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RESUMEN

El presente trabajo consiste en un estudio de genética de poblaciones del
mosquito Anopheles albimanus, para los paises de México, Guatemala, El Salvador,
Nicaragua y Costa Rica. Se utilizaron cuatro secuencias microsatélites (1-90, 2-14, 2-25
y 6-41) distintas como marcadores moleculares, para comparar las estructuras
genéticas entre las colectas o poblaciones de los distintos paises, y determinar si existe

una diferencia genética significativa entre ellas.

El ADN de los mosquites se reconstituyd, ya que habia sido utilizado para estudios
anteriores, para amplificarlo por PCR para cada una de las secuencias microsatélites. El
producte de la amplificacion se corrié en electroforesis de secuenciacién, se leyé el
tamafno de los alelos para cada individuo y se determiné su genotipo. Estos datos
fueron analizados con el uso de un programa de estadistica para genética de

poblaciones.

El primer analisis estadistico efectuado fue el equilibrio de Hardy-Weinberg para cada
una de las poblaciones con cada uno de los microsatélites. Los resultados de este
analisis indicaron que la mayoria de poblaciones se encontraba en equilibrio de Hardy-
Weinberg. También se realizé el analisis de ligamiento por parejas de loci, tanto para las
poblaciones individuales como para los paises completos. Este analisis mostré que
unicamente Nicaragua se encuentra fuera de equilibrio de ligamiento para la pareja de

loci 1-90 y 2-14.

Al analizar las frecuencias alélicas obtenidas por poblacién y por pajs se noté que Costa
Rica presentaba varias diférfencias en los patrones de frecuencias alélicas, comparado
con Meéxico, Guatemala, El Salvador y Nicaragua. Por esta razén se decidié hac-er f?l
andalisis de varianza molecular, AMOVA, al separar los cinco paises en dos grupos,
dejando a Costa Rica en un grupo aparte de los demas paises. Los resultados del
AMOVA mostraron que existe una diferencia genética moderada entre Costa Ricay la

agrupacion de México, Guatemala, El Salvador y Nicaragua. Esto quiere decir que



parece haber un buen flujo genético entre México, Guatemala, El 3alvador y Nicaragua,

pero no asi con Costa Rica.

En relacion con estudios anteriores de genética de poblaciones para Anopheles
albimanus se puede decir que los resultados parecen ser muy consistentes, en especial
con el estudio realizado por Mérida et al. (1999) al utilizar ADN mitocondrial como

marcador molecular.

X111



I. INTRODUCCION

El Anopheles albimanus es el principal vector de la malaria en Guatemala
(Aguilar, 1997), una enfermedad que afecta al 40% de la poblacién total en los mas de
90 paises afectados mundialmente (Organizacién Mundial de la Salud, 1998). La
mortalidad de las infecciones por Plasmodium wvivax es baja, sin embargo, estas
infecciones son responsables de una alta morbilidad, ya que tiene un impacto

econdémico y social de gran importancia {Padilla, 1997).

El mosquito Anopheles albimanus se extiende desde los Estados Unidos de América
hasta Pera (PAHO, 1996), pero se encuentra principalmente desde la regién sur de
México hasta Peru en Sur América (AnoDB, 2000). Debido a que la transmisién del
parasito causante de la malaria depende en gran parte del vector, el presente estudio se
hize para entender la genética de las poblaciones del mosquito Acépeles albimanus en la
region. La genética de poblaciones genera informacién Util para comprender la
transmision de la enfermedad, su epidemiologia y desarrollar métodos de control (Black

vy Tabachnick, 1995).

Anteriormente se realizé un estudic de genética de poblaciones para establecer la
variabilidad temporal de poblaciones de A albimanus en Guatemala, al utilizar
espaciadores intergénicos {(IGS) de ADN riboéomal, el cual mostré que existen barreras
geograficas entre las regiones de la costa del Pacifico v la costa del Caribe de Guatemala
(Ovalle, 1924). En un estudio posterior de poblaciones de A. albimanus se utilizé como
marcador molecular el ADN mitocondrial de estos mosquitos, para poblaciones de
Guatemala, El Salvador, México, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia
¥y Venezuela. En este estudio no se noté una diferencia significativa en frecuencia para
las costas del Pacifico y del Caribe de Guatemala, pero si se encontré que para
poblaciones separadas por mas de 200km existe un aislamiento que esta correlacionado
con la distancia {Mérida et al. 1999). Los resultados derivados de este segundo estudio
son solamente preh’minaﬁs, va que se contaba con un ntimero limitado de muestras

para las poblaciones fuera del territorio de Guatemala.

En seguimiento con esta Hnea de investigacién, se realizo la presente tesis. Uno de los
objetivos de este estudio es determinar la relacidén genética, es decir, el flujo genético
existente entre poblaciones de Guatemala, México, El Salvador, Nicaraguay Costa Rica,

v buscar la existencia de barreras que pudieran interrumpir el flujo de genes entre




poblaciones de Latinoamérica. La forma en que se realizo el analisis fue por medio de la
comparaciéon de las frecuencias de alelos y genotipos “de cuatro secuencias
microsatélites para cada uno de los individuos que conforman las distintas poblaciones
bajo estudio. Las principales caracteristicas de los microsatélites que los hace utiles
para estudios de genética de poblaciones son su alto polimorfismo, su capacidad de ser
heredada de forma simple y la codominancia que presentan (Ashley y Dow, 1994}. Las
cuatro secuencias microsatélites estudiadas fueron identificadas como 1-90, 2-14, 2-25
y 6-41. El polimorfismo de los microsatélites presentados por los individuos en las
distintas poblaciones se distinguié al utilizar electroforesis de acrilamida en camaras de

secuenciacion.

Se encontré que existe flujo de genes entre las poblaciones de A. albimanus desde
México hasta Costa Rica. Sin embargo, el flujo de genes es mejor en la region desde
México hasta Nicaragua, y de esta regién hacia Costa Rica se ve una pequena
disminucion del flujo genético. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por

Mérida et al. (1999) con el ADN mitocondrial.



II. ANTECEDENTES
A. La Malaria

La malaria o paludismo es una enfermedad que ha afectado al hombre desde
épucas muy remotas, caracterizandose por fiebres intermitentes (Aguilar, 1997). Esta
enfermedad es causada por cuatro especies de protozoarios intracelulares del género
Plasmodium; cada una de las cuales posee su propia morfologia, biclogia y
caracteristicas clinicas. La malaria es transmitida por las hembras del mosquito

Anopheles (Miller y Warrell, 1990).

1. Parasito Causante

El ciclo de vida del parasito de la malaria (ver figura 1) comienza cuando un
esporozoito entra al torrente sanguinec humano por la picadura de un mosquito
hembra infectado, del génerc Anopheles. Los esporozoitos migran rapidamente hacia las
células hepaticas, donde sufren multiples divisiones asexuales durante un periodo de 7
a 10 dias. La ruptura de los hepatocitos lleva a la liberacion de miles de merozoitos al
torrente sanguineo donde son capaces de invadir los eritrocitos. Dentroc de los
eritrocitos, los trofozoitos primarios se desarrollan a trofozoites maduros con un
citeplasma agrandado. El nticleo se divide asexualmente mualtiples veces para producir
un esquizonte multinucleado. Este luego se divide y produce merozoitos
mononucleades. Eventualmente el eritrocito se lisa liberando los merozoitos al torrente
sanguineo para infectar otros eritrocites. Una fraccién de los merozoitos sufre
diferenciacién sexual a gametocitos, los cuales se fertilizan y forman un cigoto luego de

ser ingeridos por un mosquito (Rogers, 1999).

Los microgametocitos y macrogametocitos formados por los merozoitos no son capaces
de lisar el eritrocito. Unicgmente cuando son ingeridos por el mosquito se desarrollan a
la formacion de un gameto masculine y femenino, respectivamente. Dentro del intestino
del mosquito los eritrocitos infectados se lisan y los gametos se fusionan para formar el
cigoto llamado coquineto. Este migra hacia la pared del intestino, la penetra y forma el
ooquiste en la superficie externa. El ocquiste sufre meiosis, durante un proceso
conocido como esporogonia, formando esporozoitos gque migran hacia las glandulas
salivares del mosquito. El ciclo se completa finalmente cuando el mosquite pica un

nuevo hospederc humano (Prescot et al, 1996).
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Figura 1 -
Ciclo de vida del Plasmodium wivasx

Esporozoitos en las glandulas salivares
Ooquistes en la pared del estdmago
Gametocitos fermenino y masculino
Fase hepatica
Liberacion de merozoitos del higado (estos entran en los eritrocitos donde contintian
los ciclos sexual y asexual)

(RPH, 2000)



2. Diagnéstico, Sintomatologia y Tratamiento

El diagndstico clinico, en areas endérnicas de la enfermedad, puede ser
caracterizade por los accesos agudos de “frios ¥ calenturas”™. En el laboratorio se
emplean métodos directos para demostrar la presencia de parisitos en un frote
sanguineo usando tincién con Giemsa, Field, Wright o Leishman. El momento méas
adecuado de la toma de muestra debe hacerse después del paroxismo febril. Ademas,
existen métodos indirectos que utilizan la fijacion del complemento, entre los cuales se
pueden mencionar las técnicas de hemaglutinacién indirecta (HIA), anticuerpos
fluorescentes (AFT) y el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA, por sus

siglas en inglés) {(Aguilar, 1997).

Los sintomas de la malaria incluyen fiebre, escalofrios, dolor en las articulaciones,
vomitos repetidos, convulsion generalizada ¥ coma. La causa atribuida a la muerte en
regiones de alta transmisién de malaria es la anemia severa (Organizacion Mundial de
la Salud, 1998). Los sintomas clasicos se desarrollan durante la liberacién sincronizada
de merozoitos al torrente sanguineo. Al lisarse los eritrocitos se liberan toxinas y restos
de eritrocitos, los cuales son la causa de escalofrios y fiebre, caracteristicas de la
malaria. Los sintomas clinicos se presentan primero como escalofrios ¥ sensacion de
frio intensa; y luego se procede a una fase con cefalea, seguido de un periodo de fase
febril, con rubefaccién facial, piel seca y temperaturas que pueden alcanzar los 41°C,
finalmente se da un periodo de sudoracion, con descenso de la temperatura corporal,

abatimiento y somnolencia (Sponsler, 2000).

Entre las drogas antimalaricas utilizadas se pueden mencionar seis grupos principales,

los cuales actiian sobre las formas asexuales que previenen la esquizogonia eritrocitica:
a} Alcaloides de la corteza de quina (quinina)

} Aminoacridina (atebrina)

) Aminoquinolina (cloroguina-amidiaquina)

o o

o

) Aminoquinoliﬁa (primaquina), es el Unico que actila sobre las formas
exoeritrociticas; representa la forma mas téxica

e) Biguanida (cloroguanida)

f} Pirimidina (pirimetamina) (Aguilar, 1997)

La cloroquina es el medicamento mas utilizado en el tratamiento de la malaria por su

disponibilidad y bajo precio; pero por esta misma razén actualmente se ha encontrado



resistencia del Plasmodium falaparum a la cloroquina en regiones de América del Sur y

en el suraeste de Asia (Sponsler, 2000).

Para el tratamiento de personas infectadas con el agente P. vivax, se utiliza una
combinacién de cloroquina con primaquina. La primaquina, por ser eficaz contra las
formas exoeritrociticas, ha probado ser satisfactoria y la tnica droga que actua sobre
las formas latentes que se alojan en el higado. En los Tiltimos anos se ha presentado

resistencia a primaquina (Sponsler, 2000).

En Guatemala, y en otros paises de Centro América, se utiliza principalmente una
combinacién de cloroguina con primaquina para tratar los casos de malaria. Esto

debido a su seguridady disponibilidad (Padilla, 1995).

3. Distribucion e Incidencia

La malaria parece haberse originado en Africa, desde donde el Plasmodium
vivax y el Plasmodium malariae fueron traides al Nuevo Mundo por los primeros
marineros que cruzaron el Pacifico. Este parasito es altamente especifico para el
hombre, ya que eéste es s\ Ginico hospedero vertebrado, y el mosquito Arnopheles su
Ganico vector; mostrandose con esto una relacion evolutiva con dichas especies (Bradley,

1996).

Hoy en dia la malaria es la enfermedad tropical mas importante mundialmente. Su
distribucién geografica actual comprende mas de 90 paises, siendo un problema de
salud puablica en estos, pues 40% de los habitantes totales (alrededor de 2,400 miliones
de personas) son afectados. Se estima que alrededor de 300 millones de personas
Vmundialmente son afectadas por la malaria cada ano; y, entre 1 y 1.5 millones mueren
a causa de esta enfermedad anualmente (Bradley, 1996). La malaria es endémica en
101 paises y territorios, 45 paises en Africa, 21 en las Américas, 4 en Europa, 14enla
regién este del Mediterraneo, 8 E;l‘l la region sur este de Asiay 9 enl la region oeste del
Pacifico. {Organizacion Mundia! de la Salud, 1998). En la figura 2 se muestra un mapa

de la distribucion mundial de la malaria segin la Organizacion Mundial de 1a Salud.



Figura 2
Mapa de la distribuciéon mundial de la malaria, para 1987,
segun la Organizacion Mundial de la Salud

'Regidn dende la malaria ha desaparec1d0 ha sido erradicada o nunca existio;

2Area de baja incidencia de malaria; 3Area de transmisién de malaria

En Centro América la malaria ocurre en areas de baja altitud, especialmente en
Honduras, Nicaragua y Guatemala, con una baja incidencia de casos en Panama ¥
Costa Rica (Sponsler, 2000). En Guatemala se han diferenciado tres regiones para el
area malarica: zona norte, zona sur y zona centro-oriental, La zona norte se extiernde
desde la frontera mexicana con Belice hasta la costa del Caribe, y es responsable del
65% de los casos reportado en el pais. La zona sur constituye la costa del Pacifico del
pais, mientras que la regidén centro-oriental se extiende desde el centro de Guatemala
hasta la frontera con Honduras y El Salvador. Esta ultima es la region de menor
incidencia de malaria debido al clima seco y caliente (Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social, 1988).

Aproximadamente el 30% de la poblacién en América vive en regiones adecuadas para
la transmision de malaria. De estas regiones se realizaron preparaciones sanguineas y

se encontraron los datos listados en el cuadro 1 (PAHO, 1997),




Cuadro 1
Investigacién epidemologica en 21 paises-con
programas de malaria activos, 1994 (PAHO, 1997)

Casos de * Casos de
Pais Pob. en Pla'cas Pléc_as . Plasr.nodium Caso.s de P.

riesge | examinadas| positivas | (%) | falciparum]P. Vivax Malarie

México 45,248 1,923,575 12,864 0.7 63 12,801 0
IBelice 210 49,179 9,957 20.2 400 9,557 0
Costa Rica 1,015 143,721 4,445 3.1 3 4,442 G
El Salvador 4,851 139,587 2,803 2.0 5 2,798 0
Guatemnala 4,220 133,611 22,057 16.5 423 21,634 0
Honduras 2,319 315,893 52,110, 16.5 568 52,110 0
Nicaragua 4,264 355,661 41,490 11.6 1,427 40,063 O
Panama 313 220,062 684 0.3 18 666 0
Haiti 5,500 54,973 23,140, 42.1 23,140 0 0
Rep. Dorninicana 7,550 316,182 1,670, . 0.5 1,664 ) 1
Guayana fran. 55 48,242 4,241 8.8 3,809 415 17
Guyana 132 168,127 39,566, 23.5 22,503 16,985 g
Suriname 42 29,148 4,704 16.1 4,389 240 79
Brasil 18,600 2,671,953 564,406 21.1 197,009 367,251 146
Bolivia 3,009 128,580 34,749 27.0 4806 29,916 0
Colombia 24,620 572,924 127,218 22.2 34,070 93,108 40
Ecuader 6,095 301,546 30,006 9.9 10,241 19,765 0
Pernl 11,171 295,824 122,039 41.3 21,203 100,801 35
Venezuela 756 123,953 13,727 11.1 3,416 10,294 17|
Argentina 5,366 14,070 948 6.7 1 947 0
Paraguay 1,270 96,885 583 0.6 12 571 0
Total 146,698 8,103,696/ 1,113,407 13.7 329,170 784,369 331

4.

{-) poblacion en miles; {*] incluye infecciones mixtas

Vector

A pesar de que se conocia que el moéquito Anopheles jugaba un papel

importante en la transmision de la malaria, no fue hasta 1948 que se elucidaren todos

los pasos en el ciclo de vida de esta enfermedad. La hembra del mosquito requiere de

sangre para madurar sus huevos, y es por esta razén que pica a los humanos (RPH,

2000).

De las 380 especies de mosquitos del género Anopheles, unicamente 60 poseen la

capacidad vectorial para transmitir la malaria (Bradley, 1996). Los dos determinantes

mas importantes para la capacidad vectorial son la propension de alimentarse en un

hospedero humano y la longevidad media. Muchos mosquitos son incapaces de

transmitir la malaria debido a que son fisiolégicamente incapaces de mantener

eficientermnente el desarrollo del parasito (Gwadz y Collins, 1996).
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En la siguiente seccién se ampliara mas en detalle acerca de los vectores de malaria

especificos para Guatemala y América Latina; -

B. Vectores de Malaria
1. Generalidades

Todos los mosquitos son miembros de la familia Culicidae, perteneciente al
orden Diptera. La familia Culicidae se subdivide tipicamente en 3 subfamilias:
Culicinae, Toxorhynchitinae, y Anophelinae. A esta iltima pertenecen los miembros del
género Anopheles. La forma de alimentacion de estos mosquitos es por la sangre, una
caracteristica de gran importancia en cuanto al punta de vista de salud humana.
Muchos patégenos responsables de la mortalidad y morbilidad humana son
tranismitidos por mosquites. Todos los parasitos causantes de la malaria son

transimitidos por mosquitos del género Anopheles (Gwadz y Collins, 1996).

Desde 1977, cuando fueron descritas las primeras 375 especies de mosquitos
Anopheles, el nlimero ha inerementado a casi 500 especies clasificadas. El ciclo de vida
basico dei desarrollo de los mosquitos comienza cuando la hembra produce entre 50 y
200 huevos después de su alimentacion sanguinea. Los huevos son depositados
directamente sobre el agua o en lugares hiumedos propensos a ser inundados. Todos los
mosquitos presentan cuatro etapas larvales, y una etapa pupal acuatica que tarda 2 a 4

dias para que la metamorfosis a adulto se complete (Gwadz y Collins, 1996).

Los mosquitos adultos presentan un dimorfismo sexual marcado. Las hembras
generalmente son mas grandes y poseen partes bucales adaptadas para picar; mientras
que los machos presentan partes bucales édaptadas para alimentarse de néctar de
plantas y ademas poseen antenas plumosas que les sirven paradetectar la presencia de

las hembras para la copulacién (Gwadz y Collins, 1996}.

