso Sanarate




[S]

© N OO A WN R

42

43

45

Nombre

Tuerto
Sandra
Teresa
Banano
Guido
Chichi
Chochi
Chachi
Luisa
Cheja

Sanson
Aura
Eustaquio
Primarina
Gavino
Astilla
J. Balvin

Arenita

Almuerzo
Marcelo
Rana
Garrapifiada
Precoz
Simi
Elhecho
La escéptica
Iguana
Manza
Mambo
La chinga
Milagro
Jak
Heloderma

La inesperada
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Fecha Lugar Peso (Ib) Sex0 Medidas de cuerpo (cm) Medidas de cabeza (mm) Bolsa gular Heriplolipo Halplotipo
SVL TL Ancho Largo (machos, cm) segln Nadh4 segln LdhA
11-ene-17 El Cojonal 0.75 M 20.8 27 32.86 40.5 55 Cabaiias Cabafias A
11-ene-17 El Cojonal 0.5 F 21 26.5 26.55 37.96 - Cabaiias Cabafias A
11-ene-17 El Cojonal 0.5 F 17.7 24 20.76 30.71 - Cabafias Cabafias A
11-ene-17 El Cojonal 0.5 M 24 30 30.84 41.19 6 Cabafias Cabafias A
11-ene-17 El Cojonal 113 M 18 27 23.77 34.09 5 Cabafias Cabafias A
14-ene-17 Cerro Viejo 0.5 F 125 19 15.4 25.04 - Cabafias Sur ~ Cabafias A
14-ene-17 Cerro Viejo 0.5 F 125 215 165 25.57 Cabafias Cabafias A
14-ene-17 Cerro Viejo 0.5 F 15 155 19 30.02 - Cabafias Cabafias A
15-ene-17 Cerro Viejo 1.15 F 21 21 25.85 35.08 - Cabafias Cabafias B
15-ene-17 Cerro Viejo 112 F 19 28 23.16 33.22 - Cabafias Sur  Cabafias A
16-ene-17 Cerro Viejo 0.75 F 195 195 24.85 35.92 - Cabafias Sur  Cabafias A
16-ene-17 Cerro Viejo 0.75 M 19 29 26.55 39.23 4 Cabafias Cabafias A
17-ene-17 Cerro Viejo 0.5 M 175 275 2153 33.73 3 Cabafias Sur ~ Cabafias A
17-ene-17 Cerro Viejo 0.75 F 194 235 24 36.42 - Cabafias Cabafias A
18-ene-17 San Vicente 0.5 M 135 17 18.02 28.89 17 Cabafias Sur ~ Cabafias A
18-ene-17 San Vicente 0.5 F 135 195 18.13 276 - Cabafias Cabafias A
19-ene-17  ElEscondido 1 M 25 29 281 40.86 5 Cabafias Sur ~ Cabafias A
20-ene-17  ElEscondido 1 F 25 22 27.61 41.29 - Cabafias Sur ~ Cabafias A
20-ene-17  ElEscondido 05 M 15 245 18.31 30.82 25 Cabafias Sur  Cabafias A
26-nov-16 Reserva - M 178 21 22,01 3187 - Cabafias Sur  Cabafias A
26-nov-16 Reserva - F 157 244 19.97 28.82 - Cabafias Sur  Cabafias A
26-nov-16 Reserva - M 195 26.2 3543 22.59 - Cabafias Cabafias A
18-mar-17 El Jicaro - F 17.3 226 23 33 - Cabafias Cabafias A
18-mar-17 El Jicaro - M 244 304 25 53 6.6 Cabafias Jicaro
18-mar-17 El Jicaro - F 16.1 24.6 20 33 - Cabafias Cabafias A
Palo
1-abr-17  Amontonado F 149 198 z e Occidental ~ Cabafias A
1-abr-17 Gualan - F 136 22.1 19 31 - Cabafias Sur  Cabafias A
2-abr-17 Gualan - M 18.7 26.9 28 39 37 Cabafias Sur  Cabafias A
2-abr-17 Gualan - F 20.1 433 26 45 - N/A N/A
2-abr-17 Gualan - M 175 179 26 39 38 Oriental Cabafias A
2-abr-17 Gualan - M 17.2 238 32 37 34 Cabafias Sur  Cabafias A
2-abr-17 Gualan - F 213 16.4 29 48 - N/A N/A
2-abr-17 Gualan - M 205 181 26 40 29 Cabafias Sur ~ Cabafias A
20-may-17 Usumatlan - - 15.9 24.2 19.6 316 Motagua Norte Motagua A
20-may-17 Usumatlan - - 27.2 36 324 50.7 Cabafias Cabafias A
20-may-17 Usumatlan - M 22 28.2 272 417 Cabafias Cabafias A
20-may-17 Usumatlan - - 15.4 228 29.7 186 Cabafias Cabafias A
20-may-17 Usumatlan - F 21.2 284 40.9 26 Cabafias Motagua B
21-may-17 Usumatlan - F 231 236 40.1 26.2 Cabafias Cabafias A
21-may-17 Usumatlan - M 14.9 222 273 191 Cabafias Cabafias A
21-may-17 Usumatlan - - 18.6 229 53.5 38.2 Cabafias Cabafias A
21-may-17 Usumatlan - - 246 32.7 429 318 Cabafias Cabafias A
---------- - - N/A N/A
---------- - - - - - - Cabafias Cabafas A
---------- - - o - o - Cabafias Cabafias A
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Anexo 8. Geles de agarosa 1.5% con productos purificados de gen atpasa-6 para

Heloderma charlesbogerti. Los geles fueron corridos a 90 volts/cm durante 60
minutos.
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Anexo 9. Geles de agarosa 1.5% con productos purificados de genes nadh4 y ladhA

para Ctenosaura palearis. Los geles fueron corridos a 90 volts/cm durante 60
minutos.

.
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del producto

4

lacion

Anexo 10. Muestra de electroferogramas obtenidas de la secuec

de PCR correspondiente al gen atpasa-6 de H. charlesbogerti. El producto fue

mediante secuenciacion por método de

bl

do por Macrogen, Inc, Corea
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Sanger.
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todo de Sanger.

on por mé

Anexo 11. Muestra de electroferogramas obtenidas de la secueciacion del producto
de PCR correspondiente al gen nadh4 de C. paleris. El producto fue secuenciado por

Macrogen, Inc, Corea; mediante secuenciaci
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Anexo 12. Muestra de electroferogramas obtenidas de la secueciacion del producto

de PCR correspondiente al gen ladhA de C. paleris. El producto fue secuenciado por

Macrogen, Inc, Corea; mediante secuenciacion por método de Sanger.
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Anexo 13. Archivo “.nexus” del gen atpasa-6 analizado en el programa PopArt para

la generacion de la red de haplotipos mediante el método de inferencia TCS.
#NEXUS

Begin Data;
Dimensions ntax=26 nchar=448;
Format datatype=DNA missing=N gap=-;
Matrix

HE29
GCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATCCT
TCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTACA
CCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATCCT
ATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACCAA
TTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGCACT
TGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTACTG
CCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACC-ACCCTTCA-

HES
GGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATCC
TTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTAC
ACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATCC
TATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACCA
ATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGCA
CTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTAC
TGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCCT----

HE28
CGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATC
CTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTA
CACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATC
CTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACC
AATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGC
ACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTA
CTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACC-ACCCT----

HE26
CGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATC
CTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTA
CACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATC
CTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACC
AATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGC
ACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTA
CTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACC-ACCCT----

HE25 -
CTTATACTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGAC
AAAAATGAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACT
TCTACCATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCAC
TATGACTTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTA
TTACCAGAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTT
GCCATCCGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACT
CATTCAACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAAC--
CCCCACCCCCT--
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HE7  ---emeeemeee-
CTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAAT
GAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACC
ATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGAC
TTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCA
GAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATC
CGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCA
ACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACACCCCCACCCCTTCA

HE24  ------ommememe-
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAAC-CCCCAACCCCTT--

HE23  -------------
CTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAAT
GAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACC
ATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGAC
TTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCA
GAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATC
CGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCA
ACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAAC--CCCAACCCCT---

HE22 -
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACCCCCCACCCCCTTT-

HE21

ACCTCCTTTAATACTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTA
ATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAA
ACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGA
TTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCAC
ATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGA
GACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAG
CAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAA
CA-CCC-ACCCTTCCA

HE20 -
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCC-----

[T J——
CTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAAT
GAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACC
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ATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGAC
TTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCA
GAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATC
CGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCA
ACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACCCCCCCCCCCTT---

HE18
CGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATC
CTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTA
CACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATC
CTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACC
AATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGC
ACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTA
CTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACC-ACCCT----

HE17
CAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATCCTTCTTTCA
TTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTACACCAACAA
CTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATCCTATTAGGC
ATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACCAATTTTTCT
TATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGCACTTGGAGT
CCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTACTGCCATTCT
AGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACC-ACCCT----

HE16 ---------------
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCCT----

HE15 ------

CTTTCTACTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGAC
AAAAATGAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACT
TCTACCATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCAC
TATGACTTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTA
TTACCAGAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTT
GCCATCCGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACT
CATTCAACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCCT----

HE14 -
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCC-----

HE13
ATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAA
TCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATT
TACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTA
TCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACA
CCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTA
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GCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATC
TACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACCCACCCT----

HE1l ---e-emememen--
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCCT----

HE9  -eommeemmocmcncnen
TATTCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTC
AATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACA
TTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAAC
TATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAA
CACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATT
AGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTAT
CTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACC-ACCCT----

HE6  ------oemememe-
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAAC--CCCCACCCT----

HES5
GGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAATCC
TTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATTTAC
ACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTATCC
TATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACACCA
ATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTAGCA
CTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATCTAC
TGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-ACCCACCCT----

HE4
ATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGAAGTTCAA
TCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCATACACATT
TACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTTGCAACTA
TCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGAAGCAACA
CCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCGACCATTA
GCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAACTAGTATC
TACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCCT----

HE3 -
TGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATG
AAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCA
TACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACT
TGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAG
AAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCC
GACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAA
CTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACACCCCCACCCCT---
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HE2  ---eeeeemeeeee-
GACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAATGA
AGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACCAT
ACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGACTT
GCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCAGA
AGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATCCG
ACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCAAC
TAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAACA-CCC-ACCCT----

HEl  ---emememeee-
CTGACTAATATCGGCTTTTACAAAACAACTAATACTATCAATTAATTATAAAGGACAAAAAT
GAAGTTCAATCCTTCTTTCATTAATACTTTATTTACTTTTATTAAACCTTCTTGGACTTCTACC
ATACACATTTACACCAACAACTCAACTATCAATAAACATAGGATTTGCAATTCCACTATGAC
TTGCAACTATCCTATTAGGCATTCGAAATCAACCCACAACCACATTAGCGCATTTATTACCA
GAAGCAACACCAATTTTTCTTATTCCAATTCTCATTATTATTGAGACAATTAGCCTTGCCATC
CGACCATTAGCACTTGGAGTCCGATTAACTGCAAATTTAACAGCAGGACACTTACTCATTCA
ACTAGTATCTACTGCCATTCTAGTAGCTATAAGTACTATACCAAC--CCCCACCCCTTC-

End;

Begin Traits;

Dimensions NTraits=4;

Format labels=yes missing=? separator=Comma;
TraitLatitude 14.87 14.8232 14.8618 15.0899;
TraitLongitude -89.8257 -90.2897 -89.7851 -89.3048;
TraitLabels EIRosario Sanarate Cabanas Gualan;
Matrix

HEZ29 0,1,0,0

HES8 0,0,1,0

HEZ28 0,1,0,0

HEZ26 0,1,0,0

HE250,1,0,0

HE7 0,0,1,0

HE24 0,1,0,0

HE230,0,0,1

HE22 0,0,0,1

HEZ210,0,0,1

HEZ200,0,1,0

HE190,0,1,0

HE18 0,0,1,0

HE17 0,0,1,0

HE16 0,0,1,0
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HE15 1,0,0,0
HE14 0,0,0,1
HE13 1,0,0,0
HE110,0,1,0
HE9 0,0,1,0
HE6 0,0,1,0
HE5 0,0,1,0
HE4 0,0,1,0
HE3 0,0,1,0
HE2 0,0,1,0
HE10,0,0,1
End;

Begin Network;
Dimensions ntax=3 nvertices=3 nedges=2 plotDim=-100.833,0,701.328,439.265;

Format Font=Baskerville,10,-1,5,50,0,0,0,0,0 LegendFont=Baskerville,10,-1,5,50,0,0,0,0,0
VColour=#000000ff = EColour=#000000ff = BGColour=#00000000  VSize=15 EView=Dashes
LP0s=485.995,255.331

LColours=#ff0000ff #37c837ff #660080ff #ffccOOff, #ffO0ccff #aa0000ff #5500d4ff #0066 ff #d7ff2aff #
00ccffff;

Translate

1 HE29,

2 HES,

3 HE22,

Vertices

1-2.00519 168.098,
2199.983 193.279,
3455.865 171.15,
VLabels

1 -31.0052 168.098,
2177.983 193.279,
3426.865 171.15,

Edges
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1011,
2121,

End;
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Anexo 14. Archivo “.nexus” del gen nadh4 analizado en el programa PopArt para
la generacion de la red de haplotipos mediante el método de inferencia TCS

NEXUS

Begin Data;
Dimensions ntax=45 nchar=453;
Format datatype=DNA missing=N gap=-;
Matrix

INI_ND4 - ACCTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACAT -------=-m-mmmmm--

IN2_ND4 -
ACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGC
CTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAAC
ATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAA
TCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACC
TAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCA
CTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATT
TACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCC---

IN3_ND4 -
ACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGC
CTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAAC
ATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAA
TCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACC
TAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCA
CTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATT
TACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATACCCAC
AAGACCA---

INA_ND4 -
ACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGC
CTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAAC
ATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAA
TCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACC
TAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCA
CTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATT
TACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCAC-----====m=mmmmmmme-

IN5S_ND4 -

CACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAA
ACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCAT
ATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCAC
GGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAAC
ATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAA
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CTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCAC
TACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCCACAGA------

IN6_ND4  —-mmmeee-
CTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTA
ATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATC
CTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCC
TAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTA
ACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACT
TTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACA----------mmmmmmm--

IN7_ND4 -
CTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCT
AATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACAT
CCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATC
CTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCT
AACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCAC
TTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCACC

INS_ND4 -
ACAGACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGC
ATGCCTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCC
TAACATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACC
CTAATCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCC
AACCTAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTC
CGCACTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAG
CCATTTACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATC
CCCAAC---------

IN9_ND4 - GACCTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCAC------======mmmmmmmmm

IN10_ND4  -------
ACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGC
CTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAAC
ATCCTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAA
TCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACC
TAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCA
CTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATT
TACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCAC------=====mmmmmmme-

IN11. ND4 -
AATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATC
CAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTC
CATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAG
CACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACC
AACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTT
CAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACT
CACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCAC----------=-----
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IN12_ ND4 ----m--- CTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACA-----======mmmmmmmm

IN13_ND4 -
CACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAA
ACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCAT
ATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCAC
GGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAAC
ATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAA
CTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCAC
TACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATACCCCACAGACCC
AAA

IN14_ ND4 -
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACAT ----=====mmmmmmmmme

IN15_ND4  ----meee-

CTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTA
ATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATC
CTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCC
TAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTA
ACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACT
TTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATC-------------

IN16_ND4 ----m-mme-

TAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTA
ATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATC
CTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCC
TAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTA
ACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACT
TTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATC-----m=mmmmmmmmmam

IN17_ND4 -
ACCTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCC
TAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACA
TCCTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAAT
CCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCT
AACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCAC
TTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCAAC
AGACCA---
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IN18 ND4 -------
ACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGC
CTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAAC
ATCCTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAA
TCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACC
TAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCA
CTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATT
TACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACAT ----====m=mmmmmmmmm

IN19_ND4 -
CACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAA
ACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCAT
ATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCAC
GGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAAC
ATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAA
CTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCAC
TACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCAC----------------

IN20_ND4  —--mmmememeee-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCA----------m-m----

IN21_ ND4 -
ATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCC
AAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCC
ATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGC
ACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCA
ACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTC
AACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTC
ACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACAT ----======m=mmmmmm

IN22_ND4  —-mmmeemememeeee-
CTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAAAC
TCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCATAT
TGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCACGG
GGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAACAT
AGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAACT
GATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCACTA
CACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCC-ACAG-------

IN23_ND4 -
CTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAAAC
TCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCATAT
TGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCACGG
GGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAACAT
AGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAACT
GATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCACTA
CACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCCACAG-------