Entre las caracteristicas ﬁdrfolégicas principales de los mosquitos del género Anopheles
se pueden mencionar: la presencia de manchas en las nervaduras de las alas, los
palpos maxilares en las hembras son de la misma longitud que la trompa picadora; y al
descansar forman una linea recta cabeza, térax y abdomen, con el cuerpo dispuesto
perpendicularmente en un angulo de 40° a 90° con relacién al plano que los soporta

(Aguilar, 1997).
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Para diferenciar la hembra de A. albimanus del resto de mosquitos de este género se

utilizan ciertas caracteristicas morfolégicas (ver figura 3), siendo la mas importante ¥

discriminatoria la presencia de un anillo basal en el tarsomero posterior 5 (Clark-Gil ¥

Darsie, 1983).

Figura 3
Vista dorsal de un mosquito hembra adulta (Clark-Gil y Darsie, 1983)
e
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En Guatemala se reconocen como vectores de paludismo al Anopheles albimanus, A.
pseudopunctipennis, A. dalingi, A. vestitipennis, y A. purictimacula, siendo estos tltimos
descritos comao vectores potenciales (Aguilar, 1997). La especie de Anopheles albimanus
es considerada la principal responsable de transmision de malaria en la regién de las
costas de México, Centro América v parte del norte de América del Sur, asi como
también en las Antillas (Frederickson, 1993).

2. Distribucion Geografica

Los mosquitos del género Anopheles se encuentran distribuidos
mundialmente. De igual forma los mosquitos del género Anopheles que son
especificamente vectores de malaria pueden ser encontrados en todas las regiones del
mundo, pero Unicamente ciertas especies son vectores principales, mientras que otras
especies pueden ser vectores locales o casuales. A continuacion se presenta un cuadro
(cuadro 2) en el cual se muestran las principales especies de Anopheles que son

vectores de malaria (AnoDB, 2000).

Los mosquitos de la especie Anopheles albimanus se extienden desde Florida y Texas,
en los Estados Unidos de América, hasta la region norte del Peru, y ademas, se
encuentran a lo largo del Caribe. Especificamente A. albimanus puede ser ubicado en
los siguientes paises: Estados Unidos de Ameérica, México, Guatemala, Belice, El
Salvador, Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia, Peru, Venezuela,
Antigua, las Bahamas, Barbados, las Islas Caiman, Cuba, Guadalupe, la Republica
Dominicana, Haiti, Jamaica, Puerto Rico, San Martin y las Islas Virgenes. Dentro de
estas regiones el A. albimanus se encuentra en las regiones costeras, en altitudes de

100msnm, preferentemente (PAHO, 1996).

Debido a su amplia distribucién, es de esperarse que el A, albimanus esté adaptado a
una diversidad de habitats, que van desde regiones con estaciones climaticas marcadas
hasta regiones en las que la precipitacién anual es de 3,000mm; aunque por lo general
tiende a localizarse en areas de alta temperatura. Aun mas evidencia de su distribucién
ecologica tan variada se obtiene de la diversidad de localidades para lareproduccion de
larvas, que van desde canales de drenaje, pequenas pozas con o sin vegetacion, canales

de irrigacidn, lagunas, reservorios, etc (PAHO, 1996).




Cuadro 2
Distribucién geografica de las principales especies de
Anopheles vectores de malaria (AnoDB, 200)

Especie de Anopheles Regién donde se
encuentra

o A acconttus . 10
s A albimanus 2,3
o A albitarsis 3
s« A anthropophagus 11
« A aguasalis 2,3
s A arabiensis 7
o A agrgyntarsis 2
s A atroparvus 4,5
¢ A, balabacensis 10
» A culicifacies 8
s A darlingi 2,3
+ A dirus 9, 10
o A farautfitipo 1 12
» A farautitipo 2 12
¢ A jflaviatilis 8,9
+ A flavirostns 10
+ A freeborni 1
s+ A funestus 7
¢ A gambiae

e A koliensis 12
» A labranchiae 5
o A leucosphyrus 10
s A lundlowae 10
o A maculatus 10
o A nmuinimus 10
e A pharoensis &
* A pseudopunctipennis 3
e A punctimacula 3
e A, punchudatus 12
» A quadnmaculatus 1
+ A sacharovi 5
o A sergenti

» A sinensis 11
s A subpictus 10
e A sundaicus 10
e A supei-ﬁ:icﬁxs 5

Para numeracion de regiones ver figura 4



13

Figura 4
Regiones de distribucién del Anopheles (AnoDB, 2000)

1. Norte Americana; 2. Centro Americana; 3. Sur Americana, 4. Eurasia del Norte; 5.
Mediterraneo; 6. Afro-Arabe; 7. Afrotropical; 8 Indo-Irani; 9. Montes Indo-Chinos; 10. MalaSJa
11. China; 12. Australo-asiatica;

3. Fluctuacién Temporal en la Densidad

Se ha encontrado que la densidad poblacional de A. albimanus es mayor
durante la época de lluvia. La observacién mas detallada de este fenémeno fue realizada
en un estudio en El Salvador, en el cual se reporté que no existe una region en la cual
se produzcan larvas a lo largo del afio, sino que varia el criadero conforme las
estaciones del afno. Los esteros de los rios son las regiones mas importantes durante el
inicio de la época de lluvia, mientras que los pastizales, los pantanos, las cunetas y los
margenes de los lagos son las regiones mas importantes durante la mayor parte de la
época lluviosa. Por otro lado, los lugares permanentes de agua como lagos y lagunas

producen A. albimanus durante la época de sequia (Frederickson, 1993).

El A. albimanus no es un vector competente. Para que la especie pueda sostener la
transmision de malaria es necesario que la densidad poblacional de la especie sea alta

{Sponsler, 1999).

4. Geneética de Insectos

Los genomas de organismos eucariotas son complejos, y consisten de

secuencias que solo se observan unavez, de secuencias medianamente repetitivas y las
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gue son altamente repetitivas. El tamafio del genoma de los principales vectores de
enfermedades se encuentra en un rango de 0.2 'a 2pg, siendo el genoma de los
mosquitos anofelinos de los mas pequefios, es decir, que corresponden a los valores
mas bajos del rango. Una caracteristica notoria de organismos con genomas pequenios,
es que poseen grandes tramos de secuencias Unicas (por lo menos 13kb) flanqueadas
por secuencias largas de elementos repetitivos (generalmente >5kb de largo); a
diferencia de organismo con genomas mas grandes, que poseern secuencias Unicas de 1-
2kb en una forma alternada con secuencias medianamente repetitivas de 1-4kb o

altamente repetitivas de 200-600pb (Knudson et al. 1996).

En la mayoria de mosquitos se encuentran 3 pares de cromosomas metacéntricos que
conforman el genoma. Ademas, en los mosquitos anofelinos se presenta un dimorfismo

sexual de cromosomas. (Knudson et.al. 1996)

Hasta la fecha se han clonado, caracterizado y secuenciado mayormente los genes
involucrados en la aptitud vectorial de muchos insectos, es decir, las secuencias
anicas. Como por ejemplo, genes involucrados en la especificidad del hospedero o genes

expresados en las glandulas salivares. (Knudson et.al. 1996)

En cuanto a secuencias mediana y altamente repetitivas, éstas se refleren a secuencias
que se repiten entre una docena de veces hasta varios miles dentro del genoma.
Pueden encontrarse dispersas dentro de regiones que serian de otro modo de
secuencias unicas o en blogues largos, estos iltimos comprenden de 5-15% del ADN
total de genoma de muchos animales. Las secuencias repetitivas comprenden entre 20 y
84% del genoma de los mosquitos, lo cual puede ser el factor responsable de la gran
diferencia en variacién intraespecifica del tamano gendémico. Las secuencias
medianamente repetitivas se encuentra en un numero-de copias que varia entre 10 y
300, mientras que las copias del ADN altamente repetitivo pueden estar en nimeros

que van desde 5,000 hasta 15,000 (Knudson et.al. 1996).

C. Genetica de Poblaciones

Al estudio de las variaciones genéticas en una poblacion natural y de los
factores que influyen sobre estas variaciones, se le conoce como genética de
poblaciones. La genética de poblaciones es un area de estudio de gran importancia en

cuanto a vectores artréopodos de enfermedades, ya que provee informacién critica para
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el entendimiento de los factores que influyen sobre la variacién genética y de capacidad
vectorial (Tabachnick y Black, 1966), -

—

Existe una necesidad para el entendimiento de los patrones de flujo genético y
velocidades de dispersién de genes entre una poblacién para desarrollar estrategias
especificas de control sobre las especies que son vectores de enfermedades. Este flujo
de genes puede ser medido respecto de varios factores como serian la capacidad
vectorial (por ejemplo, localizacién de alimentacidn, densidad poblacional y competencia
vectorial). Se ha sugerido que una forma para controlar las poblaciones vectoras puede
ser por medio de la introduccidn de individuos manipulados genéticamente con
capacidad vectorial reducida. Pero esta visién ambiciosa sélo puede ser alcanzada con
la adquisicién del conocimiento necesario sobre e] control genético. de caracteristicas
vectoriales especificas, los efectos ambientales sobre ésta, y la informacién sobre la

genetica de estas poblaciones (Tabachnick y Black, 1995}.

Las técnicas utilizadas para la identificacién de variaciones genéticas en poblaciones
naturales han ido evolucionando, ¥ gracias a esto actualmente los estudios ya no son
tedricos. Las primeras técnicas utilizadas fueron las de la identificacion de mutantes
morfolégicos, por medio de los cuales se hacian evidentes las caracteristicas heredadas
en forma recesiva; el estudio de las variaciones cromosémicas estructurales, conocida
como inversién cromosomal; y la del uso de isozimas. Esta ultima técnica ha generado
un extenso repertorio de informacién acerca de la genetica de poblaciones (Tabachnick

¥ Black, 1998).

Los métodos para el analisis de las variaciones genéticas en poblaciones naturales de
vectores actualmente estan basados en el analisis de marcadores moleculares de ADN.
Entre las técnicas que caen dentro de este grupo se pueden mencionar principalmente
tres (Tabachnick y Black, 1996). La primera es el estudio de fragmentos de restricciéon
de largo polimérfico (RFLP por sus siglas en inglés), en la cual se utilizan enzimas de
restriccién para generar fragmentos de ADN, que son detectados por medio de la
hibridizacién de sondas, luego de que el ADN ha sido separado por electroforesis. Esta
técnica presenta limitaciones para cuando se desean estudiar dos individuos que estan
cercanamente relacionados. La segunda técnica es el estudio de ADN polimérfico
amplificado al azar (RAPD por sus siglas en inglés), la cual utiliza la técnica de reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) con un solo iniciador ( primer)

de 10 bases de largo para amplificar una coleccién de fragmentos de ADN especificos
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para el genoma en cuestion. Con esta técnica no se pueden diferenciar individuos
homocigotos de los que son heterocigotos. La ventaja en cudnto a la utilizacién de este
método es que no es necesario conocer la secuencia de nucledtidos del ADN en cuestion
para lograr una amplificacién. La tercera es el estudio de repeticiones de secuencias
simples (SSR, por sus siglas en inglés] o secuencias microsatélites. Estas secuencias
han comprobado ser marcadores moleculares exceléntes, debido a que son altamente
polimérficos, ampliamente distribuidos a lo largo del genoma, y codominantes (Knudson
et.al., 1996). Acerca de los microsatélites se ampliard mas adelante, debido a que son

los que se utilizaran en el presente estudio.

Entre algunos proyectos realizados con marcadores microsatélites para estudios de
genética de poblaciones se pueden mencionar el estudio realizado por Walton y
colaboradores (1998), para determinar el flujo genético entre poblaciones de Anopheles
vectoras de malaria en Africa, y un segundo estudio en Aedes, realizade por Huber y

colaboradores (1999).

Walton y colaboradores encontraron que existe una variacion genética entre especies de
An. gambiae y An. arabiensts, al utilizar cuatro loci de microsatélites como marcadores
moleculares. Esta primera parte del estudio mostré la importancia y capacidad de
deteccion de barreras al flujo genético que muestran los microsatélites (Walton et.al.
1998). En cuanto al mosquito Aedes aegypti, vector del dengue, se han realizado
también estudios de aislamiento de marcadores microsatélites con el fin de poder
utilizar estos para determinar el flujo genético dentro de las poblaciones y en ultima
instancia poder utilizar esta informacién de los patrones de dispersion de genes para

poder emplear estrategias de control vectorial adecuadas (Huber et.al. 1999).

Gracias a un estudio de flujo genético realizado en An. gambiae, se pudo establecer que
el patron distinto de alimentaciéon entre individuos que parecian morfolégicamente
iguales se debia a una diferencia en especie, por lo que se identifico esta segunda
especic como An. quadrimaculatis. Esto se hizo debido a que se demostré que habia un
flujo genético reducido entre ambas especies con patrones de alimentacién distinte, es
decir, que se demostré que eran en realidad especies cripticas (Tabachnick y Black,

1995).
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1. Poblaciones Naturales -

La palabra poblacién, utilizada en el sentido de genética de peblaciones, se
refiere a un grupo de individuos de la misma especie que viven dentro de un area
geografica suficientemente restringida como para que cualquier miembro dentro de ella
pueda aparearse al azar con otro miembro. Llegar a una definicién precisa se dificulta,
pues existe una diferencia entre especies dada por alguna forma de estructura
geografica, es decir, algiin patrén especifico no al azar que distribuye a los organismos
espécialmente. Rara vez se encuentra que los miembros de una especie estén
distribuidos de forma uniforme 1 homogénea en el espacio; esta subdivision poblacional
generalmente es provecada por ambientes disparejos, como por gjemple areas secas o
empantanadas dentro de un llano, regiones de poca y de mucha profundidad dentro de

un lago, ete. (Hartl, 1988).

Las unidades fundamentales de estudio en la genética de poblaciones son las
peblaciones locales, es decir, unidades dentro de una poblaciéon en las cuales ocurre
cruzamiento entre parientes; ya que es dentro de estas unidades o poblaciones donde
ocurren los cambios en las frecuencias de alelos que son tan imporfantes para la
evolucion adaptativa de una caracteristica. Como se vera mas adelante, existen factores
que afectan la frecuencia genotipica dentro de una poblacién. En general el modelo mas
utilizado para determinar la estabilidad de un genotipo es el de Hardy-Weinberg, el cual
asume que el organismo que se estd estudiando es diploide y se reproduce
sexualmente, que no existe un traslape entre generaciones, y el apareamiento es al azar
dentro de una poblacion muy grande, que la migracién es imprescindible ¥ la mutacioén
puede ignorarse, y que la seleccién natural no afecta los alelos que se estan

considerando (Hartl, 1988).

2. Variacion Genética
a. Equilibri¢ de Hardy-Weinberg y los factores que afectan la variacion

El equilibrio de Hardy-Weinberg indica que en una poblacién grande,
con apareamiente al azar en ausencia de seleccidn, migraciéon y mutacién, las
frecuencias genotipicas y fenotipicas perfnanecen constantes de generacién en
generacion. Es decir, que los factores que provocan cambios en las frecuencias

genotipicas son principalmente cinco:
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i)

v}

-

Apareamiento al azar: cuando dos é’enotipos dentro de una
poblacién no se aparean al azar, se dice que es una clasificacion de
apareariento positiva, y tendra como consecuencia la reduccion en
la frecuencia de hetocigotos dentro de la poblacién. La frecuencia
con la que aumentan los homocigotos dentro de una poblacion es
una funcién del grado de relacién entre los individuos que se
aparean; es decir, que esta frecuencia aumentara rapidamente
cuando existe un apareamiente entre padres e hijos o entre los
mismo hijos (Fabachnick y Black, 1996).

Tamaiio de la poblacién: el tamanoc de la poblacién afecta
grandemente al equilibrio de Hardy-Weinberg, ya que en una
poblacién muy pequefia esta sujeta a un mayor efecto sobre la
frecuencia genotipica y fenotipica, como consecuencia de seleccion
natural o muestreo. En teoria las poblaciones deben ser grandes y
constantes en tamado, pero en la realidad el tamafo de una
poblacién puede variar (Fabachnick y Black, 1996} segin la época
del afo o la estacion, por ejemplo para Anopheles albimanus se nota
un incremento en la densidad poblacional durante la época lluviosa
(Frederickson, 1993). A los cambios en frecuencia debidos al azar se
le conoce como deriva genética. La deriva genética afecta la
heterocigocidad observada en una poblacién, de manera que puede
llegar a reducirse de tal forma que un solo alelo podria lUegarse a
fijar en la poblacion (Tabachnick y Black, 1996}.

Migracion: la inmigracion de individuos introduce genes nuevos a
una poblacidén, asi como la emigracién puede ser responsable de
cambios en frecuencia de genes especiales. Si ocwre migracion
entre dos poblaciones que difieren en frecuencia genética, las
frecuencias genéticas de cada poblacién cambiardn; si este
intercambio ‘és constante, la migracién provocara eventualmente
que ambas poblaciones tengan frecuencias genéticas similares. A
este apareamiento entre emigrantes entre poblaciones se le conoce
como flujo genético (Tabachnick y Black, 1996).

Mutacidon: la tasa de mutacion afecta la frecuencia de genes. Una
mutacion es fuente de material genético completamente nueve. La

tasa de mutacién esta estimada en el orden de 10-° por locus por
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generacion, aunque para regiones no codificadas esta tasa es mayor
(Tabachnick y Black, 1996). -7

v] Seleccién: la seleccién es un factor determinante, ya que en
distintos individuos varia la aptitud de los genes, y por lo tanto la
aptitud que le confieren al individuo que los porta (Tabachnick y
Black, 1996).

Una poblacion se encuentra en el equilibrio de Hardy-Weinberg cuando ninguno de los
cinco factores mencionados anteriormente afecte significativamente la frecuencia
genotipica. Suponiendo que en una poblacién hay dos alelos (Al y A2) para un locus en
especifico, ¥ sus frecuencias son p y 4, respectivamente, Cuando las frecuencias de
cada alelo son equivalentes en ambos sexos, al haber apareamiento al azar entre
organismos, el resultado sera una unién al azar de los gametos. Tenemos que las

frecuencias genotipicas en la siguiente generacion seran:

Esperma

P(Al)  qlA2)
. PALl)  p? Pq
q{A2)  pg q’

Note que p+ g= 1, y que lafrecuencia genotipica esperada para cualquier generacién se
puede obtener por medio de una expansiéon binomial de las frecuencias alélicas (p+ g
Lo mismo ocurre para una poblacién en la que se tienen mas de dos alelos para un
locus: (p + g+ r...)* (Tabachnick y Black, 1996).

b. Métodoes utilizados para el estudio de variacion genética

Anteriormente se mencionaron las principales técnicas utilizadas
hasta hace poco y las actuales para el estudio de genética de poblaciones. Estas
técnicas son: mutantes polimérficos, inversion cromosémica, isozimas ¥ marcadores de
ADN (RFLP, RAPD y micfésatélites). En esta seccién se ampliarda mas acerca de las
técnicas que involucran ADN. A continuacion se presenta el cuadro 3 en el cual se

resumen las principales técnicas utilizadas.
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Cuadro 3 _
Caracteristicas de los marcadores moleculares
mas utilizados en biologia de poblaciones (Sannucks, 2000)

Utiliza PCR | Locus | Codominante | No. De loci|Transferible a Variabilidad
simple disponibles otros taxones | general
ADN de organelo
Secuencia 3i Si Si Simple Si Baja-alta
RFLP No, grande Si 51 Simple 51 Baja-
moderada
ADN nuclear multilocus
RAPD 31 No No Muchos 3i Alta
AFLP Si No No Muchos 5i Alta
TADN si No No Pocos Si Moderada-alta
ADN nuclear de locus simple
Minisaté- 31 Si Si Moderado Pocos Alta
lites
Microsa- Si Si Si Muchos Alguncs Alta
télites
rADN S1 En Si Pocos Si Baja-
efecto ) moderada

RELP —~traginento de restriccion de large polimérfico; RAPD -ADN polimérfico amplificado al azar, AFLP -ADN
de large polilmartice de fragmento amplificado; rADN —ADN ribosomal

En general, las técnicas que pueden ser acopladas a PCR presentan una ventaja sobre
las gue no, pues se puede wutilizar una pequena cantidad de material genético
inicialmente. Ademaés otras caracteristicas deseables de estas técnicas utilizadas para el
andlisis de genética de poblaciones son que sean caracteres heredables de forma simple
v que cuentan con varias formas o alelos para ese locus; aungue un solo organismo
diploide puede contar tinicamente con dos alelos dentro de su genoma (Sannucks,

2000).