IN24_ND4 ------- ACCTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
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CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATC--------mm----

IN25_ND4 - ACCTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATC----=-===mmmmm--

IN26_ND4  —-m-mmmmmememe-
CTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAAAC
TCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCATAT
TATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCACGG
GGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAGCCTAACCAACAT
AGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAACT
GATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCACTA
CACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCAACCAGACCA--

IN27_ND4  —-mmmmememeeee-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCT-
CCAGACCA--

IN28_ND4 ~ ----m-ee-
CTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCT
AATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACAT
CCTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATC
CTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCT
AACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCAC
TTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCACCCCACAG

IN29_ND4 -

CACTAATCGCTTACTCATCAGTAAGCCACATAGGACTAGTCATTGCTGCATGTCTCATCCAA
ACACCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATTGCCCATGGCCTAACCTCCTCTAT
ATTATTCTGTTTGGCCAATACTAACTACGAACGAACCCACACCCGAACCCTAATCTTAGCCC
GCGGCTTCCAAACTATCCTACCCCTAATAACTACCTGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAAC
ATAGCACTACCCCCAACCATTAACCTAATAGGTGAACTTACAATTATCTCCGCACTCTTCAA
CTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACTGGATTAGGCACCCTCATTACAGCCATCTACTCAC
TACACATATTTCTAATAACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCCACAGA------

IN30O_ND4 -
ACGACCTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCAT
GCCTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTA
ACATCCTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCT
AATCCTAGCCCGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCA
ACCTAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCC
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GCACTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGC
CATTTACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAGCTCCCACTTCACAT -----------

IN31_ND4 -
CTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTA
ATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATC
CTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCC
TAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTA
ACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACT
TTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCCAC

IN32_ND4 -
CACTAATCGCTTACTCATCAGTAAGCCACATAGGACTAGTCATTGCTGCATGTCTCATCCAA
ACACCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATTGCCCATGGCCTAACCTCCTCTAT
ATTATTCTGTTTGGCCAATACTAACTACGAACGAACCCACACCCGAACCCTAATCTTAGCCC
GCGGCTTCCAAACTATCCTACCCCTAATAACTACCTGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAAC
ATAGCACTACCCCCAACCATTAACCTAATAGGTGAACTTACAATTATCTCCGCACTCTTCAA
CTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACTGGATTAGGCACCCTCATTACAGCCATCTACTCAC
TACACATATTTCTAATAACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACAT -----------m-m-———-

IN33_ND4 -
CTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTA
ATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATC
CTCCATATTATTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCC
TAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTA
ACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACT
TTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCACCCCACCA

IN34_NDA4
ACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAACCCAAACTCCATGAAGCATCCCCGGACCCATA
ATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTAC
AAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCGCGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAAT
AACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAA
TAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACC
GGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAA
CATC

IN35_ND4 -
ACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGC
CTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAAC
ATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAA
TCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACC
TAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCA
CTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATT
TACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCAC---------m-mmmmmmm-

IN36_ND4 -
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
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ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACAT ----======mmmmmmmm

IN37_ND4 e
ATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCAAACTCC
ATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCATATTGT
TTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCACGGGGC
TTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAACATAGC
ACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCAACTGATC
CCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCACTACACA
TATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCAC----------—-----

IN38_ND4 -
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATC-------mm-mmmmmm-

IN39_ND4

AACGACGACCTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTC
ATCGCCGCATGCCTAATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGC
CCACGGCCTAACATCCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATA
CTCGAACCCTAATCCTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGG
CTCCTTGCCAACCTAACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTAC
AATCATCTCCGCACTTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCC
TCATTACAGCCATTTACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTT
CACATCATCCCCCCACAGA-----

IN40_ND4 ----ACGACCTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCAC--------=-------

IN41 _NDA4 ---ACGGACCTAAA-
TCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAATCCA
AACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCCTCCA
TATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCTAGCA
CGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAACCAA
CATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTTTTCA
ACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTACTCA
CTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATC-----====-=--

IN42_ND4  --m-meee-
TAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCTAA
TCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACATCC
TCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATCCT
AGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCTAA
CCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCACTT
TTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTTA
CTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCAC-----=-mmmmmmmm
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IN43_ND4  ---m-e-
CCTAAATCACTAATCGCTTACTCATCAGTAAGCCACATAGGACTAGTCATTGCTGCATGTCTC
ATCCAAACACCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATTGCCCATGGCCTAACCTC
CTCTATATTATTCTGTTTGGCCAATACTAACTACGAACGAACCCACACCCGAACCCTAATCTT
AGCCCGCGGCTTCCAAACTATCCTACCCCTAATAACTACCTGATGGCTCCTTGCCAACCTAA
CCAACATAGCACTACCCCCAACCATTAACCTAATAGGTGAACTTACAATTATCTCCGCACTC
TTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACTGGATTAGGCACCCTCATTACAGCCATCTA
CTCACTACACATATTTCTAATAACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCAACA

IN44_ND4 -
CTAAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCT
AATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACAT
CCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATC
CTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCT
AACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCAC
TTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCCCAC

IN4A5_ND4 -
CCTAAATCACTAATCGCCTATTCATCAGTAAGCCACATAGGACTGGTCATCGCCGCATGCCT
AATCCAAACTCCATGAAGCATCACCGGAGCCATAATCCTAATAATCGCCCACGGCCTAACAT
CCTCCATATTGTTTTGCCTAGCCAACACCAACTACGAACGAACCCATACTCGAACCCTAATC
CTAGCACGGGGCTTCCAAACTATTCTACCCCTAATAACATCATGATGGCTCCTTGCCAACCT
AACCAACATAGCACTTCCCCCAACCATCAATCTAATAGGAGAACTTACAATCATCTCCGCAC
TTTTCAACTGATCCCAACCAACAATCATCCTAACCGGCCTAGGCACCCTCATTACAGCCATTT
ACTCACTACACATATTCCTAACGACACAACGAAACAAACTCCCACTTCACATCATCCCC--
TCAGACCA--

End;

Begin Traits;

Dimensions NTraits=5;

Format labels=yes missing="? separator=Comma;
TraitLatitude 14.9025 14.9 14.8618 14.9495 15.1106;
TraitLongitude -89.8427 -90.0833 -89.7851 -89.779 -89.3394;
TraitLabels Jicaro Paloamontonado Cabanas Usumatlan Gualan;
Matrix

IN1_ND4 0,0,1,0,0

IN2_ND4 0,0,1,0,0

IN3_ND4 0,0,1,0,0

IN4_ND4 0,0,1,0,0

IN5_ND4 0,0,1,0,0

IN6_ND4 0,0,1,0,0

IN7_ND4 0,0,1,0,0



IN8_ND4 0,0,1,0,0

IN9_ND4 0,0,1,0,0

IN10_ND40,0,1,0,0
IN11_ND40,0,1,0,0
IN12_ND40,0,1,0,0
IN13_ND40,0,1,0,0
IN14_ND40,0,1,0,0
IN15_ND40,0,1,0,0
IN16_ND40,0,1,0,0
IN17_ND40,0,1,0,0
IN18_ND40,0,1,0,0
IN19_ND40,0,1,0,0
IN20_ND40,0,1,0,0
IN21_ND40,0,1,0,0
IN22_ND40,0,1,0,0
IN23_ND4 1,0,0,0,0
IN24_ND4 1,0,0,0,0
IN25_ND4 1,0,0,0,0
IN26_ND40,1,0,0,0
IN27_ND40,0,0,0,1
IN28_ND40,0,0,0,1
IN29_ND4 0,0,0,0,1
IN30_ND4 0,0,0,0,1
IN31_ND4 0,0,0,0,1
IN32_ND4 0,0,0,0,1
IN33_ND4 0,0,0,0,1
IN34_ND40,0,0,1,0
IN35_ND4 0,0,0,1,0
IN36_ND4 0,0,0,1,0
IN37_ND40,0,0,1,0
IN38_ND4 0,0,0,1,0
IN39_ND4 0,0,0,1,0
IN40_ND4 0,0,0,1,0
IN41_ND40,0,0,1,0
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IN42_ND40,0,0,1,0
IN43_ND40,0,1,0,0
IN44_ND40,0,1,0,0
IN45_ND40,0,1,0,0

End;

Begin GeoTags;

Dimensions NClusts=5;

Format labels=yes separator=Comma;

ClustLatitude 14.9025 14.9 14.8618 14.9495 15.1106;
ClustLongitude -89.8427 -90.0833 -89.7851 -89.779 -89.3394,

ClustLabels Jicaro Paloamontonado Cabanas Usumatlan Gualan;

Matrix
IN1_ND4
IN2_ND4
IN3_ND4
IN4_ND4
IN5_ND4
IN6_ND4
IN7_ND4
IN8_ND4
IN9_ND4
IN10_ND4
IN11_ND4
IN12_ND4
IN13_ND4
IN14_ND4
IN15_ND4
IN16_ND4
IN17_ND4
IN18_ND4
IN19_ND4
IN20_ND4

14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
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IN21_ND4
IN22_ND4
IN23_ND4
IN24_ND4
IN25_ND4
IN26_ND4
IN27_ND4
IN28_ND4
IN29_ND4
IN30_ND4
IN31_ND4
IN32_ND4
IN33_ND4
IN34_ND4
IN35_ND4
IN36_ND4
IN37_ND4
IN38_ND4
IN39_ND4
IN40_ND4
IN41_ND4
IN42_ND4
IN43_ND4
IN44_ND4
IN45_ND4

End;

Begin Network;

Dimensions ntax=6 nvertices=7 nedges=6 plotDim=0,-156,713.776,993.937;

Format Font=baskerville,10,-1,5,50,0,0,0,0,0 LegendFont=baskerville,10,-1,5,50,0,0,0,0,0
VColour=#000000ff EColour=#000000ff BGColour=#00000000 VSize=15 EView=Dashes

14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.9025,-89.8427,1,1
14.9025,-89.8427,1,1
14.9025,-89.8427,1,1
14.9,-90.0833,1,2
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3

LP0s=509.841,0.5
LColours=#ff0000ff,#37c837ff,#660080ff #ffccOOff, #ffO0ccff,#aa0000ff #5500d4ff #0066 ff #d7ff2aff #

00ccffff;

Translate

134



135

1IN1_ND4,

2 IN6_ND4,

3 IN26_ND4,

4 IN29_ND4,

5 IN30_ND4,

6 IN34_ND4,
Vertices

1 325.099 357.599,
2436.903 447.712,
3454.175 732.163,
4 246.667 84.4231,
5522.53 56.7231,
6 236.776 424.937,
7 473.194 157.425,
VLabels

1 276.099 357.599,
2 387.903 447.712,
3398.175 732.163,
4 190.667 84.4231,
5 466.53 56.7231,
6 180.776 424.937,
7 473.194 157.425,
Edges

1011,

2121,

3161,

4641,

5507,

63637,

End;
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Anexo 15. Archivo “.nexus” del gen ladhA analizado en el programa PopArt para

la generacion de la red de haplotipos mediante el método de inferencia TCS
#NEXUS

Begin Data;
Dimensions ntax=43 nchar=368;
Format datatype=DNA missing=N gap=-;
Matrix

IL1_LaDH-1 = ----mmemememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCATCA

IL2_LaDH-1 = ----m-emememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCATCAGTC

IL3_LaDH-1 = ----m-emememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC----=-====mmmmmmmm-

IL4_LaDH-1 = ----m-m-eee-
TCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCATCCAGTC-----=-====mmmmo--

IL5_LaDH-1 = ----m-emememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCT

IL6_LaDH-1 = ------ememe-
TCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTG
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IL7_LaDH-1 = ----m-emememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCATCAGTC

[T o) R ——
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT---GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGT Crrmmemmmrmmmmemnee

IL9_LaDH-1 = ----m-emememeee-
CTATGAGAAATTGGGATCTCGTCCGTACATCTCTAGGGCCATGCCAGAGGGTGTGGTCTTCG
TGTTGCATGAAATAAAATAACACGACTGCAGTCTGACCAACGATGAAAAAAAAAAAAACCC
CCGCCTGCCGTTCCTTCCTCACTGGATGGTCCTTGCCGCGATCCCACCAACAACAATACCCCC
CCTATTCTTTTAGAGGGAATTAATCATCTTCCTGTT-
TTTTCTGTGGCTCCCACCAACCATCATAACCGGGGAGGCGCCCTCATTACAGCCGTTTACTCA
CTACACATATTCTTAACGACACAACGAAGCAAACTCCTCTTCTTTCCCCCTTCCCTGACCAAA
CAA

IL10_LaDH-1 = ------mmememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------=======mm--

IL11_LaDH-1 = ----m-mmememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------=-====m=mmm--

IL12_LaDH-1 = ------------
TCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCT

IL13_LaDH-1 = ----------
GGTCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTC
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IL14 LaDH-1 = ------------
TCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTG

IR I o 5 —
CTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT---GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGT Crmmemmmmmmmmmemeee

IR I o) N ——
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT---GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTC

IL17_LaDH-1 = -------m-mmmme-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------===mmmmmmmmm-

IL18 LaDH-1 = ---------memeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCATCAGTC

IL19 LaDH-1 = -------m-m-mme-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCT

IL20_LaDH-1 = --------m-m--
CTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------=====nmmmmmm-

IL21 LAaDH-1  —cooememeeees
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
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TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------====mmmmmmmo-

IL22_LaDH-1 = -------m-memeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------======m=mmm--

IL23_LaDH-1 = ----------
GTCAGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------=-===m=mm--

IL24_LaDH-1
TTTAAAAAGGTTAAGTTTCTTTTTGGTAAGTCTTAACTTAAAAAACTTGCGAAGGAA
AACT--TAC-CTTA-ACCATTTCCTTTTCCGTAAAAAAACTTCCGCT-
TCCGTGCCAAACGTTCTTGACTTATGCCCAAAATTGGTTTGTACCTTGCCTT--ATGA--TGGT--
TAAAATTACTTCCATGGTAC-TGAAACCCACACCGAT----GAAAAAAAA---
AAAACTCCCCTGACACCTTCCCTTTCATAAATTAAGGGCCTGGGTCAATCAGTCTTCCCAAA-

IL25_LaDH-1  ---
TATTATTTTGTTCGTTCTTTTTTITTTTTTTCTTCTACCAACCAAAGCAGGGTTAAAACC-
TACCCATACCCTTTTCCTAATCCGGTAGAAAACT-
GCAGCTTCCGGCGCAACCCATCCTTAAGTTATGGC-AGAAGGGGGTTGGTTCTTTGCCT--
AAGGACTTGG--ATAAAAGTACTTCCAAGGTACACGGACCCAACACGGT----TAAAAAAAA---
AAACCCCCCTGGAC-CTTTCCTTACCT-
TAATTAAAGGGCACGGCCCTCCTACCATACCAAAACA

IL26_LaDH-1 = ---------m-mmm-
CTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC----=-=====mm=mmmm-

IL27_LaDH-1 = ------mmememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC----=-=====mmmmmmmo-

IL28_LaDH-1  --memmemmemenes
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
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CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCATCAGTC

[ ) S I ———
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACGCATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACCGAACCAACACTGAT----
GAAAAAAACCCCAAAACCCTCCTGAC-
CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTCT

IL30_LaDH-1 = -------mememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------=-=-==m=mmm--

IL32_LaDH-1 = -------mememem-
CTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACGCATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACCGAACCAACACTGAT----
GAAAAAAAACCCAAAACCCTCCTGAC-
CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTCT

IL33_LaDH-1 ATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC----=-======m=mmm--

IL34_LaDH-1 GTCCCACGCACCTACGCACGGCTGGAGGTGTAAACC---
ACACGTATTTTTTTGTCTATTCTGAAGTAAATT-GTTGCG-CCTGCTATGCA-
ATTCGTAATGTCCGAAGGGCAGTGGTGTG-ACCCTGTCTTCGGTGAGGTGAA--
ATAAAATGTTTCCTATGTCCACTGAACCCACACAGAA----AAAAAAAT-----CGCTCCCCC-----
CTTTCCTTATTTAT-GTTAATTGCTGTGCCCG

IL35_LaDH-1 = ----------
GGTCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------====mmmmmmmm-

IL36_LaDH-1 = --------m-mmm--
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
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AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC----=-======m=mmm--

IL37_LaDH-1 = ----m-mmememeee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------======m=mmm--

IL38_LaDH-1
CTAGGGAAAGATATGGCAAGAAACCTATAACTTTGCATGTTCCCCTATCCTGTAGGAGACTT
GCGTCT-CCTGTGCAACAGAGTCTTGACCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
AGGACAAGGA--ATAGAGTAACTCCAGTGTACACGGAACCTACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAAAGTGTCTGGTCACAAATCCTTCATAAA---