Otra caracteristica deseable es que sean técnicas de un sclo locus, ya que presentan
ventajas sobre las técnicas multilocus, que suelen ser convenientes pero no son muy
precisas. Ademas, con las técnicas multilocus Unicamente se puede identificar un alelo,
mientras las técnicas de locus simple son capaces de generar resultados para ambos
alelos por lo que se pueden obtener datos acerca del haplotipo, ¥ por lo tanto un
anéalisis mas preciso. Por ultimo, también se busca que el marcador sea de desarrollo y

de transferencia rapida a nuevos taxones (Sannucks, 2000).

c. Microsatélites

Los microsatélites son repeticiones de secuencias cortas, de 2 a 6
bases de largo, alineadas una tras otra cabeza con cola (Chambers y McAvoy, 2000).

Estas secuencias son buenos marcadores genéticos debido a su alte polimorfismo y a
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su secuencia larga e ininterrumpida, es decir, que no poseen otra secuencia de bases
intercalada entre las secuencias repetitivas. Se” han encontrado secuencias
microsatélites dentro de los genomas de todos los organismos estudiados hasta el

momento, tanto en procariotas como en eucariotas (Hancock, 1999).

Las secuencias microsatélites mas comunes son las poli(A)/ poli(T), perc no son muy
adecuadas como marcadores moleculares para estudios de poblaciones debido a su
inestabilidad (Hancock, 1999). Aunque para algunos autores como Chambers y
MacAvoy (2000), las secuencias mononucleétidas ya no caen dentro de lo que se
considera como un microsatélite. En cuanto a las secuencias dinucleétidas, las mas
comunes son CA/TG, mientras que para las trinucleétidas las repeticiones mas
encontradas con las de GAC y AAT. La frecuencia de estas secuencias fue estimada en
un genoma humano, pero otros estudios en genomas de mamiferos muestran ser
comparables con los del genoma humano. Para Drosophila melanogaster se encontrd
que el microsatélite mas comun era el de CA, mientras que para bacterias las mas
comunes son igualmente poli(A)/poli(T). Los origenes para estas diferencias atn no

estan claros (Hancock, 1999).

La caracteristica que hace que loci que contienen microsatélites sean tan ttiles para
estudios de poblaciones es su inestabilidad inherente, La capacidad de mutacién de un
microsatélite generalmente es de 6rdenes de magnitud mayor que otros loci. Esta
mutacion elevada es provocada principalmente por un tipe de mutacién en especifico,
que es el cambio en la longitud del trecho repetitivo. Los principales factores gque
afectan la estabilidad de un microsatélite son el tamafio de la unidad repetitiva, el
numero de copias repetidas, la presencia de repeticiones variantes, y la cantidad de

transcripeion en la region de ADN que contiene la repeticién (Eisen, 1999).

Existen principalmente dos modelos, que no son necesariamente excluyentes, que
explican la inestabilidad de los microsatélites, los cuales son:

* Elmodelo del entrecruzamiento desigual (UCO por sus siglas en inglés): el cual
plantea que como resultado de un apareamiento imperfecto entre los
cromosomas homologos se da una recombinacién desigual durante el
entrecruzamiento; este fenémeno es mas probable que ocurra en
microsatélites debido a que la presencia de repeticiones aumenta la posibilidad

de una alineacién inexacta entre homélogos (Hancock, 1999; Eisen, 1999).
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¢+ El segundo modelo se basa en un elevado apareamiento incorrecto por
reshalarse sobre la hebra (“slip-strand mispairing’ “8SM, por sus siglas en
inglés): esto ocurriria durante la replicacion del ADN. La ADN polimerasa se
reshala’ sobre la banda de ADN durante la replicacion provecando que la
banda original (o templete) y la nueva se desalineen temporalmente; las
bandas deben alinearse nuevamente para que la replicacion continte. Si esta
realineacién es imperfecta, se generara una mutacién (Hancock, 1999; Eisen,

1999).

Seglin varios estudios realizados, el modelo de SSM es el mas adecuado para soportar
la elevada razén de mutacién de los microsateélites, aunque como se menciond
anteriormente este modelo por si solo no es capaz de explicar todos los errores que se
convierten en mutaciones, y por lo tanto se debe tomar en cuenta también el modelo de
UCO. Ademas, el hecho de que muchos de los errores son ‘reparados’ por mecanismos
de correccién que posee la célula. Entre los mecanismos de reparacién se encuentra la
actividad exonucleolitica correctora de secuencias, el cual es un mecanismo que
examina los errores en las bandas nuevas sintetizadas por la ADN polimerasa, y si
encuentra un error, degrada la banda para que la ADN polimerasa regrese y sintetice
nuevamente el segmento que contenia el error. Sin embargo, esta actividad sc ve
limitada por dos factores. El primero es que esta actividad Gnicamente es significativa
sobre microsatélites con un tamano de unidad pequenay que contienen pocas copias
de la repeticién, ya que las exonucleasas Unicamente pueden verificar el ADN gue se
encuentra a unas pocas bases de distancia del sitio active de la polimerasa. Elsegundo
es que la estabilidad del microsatélite se ve mejorada Gnicamente por un factor de cinco

a diez en sistemas que contiene esta actividad (Eisen, 1999).

Los microsatélites, como herramienta, son unos marcadores moleculares de muy alta
versatilidad. La principal razén se debe a los altos niveles de variabilidad caracteristicos
de los loci de microsatélites; ademas de que se puede ohtener informacion de unaforma
rapida y confiable (Chambers y McAvoy, 2000). Por otro lade, son faciles de utilizar
debido a que pueden acoplarse a la técnica de PCR, por lo que no se requiere de una
gran cantidad inicial de ADN genémico y se pueden realizar andlisis sobre 1a base de un

locus (Sunnucks, 2000j.

Una caracteristica que hace que los microsatélites sean altamente deseables para
realizar estudios poblacionales o identificaciéon de individuos, es que son marcadores

altamente discriminantes, heredados por ambos padres y codominantes. La ventaja de
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este ultimo aspecto, codominancia, es que se puede hacer una distincién entre un
homocigoto y un heterocigoto, lo cual es de suma importancia para un analisis de
poblaciones (Schldtterer y Pembelton, 1994). Una ventaja adicional, es que muchos de
los modelos y teorias estadisticas aplicadas a otras metodologias, pueden ser utilizadas

para analizar microsatélites (Chambers y McAvoy, 2000).

d. Como medir la variacion genética entre poblaciones

Antes de poder realizar el analisis de datos de la estructura
poblacional de los microsatélites es importante saber acerca de las suposiciones basicas

sobre las cuales se hace la teoria. Las tres suposiciones principales que se evaltiian son:

1) La selectividad neutra de cada locus: Este factor es clave. Todos los anélisis de

datos subsecuentes se basan en la interaccién de las fuerzas de la deriva
genética, mutacién y/o migracion. Una seleccitén fuerte a favor de algun alelo
provocaré la estabilizacién de las frecuencias de alelos de subpoblaciones, y no
permitird observar las estructuras poblacionales ni la distancia genéﬁca eritre
las subpeoblaciones. Por otro lado, si las fiterzas de seleccion son distintas entre
dos regiones, en dos subpoblaciones distintas se fijaran alelos distintos y por lo
tanto se sobre estimara la variacién genética (Murray, 1996).
La mayoria de microsatélites son considerados como alelos neutros, pero si
estuvieran ligados a un gen bajo seleccién, este locus no pude ser utilizado. Por
esta razon es importante determinar la neutralidad del locus antes de comenzar
a trabajar con €l. Una forma facil de determinar la presion por seleccidén es
realizar una comparaciéon de frecuencias genotipicas esperadas y observadas
(Murray, 1996).

2) La presencia de alelos nulos: es decir,' alelos que no son detectados por analisis
de PCR (Murray, 1996).

3) Antes de poder combinar los datos de varios loci, es necesario evaluar el

rearreglo independiente de los mismos (Murray, 1996).

Al calcular la distancia genética entre dos poblaciones se obtiene un estimado del
tiempo que ha pasado desde que la poblacién existia como una sola unidad. En algunos
casos las estimaciones de estas distancias pueden indicar que existen estructuras
secundarias dentre de una poblacién, pero en otros casos pueden indicar aislamiento
entre poblaciones que han estado separadas por muy poco tiempo. Al estar dos

poblaciones aisladas genéticamente, los procesos de mutacion y deriva genética llevan a
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una diferenciacién en la frecuencia de alelos que pertenecen a locus selectivarmente
neutros. El tiempo de separacién entre dos poblaciones aisladas es directamente
proporcional a la diferencia entre las frecuencias alélicas, y debe alcanzar un punto en

el cual los alelos fijados en cada poblacién son distintos (Murray, 1996}.

Las estadisticas F son una medida de la correlacidn entre alelos dentro de individuos y
la relacion del coeficiente de endogamia ~una medida de la asociacion que no es al azar
de alelos dentro de un individuo. Las estadisticas F describen la cantidad del efecto
similar a la endogamia dentro de una subpoblacién, Fis, entre poblaciones, Fsy, y dentro
de la poblacion entera, Fir. Estos parametros también pueden ser clasificados como [AM

y SMM/TPM (Murray, 1996).

Uno de los estimadores de distancia genética mas simples, IAM, se basa en la
proporcion de alelos compartides. La medida de distancia puede ser calculada entre
individuos o entre poblaciones. La comparacion apareada individual de la proporcion de

alelos compartidos se estima por medio de la siguiente formula:

.S

2u

P

S
donde el ntimero de alelos compartidos, S, es la suma de todos los loci u. La distancia
entre individuos (Dgyr) se estima por,

Dy =1-Fyy
Por medio de esta formula y el uso de dendrogramas se puede calcular la correlacién

entre la similitud genética y la localizacion geografica (Murray, 1996).

Debido a que las subdivisiones de poblacienes llevan a la endogamia, un parametro que
se utiliza para medir este efecto es la proporcion de individuos que presentan un
genotipo heterocigote. Se pueden distinguir tres niveles de complejidad en una

poblacién, y por lo tanto existen tres medidas para la heterocigocidad:

1) Organismo individual. La medida en que se reduce la heterocigocidad en un
individuo debide a apareamiento que no es al azar, dentro de su subpoblacion, se
conoce como el coeficiente de endogamia. La forma matematica de medir este indice

es la siguiente:

(Hartl, 1987)
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Donde:

Hi = la heterocigocidad de un individuo en una sub-poblacion

Hs = la heterocigocidad esperada de un individuo en apareamiento al azar dentro de
la sub poblaciéon

Hr = heterocigocidad esperada de un individuo en apareamiento al azar dentro del
total de la poblacian

2) Subpoblacién. El indice de fijacion es utilizado para medir la reduccién en la
heterocigocidad de una sub poblacién debido a deriva genética al azar. Su medicién

se define como:

(Hartl, 1987)

3} Poblacidn total. El coeficiente de endogamia gloobal para un individuo incluye los
efectos causados por apareamiento no al azar dentro de las sub poblaciones, v por

la deriva genética al azar. Poor lo tanto el cooeficiente global se define como:

- H
FIT:HTH !
7

(Hartl, 1987)

En cuanto se refiere a microsatélites, la mayéria de autores coinciden en que awn falta
¥ es necesario desarrollar nuevos modelos matematicos para el analisis de datos
generados por microsatélites, ya que las teorias actuales no toman en consideracion el
ciclo de vida biolégica de un microsatélite. Es necesario generar modelos matematicos
que consideren los procesos de mutacion en los loci de microsatélites, que llevan a la

evolucion de los mismos (Chambers y McAvoy, 2000).

Actualmente se ha utilizado la estadistica de Wright (o su estimador 8) para medir 1a
diferenciacién en una poblacién, aunque su aplicacidén es mas adecuada para una
poblacién que no esta muy diferenciada. Mientras que una medida equivalente que se
ha derivado especiﬁca:neﬂte para microsatélites, Rsr, toma en consideracion la
mutacién discriminatoria hacia un largo mayor, es mas adecuada cuando las distancias

genéticas son grandes (Chambers y McAvoy, 2000).

Un modelo muy popular es el “Modele de Mutacién en un solo paso”, el cual permite un
incremento simétrico de una unidad para cambios mutacionales. Sin embargo, el

modelo mas conveniente es una variante, 8u?. gue se calcula como el cuadrado de las
) l‘ b q
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diferencias entre la media del tamafio de los alelos entre dos poblaciones (Chambers y

McAvoy, 2000). -

D. Estudios de Genética de Poblaciones del Mosquito Anopheles Realizados en
Guatemala y América Latina

Un estudio realizado para evaluar la variabilidad temporal y geografica de las
poblaciones de A. albimanus en Guatemala, utilizando espaciadores intergénicos (IGS)
de ADN ribosomal mostré que existen barreras geograficas entre las regiones de la costa
del Pacifico y la costa del Caribe de Guatemala. Esto tiene como consecuencia un flujo

genético restringido entre las poblaciones de dichas regiones (Ovalle, 1994).

En un estudio posterior de poblaciones de A albimanus se utilizd como marcador
molecular el ADN mitocondrial de estos mosquitos. El objetivo principal era saber si
existia un buen flujo genético entre las poblaciones de Guatemata, El Salvador, México,
Honduras, Nicaragua, Costa Rica, Panama, Colombia y Venezuela. La secuencia del
ADN mitocondrial amplificada, utilizando la técnica de PCR, fue una region de la
subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa. Las muestras fueron analizadas por medio de
la técnica de polimorfismo conformacional de banda simple (SSCP, por sus siglas en
inglés). Se detectaron 45 haplotipos distintos, para los cuales no se noté una diferencia
significativa en frecuencia para las costas del Pacifico y del Caribe de Guatemala, pero
si se encontré que para poblaciones separadas por mas de 200km, existe un

aislamiento que esta correlacionado con la distancia (Mérida et al 1999).



IIl.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A. Hipétesis

B. Objetivos generales

Estudiar la genética de poblaciones de mosquito Anopheles albimanus en distintas
regiones de Guatemala, México, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica, por medio de]

analisis de cuatro marcadores microsatélites,

C. Objetivos especificos

Determinar el polimorfismo genético entre los distintos individuos de las
poblaciones de Guatemala incluidas eh el estudio, pertenecientes a distintas
regiones del pais, al utilizar como base el tamario de las secuencias microsatélites
de cada uno. Las poblaciones a usar son: Champona, Cuto, E] Motor, Lauro,
Nahua, Puente Blanco, Ruperto, San Luis Buenaventura, San Luis Petén v Tallado.
Estimar la variacién genética existente entre las poblaciones de un mismo pais, es
decir, entre las poblaciones del México (Cosalapa, Zapata ¥ Nueva Independencia),
Guatemala (Champona, Cuto, E] Motor, Laure, Nahua, Puente Blanco, Ruperto, San
Luis Buenaventura, San Luis Petén y Tallado), E]l Salvador (San Alfredo, San Diego v
Santa Lucia), Nicaragua (Corral 1, Corral 2 y Corral 3) y entre las de Costa Rica
(Bananito y Batan).

Estimar la variacién genctica existente entre los cinco paises, incluidos en este
estudio, para cada una de las cuatro secuencias microsatélites estudiadas.
Comparar la estructura genética de las dos regiones delimitadas en este estudio. La
primera regién comprende desde México hasta Nicaragua, ¥ la segunda region
comprende las poblacidnes de Costa Rica.

Determinar el polimorfismo del tamano de las secuencias microsatélites de los
distintos individuos de las poblaciones de México y Centro Ameérica, que incluyen
muestras de los siguientes paises: Mexico, Guatemala, El Salvador, Nicaragua y
Costa Rica.

Calcular la variacién y comparar la estructura genética, que existe entre las

poblaciones de los distintos paises latinoamericanos.
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IV. MATERIALES Y METODOS
A. METODOS

Las muestras provenientes de Guatemala que se utilizaron para este estudio
fueron recolectadas durante los afios 1995 y 1996, en las regiones gue se presentan en

el mapa en la siguiente pagina.

Ademads, se trabajé con muestras provenientes de distintos paises de América Latina,
que fueron recolectadas a través del periodo que comprende desde 1998 hasta 1999.
Los paises con los cuales se trabajo son los siguientes: México, El Salvador, Nicaragua,

Costa Rica y Guatemala.

1. Extraccién de ADN

Este paso fue realizado anteriormente al trabajo relacionado con esta tesis, por lo que
se trabajé a partir del ADN almacenado en etanol abscluto a-20°C. El procedimiento de
extraccidn llevado a cabo fue el siguiente:

Se celeco en un vial 100ul de buffer de extraceion.

En cada vial se colocté un mosquito.

Se maceré completamente el mosguito con un pistilo.

Luego se incubd a 65°C por 30 minutoes.

A cada vial se adicioné 14uL de acetato de potasio 8M y se colocd en hielo por 30
minutos.

Se centrifugé a 14000 rpm por 10 minutoes.

Se transfirio el sobrenadante a un tubo limpio.

Por tiltime se agregaron 200uL de etanol absolute frio, y se almacenoc a -20°C,

o1k Lo

® N o

2. Reconstitucidn de ADN
A partir de este punto el procedimiento fue estandarizade por Schoua (2000).

1. Se tombd la muestra almacenada en etanol y se centrifugd a 10000rpm y 4°C por 20
minutos.

2. Luego se decanto la solucidn o se extrajo con una micropipeta.

3. Se agregaron 100uL de etanol al 70% frio, y se decantaron. Inmediatamente se
agregaron 100uL de etanol absoluto frio y se decantaron. Con este se lavo el ADN.

4. Se dejo secar al aire por un lapse minimo de 1 hora, o se podia secar con un ‘speed

vac’ por unos 10 minutos.

Se resuspendio el ADN en 100uL de buffer TE.