IL40_LaDH-1  ----mermmeeemee
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTCommmrmmmeemmmemmnenn

IL41_LaDH-1 = -------m-memee-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTG

IL42_LaDH-1 = -------m-mememe-
TCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------====mmmmmmmm-

IL43_LaDH-1 = -------m-mmmemmee
TTTATTGTTTTGCCGCTATAAAAACAAAGGTAAAGCTACAACA-CGCA-GTATCCTTTTTATT-
TGTAGTTGAAAGC--GTTGCT-CGGGCACAA--AGCCTTGGACCTAAGGC-
GGAAGGGGGTTGTACCTTTAC-T--AAGAAAAAGG--
AAAAAATAACTTCCATGAACCCCCGACCAAAACTGAA----
GAAAAAAAACCCAACCCCCTCCTGAT-
CTTTTATTATCAATGGTTGATGTCGCTGAAAAATCCATCA-ACAA

IL44_LaDH-1  ----------
GGTCGCTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC------=-=-====m-----
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IL45 LaDH-1 = -------m-m-mem-
CTCCTTTATGGTATGTCTCAGCTACAAACACATGCAGAGCTAAAAC--
TACACATACACAGTTTCCTATCCAGTAGGAAACTTGCAGCT-
CCTGTGCAACACAGTCTTGAGCTATGGCCAGAAGTGGGTTGTACCTTGTCTT--
ATGACATGGT--ATAAAGTAACTCCAATGTACACTGAACCAACACTGAT----GAAAAAAA----
AAACTCCTCCTGAC-CTTTCCTTATCTAAAGTTAATGTCACTGCTCAATCAGTC-----m-mmem oo

End;

Begin Traits;

Dimensions NTraits=5;

Format labels=yes missing="? separator=Comma,;
TraitLatitude 14.9025 14.9 14.8618 14.9495 15.1106;
TraitLongitude -89.8427 -90.0833 -89.7851 -89.779 -89.3394;
TraitLabels Jicaro Paloamontonado Cabanas Usumatlan Gualan;
Matrix

IL1 LaDH-10,0,1,0,0

IL2_LaDH-10,0,1,0,0

IL3_LaDH-10,0,1,0,0

IL4 LaDH-10,0,1,0,0

IL5 LaDH-10,0,1,0,0

IL6_LaDH-10,0,1,0,0

IL7_LaDH-10,0,1,0,0

IL8_LaDH-10,0,1,0,0

IL9_LaDH-10,0,1,0,0

IL10_LaDH-10,0,1,0,0

IL11 LaDH-10,0,1,0,0

IL12_LaDH-10,0,1,0,0

IL13_LaDH-10,0,1,0,0

IL14 LaDH-10,0,1,0,0

IL15 LaDH-10,0,1,0,0

IL16_LaDH-10,0,1,0,0

IL17_LaDH-10,0,1,0,0

IL18 LaDH-10,0,1,0,0

IL19 LaDH-10,0,1,0,0

IL20_LaDH-10,0,1,0,0



IL21_LaDH-10,0,1,0,0
IL22_LaDH-10,0,1,0,0
IL23_LaDH-11,0,0,0,0
IL24_LaDH-11,0,0,0,0
IL25_LaDH-11,0,0,0,0
IL26_LaDH-10,1,0,0,0
IL27_LaDH-10,0,0,0,1
IL28_LaDH-10,0,0,0,1
IL29_LaDH-10,0,0,0,1
IL30_LaDH-10,0,0,0,1
IL32_LaDH-10,0,0,0,1
IL33_LaDH-10,0,0,0,1
IL34_LaDH-10,0,0,1,0
IL35_LaDH-10,0,0,1,0
IL36_LaDH-10,0,0,1,0
IL37_LaDH-10,0,0,1,0
IL38_LaDH-10,0,0,1,0
IL40_LaDH-10,0,0,1,0
IL41_LaDH-10,0,0,1,0
IL42_LaDH-10,0,0,1,0
IL43_LaDH-10,0,1,0,0
IL44_LaDH-10,0,1,0,0
IL45_LaDH-10,0,1,0,0

End;

Begin GeoTags;

Dimensions NClusts=5;

Format labels=yes separator=Comma;
ClustLatitude 14.9025 14.9 14.8618 14.9495 15.1106;
ClustLongitude -89.8427 -90.0833 -89.7851 -89.779 -89.3394;

ClustLabels Jicaro Paloamontonado Cabanas Usumatlan Gualan;

Matrix

IL1_LaDH-1 14.8618,-89.7851,1,3
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IL2_LaDH-1

IL3_LaDH-1

IL4_LaDH-1

IL5_LaDH-1

IL6_LaDH-1

IL7_LaDH-1

IL8_LaDH-1

IL9_LaDH-1

IL10_LaDH-1
IL11_LaDH-1
IL12_LaDH-1
IL13_LaDH-1
IL14_LaDH-1
IL15 LaDH-1
IL16_LaDH-1
IL17_LaDH-1
IL18_LaDH-1
IL19_LaDH-1
IL20_LaDH-1
IL21_LaDH-1
IL22_LaDH-1
IL23_LaDH-1
IL24_LaDH-1
IL25_LaDH-1
IL26_LaDH-1
IL27_LaDH-1
IL28_LaDH-1
IL29_LaDH-1
IL30_LaDH-1
IL32_LaDH-1
IL33_LaDH-1
IL34_LaDH-1
IL35_LaDH-1
IL36_LaDH-1

14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.8618,-89.7851,1,3
14.9025,-89.8427,1,1
14.9025,-89.8427,1,1
14.9025,-89.8427,1,1
14.9,-90.0833,1,2
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
15.1106,-89.3394,1,5
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
14.9495,-89.779,1,4
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IL37_LaDH-1  14.9495,-89.779,1,4
IL38_LaDH-1  14.9495,-89.779,1,4
IL40_LaDH-1  14.9495,-89.779,1,4
IL41_LaDH-1  14.9495,-89.779,1,4
IL42_LaDH-1  14.9495,-89.779,1,4
IL43_LaDH-1  14.8618,-89.7851,1,3
IL44_LaDH-1 14.8618,-89.7851,1,3
IL45_LaDH-1 14.8618,-89.7851,1,3

End;

Begin Network;

Dimensions ntax=7 nvertices=7 nedges=6 plotDim=0,-156,713.776,993.937;

Format Font=baskerville,10,-1,5,50,0,0,0,0,0 LegendFont=baskerville,10,-1,5,50,0,0,0,0,0
VColour=#000000ff EColour=#000000ff BGColour=#00000000 VSize=15 EView=Numbers LPos=1,-
510.341

LColours=#ff0000ff #37c837ff #660080ff, #ffccOOff #ffO0ccff,#aa0000ff #5500d4ff #ffO066ff, #d7ff2aff #
0Occffff;

Translate
1I1L1_LaDH-1,
21L9 LaDH-1,
31L24 LaDH-1,

4 1L25_LaDH-1,
51L29 LaDH-1,

6 1L34_LaDH-1,

7 1L38_LaDH-1,
Vertices

1 310.099 452.599,
2436.903 447.712,
3454.175 732.163,
4 246.667 84.4231,
5522.53 56.7231,
6 236.776 424.937,
7 473.194 157.425,
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VLabels

1 318.099 541.599,
2481.903 412.712,
3448.175 714.163,
4 240.667 60.4231,
5 466.53 56.7231,
6 224.776 409.937,
7 526.194 161.425,
Edges

1011,

2121,

3161,

4641,

5507,

63637,

End;
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Anexo 16. Protocolo de sintesis para el bromuro de p-bromofenacilo a partir de 4-

bromoacetofenona
Objetivo:

e Sintetizar el bromuro de p-bromofenacilo para evaluar la inhibicion de la actividad

enzimatica de la crotoxina B.

Reaccion:
H202 + 2HBr—>2H20 + Br2
@) @]
H,0,, HBr Br
_—
LiCl
Br Br

Procedimiento:

Colocar 5g de p-bromoacetofenona en un bal6n cubierto con aluminio. Agregar 3mL de una
solucién acuosa (47%) de HBr al baldn y agitar por 5min a temperatura ambiente. Agregar 1g de
LiCl y agitar por 1min. Agregar 5mL de una solucion acuosa (30%) de H.O; lentamente. Calentar
la mezcla a 70°C por 1h. Luego, agregar cuidadosamente 12.5mL de agua, seguido de 12.5mL de
hexano y se agit6 la mezcla por 5min. Separar la fase organica y secar con sulfato de magnesio

anhidro. Filtrar el material soluble y evaporar el solvente.

Disefio experimental:

Reaccidn

*5g pBrPhAc + 3mL
HBr

«1g LiCl

e5mL H,0,

¢70°C

©12.5mL H,0y Hex

Extraccion

® Acuosa: Agua, LiCl,
HBr, H,0,, Br-

* Organica:Hexano,
pBrPhAc, pBPB

Filtracién
e Sélido: MgSO,
eLiquido: Producto

Evaporacién

edel solvente
(Hexano)

*PE: 69°C




Reactivos y materiales:

148

Pureza

Nombre Cddigo Marca Cantidad Apariencia
p-Bromo 04-28.01 Merck 97.9% 5¢ Sélido beige
acetofenona
Acido 19-194 Merck 47% 3mL Liquido
Bromhidrico incoloro
Cloruro de 12-438 Fisher 99.8% 1g Sélido blanco
Litio higroscopico
Perdxido de O6- Merck 30% 5mL Liquido
Hidrdgeno 403.02 incoloro
Hexano 03-392 J.T. 99% 12.5mL Liquido

Baker incoloro
Sulfato de 12-447 Merck 99.8% - Sélido blanco
Magnesio higroscopico

Nombre PM (g/mol) PF (°C) PE (°C) p (g/mL) Solubilidad
p-Bromo 199.04 49-51 255 1.647 EtOH, Eter,
acetofenona Benceno,

CCly, Acido
Acético
Acido 80.91 -11 122 1.49 (25°C)  Agua (204%)
Bromhidrico (15°C)
(47%)
Cloruro de 42.39 605 1360 2.070 Agua (84.5%)
Litio (25°C)
Peroxido de 34.01 -0.43 150.2 1.110 Agua
Hidrdégeno
(30%)
Hexano 86.18 -95 69 0.659 (25°C) Agua
(0.0095%)
Sulfato de 120.37 1127 Descomp. 2.66 Agua (35.7%)
Magnesio (25°C)
Bromuro de 277.94 108-110 Descomp. - Etanol, Eter,
Cloroformo
p-Bromo

fenacilo
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Nombre Ingestion Inhalacion Absorcion Seguridad Desecho
p-Bromo Toxico. Puede causar Irritacion Si se inhala, Frasco de
acetofenona i

sintomas de  severadela  trasladarala desechos
alergia o piel y ojos. persona a aire orgéanicos.
asma. Irrita fresco.
el
Lavar con
tracto
agua
respiratorio.
P abundante en
caso de
contacto o
ingestion.
Acido Corrosivo.  lrritacion del Quemaduras  Lavar conagua  Neutralizar
Bromhidrico tracto de piel y abundante y y Lavabo
respiratorio.  0jos. neutralizar el
exceso. Si se
ingiere, no
inducir el
vomito.

Cloruro de Toxico. - Irritacion de  Lavar conagua  Lavabo con

Litio piel y ojos. abundante. bastante

agua

Peroxidode  Toxico. - Irritacién Lavar conagua  Lavabo

Hidrdgeno severa de abundante. Si se

0j0s. ingiere, no
inducir el
vomito.

Hexano Daiiino si Néausea Irrita Lavar conagua  Frasco de
hay levemente y jabén. Si se desechos
exposicion piel y ojos ingiere, no organicos
prolongada inducir el

vomito.

Sulfato de Produce - - Lavar conagua  Lavabo con

Magnesio vomitos abundante. bastante

agua

Bromuro de Corrosivo. Irritacion del  Corrosivo. Si se inhala, Frasco de

B tract trasladar a | desechos
p-Bromo racto rasladar a la organicos.
fenacilo respiratorio. persona a aire
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fresco.
Lavar con
agua
abundante.
Remover
vestimentas
en caso de
derrame. No
inducir el
vomito en
caso de

ingestion.

Calculos
Calculo No.1: Cantidades de sustrato a utilizar en base a la cantidad del producto esperado

e p-Bromoacetofenona:
1mol 1mol pBrPhAc 199.04g (100

277_94g>< 1mol pBPB X — 1 X §>=4.0689ngrPhAc

5g pBPB x

Calculo No.2: Estimacion de la cantidad a utilizar del resto de reactivos

e Acido Bromhidrico:
1000mmol 1.2mL HBr

X
199.04g 10mmolpBrPhAc

5g pBrPhAc X = 3.0145mL HBr

e Cloruro de Litio:
1000mmeol 10mmol LiCl 42.39g

X X
199.04g 10mmolpBrPhAc  1000mmol
e Perdxido de Hidrégeno:

5g pBrPhAc X

= 1.0649g LiCl

1000mmol 2mlL H,0,
5g pBrPhAc X 199.04g X 10mmolpBrPhAc = 5.0241mlL H,0,
e Hexano:
1000mmol 5mlL Hexano
5g pBrPhAc X = 12.5603mL Hexano

X
199.04g  10mmolpBrPhAc



Espectros Infrarrojos (IR):
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e Hexano
HIT-NO=1737 |SCDRE= [ ]|SDBS—NU=2113 |[R—NIDH—14J.1|:I o LIauIb FILK
HEXANE
CeHig
Lon
Esn E
o T T T T T T T
4000 3000 2000 1500 1000 500
HAVENUHBER ! -11
187 a4 1466 34 126 T4
3176 44 1379 40
29539 4 1300 &4
2928 T 1294 B4
2g7s 13 1133 &E
2462 15 G991 o4
2734 41 fa4 &84

Espectro IR del Hexano. Obtenido de: http://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology, 6/Sep/2016)
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e p-Bromoacetofenona

HIT-HB=3796 [SCORE= ( 1[50B5-N0=5319 [IR-NIDA-18774 : KBR DIGC
4 '-BROMOACETOFHEMDME
L gH-BRE
LoD
=
o
=
5o -
=
E
e
o T T T T T T T
4000 EL 2000 1500 looo 500
HAVENUHBER! -1l
3336 A1 1419 72 1246 B3 lan3a 72 TL3 Tz
LE74 4 1395 35 1181 82 a73 78 EZ& &4
1a3s 0 1363 48 1107 86 961 53 &Ll B0
LEeE 21 1364 4B 173 38 845 T2 B3z 49 Er G CHS
ISEE &E& 1307 70 1071 && 25 13 499 T2 ||
L4535 43 1273 5B 1025 79 17 47 455 TE )
1431 74 1269 17 1l 2z 7Bl 43 453 Bl

Espectro IR de la p-Bromoacetofenona. Obtenido de: http://sdbs.db.aist.go.jp (National
Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 6/Sep/2016)



e Bromuro de p-Bromofenacilo
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HIT-HO=1654 [SCORE=

[

1| 5DBS-NO=175¢

[IR-NIDA-03E81

i HBR DISC

2,4 -DIBRONCACETOFHENONE

R

Loo

50

TRAMSHITTANCE! %1

4000

T
3000

T
2000

HAVENUHBER! -11

T
1500

T
Julili)

T
500

3370
3j0a4
Jasg
2999
2954
2773
L70z

77
10
74
1]
43
T
16

1598
1ELRE
1588
1BET
l4Bd
1397
1366

4
T4

b
42
53
14
7z

1309
1292
1286
1273
1198
1173
11EL

B&
BE
B4
ga
1z
go
T4

1114
o7e
1ang
9491
973
]
09

72
1E
o0
zl
Te
51}

B

Tas
Tal
TLT
5E7
E49
S48
497

T
B2
46
Ta
=
43
EZ2

Br

C— CH,— Br

o]

Espectro IR del pBPB. Obtenido de: http://sdbs.db.aist.go.jp (National Institute of Advanced

Industrial Science and Technology, 6/Sep/2016)
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Anexo 17. Caracterizacion del producto de la sintesis.

,©)k/ Acetona »@/LK/

Reaccion del pBPB con yoduro de potasio en acetona. EI mecanismo de reaccién es una
sustitucion nucleofilica bimolecular (SN2). Debido a esto, es selectivo para el bromo en
posicion alfa. El producto es un yoduro de alquilo insoluble en acetona (ACD/ChemSketch,
version 14.01.76694, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, ON, Candada,
www.acdlabs.com, 2015.).

Teo6rico Experimental Transmitancia Error Identidad ° Rango

(cm?)a (cm™) (%) (%) Esperado
(cm?)®

1693.67 1692.66 82.76 0.06  Estiramiento del ~ 1700-1680

carbonilo de una
cetona de arilo.