Se dejo reposar un minimo de 8 horas a 4°C.

Se hicieron las diluciones con una proporcion de 1:50. Se agitd bien la muestra

reconstituida y luego se tomaron 2ul de esta y se agregaron a 98uL de buffer TE en

un tubo limpio.

~Now
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Figura 5
Sitios de recoleccién de Anopheles albimanus para el estudio

AN [
Nt ﬁ,‘,-': N .
- e ) Pozrertllos -

grfg;»’ g
'_E’QM\Qagua El Carmen de Bolwar ;
‘L,/) )HO'“» f"-{'d
Puntarenas . 6 Maracay L
Panama N £
{ e
U e
g A
a/)\'\_ ,,:» \“\_,./;‘
AN
' /3,» {-/ L | ——
N P 400 km.
N ol 3
J
I
100 km. i)\\? San Luis Peten B

San Luis Peten P

WN Champona

Cristina

Nahua

10 km.

if.f

».’: i Ruperto |
4 ~y
[ 1.
- ]
AR
i i

i
[




(5

v‘cﬂin

®

T
SPUoHM D88 £ 1]

TR TR

cimnnnannnnni,

<

T S popawly 043U A 0D
B1O9|0D 3P SO

BOTY BJS0D A endeledl) ‘TOpPBA[RS [ ‘00IXDA U2 ©30a]{02 ap SONIS so] ap ede|y
9 BINEL]




31

A continuacion se presenta un cuadre que contiene el numero de individues por

poblacién segian la regién de coleccion de los mosquitos Anopheles albimanus.

Cuadroe 4
Regién de coleccion y ntmero de individuoes seglin la colecta
Pais y sitio de coleccion Fecha de No. de
colecciéon individuos
Guatemala |Region Norte
Champona 11/3/1996 37
Nahua 13/3/1996 24
San Luis Petén 12/3/1996 31
San Luis Petén Buenaventura 12/3/2001 23
Region Sur
Cuto 27/3/1996 48
El Mango 28/2/1996 32
Lauro 27/31996 14
Lauro 7/6/1996 13
Ruperto 4/10/1995 48
Ruperto 27/3/1996 16
Tallado 7/2/1995 40
Region Este
El Motor 20/2/1996 48
Puente Blanco 21/2/1996 48
México Cosalapa 1/12/1998 50
E. Zapata - 1/12/1998 50
Nueva Independencia 19/11/1998 50
El Salvador |San Alfredo 21/10/1998 50
Santa Lucia 21/10/1998 50
San Diego 21/10/1998 49
Nicaragua Corral 1 24/9/1998 50
Corral 2 247971998 50
Corral 3 30/9/1998 50
Costa Rica |Bananito 137471999 60
Batan 13/4/1999 60
Total de individuos estudiados 991

3. Amplificacion del ADN

La amplificacion del ADN de la muestra implica la reaccion en cadena de la polimerasa
{PCR, por sus siglas en inglés). Antes de comenzar a trabajar se debit6 esterilizar todo el
equipo y €l area de trabajo con cloro al 20%, para evitar contaminacién.

1.

SR

o

Se prepart la cantidad de buffer de reaccidn necesaria para el nliimero de muestras
que se amplificaron (MgCl:, buffer 1X y dNTP 0.2mM, iniciador 2.5pmol y agua
destilada desmineralizada). E1 volumen total del buffer de reaccidon debia ser de
25pL incluyende la muestra.

Se colocaron 23.75u1 de buffer de reaccién en cada tubo de 0.5l

Se agregaron dos gotas de aceite mineral estéril.

Estos tubos se expusieron a una fuente de luz ultravioleta por 10 minutos.

Aqui fue necesario cambiarse de guantes, para poder agitar vigorosamente las
muestras.

Se agregd 1pl de muestra (dilucion 1:50) por tubo.
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Se colocaron los tubos en el termociclador y se agregd 0.25ul de Tag peolimerasa (o el
volumen que sea necesario para una concentracion final de 0.5U) cuando la
temperatura alcanzaba los 80°C (‘Hot start’ en el programa). Era importante
volverse a cambiar los guantes antes de agregar la Taqg polimerasa.

Se utilizo el programa BLACK

Cuadro 5
Programa BLACK para el termociclador

Paso Tiempo (min) |Temperatura [°C)
1 Desnaturalizacién inicial 5 a5

2 Hot start 20 80

3 Desnaturalizacién 1 95

4 Hibridizacion 1 48/55

5 Elongacién 1 72

6 Repeticién de ciclo 39 veces al paso 3

7 Elongacion final 7 72

8 Finalizacion Indefinido 4°C

9 FINAL

Nota: la temperatura de hibridizacién es distinta seglin la secuencia que se desea amplificar: para
los microsatélites 1-90 y 2-14 se utilizan 48°C, mientras que para el microsatélite 6-41 se utilizan

55°C.
4. Electroforesis en Gel de Agarosa

1. Se pesaron 1.9g de agarosa y se le agregaron 160mL de buffer TBE 1X.

2.  Se agitd constantemente mientras la solucion alcanzaba la ebullicién.

3. Se dejé enfriar hasta aproximadamente 60°C.

4, Luego se agregaron Spl de bromuro de etidio (CUIDADO: cancerigeno!)

5. La mezcla se vertiv en el molde con el peine y se dejé polimerizar
(aproximadamente 45 minutos).

6. Se llend la camara con buffer TBE 1X (se utilizaron aproximadamente 1200mL)

7. Sobre un pedazo de papel parafilm se punteé una gota de 2p1 de buffer de montaje
por cada muestra.

8. A esto se le agregaron 8l de producto de PCR a los 2yl del buffer de montaje y se
homogeneizé bien. Luego se cargé esta mezcla en el pozo del gel.

9. Enlos pozos de los extremos se cargaron Sul del marcador de tamano 1kb.

10. Se conecté la camara a la fuente de poder y se corrieron las muestras por 2 horas a
60V,

11. Para visibilizar las bandas de ADN en el gel se irradié con luz ultravioleta.

12. Por ultimo se fotografié el gel (mientras se irradiaba con UV).

13. El gel de agarosa podia ser cortado en pedazos y guardado en la refrigeradora. Este
gel podia ser derretido y polimerizade nuevamente.

5. Electroforesis en Gel de Secuenciacion
a. Preparacién del gel y del sistema
1. Se colocaron en un beaker con agitacion:

42g Urea

32mL ddH:0

20mL TBE 5X

17mL de Acrilamida {disolver 285g Poliacrilamida y 15g Bis-acrilamida y llevar a 1L
con ddH-0; esta solucién puede ser almacenada a 4°C y servir de solucion
‘stock’)
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10.

11.

Esta solucion se filtré al vacio, a través de 2 filtros Whatman #1 durante 30
minutos, para desoxigenarla. -

El Bind Silando se prepard agregando 5ul de BS (metacriloxi-propil-trimetoxisilanao)
en lml de una solucién de etanol:acido acético glacial con una proporcién de
995:5.

Se restregd la placa de vidric exterior con una esponja plastica y jabéon de cocina.
Se colocd una cantidad abundante de la solucion limpiador “Uncle Bill's” (10M
NaOH, 0.2M SDS} sobre la placa y se dejo reposar de 5 a 15 minutos, Al finalizar
este tiempo se restregé la placa vigorosamente con la esponja, y luego se enjuagd
con abundante agua corriente. Por tiltimo se enjuagd dos veces con 1L de agua
destilada por vez, y luego con etanol al 70% (utilizando una pizeta y Kimwipes para
esparcir el etanol). Se dejé secar al aire,

La placa de vidrio adherida a la camara superior se restregd con Alconox al 2%
para una esponja suave. Se enjuagd con abundante agua corriente, luego con agua
destilada y por ultimo con etanol al 70% (igual que con la placa anterior).

La solucién de BS (inciso 3) se distribuyd sobre la placa de vidrio exterior Yy se
utilizaron dos pafios Kimwipe. Se dejé reposar 5 minutos. El exceso de BS se
limpié tres veces con etanol al 95% (usando la misma técnica que con etanol al
70%).

Aqui se cambiaban los guantes (ahora contaminados con BS) para trabajar la placa
adherida a la camara superior. Se agregaron 2mlL de Sigmacote, lmL a la vez,
dispersandolo bien con dos Kimwipe.

Para ensamblar la unidad superior se colocaron las placas de vidrio con los
espaciadores (0.4mm) de por medio y se ajustaron con los clarnps. Los
espaciadores y las placas debian quedar bien alineados antes de asegurar los
clamps.

Se preparé la solucion de persulfato de amonio (APS), se agregd 250u] de ddH»0 a
62.5mg de APS.

Se agregaron 107ul de TEMED y 107ul de APS a la mezcla del gel (inciso 2) y se
agité por un momento. Esta mezcla se cargd rapidamente a una pipeta volumétrica
de 100mL y luego se inyecté entre las placas tratando de evitar burbujas.
Inmediatamente se colocé el lado del revés de un peine de 0.4mm de grosor para
hacer un solo poze de 7 a 8mm de profundidad en el inicio del gel. Se ajustaron las
dos placas, en la parte superior, con clips metélicos de papel. El gel debia
polimerizar en 1 hora como minimo v no mas de 12 horas, antes de ser usado.

b.  Preparacién precorrida

Se calenté un bloque calentador a ~95°C {en €l se colocaban los tubos con el
producto de PCR)

Se colocd agua caliente {aproximadamente a 60°C) en la camara superior del gel
para calentar el sistema, dejandole el agua caliente 5 minutos. Esto se repitid.

Para prepara el buffer TBE 1X se diluyeron 100mL de buffer TBE 5X a S00mL con
dH2O y se pusieron en la camara inferior del sistema.

También se necesité buffer TBE 0.5X para la camara inferior. Este se preparaba
diluyendo 150mL de buffer TBE 5X a 1500 con dH20. Luego se calentaba hasta
~60°C. El agua corriente que se colocd en la camara superior del sistema se
descarté e inmediatamente se llené con el buffer caliente.

Se encendié6 la fuente de poder, se quité el espaciador que formaba el pozo grande
en el inicio del gel y se lavad el gel que no habia polimerizado con una pipeta
pasteur.

Para medir la temperatura de la corrida se colocéd un termémetro dentro de la
camara superior y se conectaron los electrodos. Se corrié a 105 Watts constantes
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durante 15 minutos, sin dejar que la temperatura excediera los 60°C, ni que bajara
de 50°C. .

7. La muestra se preparé mezclando 64l del producto de PCR (tanto de los estandares
internos como de los individuos nuevos) con 4ul de buffer de montaje (10mM NaOH,
95% formamida, 0.05% azul de bromofenol y 0.05% xilen cianocl). El marcador de
tamafio se prepard agregando 5 del mismo buffer a Spl de marcador de tamafo
pBR322 Haelll digest. Esto se colocd en el blogue calentador por S minutos antes
de cargarlos.

Nota: Un estandar interno es un individuo cuyos alelos ya tienen un valor asignado.
Este valor sirve de referencia para futuros geles en los cuales se carga este individuo
junto con otros nuevos para los cuales se desconoce su composicién ¥ tamafo de
alelos. Vea cuadros (50, 51, 52 y 53) de estandares internos utilizados en este estudio
en seccion de anexos. '

¢. Corrida del gel
Es necesario trabajar rapidamente para evitar que el gel se enfrie.

1. Una vez el sistema habia alcanzado los 60°C, y los tuboes hubieran permanecido en
el bloque calentador casi los 5 minutos, se apagé la fuente de poder, fueron
quitados los electrodos y lavé el pozo grande con la pipeta pasteur. Se empujé el
peine con los dientes hacia abajo hasta apenas pinchar el gel. Se ajustaron los
clips metalicos mientras se colocaron las muestras dentro de los pozos.

2. Se cargaron tres marcadores de tamafo, uno en cada uno de los extremos y unoc
en el centro, y luego 5ul de la mezcla que contenia el producto de PCR, en los pozos
formadoes por el peine,

3. Media vez el gel estaba cargado, se removian los clips metalicos, y se volvian a
conectar los electrodos y correr el gel a 105 Watts constantes durante:

Cuadro 6
Tiempos de corrida para cada microsatélite

Microsatélite Tiempo de corrida
1-60 2 horas 35 minutos
2-14 2 horas 45 minutos
2-25 1 hora 40 minutos

6-41 2 horas 35 minutos
2-14y 2-25 2 horas 10 minutos

4. Se apagé la fuente de poder y se desconectaron los electrodos. El sistema se coloco
en el lavamanos y se corrié agua fria a través de la cAmara superior durante 15
minutos.

5. Se desarmo el sistéma y se colocé el gel {(ahora adherido a la placa de vidrio) en 2L
de acido acético al 10%.

d. Tincién con nitrato de plata

El siguiente procedimiento es una leve modificacién del indicado por Black IV y Du
Teau (1997). La primera modificacion consistio en lavar 6 veces el gel con agua, en
lugar de tres, luego de la incubacion con acido acético. La segunda es que se utilizo
agua destilada unicamente en la preparacion de las soluciones de trabajo (carbonato de
sodio, plata y lavado con agua fria), el resto de lavados se realizaron con agua
desionizada. Importante: las soluciones de trabajo deben ser preparadas pocos
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minutos antes de usarlas (la solucién de carbonato de sodio debe estar fria, pero los
demas constituyentes deben agregarse inmediatamente antes-de utilizarla)l.

1. El gel que se encontraba en la solucién de dcido acético al 10% se agité por un
minimo de 30 minutos. Este paso se realizé para fijar el ADN.

2. La solucion de acido acético se recuperd y se lavo el gel 6 veces con 2L de agua
desionizada durante 2 minutos, con agitacién suave,

3. Después de que se descartara el agua del tltimo lavado se agregaron 2L de solucidén
de coloracién (3.0g de AgNO; aforado a 2L + 8mlL de formaldehido al 37%), ¥ se agité
durante 30 minutos.

4. La solucion de nitrato de plata se desechd y se lavo el gel con 2L de agua destilada
desionizada (ddH:0) helada durante 18 segundos.

5. El agua del lavado se descartéd e inmediatamente se sumergio el gel en Ia solucién
reveladora helada (60g de Na,COs en 2L de ddH-0 + 8mL de formaldehido al 37% +
400ul de una solucion que contiene 0.01g de tiosulfato de sodio en 1mL de agua). EI
gel se mantuvo en agitacién suave hasta que aparecieron las bandas tedidas de un
color café oscuro o negro (esto sucedia alrededor de 3 a 5 minutos, dependiendo del
microsatélite). La reaccion se detuvo antes de que el fondo se oscureciera mucho al
agregar los 2L de acido acético al 10% que habian sido recuperados en el inciso 2.

6. Se agité suavemente el gel hasta que la reaccion entre el acido acético y el
carbonato de sodio cesara. Esta solucion se desechd y se lavé el gel dos veces mas,
durante 2 minutos, empleando 2L de agua desionizada por vez.

7. Laplaca se colocé sobre una superficie plana inclinada con algiin absorbente (papel

0 pano) y se dejd secar antes de leerlo (aproximadamente 24 horas). Después de 24
horas, el gel ya nc estaba pegajoso.

e. Lectura del gel

1. El vidrio se rotuld en la parte superior al gel: se colocé el nombre, fecha de
realizacion y se indicd el microsatélite, y 1a poblacion que se trabajo.

2, Cadauno de los pozos se identificé segtin la forma en que las muestras, marcadores
y estandares internos habian sido cargados.

3. Los marcadores de tamano que se utilizaron se muestran en el cuadro 7.

Cuadro 7
Marcadores de tamafo utilizados para cada microsatélite

Marcadores de tamaijio

Microsatélite Identificados en el gel Utilizados para la
regresion

1-90 y 6-41 587, 540, 504, 458, 434, 267,234, 213, 192, 184,
267, 234, 213, 192, 184, 124, 123, 104
124, 123, 104

2-14 solo 587, 540, 504, 458, 434, 267,234,213, 192, 184,
267,234,213, 192, 184, 124, 123, 104
124, 123, 104

2-25 solo 587, 540, 504, 458, 434, 192, 184, 124, 123, 104, 89
267,234, 213, 192, 184,
124, 123, 104, 89

2-14y2-25 587, 540, 504, 458, 434, Para cada uno se utilizan
267,234, 213, 192, 184, los fragmentos
124,123, 104, 89 mencionados arriba

4. Las bandas que se leyeron se marcaron con un punto en el centro vertical de la
banda, en uno de los extremos horizontales.
5. Se utilizé un formato de lectura para apuntar sus resultados.
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Se coloco el “cero” de una regla metélica en el inicio del pozo, y se leyo la distancia
migrada por el centro vertical de la banda correspondiente a los fragmentos del
marcador de tamano necesarios,

Luego se pasé a medir la distancia migrada por la banda principal de los alelos del
microsatélite. La banda principal era la que se presentaba con un celor mas negro
(las bandas se encontraban en parejas, con una banda mas negra y la otra un poco
mas caté), que por lo general era la inferior del doblete. Al igual que con los
fragmentos del marcador de tamafio, se leyd el centro horizontal ¥ vertical de la
banda.

Cada vez que se leia una banda se anotaba su valor en el formato adecuado,
Simultaneamente con la migracién de las bandas, se debié indicar si el individue
era homocigoto o heterocigoto.

f. Uso del escaner e impresion del gel

Se abrié el programa adecuado para usar ‘el escéner.

El vidrio se colocé sobre el escaner de manera que el gel quedara centrado. Se hacia
una marca en el extremo inferior donde se terminaba la region utilizable del escaner
(NOTA: el gel completo no cabia en la regién de uso del escaner, por lo que se debia
escanear el gel en tres fragmentos).

Primero se realizaba el barride preliminar, asegurandose que la marca fuera visible,
¥ que el gel estuviera correctamente alineado.

Lugo se realizaba el barrido final y se guardaba esta imagen como un documento
* bmp

Se movia el vidrio de manera que la primera marca quedara en el extremo superior
del area de uso del escaner. Se hacian nuevas marcas en la parte inferior del vidrio
¥y se repetian los pasos 3 a 4.

Por tltime se realizaba la misma operacién para el tercer fragmento.

Al tener los tres fragmentos por separado, era necesario juntarlos en una imagen.
Para ello se abrid el programa “Microsoft Photo Editor”, y luego cada uno de los tres
fragmentos.

Se abria una hoja nueva, y en ella se pegaba el primero de los fragmentos.

Luege se activaba la ventana para el segundo fragmento. A éste se le cortaban
secciones de manera que las marcas quedaran a ras del margen. Este nuevo
fragmento se seleccionaba, copiaba y pegaba en la hoja nueva, junto al primer
fragmento, asegurandose que la marca encajara adecuadamente.

El procedimiento se repetia con el tercer fragmento.

El gel completo se imprimia y, ademas, hacia una impresién del fragmento del gel
que contenia las bandas del microsatélite (cuando se corrian los microsatélites 2-14
¥ 2-25 juntos, era necesario imprimir dos fragmentos).

g. Descarte del gel

Cuando ya se tenia la impresion del gel se podia descartar.

El vidrio con el gel adherido se colocaba en una solucion de NaOH al 10%
(aproximadamente 1.51).

Se dejaba reposar como minimo 7 horas.

Después de este tiempo, el gel se rehidrataba y desprendia completamente del
vidrio. Al utilizar guantes se recogia el gel y descartaba, envuelte en una servilleta
de papel, en un basurero.

h. Anadlisis de datos

Se abria una hoja de Microsoft Excel con un formato ya preparado.
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Se realizaba una grafica de la migracién de las bandas (en cm) en funcién del
logaritmo del tamafio (en bases), y se le aplicaba regresién lineal.

Esta ecuacién resultante se utilizaba para conocer el tamafno de los alelos de los
microsatélites,

Debido a que existia cierta variacién entre un gel y otro, era necesario realizar una
correccion del tamano de los alelos encontrades en este gel respecto del tamario
asignado a los distintos alelos. Para ello se comparaba el tamario de los alelos de los
estandares internos de este gel, con el tamano asignado a los alelos de cada uno de
estos individuos. El valor que se asignaba a los individuos nuevos se corregia sobre
la base del valor asignado para los estandares internos.

El programa que se utilizé para calcular el equilibrioc de Hardy-Weinberg, el
equilibrio de ligamiento y los Fst fue el Arlequin ver 2000. Para utilizar este
programa fue necesario crear archives especificos para cada analisis que se deseaba
hacer.

B. MATERIALES
1. Materiales y equipo

Agitador magnético

Autoclave

Balanza analitica

Beakers y balones de 250mL, 500mL, 1000mL y 2000mL

Bloques calentadores para tubos _

Camara de electroforesis horizontal para geles de agarosa

Camara de electroforesis vertical para geles de secuenciacion, ‘BioRad’

Camara fotografica (para fotografiar geles)

Clips metalicos para papel grandes

Congeladores (uno a-70°C y otro a-20°C)

Destilador de agua

Filtros Whatman #1

Fuente de luz ultravicleta

Fuente de poder BioRad’

Guantes

Microcentrifuga

Micropipetas de 2pl, 10pl, 20u1, 100u1, 200uly 1000ul

Pafios Kimwipe

Pipeta pasteur

Pizetas

Puntas para micropipetas

Refrigeradora

Relojes timer _

Termociclador, ‘Programmable Thermal Contreller, M.J.Research, Inc.
Peltier Effect Cycling. PTC-100°

Termometro

Tubos de 1.5 y 0.5mL para microcentrifuga

2. Reactivos

Aceite mineral para biologia molecular (Sigma)
Acido acético glacial (Merck)



Acido bérico, para biologia molecular (Sigma)
Acrilamida, grado biologia molecular (Sigma)

Agarosa, Routine Use, grado biologia molecular {Sigma)
Alconox

Azul de bromofenol grado electroforesis {BioRad)

Bind Silane (Sigma)

Bisacrilamida, pureza de reactivo para electroforesis (BioRad)

Bromuro de etidio (Sigma)

Butfer para reaccién de PCR 10X con MgCl: (Promega)
Carbonato de sodio anhidro, reactive ACS {Sigma)
Cloro comercial

Cloruro de sodio (Merck]

Detergente Extran (Merck)

dNTP (Promega)

Dodecil sulfato de sodio {Sigma)

EDTA para biologia molecular (Sigma)

Etanol absoluto y etanol al 959, {Merck)
Formaldehido al 37% (Merck)

Formamida (sigma)

Hidréxido de sodio en lentejas (Merck)
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Marcador de tamario de ADN para geles de agarosa: Escalera de 1kb,

Gibeco-RBIL

Marcador de tamarioc de ADN pare geles de secuenciacion: pBR322 Haelll,

Sigma
Nitrato de plata (Merck)
Persulfato de amonio, grado electroforesis (BioRad)
Sigma Cote (Sigma)
Taq polimerasa (Promega)
TEMED ({BioRad)
Tiosulfato de sodio (Sigma)
Trizma HCl y Trizma Base para biclogia molecular (Sigma)
Urea, grado electroforesis (Sigma)
Xilen cianol (Sigma)

NOTA: Estos iniciadores fueron disefiados

Cuadro 8
Iniciadores usados para la reaccién de PCR
mombre del Secuencia Tamaifio Peso Temperatura |
iniciador en pb | molecular de
hibridizacién
Aams 1-90+ 5’ -GCATAA ATAATA GOC GAACA- 37 20 6128.05 54°C
Aams 1-90- |5’ -GTCACACIT COGACT ACAAA- 3 20 6030.95 58°C
Aams 2-14+ |5’ —GCC GIT GCC AAGATA AAATGG AAA. 3 24 7379.85 61°C
Aams 2-14- 5 —TCA AAT AAT CCT AAA ACA CCGTCC- 3 24 7249.77 59°C
Aalb 2-25+ 5" -GGTTTC CAG CCT CCA TTC TC- 3’ 20 5994.89 62°C
Aalb 2-25- 5’ -CCT TAC TGT GCT GGA ACA CG- 3’ 20 6092.97 62°C
Aams 6-41+ |5’ -CGGCAT CCATCCTITT CIC TG 3’ 20 5995.89 62°C
Aams 6-41- 5’ =GAC CTC GCG CCTTGT CAT AA- 3 20 6053.94 62°C J

por Maria Marta Yurrita ¥ colaboradores. Fueron

adquiridos de Macromolecular Resources, Colorado State University, Department of Biochemistry
and Molecular Biology, 355 MRB Fort Collins, CO 80523-1870. Se pidieron sin sales,

‘Se recibieron liofilizados y se reconstituyeron para una concentracis

alicuotas de 10l se almacenan a —70°C,

n final de 500pmol/pul. Las






V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Estandarizacion de la metodologia

La estandarizacion del método, descrito anteriormente, para los microsatélites fue
desarrollada por Schoua (2000). En esta estandarizacion se determinaron las
condiciones necesarias para los PCRs de los locus 1-90, 2-14 vy 6-41. Ademas, se
adecud una metodologia para las corridas de las muestras en los geles de

secuenciacion, para los mismo 3 locus anteriores.

Debido a que se buscaba trabajar con una cuarta secuencia microsatélite fue necesario
optimizar el procedimiento para éste. Inicialmente se trabajo con el microsatélite
descrito con el nombre de 4-54. Los primeros PCRs se corrieron con el mismo programa
establecido en el cuadro 5, exceptuando la temperatura de hibridizacion, la cual se
cambié a 52°C, y una concentracidon de iniciadores de 11.5 pmol/25p] y 10.8

pmol/250], para el 4-54L y 4-54R, respectivamente.

Bajo estas condiciones se hicieron los PCRs de las poblaciones de Cosalapa y Zapata,
México, yse obtuve unos resultados poco ttiles, ya que en total de 85 individuos 0 170
alelos posibles, se obtuvieron 38 alelos de distintos tamanos. El rango de estos alelos
también fue muy grande, ya que iniciaba en 190pb y alcanzaba los 290pb. Este alto

grado de polimorfismo se evidencia claramente en el gel que se presenta en la figura 7.

Se intenté disminuir el alto grado de polimorfismo, por lo que se decidié aumentar la
temperatura de hibridizacién a 57°C, pero no se obtuvo alguna mejoria (ver figura 8).
Por lo tanto se concluyd que este locus era demasiado polimorfico como para ser
utilizado en este estudio, debido a la reduccion en la eficiencia del trabajo, yva que en
cada gel de secuenciacion se podria correr Unicamente un numero reducide de

muestras por la alta cantidad de estandares internos que se necesitarian.

Se cree que la razén por la cual este microsatélite presenté un mayor grado de
polimorfismo puede deberse a que contiene un mayor nitmero de repeticiones, mas de
40 repeticiones, que los otros tres microsatélites utilizados (ver secuencias de

microsatélites en anexos).
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Aun cuando se contaba con individuos estandares internos, fue necesario realizar un
gel de correccion para cada microsatélite. La idea de este"gél es poder cargar todos
aquellos individuos cuya identidad no sea certera, ya sea porque las bandas que
presentaba estaban muy tenues o porque se carecia de un estandar interno adecuado
para identificarlo con certeza, Estos geles de correccién fueron necesarios
principalmente para individuos con alelos muy poce frecuentes, o alelos que surgieron
después de que los estandares ya estuvieran asignados. En la mayoria de los casos,

estos alelos tardios correspondian también a los alelos poco frecuentes.

Como una segunda opcion para el cuarto microsatélite que se buscaba se utilizo el 2-
25. Al igual que con el anterior, lo primero fue optimizar y adaptar la metodologia en la
mejor forma posible a este nuevo locus. El primer paso consistié en adaptar el
programa BLACK de PCR. La temperatura inicial de hibridizacién que se utilizé fue
55°C.

Al realizarse las primeras pruebas con los individuos amplificades para el 2-25 se noté
que éste poseia un menor tamano (ver figura 9), comparado con los otros tres
microsatélites, por lo que fue necesario correr el gel durante menor tiempo, 1 hora 40
minutos. Notese que para el menor tamafio de los alelos presentados por este
microsatélite hizo necesario leer otros fragmentos mas pequenos del marcador
molecular pBR322 Hae III, para que todos los alelos estuvieran dentro de los puntos

extremos de la regresion lineal.

Para lograr aumentar la eficiencia en el procesamiento de los datos, se buscéd correr dos
microsatélites en un mismo gel, Se puede notar, de los cuadros 12 y 14 y en la figura
10, que existe muy poco o casi ningan traslape entre los alelos presentados para los
microsatélites 2-14 y el 2-25. Esto promovidé hacer pruebas para cargar mdividuos
amplificados para el locus 2-14, junto con individuos amplificados para el 2-25. La
prueba consistié en cargar un pozo con el producto de ambos microsatélites, luego un
pozo con el producto del 2-14 y finalmente uno con el producto del 2-25. Esto se hizo
para varios individuos en un mismo gel. El resultado fue satisfactorio, ya que no se
noté ningin efecto adverso al correr ambos microsatélites en el mismo pozo. Al medir
las distancias de migraciéon para los loci individuales y para los que compartian un
mismo pozo no se noté alguna diferencia. Gracias a esto fue posible correr la mayor
parte de individuos amplificados para el 2-14 y 2-25 en un mismo pozo. Esto redujo la
cantidad de geles necesarios para procesar todos los individuos con los 4 microsatélites

en una cuarta parte.
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Figura 7

Electroforesis para secuenciar para Cosalapa con el miicrosatélite 4-54, temperatura de
hibridizacion 52°C
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Figura 8
Electroforesis para sscuenciar para Cosalapa, microsatélite4-54, con temperatura de
hibridizaciéon 57°C




Figura 9
Gel para secuenciar para las poblaciones Santa Lucia ¥ San Alfredo,
..con el microsatélite 2-25
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Figura 10
Gel para secuenciar para la poblacién Corral 1 para los microsatélites 2-14 y 2-25
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B. Frecuencias alélicas por poblacién de los individuos estudiados

Es necesario determinar qué numero de individuos pudieron ser amplificados v

por lo tanto estudiados e incluidos en los analisis.

En el cuadro 9 se muestran las regiones de colecta, fecha de coleccién ¥ numero de
individuos por colecta. Ademas, se presenta el numero de individuos que se
amplificaron con PCR y a los cuales le fue posible determinar el genotipo y tamano de

los alelos para cada uno de los microsatélites trabajados.

Es importante mencionar gue los individuos de Guatemala, los microsatélites 1-90, 2-
14 y 6-41, fueron procesados y analizados en su mayoria por Schoua (20090). En el
presente trabajo se revisaron los datos, especialmente los individuos con alelos nulos ¥y
los homocigotos del 2-14. Se encontré que fue posible identificar la mayoria de alelos
nulos, utilizando como base de comparacién alelos conocidos, v que muchos de los

individuos homocigotos eran en realidad heterocigotos.

Los alelos nulos son aquellos que no pueden ser amplificados por PCR, causados por
mutaciones en el sitio de unién del iniciador. Esta mutacién no permite una
hibridizacién adecuada del iniciador con su secuencia complementaria, por lo que la
amplificacion no puede llevarse a cabo. Los alelos nulos pueden llevar a falsas
suposiciones de una falta de heterocigotos ¢ un exceso de homocigotos, lo cual puede

desviar el analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ademas, se corrigieran algunos datos con el microsatélite 1-90, ya que se anulé el alelo
153.23, porque se comprobé que éste era igual al 153.85. Por esta razén todos los
individuos que presentaban los alelos 153.23 v 153.85 se agruparon bajo el ntunero
153.85. Para el microsatélite 6-41 también se corrigieron algunos datos. El alelo 189.4
se anule, y los individues que estaban asignaaos a este alelo se pasaron al alelo 190.19,
para las poblaciones de Champona, El Motor, Nahua, Puente Blanco, San Luis Petén y
San Luis Petén, Buenaventura. En las poblaciones de Cuto y Tallado, los individuos con
el alelo 189.4 se pasaron al alelo 187.82. Estos cambios se hicieron al correr individuos
de las distintas poblaciones mencionadas en un mismo gel de secuenciacién, junto con
estandares internos para los alelos 187.82 y 190.19. La necesidad de correr este nuevo

gel de correccion se vio después de correr en varios geles distintos los individuos
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asignados como estandares internos para los alelos 187.82, 189.4 y 190.19, y notar que

los alelos 189.4 y 190,19 migraban a la misma distancia en todos los geles.

Después de hacer estas correcciones se volvio a efectuar el analisis para el equilibrio de
Hardy-Weinberg, Esta vez se noté una mejora en los resultades, ya que varias
poblaciones que presentaban desequilibrio en Schoua (2000), ahora estan en equilibrio.
Se logro establecer el equilibrio para el microsateélite 2-14 en las poblaciones de San
Luis Buenaventura, Ruperto 27/3/96, Ruperto 4/10/95 y Cuto. Ademas, se logro
establecer el equilibrio para las poblaciones de Lauro 27/3/96 y El Motor, para los

microsatélites 1-90 y 6-4 1, respectivamente.

Notese que para el microsatélite 6-41, aparentemente no se encontraron alelos nulos,
aunque no se puede descartar la posibilidad que algunos homocigotos hayan tenido un
alelo nulo, y en realidad sean heterocigotos. Para el microsatélite 1-90 Gnicamente se
encontré un individuo en Guatemala, poblacién de Cuto, con alelos nulos. Sin embargo,
para el microsatélite 2-14 se detectaron 6 individuos con alelos nulos, de los cuales 3 se
encontraron en Tallado (Guatemala), 1 en Bananito (Costa Rica) y 1 en el Corral 2
(Nicaragua). Y por ultimo, para el microsatélite 2-25 se encontraron 14 individuos con
alelos nulos. De estos 14 individuos, 12 se encontraron en Guatemala, de los cuales 5
pertenecen a la poblacién de Nahua, y s6lo uno en 7 poblaciones. Los otros dos alelos

nulos fueron encontrados en Bananito (Costa Rica) y San Diego (El Salvador).

£l namero de individuos con alelos nulos para el microsatélite 2-14 corresponde a
menos del 1% (0.63%) del total de individuos, y al 1.48% para el microsatélife 2-25.
Debido a que la mayor parte de las poblaciones resulto en equilibrio de Hardy-Weinberg
(como se vera méas adelante) para los cuatro loci analizados, se asume que no hay gran

cantidad de alelos nulos.
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En el cuadro que se presenta a continuacion {cuadro 10) se observan los alelos que se
obtuvieron para las distintas poblaciones con el microsatélite 1-90. Este cuadro se
complementa con el cuadro 11 y la grafica 1 en las siguientes paginas que muestran las
frecuencias para estos mismos alelos. De la grafica se ven claramente que el locus 1-90
presentd 23 alelos distintos entre todas las poblaciones. La mayoria de alelos difieren
entre si por aproximadamente 2pb. Y el patrén de frecuencias que forman se asemeja a

una curva de distribucién normal.

Los errores en la replicacién, conocidos como deslices de la ADN polimerasa pueden
agregar o eliminar una repeticion de la secuencia microsatélite (Hancock, 1999; Eisen,
1999). Debido a esto se crean microsatélites que se diferencian por aproximadamente
2pb. La razdn por la cual existe un microsatélite mas frecuente que los demas aun no
se conoce, pero se cree que podria deberse a un “cuello de botella” que ocurrié hace
mucho tiempo (Eisen, 1999). Después de esta seleccion se asumiria que sobrevivieron
mayormente los individuos con el microsatélite mas frecuente y que de éste se derivaron

todos los demas,

Notese que los alelos mas frecuentes se presentan en la parte baja de la grafica 1, es
decir, en los menores tamafios de alelos. Ademas, es importante hacer ver que la
distribucidén pareciera tener una cola, con los valores mas altos de peso molecular para
los alelos en esta regién. Esta tendencia hacia los pesos mayores de los alelos poco
frecuentes podria pensarse que se debe a que los errores de adicién de repeticiones son
mas probables a generar mayor diversidad de alelos, que los alelos de pequefio tamarfio,

porque la probabilidad de deslizamiento por parte de la ADN polimerasa seria mayor.

Una curva similar de distribucién casi normal para las frecuencias alélicas se puede
observar en los otros 3 microsatélites también. Esto se puede ver en las cuadros 13, 15
y 17 y graficas 8, 15 y 22. Es importante notar que para el microsatélite 2-14 se
presenta un numero similar (23) de alelos observados que para el 1-90 (23). Mientras
que para el microsatélite 6-4 1 se presenta un niimero menor (13) de alelos observados,
y para el 2-25 se observé un numero bastante mayor de alelos (36). Esto podria
llevarnos a pensar que, al aumentar el nlmero de repeticiones del microsatélite,

incrementa el polimorfismo.

Los microsatélites que se trabajaron podrian sugerir esto (ver niimero de repeticiones
reportadas en anexos), aungue no se conoce con certeza el ntimero de repeticiones que

se tiene para cada uno. Estos microsatélites se secuenciaron a partir de un solo
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individuo, por lo que es probable que la secuencia reportada no corresponda a la mas
frecuente. La Gnica forma de poder concluir que el polimorfismo aumenta con el
numero de repeticiones, seria secuenciando los alelos mas frecuentes para cada

microsatélite y determinando el niimero de repeticiones que contiene.

Debido a que las colectas por pais, a excepcién de Guatemala, se encuentran muy
cercanas entre si, se espera que no exista una diferencia significativa entre las
frecuencias de las colectas. Debido a que para Guatemala se realizaron varias colectas
en distintas regiones, se espera que las colectas dentro de la misma regidn sean
similares entre si, no asi las frecuencias entre colectas de distintas regiones, Los datos
se presentan como cuadros de frecuencias por poblacién, por pais y para el total de
individuos analizados. Ademas se presentan graficas que ilustran los cuadros de
frecuencias para cada uno de los niveles (colecta, paisy total), para visualizar cualquier

diferencia en frecuencias alélicas que puedan presentarse en cada uno de los niveles,

Las frecuencias totales calculadas, que incluyen todos los individuos, son frecuencias
absolutas. Esto quiere decir que se divide el numero encontrado para un alelo
determinado y se divide dentro del ntimero total de alelos observados para el

microsatélite en cuestion.