1589.00 1581.77 82.72 0.46  Estiramiento de 1580
multiples enlaces
C-Cdeun
aromatico.
1395.50 1394.83 83.00 0.05 Impureza de -
sustrato.
1379.50 1380.18 83.50 0.05 Doblez C-H de 1380-1370
un alcano sp?.
1195.00 1193.62 82.15 0.12  Producto. -
1072.33 1069.65 81.33 0.25 Producto. -
809.00 805.93 74.63 0.38 Doblez C-H de 830

un aromatico con

dos hidrogenos

adyacentes.
@ Calculado con base en un promedio de tres espectros obtenidos de: http://sdbs.db.aist.go.jp
(National Institute of Advanced Industrial Science and Technology, 11/Ago/2017).
b Basado en el apéndice 2B de Wade, (2012).
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Anexo 18. Resultados de los ensayos in vitro

Diametros de hemdlisis de las diluciones de veneno

Placa | DCs(mm) Cs(mm) Csl(mm) | DHe(mm) He(mm) Hel (mm)
1 13.00 10.60 12.36 7.30 10.08
2 12.40 10.00 13.08 8.60 10.82
3 13.68 11.32 13.40 8.20 12.00

Anexo 19. Resultados de los ensayos de hemdlisis indirecta.

Datos de absorbancia obtenidos para el veneno de C. simus y el veneno con inhibidor.

Tiempo (min) Veneno Veneno + inhibidor
Muestra 1 2 3 1 2 3

5 0.170 0.202 0.232|0.184 0.165 0.180

10 0.192 0.160 0.161|0.105 0.098 0.023

15 0.152 0.144 0.141|0.085 0.104 0.274

20 0.140 0.095 0.146 |0.135 0.063 0.122

25 0.151 0.161 0.158 |0.141 0.122 0.157

30 0.154 0.133 0.230|0.130 0.104 0.175
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Datos de absorbancia obtenidos para el veneno de H. charlesbogerti y el veneno con

inhibidor.

Tiempo (min) Veneno Veneno + inhibidor

Muestra 1 2 3 1 2 3

5 3.691 0.313 0.182|0.320 0.140 0.264

10 0.251 0.182 0.192|0.243 0.098 0.201

15 0.304 0.151 0.218|0.274 0.183 0.202

20 0.143 0.080 0.127|0.249 0.165 0.276

25 0.231 0.173 0.210|0.235 0.177 0.182

30 0.244 1.619 0.151)/0.156 0.078 0.193

Medianas de las absorbancias obtenidas para los ensayos con veneno de C. simus.

Tiempo (min) | Veneno  Veneno + Inhibidor
5 0.202 0.180
10 0.161 0.098
15 0.144 0.104
20 0.140 0.122
25 0.158 0.141
30 0.154 0.130
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Medianas de las absorbancias obtenidas para el ensayo con veneno de H. charlesbogerti.

Tiempo (min) | Veneno Veneno + Inhibidor
5 0.313 0.264
10 0.192 0.201
15 0.218 0.202
20 0.127 0.249
25 0.210 0.182
30 0.244 0.156

Porcentajes de hemdlisis obtenidos para el ensayo con veneno de C. simus.

Tiempo (min) | Veneno Veneno + Inhibidor
5 100 89.1
10 100 60.9
15 100 72.2
20 100 87.1
25 100 89.2
30 100 84.4

Porcentajes de hemolisis obtenidos para el ensayo con veneno de H. charlesbogerti.

Tiempo (min) |Veneno Veneno + Inhibidor
5 100 84.3
10 100 104.7
15 100 92.7
20 100 196.1
25 100 86.7
30 100 63.9
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Anexo 20. Protocolo operacional estandar (SOP; por sus siglas en inglés) para el
manejo y descarte de veneno.

Procedimiento Operacional POE#: 1

Estandar N
Version #: 1
Fecha: 21/02/2017

uvG Pagina #: 1/9
Preparado por: Andrade, E; K.
Guatemala PROCEDIMIENTO PARA EL Cardona; Castafion, E; S. Rodas; Rossi,
MANEJO Y DESCARTE DE | &

VENENO Revisado por: MSc. Daniel Ariano

Aprobado por: MSc. Daniel Ariano

1. Proposito:
General

e Conocer cuales son los procedimientos generales para llevar a cabo el manejo y descarte
correcto de veneno. De igual forma saber cuales son los pasos a tomar a la hora de una
emergencia (primeros auxilios).

Especificos

e Realizar una revision de informacion para el manejo de venenos, asi como su descarte.

e Generar procedimientos de manejo de venenos y descarte, asi como las recomendaciones
a tomar en cuenta, al momento de la exposicion.

2. Aplicacion:

e Veneno Crotalus simus: Se planea sintetizar un inhibidor para la crotoxina subunidad B
presente en el veneno de C. simus. Con el fin de entender la cinética de esta subunidad y
poder, en un futuro sintetizar un antidoto que cumpla con los requerimientos de esta
toxina.

3. Referencias:
Bon, C.; J. Changeux, T. Jeng y H. Fraenkel-Conrat. 1979. Postsynaptic effects of crotoxin and
its isolated subunits. Euopean Journal of Biochemistry 99:471-481.

Cameron, P; G. Jelinek; Kelly, A; A. Brown; Little, M. 2014. Textbook of Adult Emergency
Medicine. Elsevier Health Sciencie. USA. 1036pp.

Chen, C; H. Wang. 2016. Biomedical Applications and Toxicology of Carbon Nanomaterials.
John Wiley & Sons. USA. 543pp.

Clinical ~ Toxinology = Resources.  2014.  First Aid.  [Revisado:  22/02/2017]

http://www.toxinology.com/fusebox.cfm?fuseaction=main.first_aid.firstaid&id=FAD-01
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Fox, M. 2013. Glossary for the Worldwide Transportarion of Dangerous Goods and Hazardous

Materials. Springer Science & Business Media. USA. 336pp.

Fry, B. 2015. Venomous Reptiles and Their Toxins: Evolution, Pathophysiology and
Biodiscovery. Oxford University Press. Inglaterra. 504pp.

Marchi-Salvador, D.P.; L.C. Corréa, A.J. Magro, C.Z. Oliveira, A.M. Soares y M.R.M. Fontes.
2008. Insights into the role of oligomeric state on the biological activities of crotoxin: crystal
structure of a tetrameric phospholipase A, formed by two isoforms of crotoxin B from Crotalus

durissus terrificus venom. Proteins 72:883-891.

Ribsamen, H.; H. Breithaupt y E. Habermann. 1971. Biochemistry and pharmacology of the
crotoxin complex. Naunyn-Schmiedebergs Archiv fir Pharmakologie 270(3):274-288.

Tardiff, R; J. Rodricks. 2013. Toxic substances and human risk: Principles of Data Interpretation.

Springer Science & Business Media. USA. 460pp.

Tintinalli, J; G. Keler; Stapczynski, J. 2003. Emergency Medicine: A comprehensive study guide.
6ta edicién. McGraw Hill Professional. USA. 2016pp.

U.S. Department of Health and Human Services, Centers for Disease Control and Prevention, &
National Institutes of Health. 2009. Biosafety in microbiological and biomedical laboratories (5th
ed.). L. C. Chosewood and D. E. Wilson (Eds.). Washington, DC: U.S. Government Printing
Office. www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/bmbl5/bmbl5toc.htm

4. Terminologia y abreviaciones:

1. Toxinas: es una sustancia producida por células vivas; en general, son moléculas
pequefias, 0 proteinas que causan enfermedad en el tejido, ya que se da interaccion con
enzimas o receptores de membrana (Tardiff & Rodricks, 2013 & Fox, 2013).

2. Veneno: es un conjunto de toxinas producido por glandulas especializadas y son liberadas
por un animal a otro. Este veneno causa interrupcién en el proceso endofisiolégico o
bioguimico en el animal receptor, facilitando la alimentacion o defensa del animal
producto (Fry, 2015).

3. Hemotoxicidad: se refiere a la interaccion de producto quimicos y bioquimicos, con
componentes sanguineos, incluyendo células y proteinas (Chen & Wang, 2016).

4. Antiofidico: es un conjunto de anticuerpos que degradan las toxinas presentes en el
veneno, haciendo que no causante toxicidad en la persona atacada por un animal

productor de veneno (Tintinalli, et al., 2003). Al igual que las vacunas, pueden ser


http://www.cdc.gov/od/ohs/biosfty/bmbl5/bmbl5toc.htm
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monovalentes (para un solo tipo de veneno) o polivalentes (para varios tipos de veneno)
(Cameron, et al., 2014).