En el cuadro 11 se muestran las frecuencias alélicas obtenidas para el microsatélite 1-
90. Notese que para la mayoria de las poblaciones el alelo mas frecuente fue el 153.85.
Solamente para Batan, en Costa Rica, el alelo mas frecuente fue el 166.75, mientras
que para Zapata, en México, el mas frecuente fue el 160.17; ¥ para Nahud, Puente
Blanco y San Luis Petén, Buenaventura, en Guatemala, el alelo mas frecuente es el
155.72. Es importante mencionar también, que entre los alelos menos frecuentes para
el microsatélite 1-90 se observa el 165.71. En la grafica 1 se puede notar que este alelo
se encuentra dentro de la region de alelos de alta de frecuencia. Si se analiza mas
detalladamente este alelo, se puede ver que esta flanqueado por los alelos 164.09 y
166.75. La diferencia entre estos tltimos dos alelos es de aproximadamente 2.6pb; y la
diferencia entre 165.71 y 166.75 es casi 1pb. Esto podria sugerir que el alelo 165.71 es
producto de una mutacién puntual, que no es tan frecuente como el deslizamiento de
replicacién. Por supuesto, es necesario determinar la secuencia de este alelo, junto con

otros mas frecuentes, para determinar si en realidad se debe a una mutacién puntual.
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Obsérvese que la distribucién de frecuencias alélicas para México, con el microsatélite
1-90 (grafica 2), presenta ciertas diferencias entre las poblaciones. La poblacién de
Zapata tiene una distribucién distinta al compararla con las otras dos poblaciones de
México, especialmente en cuanto el alelo 153.85. Para Cosalapa se observa que los
alelos 155.72 y 157.71 son mucho menos frécuentes, mientras gque el alelo 170.83 es

mucho mas frecuente, que en Zapata y Nueva Independencia.

r

Grafica 2
Comparacion de las frecuencias alélicas para las peblacienes de México, ;
microsatélite 1-90 :
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Para Guatemala se presenta una distribucion de frecuencias bastante heterogénea
(grafica 3) para el microsatélite 1-90, y no parece haber relacién por localizacién
geografica, ya que Nahud se encuentra en la region del Norte, mientras que Puente

Blanco se localiza en el Este del pais.
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La grafica 4 muestra la distribucion de frecuencias para el alelo 1-90 en El Salvador. En
la poblacién de San Alfredo se puede observar un ensanchamiento de la region de alta
frecuencia alélica de la curva de distribucién de frecuencias para el microsatélite 1-90,
debido a que el alelo 160.17 es casi tan frecuente como el 153.85. Por otro lado, el alelo
155.72 parece ser bastante mas frecuente para San Diego comparado con las otras dos

poblaciones.

Grafica 4
Comparacién de las frecuencias alélicas para las poblaciones de El
Salvador, microsateélite 1-90
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En la grafica 5 se presentan las frecuencias alélicas para las poblaciones de Nicaragua
cont el microsatélite 1-90. Las tres poblaciones parecen tener una distribucién muy
similar, con la diferencia que alelo 157.71 muestra el doble de la frecuencia para el
Corral 3 comparado con las otras dos poblaciones y el alelo 166.75 es dos veces mas
frecuente para el Corral 1, comparado con las otras dos poblaciones. Para el Corral 2
se nota una diferencia en frecuencia en el alelo 155.72, respecto de las frecuencias

observadas para las otras poblaciones de Nicaragua.

En el cuadro 11, se puede notar que en promedio la frecuencia alélica mas alta
corresponde al alelo 153.85. Sin embargo, pai’a Costa Rica se observa un segundo a!elo,
el 166.75, con una frecuencia similar, y aun mas elevada que la del primero para la
poblacién de Batan (grafica 6). Otra caracteristica importante es que la distribucién de
Costa Rica para el locus 1-90 no sigue el patrén de frecuencias establecido por los
demas paises. Notese que la distribucion de frecuencias alélicas para Costa Rica es muy

similar entre ambas poblaciones.

Grafica 6
Comparacidn de las frecuencias alélicas para las poblaciones de
Costa Rica, microsatélite 1-90
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En la grafica 7 se ve que la tendencia en Nicaragua, México, Guatemala y El Salvador
es muy similar, pero en Costa Rica la distribucion es distinta, ya que se observan dos
maximos de frecuencia;lélica en los alelos 155.85 y 166.75. Ademas de los aspectos
mencionados anteriormente, otro punto que resalta es la alta frecuencia del alelo
151.39, y la baja frecuencia del alelo 160.17 en Costa Rica, comparado con los demas
paises. El alelo 151.39 es practicamente dos veces mas frecuente en Costa Rica que en
los demas paises, mientras que el alelo 160. 17 es casi la mitad de frecuente comparado
con El Salvador y Guatemala, pero cuatro veces menos frecuente comparado con

México.
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Grafica 7 .
Comparacién de las frecuencias alélicas obtenidas para los pajses México,
Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica, microsatélite 1-90
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El cuadro 12 presenta los alelos obtenidos para el microsatélite 2-14 con todas las
poblaciones estudiadas y en el cuadro 13 y grafica 8 se muestran las frecuencias

obtenidas para este microsateélite.

Para este microsatélite el alelo 200.29 muestra la mayor frecuencia alélica total. Sin
embargo, varias poblaciones no presentan este alelo como el mas habitual. Por ejemplo,
el alelo mas comiun para las poblaciones de Corral I y San Diego es el 201.83, para
Cosalapa es el 204.96, y para Nueva Independencia es el 206.54. Luego, tres
poblaciones muestran dos alelos con la misma frecuencia mayor. Estas poblaciones son
Corral 3, con los alelos 200.29 y 201.83, Zapata con los alelos 200.29 y el 204.96, y
Lauro con los alelos 201.83 y 204.96. Para Guate.mala el alelo mas frecuente en la
mayoria de poblaciones para el microsatélite 2-14 es el 201.83. Pero también se
encuentran poblaciones en las que otros alelos son los principales, como por ejemplo
Cuto, Puente Blanco vy Ruperto 27/3, que presentan altas incidencias para el 200.29,

200.29 y 204 .96, respectivamente.

Ademas, en el microsatélite 2-14 obresale un alelo, el 203 en la poblacidn Corral 1 de
Nicaragua, que parece ser muy poco frecuente, ya que solo se presentd una vez ern esta
Gnica poblacion. Este alelo, al igual que el 165.71, podria ser el producto de una
mutaciéon puntual de alguno de los alelos principales, ya que se encuentra en la regién

de alta frecuencia de alelos, y se diferencia del alelo 201.83 por aproximadamente 1pb.
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En la grafica 9, se puede ver que la campana de la distribucion normal, para las
poblaciones de México con el microsatélite 2-14, parece estar corrida hacia valores mas
elevados de peso molecular, y ademas, muestra una curva muy suave. Aqui existen tres
alelos que podrian considerarse como principales: 201.34, 204,96 y 206.62. Nétese que
la distribucidon para Nueva Independencia es distinta a las otras dos poblaciones de
Mexico, ya que el alelo 206.54 es mas comiin y, las frecuencias de los alelos 208.14 y
201.83 se manifiestan superior al doble y menor de la mitad, respectivamente, con
respecto de las presentadas por Cosalapa y Zapata. Ademas, existe una gran diferencia
en la frecuencia del alelo 200.29 para la poblacion de Zapata, va que es casi cuatro

veces mayor comparada con las otras dos poblaciones de México.
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En la grafica 10 se puede observar que en Guatemala la frecuencia de los alelos es muy
distinta para las poblaciones. Aqui tampoco pareceria haber algtin patron especifico por
region de colecta, ya que Cuto y Puente Blanco sugieren tener la misma distribucion, hY

son de regiones distintas.

Para las poblaciones de El Salvador, la distribucién del 2-14 (grafica | I} es muy distinta
para San Diego en la regién anterior al alelo 203, especialmente para el alelo 200.29
que muestra la mitad de la frecuencia con respecto de San Alfredo. También se puede
ver que el alelo 209.74 es dos veces mas frecuente comparado con Santa Lucia, pero
casi tres veces mas comun al tomar a San Alfredo como referencia. La distribucién
alélica para San Diego, en general, parece ser menos marcada, siendo ésta menos
drastica en cuanto a las diferencias de frecuencias entre alelos contiguos para

aproximadamente 6 de los alelos.

Gréfica 11
Cowparacidn de las frecuencias alélicas para las poblaciones de E] Salvador,
microsatélite 2- 14
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Tamaiio del alelo (pb) !

Para Nicaragua se ohserva una frecuencia bastante elevada para el alelo 192.74,
especialmente para El Corral 1. Entre el Corral 1 y el Corral 3 se presenta una
diferencia marcada para el alelo 208.14, pues para el segundo la frecuencia es casi tres
veces mayor gue para qural 1. El alelo 206.62 en Corral 2 muestra aproximadamente

la mitad de la frecuencia en comparacion con las otras dos colectas.
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| Grafica 12 _
| Comparacidn de frecuencias alélicas para las poblaciones de Nicaragua,
micresatélite 2-14

' 0.3 '
| 0254 {—e—Corral 1 § |
' g 02 ~&--Corral 2 |
;g Se . :
5 i woare Corral 3 1\
o5 0158 -
T

\ H a
o m 1 ‘
0 L lallg. e =
. N - -
& & &8 ~ g I N B g o
¢ =~ @ ©o ¥ ~ g = S =
2 B 9@ @ o @ & o &
2 5 2 2 F ¥ 8 & &

Tamarnio del alelo (pb)

Para el 2-14 en las poblaciones de Costa Rica se observan basicamente 2 alelos
principales, el 200.29, mencionado anteriormente, y el 201.83. En la grafica 13 se
puede notar que la distribucién de frecuencias alélicas para Costa Rica es muy

similares a lo largo de toda la curva.

Grafica 13
Comparacién de frecuencias alélicas para ias poblaciones de Costa Rica,
microsatélite 2-14
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Tamario del alelo (pb) ‘

Al comparar las frecuencias aléli;:as obtenidas para el 2-14, por pais (ver grafica 14}, se
puede observar que Costa Rica presenta una distribucién de frecuencias un poco
distinta a los demés paises. En Costa Rica se puede ver cierta dominancia de un alelo,
200.29, en comparacién con los demas alelos. Es el inico pais para cuya curva de
frecuencias basicamente solo dos alelos son altamente frecuentes, mas de seis veces,
respecto de los deméas. En México, se puede notar que la curva de distribucién esta

corrida hacia valores un poco mas elevados de peso molecular, y posee una forma mas
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suave, a diferencia de los detnas paises. Para El Salvador y Nicaragua se observa

practicamente la misma distribucién de frecuencias en todos los puntos.

Por altimo es interesante observar en detalle la distribucién de las frecuencias de los
alelos 204.96 y 206.54. Notese que las frecuencias mas elevadas para estos alelos las
presenta México, mientras que las mds bajas se encuentran en Costa Rica. Aqui
pareciera haber una correlacion entre la frecuencia para estos dos alelos ¥ la posicién
geografica de los paises, ya que las frecuencias disminuyen a manera que se alejan las

poblaciones de México.

i
: Grafica 14

i Comparacién de las frecuencias alélicas obtenidas para los paises de México, El
Salvador, Nicaragua v Costa Rica, microsatélite 2-14
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Tamanio del alelo {pb)

En el cuadro 14 se muestran los alelos obtenidos para el microsatélite 2-25 con todas
las poblaciones estudiadas. Nétese que para este microsatélite se encontrd casi el doble
de alelos en comparacién con los otros microsatélites, pero aun asi la frecuencia (0.268)
mostrada para el alelo mas de mayor incidencia (204.46) es mayor que las frecuencias,
0.243 y 0.218, obtenidas para los alelos méas representados en los microsatélites 1-90 y

2-14, respectivamente.

Para el microsatélite 2-25 se encontrd que el alelo mas frecuente, segiin el cuadro 15,
para la mayoria de poblaciones de México, El Salvador, Nicaragua ¥ Costa Rica es el
104.46; sin embargo, para Cosalapa, Zapata, Santa Lucia el alelo mas representado es
el 102.34. En Nueva Independencia ée nota una frecuencia dividida, ya que se presenta
el mismo valor para el alelo 104.46 y el 106.62. En Guatemala se muestra un patrén de

frecuencias alélicas distinto, ya que el alelo mas incidente en la mayoria de poblaciones
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en este pais es el 102.34, con excepcidn de Lauro, Nahua y Tallado que presentan

mayormente el alelo 104.46, v Ruperto 4/10 con el alelo 106.62 como el méas frecuente.

A pesar de esta diferencia de distribuciones de frecuencias por poblacién v pais el alelo
mas representado en general es el 104.46, como se muestira en la grafica 15. De esta
grafica también se puede observar que el alelo 107 4 es muy poco frecuente, ya que
Gnicamente se encontré en Costa Rica. Este alelo pareceria ser similar a los alelos 203
del microsatélite 2-14 y al 165.71 del microsatélite 1-90. Si se mide la diferencia entre
el alelo 107.4 y el alelo anterior y posterior a €l se resalta que solamente existe una
diferencia de 1.1pb. Esta diferencta fue corroborada, al correr este alelo junto con los

otros dos alelos flanqueandolo en un mismo gel.

Esta diferencia de tamano gue se observa para el alelo 107.4 del microsatélite 2-25
apoya ann mas la idea que estos alelos poco frecuentes que se encuentran dentro de la
regidn de alta frecuencia alélica podrian deberse a mutaciones. Por supuesto, esto nno se
podria saber con seguridad hasta tener secuenciado este alelo, junto con los alelos

106.62 y 108.82.
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Para México puede verse, en la grafica 16, que la distribucién de frecuencias alélicas
para el locus 2-25 es muy similar entre las tres poblaciones. Aunque se pueden
observar unas pequenas diferencia de frecuencias entre Nueva Independencia y las

otras dos poblaciones para el alelo 102.34, y el 106.64.

Grafica 16
Comparacion de las frecuencias alélicas para las poblaciones de México,
microsatélite 2-25
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Para las poblaciones de Guatemala (grafica 17) se puede notar que existe una
frecuencia alélica distinta entre las poblaciones del sur (Tallado, Lauro y Ruperto 4/ 10)
y el resto de poblaciones en cuanto al alelo 102.34. Ademés, para Ruperto 4/10 se
observa una diferencia bastante grande para la frecuencia del alelo 104.46, al

compararla con la obtenida para las otras poblaciones.
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Con el microsatélite 2-25, se nota en El Salvador, una pequena diferencia entre las
frecuencias alélicas mostradas por las tres poblaciones (ver grafica 18) ya que para San
Diego y San Alfredo el alelo mas frecuente es el 104.46, mientras que para Santa Lucia
es el 102.34. Otra diferencia se puede observar en el alelo 108.82, ya que este es mas

frecuente para San Alfredo comparado con las otras dos poblaciones.

| QGréafica 18

i Comparacién de las frecuencias alélicas para las poblaciones de El Salvador,
: microsatélite 2-23
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En la grafica 19 se observa la distribucion de frecuencias alélicas para las poblaciones
de Nicaragua. Es importante notar que la distribucion de frecuencias para el locus 2-25
es practicamente igual para todas las poblaciones para la mayoria de alelos. Las pocas
diferencias que se observan se encuentran en los alelos poco frecuentes, como el 112.79

y el 120.88; para el primero se muestra una frecuencia bastante mas elevada para el
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Corral 2. Para el alelo 120.88 se observa una frecuencia mas elevada para el Corral 1

comparado con las otras dos poblaciones de Nicaragua.

La distribucién de las frecuencias alélicas obterudas para Costa Rica con el
microsatélite 2-25 se muestran en la grafica 20. Aqui se observa gue la distribucién de
las frecuencias es muy similar para ambas poblaciones. Una de las diferencias que
sobresale es en el alelo 117.5, pues es casi 10 veces mas frecuente para Bananito que
para Batan. Este alelo sobresale bastante, ya que se encuentra en la regién que por lo

general habia sido de poca frecuencia alélica.

Grafica 20
Comparacidn de las frecuencias alélicas para las poblaciones de Costa Rica,
microsatélite 2-25
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Al comparar las frecuencias alélicas obtenidas para los diferentes paises con el
microsatélite 2-25 se puede cbservar, grafica 21, que para las poblaciones de México,
Guatemala, El Salvador y Nicaragua existen dos alelos que son casi igualmente
frecuentes (102.34 y 104.46), mientras que para Costa Rica, el alelo indiscutiblemente

mas frecuente es el 104.46.

Se puede observar, ademas, que el alelo 106.62 posee casi la mitad de frecuencia en
Costa Rica, comparado con les otros paises; sin embargo, el alelo 117.5 presenta una
frecuencia que es significativamente mas elevada al compararla con la frecuencia

obtenida para este alelo con los otros paises.
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Grafica 21
Comparacion de las frecuencias alélicas obtenidas para los paises de Mexico,
Guatemala, El Salvador, Njcaragua y Costa Rica, microsatélite 2-25
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En el cuadro 16 se presentan los alelos obtenidos para cada una de las poblaciones con
el microsatélite 6-41. De este cuadro es importante notar que el niimero total de alelos
observados para este locus es aproximadamente la tercera parte del total de alelos

observados para el 2-25.

Las frecuencias observadas para los alelos con el microsatélite 6-41 se muestran en el
cuadro 17. Es importante notar que la frecuencia alélica total observada para el alelo
mas frecuente para la mayoria de poblaciones, para el locus 6-41 (0.419), es casi el
doble de la frecuencia alélica total observada para el alelo de mayor incidencia en los
ofros tres microsatélites (0.243, 0.218, 0.268, para los locus 1-90, 2-14 y 2.25,

respectivamente).

Para la mayoria de poblaciones el alelo mas frecuente con el microsatélite 6-41 es el
185.48. Sin embargo, para las tres poblaciones de México, San Diego (El Salvador) y
Champona, Lauro, San Luis Petén y San Luis Petén, Buenaventura, el alelo mas

frecuente es el 187.82,
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Es importante notar que San Luis Petén, San Luis Petén Buenaventura ¥ Champona,
son poblaciones que pertenecen a la regién Norte de Guatemala, y para las tres se

obtuvo una frecuencia mayor en el alelo 187.82.