5. PBI: vendaje y la inmovilizacién (bandage and immobilization) (Cameron, 2014)

5. Principio:

El veneno de Crotalus simus consta de varias toxinas, entre estas, la crotoxina. Esta a su
vez, estd compuesta de dos subunidades, de las cuales la subunidad B es una fosfolipasa con
actividad neurotdxica y hemotoxica (Bon et al. 1979, Rilbsamen et al. 1971). La toxicidad de ésta
enzima se debe a que se enlaza a receptores especificos en areas pre y post-sinapticas de la unién
neuromuscular, evitando la liberacién de acetilcolina (Marchi-Salvador et al. 2008).

6. Documentos Asociados:
NO APLICA

7. Seguridad:

Los riesgos primarios son exposiciones accidentales a mucosas (boca, 0jos, etc.) o a
heridas en la piel. Debido a esto, los venenos deben ser manipulados como si fueran reactivos
quimicos toxicos, con la adicién de algunos procedimientos dependiendo de la operacion a
realizar. Deben considerarse ciertas variables dependiendo del trabajo a realizar, como la toxina
gue se estudia, el estado fisico, la cantidad relativa a la dosis letal media, el volumen manipulado,
la metodologia; y algun otro limitante con respecto al equipo de laboratorio (U.S. Dept. of Health
and Human Services, CDC, & NIH, 2007).

Cualquier procedimiento que utilice toxinas o diluciones de toxinas, debe ser realizado
bajo un Nivel 2 de Bioseguridad (BSL-2 por sus siglas en inglés). Esto debe realizarse con equipo
de proteccion basico, como bata, guantes, y lentes; ademas de realizar las operaciones pertinentes
en una campana. Las superficies deben ser desinfectadas antes y después de la operacion. Las
toxinas, especialmente los stocks, deben ser trasladadas de un lugar a otro en un recipiente a
prueba de derrames. (U.S. Dept. of Health and Human Services, CDC, & NIH, 2007).
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8. Equipo, materiales y equipo:

Reactivos
Cantidad Reactivo Marca Pureza X
————————————— Antiveneno e e e
polivalente
------------- Antiveneno oo o o
Polivalente
Suministros
Cantidad Suministro Marca X
---------------- Vendas mmmmm e mmmmmmeeeeo
Equipo
Cantidad Equipo Marca Precision Rango X

------------- Congelador a

-70°C

9. Prueba estandar:
NO APLICA

10. Procedimiento:

Se debe proporcionar capacitacion especial a todo el personal relacionado con las caracteristicas
Unicas de riesgo de las toxinas que se estara trabajando y se deben proveer procedimientos
especificos de derrame y / 0 exposicion de emergencia. Se debe proporcionar informacidn acerca
de los riesgos que se corren al trabajar con la toxina o veneno en particular, conocer la forma de
accion de la misma (citotoxicidad, hemotoxicidad, neurotoxicidad, etc...). Ademas, debe conocer
el LD50 y conocer cudles son los antidotos especificos que se deben de utilizar para el veneno o

toxina.

En cuanto al manejo del veneno debe de estar restringido el contacto del mismo, Unicamente
personas con permiso y conocimiento lo pueden manipular. Deben estar en congelacion a -70°C

y deben de estar bajo llave o en lugares con acceso restringido.
a. Primeros auxilios

El objetivo de los primeros auxilios es minimizar el movimiento del veneno a la circulacion
sistémica, la absorcion es probable que se incrementa por el movimiento y el ejercicio. Esto se
consigue mediante un vendaje a presién (vendas elasticas, como ACE) que se aplica sobre el sitio

afectado y luego cubrir el miembro completo con una presion similar a la utilizada para un



161

esguince de los miembros. EI miembro afectado debe ser inmovilizado, asi como todo el paciente
o los primeros auxilios es ineficaz. La inmovilizacion consiste en férulas y prevencion completa
del movimiento o ejercicio de la parte afectada. En el caso de que no sea una extremidad la presion
directa con una almohadilla y la inmovilizacion pueden ser Utiles. El transporte debe llevarse al

paciente y debe evitarse el caminar.

Los primeros auxilios deben eventualmente ser removidos, pero esto debe tener lugar en un area
de reanimacion de una instalacion con los medios para tratar envenenamiento definitivamente.
Los primeros auxilios se eliminan cuando: una evaluacion clinica y de laboratorio completa no
demuestra ninguna evidencia de envenenamiento. En estos pacientes, después de la retirada del
vendaje, se necesitan mas evaluaciones clinicas y de laboratorio para la sospecha de
envenenamiento, existen pruebas clinicas o de laboratorio de envenenamiento. El vendaje se

elimina después de completar el tratamiento con anti veneno intravenoso.

Muchas serpientes venenosas pueden causar efectos locales moderados y graves, alrededor del
sitio de la mordedura, incluyendo ampollas, hinchazoén, sangrado y necrosis de la piel (muchas
viboras, algunas cobras, especies especialmente escupidas) y, para estos, el vendaje y la
inmovilizacion (PBI) no se recomienda ya que puede empeorar lesion en el tejido local. Se
recomienda una simple inmovilizacién del miembro mordido y administracion del anti veneno

especifico para el veneno o toxina.
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Mordida de serpienteo
herida con veneno

[
la Instalacion de cuidado de salud no tiene cuidado critico y Instalaciones de
patologia en el sitio con antiveneno, mantenga soporte vital basico, aplique PIBy
realice una transferencia urgente
1

Observe en un area de cuidados criticos.
¢Envenenamiento que amenaza la vida?
I

Si
\—\ Tomar muestra de

sangre. Limpiar con
alcohol lugar

1.. Resuotlar. 2. L.\dmlmstrar el afectado.
antiveneno inmediatamente: base
an,tn_.feneno monoya\ente, efectos ¢Hay Pruebas clinicas o
clinicos y geografia, o considerar de laboratorio de
un antiveneno polivalente. 3. envenenamiento?
Liberar PBI después del antiveneno

I_I L' No

s
Si
Tomar muestra de sangre administrar el antiveneno Libere PBI. Hacer el examen
. ; : neurologico y repetir las
m.med\atamente. base sangres 1h después de
antiveneno monovalente, retirar PBIlyGy 12 h
efectos clinicosy geografia, o después de la mordedura
considerar un antiveneno f
polivalente. Esté preparado
para la anafilaxia. Liberar PBI ,je dgsarrlc,'"?n
después del antiveneno. evidencias clinicas o
clinicas de
envenenamiento
I I—|
Repetir muestra sangre alas6, 12y .
24 horas para comprabar la Si No
recuperacion de la coagulopatiay
el desarrollo de complicaciones
L| comolainsuficiencia renal. El

tratamiento adicional de
neurotoxidad, miotoxicidad o Descargue
microangiopatia trombética puede durante el
requerir cuidados intensivos y dia
consejo de toxicologia clinica

Algoritmo de decision para llevar a cabo el tratamiento de una herida con un objeto con el que se

haya trabajado veneno o toxina, bien mordedura de serpiente.
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Asegurarse de estar fuera del
alcance de la serpiente.
Mantener la calma

La herida no debe de ser
masajeada, puede ser lavada
una vez con un pafio
himedo

"\

No use torniquetes, cortar,
chupar o escarificar la herida
o aplicar productos quimicos

o descargas eléctricas.

S

Quitar los anillos y joyas de
las extermidades, especial en
dedos

~

Si hay algun deterioro de las
funciones vitales estos deben
ser apoyados como una
prioridad. Busque atencion
médica urgente.
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Evitar la ingesta peroral,
absolutamente sin alcohol.
No sedantes fuera del
hospital. Evitar la
deshidratacion

La extremidad mordida debe
ser inmovilizada lo mas
eficazmente posible usando
una férula o eslinga
extemporada o vendaje de
crepe

Sise ha matadoa la
serpiente ofensora, se debe
traer con el paciente para su

identificacion

Transportar la persona afectada
tan rapido y pasivamente como
sea posible al lugar mas cercano
donde pueda ser vista por una
persona médicamente
entrenada (puesto de salud,
dispensario, clinica u hospital).

Listado de pasos a tomar en caso de una emergencia o mordedura de serpiente.

11. Célculos

NO APLICA

12. Férmulas a utilizar
NO APLICA

14. Control de calidad:
NO APLICA
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Anexo 21. Trabajo de campo realizado y equipo de trabajo involucrado en el
muestreo y recoleccién de datos.

Viaje de campo (Cabafas, Zacapa — Reserva Natural del Heloderma)