En la grafica 22 se muestra la distribucién de frecuencias para todos los alelos
observados en todos los paises para el microsatélite 6-41. Es importante notar que aun
cuando el alelo es menos polimoérfico que los otro tres estudiados, 1a forma de la curva
de distribucién se mantiene similar, con una region de alta frecuencia y una de menor
frecuencia hacia el extremo de mayor peso molecular. Sin embargo, la curva pareceria
tener una forma mas suave y acampanada que las presentadas por los otros tres

microsatélites,

Dentro de las poblaciones de México se nota una leve variacién en las frecuencias
alélicas para el microsatélite 6-41 (como se observa en la grafica 23). Para Nueva
Independencia el alelo 183.94 es entre tres y cuatro veces mas frecuente que para las
otras dos poblaciones. Otra diferencia es que la poblacién de Cosalapa, a diferencia de

las otras dos, presenta una frecuencia significativa para el alelo 195,02,
Grafica 23
Comparacion de las frecuencias alélicas obitenidas para las poblaciones de
México, microsatélite G-41

DS —— ————— e
R —
o 0.4 ——4%—Cosalapa e
) < E _
g 53 — - o {hwiﬁm— Nuevaindep ..
£ :
! : Zapata
3 02— e A
o g
k P . [ ——————
- 01 /__4(
0= 5 34’&5*} o Y Y e
o < © o @ o © o ) w© @ - =
© 0 -+ 0 - n S ) < bt =} Y o
- o r~ o - W r~ @ o o5
— - pad — - - - - - & N &
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En la grafica 24 se muestra la distribucién de las frecuencias alélicas para el 6-41 de
Guatemala. Nétese que para Guatemala es muy variada en la Tegidon entre los alelos
185.48 y 187.82. Para Champona se observa una frecuencia bastante menor para el
alelo 185.48, en esta region. En 192.59 se puede ver una diferencia de casi el doble en
la frecuencia para la poblacién de Ruperto 27/3 comparada con las demas poblaciones

que parecen coincidir en la frecuencia para este alelo.
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Grafica 24
Frecuencias alélicas obtenidas para las poblaciones de Guatemala con el 6-41
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En las poblaciones de El Salvador se nota una diferencia entre la distribucién de las
frecuencias alélicas observadas para el microsatélite 6-41 (ver grafica 25}. Se puede ver
que San Alfredo y Santa Lucia presentan una distribucién bastante similar, en la
mayoria de alelos. Por otro lado, la curva de distribucién para San Diego esta desviada
hacia valores mas elevados de peso molecular para los alelos, lo cual resulta en una

frecuencia menor para el alelo 185.48 y mayor para los alelos 190.19 y 192.59..

Qréafica 25 i
Cowmpracién de las frecuencias alélicas obtenidas para las poblaciones de El
Salvaclor, microsatélite 6-41
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Para Nicaragua se puede ver, grafica 26, que las tres poblaciones presentan casi las

mismas frecuencias para todos los alelos observados con el microsatélite 6-41.
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Grafica 26
Coparacion de las frecuencias alélicas obtenidas para las poblaciones de
Nicaragua, microsatélite 6-41
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En la grafica 27 se encuentran las frecuencias alélicas para las poblaciones de Costa
Rica con el microsatélite 6-41, Es importante notar que Costa Rica no presenta ninguna
frecuencia alélica después del alelo 190.19. Esto podria llevar a pensar que Costa Rica
es poco polimérfico para el locus 6-41, en comparacién con los otros 3 loci trabajados;
pero para aseverar esto es necesario estudiar una poblacién con mayor ntmers de

individuos y de distintas regiones del pais.

Una observacién importante entre Bananito vy Batan es la alta frecuencia que se
presenta para el alelo 183.94 en Batan, pero ne en Bananito; esta diferencia de

frecuencias es practicamente del doble.

Grafica 27
Comparacion de las frecuenicas alélicas para las poblaciones de Costa Rica,
microsatélite 6-41
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Al observar la grafica 28, que contiene las frecuencias totales obtenidas para el

microsatélite 6-41 por pais, se puede notar que México presenta una distribucién
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alélica distinta a la de los demas paises, pues la curva muestra un desplazamiento
hacia el lado izquierdo, comparado con las curvas de distribucion alélica para los otros
paises estudiados. Nétese que para Costa Rica la frecuencia del alelo 183.94 es casi
cuatro veces la obtenida para los otros cuatro paises. Ademas, el alelo 187.82 que
presenta una frecuencia bastante menor (casi tres veces) para Costa Rica al comparala

respecto de las encontradas para los demas paises.

Grafica 28
Comparacién de las frecuencias alélicas obtenidas para los paises
México, Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica,
microsatélite 6-41
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La curva de distribucion de frecuencias para el locus 2-25 podria ser mejorada al
incrementar el naimero de individuos por colecta, ya que de esta forma se incrementa el

numero de alelos procesados y por lo tanto la representatividad de la muestra respecto

de la poblacion real.

También es importante notar que de los cuatro locus, tres (2-14, 2-25 y 6-41)

practicamente sélo presentan 4 alelos de alta frecuencia, rodeados de alelos de menor

frecuencia.

Es importante notar en las graficas 7, 14, 21 y 28 que existe una ligera tendencia de
corrimiento de la curva de distribucién de frecuencias hacia el lado izquierdo (valores
menores de peso molecular) para las poblaciones de Costa Rica. Mientras que para las
poblaciones de México la tendencia de desplazamiento de la curva de distribucién de

frecuencias pareciera ser hacia el lado derecho (valores mayores de frecuencias

alélicas).
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C. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé al utilizar el Programa para genetica de
poblaciones Arlequin, versién 2.000 (Schneider et al. 2000). A continuacién se

presentan los distintos resultados que se obtuvieron.

El primer analisis fue para determinar qué poblaciones se encontraban en equilibrio de
Hardy-Weinberg. En la seccién de antecedentes se mencions que una de los casos en
los cuales no se da equilibrio de Hardy-Weinberg es en poblaciones pequenitas. Debido a
que las colectas son salo una pequena representacién de la poblacién completa, es
importante hacer este analisis para asegurarse que no haya errores de muestreo que

Hleven a una conclusion errone.

En la siguiente pagina se muestra el cuadro 18 con los resultados del analisis de
equilibrio de Hardy-Weinberg. Notese que la mayoria de poblaciones se encuentran en
equilibrio (representado por un signo +). Luego hay algunas que presentan uno de los
loct fuera de equilibrio, como es el caso de El Motor, San Luis Petén, San Luis Petén
Buenaventura, Tallado, Nueva Independencia y Zapata. Estas seis poblaciones aun se

consideran como para estar en equilibrio.

Por otro lado se tiene una poblacién que esta fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg,
pues 3 de los loci estan fuera. Esta poblacién es Nahua, en Guatemala, Para el caso de
Nahua podria considerarse que la colecta para esta poblacidn no haya sido adecuada,
pues las otras tres poblaciones de la region Norte de Guatemala (San Luis Peten San

Luis Petén Buenaventura y Champona) se encuentran equilibradas.

Ademas, es importante recordar que segun el cuadro 18, las poblaciones de Nahui hY
Tallado se encontraron 5 y 3 alelos nulos para los microsatélites 2-25 y 2-14,
respectivamente. Esto influyé en el analisis de equilibrio Hardy-Weinberg, ya que
pudieron haber algunos individuos que s¢ tomaron come homocigotes, cuando en
realidad eran heterocigoto:s, pero por poseer alelos nulos no fue posible detectarlo. Para
el Corral 2 de Nicaragua también se detectaron alelos nulos, por lo que es posible que
estos mismos alelos se encontraran en las otras poblaciones de Nicaragua, v al no ser
detectados disminuyé la heterocigoéidad de la poblacion y por lo tanto no se detects que

estas poblaciones estuvieran equilibradas.




Cuadro 18
Analisis de Hardy-Weinberg para las poblaciones estudiadas con cada uno de los
microsatélites
Poblacion Microsatélite Significancia
{valores de P en la prueba de Chi?)
1-90 2-14 2-25 6-41 1-96 | 2-14 | 2-25 | 6-41
i Champona (G} | 0.90427 0.47953 0.24428 0.90242 + + + +
j 11-6-96
Cuto (G) 27-3- | 0.13741 0.39920 0.43444 | 0.57395 + + + +
96
El Mango {G) 0.06379 | 0.04015 0.70554 0.65701 + - + +
28-2-96
El Motor {G) 0.05835 | 0.07640 0.81293 0.02916 + - + -
20-2-96
Lauro (G) 0.31231 0.66477 0.52483 | 0.17775 + * + +
27-3-9¢ y
7-6-95
Nahua (G) 0.04571 0.01681 0.08448 | 0.00173 - - + -
13-3-95
Puente Blanco | 0.04237 0.36863 0.33672 0.11096 + + + -
(G) 21-2-96
Ruperto (G) 0.80504 | 0.49900 | 0.26452 0.78391 + + + *
27-3y 4-10-96
San Luis Petén | 0.02501 0.34383 0.37142 | 0.42528 - + - +
(G) 12-3-96
San Luis Petén | (.43931 0.13958 0.446106 0.01091 + + + -
Buenaventura
(G) 12-3-96
Tallado (G) 0.34394 | 0.00000 (.80358 0.84960 + - + +
7-2-95
Cosalapa (M) 0.33591 0.72568 0.81156 0.33526 + + + +
1-12-98
Nueva 0.55113 { 0.00942 | 0.05793 0.10232 + + &
Independencia
M) 18-11-98
Zapata (M) 0.93452 | 0.54296 0.15264 | 0.00192 + + + -
1-12-98
San Alfredo 0.73070 | 0.28455 0.16559 0.98485 + - + +
(ES)
21-10-98
San Disgo (ES) | 0.00447 | 0.09276 0.02050 0.23409 - + - +
21-10-98
Santa Lucia 0.35868 | 0.45673 0.24644 | 0.23328 + + + +
(ES) 21-10-98
Cerral 1 (N) 0.37924 | 0.02862 0.01639 (.59130 + - - +
24-9-98 .
Corral 2 (N) 0.02858 | 0.0000C 0.81742 0.28566 - - + +
24-9-98
Corral 3 (N} 0.05998 | 6.03823 0.75441 0.47647 - - + +
30-9-98
Bananito {CR) | 0.24576 | 0.28406 0.07572 0.46680 + - + +
13-4-99
Batan (CR) 0.00147 | 0.05820 | 0.00121 0.23718 - * - *
13-4-99
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Por tltimo, las tres poblaciones de Nicaragua resultaron fuera del equilibrio de Hardy -
Weinberg para el microsatélite 2-14, y dos de las tres poblaciones estan fuera de
equilibrio para el microsatélite 1-90. Esto podria llevar a la suposicién que en
Nicaragua alin no se ha establecido el equilibrio para el locus 2-14, o bien, o que la
muestra tomada no sea representativa y por lo tanto refleje frecuencias inadecuadas.
Por supuesto, para aseverar estas suposiciones es necesario realizar umn analisis mas

profundo, al tomar otras muestras de este pais en distintas regiones.

Una suposicion importante es que los microsatélites son marcadores moleculares
neutros, por lo que no deben estar bajo seleccidn. Esto es necesario ya que se desea
medir los efectos de la migracion y la diversidad genética de las poblaciones. El analisis
de equilibrio Hardy-Weinberg es util también para establecer la neutralidad de los

microsatelites escogidos, como se menciond en la teoria,

Para el analisis por poblacién para el equilibrio Hardy-Weinberg se obtuvo que
Unicamente una poblacion, de las 272 analizadas, estd fuera. Como se menciond
anteriormente se cree que esto se debe a un error en el muestreo, mas gue a alguan

factor como falta de neutralidad o deriva genética.

Es importante mencionar que a pesar que el equilibrio de Hardy-Weinberg muestra
diferencias entre las poblaciones de Bananito vy Batan, al analizar las frecuencias de
estas dos poblaciones no se evidencia una diferencia tan marcada. Por esta razon se
utilizaron los datos completos de Costa Rica para el analisis de estructura de

poblaciones.

Otro analisis importante es determinar si existe un equilibrio entre las parejas de loci
para cada una de las poblaciones, conocido como equilibrio de ligamiento. Es
importante establecer si existe o no este equilibrio, pues éste tarda mas en ser

alcanzado que el equilibrio de Hardy-Weinberg.

Los resultados para el equilibrio de ligamiento por parejas de loci se encuentran en los
cuadros, 19 y 20, que se presenta a continuacién. En el primer cuadro se consideraron
las poblaciones individuales de cada uno de los paises. Este analisis ayuda a tener una
idea mas detallada acerca de la situacién del equilibrio de ligamiento. El segundo
cuadro (cuadro 20) presenta el equilibrio de ligamiento por parejas de loci, pero ello al

considerar un pais completo como una poblacion total.
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Cuadro 19
Equilibrio de ligamiento de los loci por parejas de las poblaciones estudiadas
MS 1-90 2-14 2-25 ! 6-41
1-90 - Corral 2 en San Alfredo en | Todas en
desequilibrio desequilibrio | equilibrio (11
¢ poblaciones)
2-14 Corral 2 en Zapata y Corral | Corral 2 en
desequilibrio - len . desequilibrio
desequilibrio |
2-25 San Alfredo en | Zapata y Corral | Cosalapa y
desequilibrio len - ,‘ Batan en
desequilibrio . desequilibrio
6-41 Todas en Corral 2 en Cosalapay |
equilibrio (11 desequilibrio Batan en 'l -
poblaciones) desequilibrio |

Nota: Para sste analisis ne se incluyeron las poblaciones de Guatemala

Al considerar sélo las poblaciones individuales, se observa que en tres de las seis

parejas de loci se encuentra una poblacion de Nicaragua gue presenta ligamiento. Sin

embargo, el analisis por pais mostré que Gnicamente una pareja. 2-14 con 1-90,

correspondiente a Nicaragua, se encuentra ligada. Este resultado no fue inesperado, ya

que los resultados obtenidos para el analisis de equilibrio de ligamiento por poblaciones

sugerian que Nicaragua estaba en desequilibrio. Este resultado es ademas, consistente

con el resultado obtenido para el equilibrio de Hardy-Weinberg para Nicaragua, ya que

las tres poblaciones estaban fuera de equilibrio para el locus 2-14 y dos poblaciones lo

estaban para el 1-90.

Cuadro 20

Equilibrio de ligamiento de los loci por parejas para los paises estudiados

MS 1-90 2-14 2-25 6-41
1-90 - Nicaragua y Todos en | Regién Sur de
Regidn Este de equilibrio i Guatemala en
Guatemala en ' desequilibrio
desequilibrio |
2-14 Nicaragua y - Todos en i Todos en
Region Este de equilibrio i equilibrio
Guatemala en - 1
desequilibrio .
2-25 Todos ent Todos en - ! Todos en
equilibrio equilibrio i equilibrio
6-41 Region Sur de Todos en Todos en | -
Cuatemala en equilibrio equilibrio 1
desequilibrio !

Estos resultados son muy interesantes, ya que sugieren que hay una baja probabilidad

de que haya existido algun «ayiello de botella” recienitemente; lo cual indicaria que estos
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marcadores Hevan mucho tiempo de estar relacionandose ¥ las poblaciones tienen

mucho tiempo de haberse establecido.

Luego de analizar las distribuciones de frecuencias alélicas obtenidas para los cuatro
microsatélites, se llegdé a la decisidn de realizar el analisis de varianza molecular
(AMOVA, por sus siglas en inglés) agrupando las poblaciones como se muestra en el
cuadro 21. Las razones por las cuales se tomé esta decisién se resumen en que se
encontro que la distribucién de frecuencias alélicas para Costa Rica presentaban un
ligero corrimiento, bastante generalizado, hacia el lado de menor peso molecular,
Ademéas, en Costa Rica se encontréd que varias veces se observaban alelos con
diferencias de dos o mas veces en frecuencia, al compararlos con los otros tres paises;
tal es el caso de los alelos 166.75, 106.62 y 183.94 para los microsatélites 1-90, 2-25 ¥
2-14, respectivamente.

Cuadro 21
Distribucion de los grupos analizados por AMOVA

Grupo 1 [ Grupo 2
11 Poblaciones de Guatemala
3 Poblaciones de México ‘ Poblaciones de Costa Rica

3 Poblaciones de El Salvador
3 Poblaciones de Nicaragua

En el cuadro 22 se presentan los resultados para el analisis de varianza, AMOVA. Los
resultados de este analisis muestran que existe un porcentaje de variacién mucho
mayor entre los individuos dentro de una poblacion (93.74%), que entre los dos grupos

analizados (4.77%) y entre las poblaciones de un mismo grupo (1.49%),

Esto quiere decir que la mayor variacion se observé al comparar las variaciones
observadas para todos los individuos incluidos en el estudio; lo cual es de esperarse.
Pero lo mas importante que se puede obtener de esos resultados es que existe una
mayor variacion entre el grupo de poblaciones de México hasta Nicaragua, al
compararlas con las poblaciones de Costa Rica (4.77% de variacion), que la variacion
existenite entre las poblacliones de México hasta Nicaragua comparadas entre si ¥ las
poblaciones de Costa Rica cotejadas entre si (1.49% de variacién). Esto nos lleva a
pensar que podria existir algiin obstaculo para el flujo genético entre las poblaciones de
México a Nicaragua con las poblaciones de Costa Rica. Pero poder concluir esto aun se

deben hacer mas pruebas.
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Cuadro 22

Analisis de varianza AMOVA, para todas las poblaciones con los cuatro microsatélites

Fuente de Grados de Suma de Componentes | Porcentaje de
variacidon libertad cuadrados de varianza variacion
Entre grupos 1 38.657 0.08086 Va 4.77
Entre 20 76.629 0.02534 Vb 1.49
poblaciones :

dentro de : i

grupos

Dentro de 1960 3114701 1.58913 V¢ 93.74
poblaciones

Total 1981 3229.987 1.69533

En el cuadro 23 se presentan los indices de fijacion de Wright. Elindice de fijacién total
(Fgr), se mencioné en la teoria que corresponde a la heterocigocidad de una
subpoblacién comparada contra la heterocigocidad total. El valor obtenido, 0.06264,
cae dentro del rango de 0.05 a 0.15, que segin Hartl (1987) corresponde a una
diferencia genética moderada. Esto indica que al analizar todas las colectas realizadas,
desde México hasta Costa Rica, se observa una diferencia genética moderada, lo cual

era de esperarse debido a lo heterogéneo del grupo total.

Para el indice de fijacién por grupos (Fer) se obtuvo un valor de 0.04769. Aunque este
valor no es mayor que 0.05, es muy cercano a él, lo que sugiere que podria haber una
diferencia genética moderada entre los grupos establecidos. Esto apoya la stiposicién
anterior, cuando se analizaron las frecuencias alélicas observadas entre paises, que
existe una diferencia genética, aunque moderada, entre la regién comprendida desde

México hasta Nicaragua, comparada con la deCosta Riea.

El indice de fijacién entre grupos (Fsc) ayuda en la suposicién anterior, ya que la
diferencia genética encontrada entre las poblaciones de cada uno de los grupos no es
estadisticamente significativa. Mientras que la diferencia genética, al comparar los

grupos, esta muy cerca del rango que indica diferencia genética moderada.

Cuadro 23
Indices de fijacién de Wright

Fsr 0.06264
Fsc 0.01570
Fer 0.04769
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En el cuadro 24 se muestran los valores de Fst para cada pareja de poblaciones
trabajadas. Este cuadro se complementa con el cuadro 25, en el cual se muestran los
valores P para estos valores de Fst; y en el cuadro 26 se encuentra la significancia de

los valores P obtenidos.

Al analizar el cuadro 24 se puede observar que Unicamente una pareja de las
poblaciones de Guatemala, 1a parcja de Cuto y San Luis Petén, presentan un valor de
Fst que sugiere diferencia genética moderada. Para el resto de parejas de poblaciones de
México hasta Nicaragua, los valores de Fst sugieren poca diferencia genética, lo cual
indica que existe flujo genético entre ellas. Ahora bien, las poblaciones de Costa Rica
presentan un valor de Fst que representa una diferencia geneética moderada, o bien un
valor que se acerca mucho al limite de 0.05, respecto de 1a mayoria de poblaciones de
Mexico y Centro América. Unicamente la poblacion de Bananito presenta poca
diferencia genética respecto de las poblaciones de Nicaragua. Las dos poblaciones de

Costa Rica presentan poca diferencia geneética entre si.

Se puede observar, en el cuadro 26, que las poblaciones del Norte de Guatemala
(Champona, San Luis Petén ¥ San Luis Petén, Buenaventura} no muestran una
diferencia genética significativa entre ellas; sin embargo, si muestran una diferencia
significativamente mayor que cero respecto de las otras regiones de Guatemala y las
poblaciones de los deméas paises. Luego, de las cuatro poblaciones de la regidn sur,
Cuto Lauro y Tallado muestran estar en flujo genético constante entre ellas. Al analizar
el flujo genético existente entre las poblaciones del Sur de Guatemala respecto de los
demas paises, se observa que Lauro y Ruperto presentan flujo genético respecto de las
poblaciones de México. Por ultime, al analizar las poblaciones de la region Este de
Guatemala (El Motor y Puente Blanco} se observa que Puente Blanco estd en flujo
genético con dos de las tres poblaciones de El Salvador (San Alfredo y Santa Lueia) y
con el Corral 2 de Nicaragua. Ademas, se observa que respecto de Lauro. de la region

Sur de Guatemala, tampoco existen diferencias significativas.

Para las poblaciones de El Salvador se observa que ademas de la relacion genética
encontrada respecto de las poblaciones del Este de Guatemala, existe flujo genético con
poblaciones del Sur, ya que los valores de P para el Fst de San Diego y Santa Lucia
respecto de Lauro y Cuto, no presentan diferencias significativamente mayores que

cero.
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Al analizar las poblaciones de Nicaragua se puede observar que existe bastante flujo
genético de estas poblaciones respecto de las poblaciones de Guatemala y El Salvador.
Por ejemplo, no se observan diferencias genéticas significativas entre poblaciones de
Nicaragua con Puente Blanco y El Motor, las dos poblaciones de la regiéon Este de
Guatemala. Ademas, se observa que existe flujo genético con respecto las poblaciones
del Sur de Guatemala ya que tespecio de Lauro las tres poblaciones de Nicaragua
presentan flujo genético, y también el Corral 3 respecto de Tallado. También se observa
que existe cierto grade de flujo genético de las poblaciones de Nicaragua respecto de la
regién Norte de Guatemala, ya que no se observan diferencias significativas entre el
Corral 3 v San Luis Petén, Buenaventura. Por otro lado, respecto de las poblaciones de
El Salvador se observa que existe un flujo genético constante, ya que las tres
poblaciones de Nicaragua presentan valores significativamente similares a cero respecto
de San Alfredo y Santa Lucia, y el Corral 1 tiene relacién con San Diego. Sin embargo,
se observé una diferencia genética significativamente mayor que cero entre Nicaragua y
los otros dos paises analizados, México y Costa Rica. Notese que el hecho que el valor
de significancia para P sea positivo, no indica que exista una diferencia genética
significativa, pues ninguna de las poblaciones de México presenta un valor mayor de
0.014 para Fst respecto de Nicaragua, lo cual, segun Hartl, indica poca diferencia

genética.

Es importante notar que Costa Rica no pareciera tener ninguna relacidn significativa
con México y los deméas paises de Centro América. Esto es interesante, pues deberia
haber una relacion genética entre las poblaciones Costa Rica y las del Nicaragua, ya
que las colectas para ambos casos se realizaron en el lado del Mar Caribe. Al analizar
1un mapa de la regién, no pareceria haber ningun tipo de barrera que redujera el flujo
genético entre las poblaciones de Nicaragua y Costa Rica. Por otro lado, se esperaria
que hubjera diferencia genética entre las poblaciones de Nicaragua y El Salvador debido
a la presencia de varios accidentes geograficos, por ejemplo las cordilleras Isabella y
Dariense en Nicaragua. También se esperaria que hubiera diferencia genética respecto
de Guatemala, no solo por distancia geografica, sino por la presencia de otros

accidentes geograficos como la cordillera Nombre de Dios, en Nicaragua.

En la figura 11, que se presenta abajo, se muestra un dendrograma, calculado
con los valores linearizados del indice de correlacidn seguin Slatkin, Fst/(1-Fst). Este
dendrograma presenta la relacién existente entre las poblaciones al hacer las

agrupaciones segun el nivel de similitud.
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El punto mas importante en esta figura es la distincién marcada de dos grupos
principales: 1) las poblaciones de Costa Rica y 2) las poblaciones del resto de Centro
Ameérica y México. Esto indica que la mayor diferencia genética se encuentra entre las
poblaciones de Costa Rica, al compararlas con las de Centro América v las de México.
Este resultado es consistente con los resultados obtenidos anteriormente para el

AMOVA v los indices de fijacion.

Figura 1l
Dendrograma realizado a partir de un cluster anéalisis formulado con los valores de
Fst/(1-Fst) con el programa Phylip (Felsenstein et.al, 2001)

Cuto GS ——
Tallado G§ ——
Lauro GS
Corral 2 N
Sta Lucia ES8
Corral 1 N
Sn Alfredo ES
Corral 3 N
El Motor GE — 1| |
Puente BIGE ——
El Mango GN
Nva Indep M
Cosalapa M —
Zapata M
Sn Diego ES j ]
Ruperto GS
Nahua GN

Champona GN ——

SL Petén GN —

SLP Buenr GN j
Bananito CR

Batan CR

Luego, entre las poblaciones restantes, se observa otra separacién en dos grupos. El
primer grupo consiste en las poblaciones del Norte de Guatemala, y el segundo grupo

consiste en las poblaciones restantes. Puede notarse que a pesar que Nahué forma



98

parte del segundo grupo, es la primera poblacion que se separa en el siguiente nivel.
Esto indica que las poblaciones de la region del Norte de Guatemala estén bastante

relacionadas entre si.

Al analizar las siguientes divisiones, se nota gue las poblaciones de México estan
cercanamente relacionadas entre ellas, al igual que las de Nicaragua. Las poblaciones
San Alfredo v Santa Lucia, de El Salvador, también estan muy relacionadas con las de
Nicaragua. Por Gltimo, se puede notar que las poblaciones de las regiones del Este y del
Sur de Guatemala se encuentran bastante distribuidas en cuanto a la relacion que
presentan con las demas poblaciones. Esto mismo se puede notar al analizar los valores
de Fst obtenidos para las poblaciones por parejas. En el cuadre 24 se puede observar
que ninguno de los valores para Fst entre las poblaciones del Este y del Sur de
Guatemala respecto de cualquier poblacién del resto de Centro Ameérica o México (con la
excepcion de Costa Rica, y la pareja de Cute con San Luis Petén) es mayor de 0.05; le
cual indica que hay muy poca diferencia genética. Esto sugiere que existe flujo genético
entre todas las poblaciones desde México hasta Nicaragua, aungue las poblaciones de

la region Norte de Guatemala parecen estar mas aisladas genéticamente del resto.

Para determinar si la diferencia genética encontrada entre las poblaciones se
correlaciona con la distancia geografica que existe entre las poblaciones, se realizé un
analisis de correlacién y el analisis de Mantel. E]l analisis de Mantel determina si la
correlacidon obtenida de una relacion lineal entre la distancia genética en funcion de la

distancia geografica es estadisticamente significativa.

En el cuadro 27 se muestran los resultados obtenidos para la correlacion y del analisis
de Mantel, v en las graficas 29 y 30 se muestran las relaciones lineales y las
correlaciones obtenidas para las variables de distancias geneética y geografica. Las
pendientes positivas de las curvas de correlaciones sugieren que existe flujo genético
entre las poblaciones de Anopheles albimanus estudiadas, ¥ que este flujo disminuye
conforme se aumenta la djstapFia geografica entre las poblaciones. Ademas, los
coeficientes de correlacidn son estadisticamente significativos como para indicar una
correlacidon adecuada segun el analisis de Mantel, ya que la probabilidad de que esta

correlacion se dé al azar, segln la probabilidad de Mantel obtenida, es 0.000000.
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Cuadro 27
Analisis de Mantel, correlacién entre la distancia geografica (en km) y la distancia
genética segin Fst/(1-Fst) entre las poblaciones estudiadas

Correlacién Pendiente Intercepto R? Probabilidad
de Mantel
Fst/(1-Fst) en funcién de la 0.00006 0.0024 0.4131 0.000000

distancia geografica (kmj
Fst/(1-Fst) en funcién del In
[distancia geografica (km)]

0.0092 0.024 0.1734 0.000000

Grafica 29
Anilisis de Mantel, correlacién entre distancia geogrifica
(en km) y distancia genética segiin Fst/{1-Fst) entre las
poblaciones estudiadas
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Grafica 30
Anadlisis de Mantel, correlacion entre In [distancia
geogrifica {en km|] y distancia genética segin Fst/(1-Fst}
entre las poblaciones estudiadas
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En el cuadro 28 se muestra la matriz de los valores de migrantes. De este cuadro se
observa que el ntumero de migrantes encontrados es muy alto para la mayocria de
poblaciones. Segun Black y Tabachnick (1996) al aumentar el ntimero de individuos
que migran de una subpoblacién a otra, la estadistica Fst presenta valores menores,

debido a que las subpoblaciones se vuelven genéticamente similares.

Es importante mencionar que el namero de migrantes para la mayoria de poblaciones
es mayor a 10, lo cual seglin Black y Tabachnick (1996) es un indicador de que existe
homogeneidad entre las poblaciones debido a la rapidez con la cual se puede llegar a
reductr el valor de Fst. Unicamente la poblacién de Batan presenta un valor menor a
diez de migrantes respecto de la mayoria de poblacicnes, aunque Bananite, que
también se encuentrz en Costa Rica, presenta valores mayores a diez en el 50% de los
casos. Esto indica que existe flujo genético entre las poblaciones de México hasta
Nicaragua, y cierto grado de flujo geneético de estas poblaciones con Costa Rica, en

especial con Bananito.

Los resultados obtenidos para este estudio son semejantes a los resultados obtenidos
en dos estudios anteriores de genética de poblaciones para Anopheles albimanus. El
primero és el realizado por Mérida (1999) con ADN mitocondrial como marcador
molecular, para estudiar poblaciones de Guatemala y América Latina. En este primer
estudio se obtuvo que la mayor diferencia genética se presentaba en Panama y América
del Sur, respecto de Centro América ¥y México. En este estudio se encontro que existe
flujo genético desde México hasta Nicaragua, perc en Costa Rica baja. El segundo es el
estudic realizado por Schoua (2000), al utilizar microsatélites como marcador molecular
para estudiar las regiones en Guatemala. Los resultados mostraren que no habia
diferencias genéticas significativas entre las poblaciones de Guatemala. Al igual que en
este estudio se obtuvo que entre las regiones de Guatemala existe flujo genético, a pesar
gque se encuentran varios accidente geograficos de importancia como la Sierra de las

Minas v la Sierra de los Cuchumatanes.
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VI. CONCLUSIONES

Aparentemente no se encontraron alelos nulos para los loci 1-90 y 6-41. Sin

embargo, se encontraron alelos nulos para los microsatélites 2-14 v 2-25.

Al analizar las distribuciones de las frecuencias alélicas de las poblaciones de
Meéxico, Guatemala, El Salvador, Nicaragua y Costa Rica se determiné gue existe un
patrén muy similar entre las de Guatemala, El Salvador y Nicaragua para los
microsatélites 1-90, 2-14, 2-25 v 6-41. Sin embargo, existe un poco de diferencia al
comparar las frecuencias alélicas entre Guatemala, El Salvador ¥ Nicaragua contra
México; aunque la diferencia mas notoria se observa en los patrones de frecuencia

obtenidos para Costa Rica, al compararlos con los otros cuatro paises.

Para el analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg se observé que la mayoria de
poblaciones de Anopheles albimanus estudiadas para Meéxico, Guatemala, Kl
Salvador, Nicaragua y Costa Rica estaban en equilibrio. Sin embargo, las
poblaciones de Nahud en Guatemala y Batan en Costa Rica, se encontraban fuera
de equilibrio para los loci 1-90, 2-14 y 6-41, y las tres poblaciones de Nicaragua se
encontraban fuera de equilibrio para el locus 2-14. Debido a la baja cantidad de
poblaciones fuera de equilibrio se considera que para el caso de Nahua y Batan, el

desequilibrio se pueda deber a un error en el muestreo.

En el analisis de equilibrio de ligamiento por parejas de loci se descubrié que al
analizar las poblaciones individuales inicamente para la pareja de loci 1-90 v 6-4]
se encontraban todas las poblaciones en equilibrio. Pero al analizar e] equilibrio de
ligamiento por paises se obtuvo que unicamente Nicaragua estaba fuera del
equilibrio para la pareja de loci 1-90 y 2-14; para las otras cinco combinaciones
posibles todos los paises estaban en equilibrio. Esto sugiere que las poblaciones
llevan mucho tiempo de haberse establecido ¥ no ha existido recientemente ningin

“cuello de botella”.

En el analisis de varianza molecular, AMOVA, se obtuvo que la mayor variacién
molecular se presenta dentro de las colectas incluidos en el estudio (93.74%), v la
menor variacion {1.49%} se logré al comparar las poblaciones dentro de los grupos
establecidos (el primer grupo incluye las poblaciones de México, Guatemala, El

Salvador y Nicaragua; Costa Rica forma el segundo grupo). Por ultimo, se observé

103



104

que existe una mayor variacion (4.77%j al comparar los dos grupos establecidos que
al cotejar las variaciones entre los grupos. Esto sugiere que Costa Rica presenta

diferencias genéticas respecto de México, Guatemala, El Salvader y Nicaragua.

6. Los indices de fijacién mostraron, al igual que el AMOVA, que existen diferencias
genéticas moderadas al comparar Costa Rica con México, Guatemala, El Salvador y
Nicaragua, ya que el indice Fct fue de 0.04769 (un valor muy cercano a 0.05, el cual
sugiere diferencias genéticas moderadas). Ademas, los indices Fst (0.06264) y Fcs
(0.01570) reflejaron que la mayor variacién genética esta entre todos los individuos
analizados, y la menor diferencia genética se observa entre poblaciones de un

mismo grupo, respectivamente.

7. Al analizar los valeres de Fst obtenidos por parejas de poblaciones, se ocbhserva que
Costa, Rica presenta diferencias significativas con respetc a todas las demas
poblaciones de los paises analizados. Se encontré que Nicaragua tiene flujo genético
con El Salvador, y con las regiones Norte, Sur y Este de Guatemala; y también que
El Salvador tiene flujc genético con las regiones Este y Sur de Guatemala. Para
Guatemala se observa que la region Norte presenta flujo genético con México y la

regién Este con El Salvador.

8. La diferencia genética encontrada esté correlacicnada con la distancia geografica, es
decir que parece que el aislamiento genético se debe mas a la distancia geografica

entre las colectas y no a barreras geograficas discretas que existen entre ellas.

9. Los resultades de este estudio son censistentes con los resultados obtenidos por
Mérida et al. (1999) en un estudio de genética de poblaciones de Anopheles

albimanus, al utilizar ADN mitocondrial como marcadoer molecular.



VII. RECOMENDACIONES

Aumentar el numero de poblaciones para Costa Rica, ya que el minimo de
individuos para los otros paises estudiados es de 150. Otra razén por la cual se
recomienda aumentar el nimero de poblaciones para Costa Rica es que se encontré que
la poblacion de Batan estaba fuera de equilibrio. Los resuitados de esta poblacién
podrian estar desviando los resultades globales obtenidos. Ademas, debido a que se
obtuve una diferencia genética moderada entre Costa Rica y la regién de México y el
resto de paises de Centro América, es recomendable obtener colectas de otras regiones
de Costa Rica, en especial del lade del Pacifico, para ver si esta chservacion se

martitiene.

Ademas de aumentar los puntos de colecta en los otros paises, es recomendable
conseguir poblaciones de México que fueran colectadas en el lado del Mar Caribe; y
también podria ser util conseguir poblaciones de Honduras, para incrementar el

numero de colectas del lado del Mar Caribe.

Por . tltimo, debido a que se encontré una diferencia genética moderada para
Costa Rica, respecto de las otras poblaciones analizadas, se recomienda estudiar

poblaciones mas al sur del continente para determinar si esta tendencia continua.

Por otro lado, se recomienda secuenciar dos de los alelos mas frecuentes para
cada una de las secuencias microsatélites, con el proposite de determinar el numero
exacto de repeticiones para estos alelos. Este dato es ntil para concluir si existe o no
una relacién directamente proporcional entre el grado de polimorfismo y el niimero de

repeticiones de las secuencias microsatélites.
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IX. ANEXOS

A. Datos obtenidos en el estudio para las cuatro secuencias microsatélites

1. Costa Rica
Cuadro 29
Composicidén alélica para las poblaciones de Bananito y Batan
Bananito ! Batan
Individuo| 1-90 2-14 2-25 6-41 ]Individuo 1-90 2-14 2-25 6-41
1 166.75 | 200.29 | 102.34 | 185,48 1 157.61 | 206.54 | 104.46 | 185.48
166.75 | 200.29 | 100.27 183.94! 153.85 | 200.29 | 102.34 | 183.94
2 170.83 1 201.83 | 117.5 | 185.48 2 155.72 | 200.29 | 108.82 | 185.48
151.39 | 200.29 | 104.46 | 185.48 1565.72 | 200.29 | 104.46 | 185.48
3 166.751201.83 | 117.5 | 1580.19 3 16675 | 200.29 | 104.46 ) 190.19
153.85 [ 201.83 | 108.82 | 185.48 166.75 | 192.74 1 102.34 | 183.94
4 153.85 | 208.14 ? 185.48 4 166.75 | 201.83 | 104.46 | 185.48
153.85 | 200.29 ? 185.48 166.75 | 200.29 | 104.46 | 185.48
5 160.17 | 208.14 [ 117.5 | 180.19 S 162.11 | 201.83 | 104.46 | 187.82
151.32 | 20029 [ 104.46 | 185.48 162,11 | 200.29 { 102,34 | 183.94
6 162.11 | 200.29 [ 108.82 | 187.82 6 151,39 | 201.83 | 108.82 | 185.48
155.72 | 200.29 | 104.46 | 185.48 151.39 | 200.29 | 102.34 | 183.94
7 153.85 | 194.97 | 104.46 | 187.82 7 166.75 | 225.64 | 102.34 | 185.48
153.85 (19497 | 104.46 | 187.82 153.85 |1 194,97 | 102.34 | 183.94
8 166.75 [ 201.83 [ 117.5 | 185.48 8 166.75 | 200.29 [ 104.46 | 185.48
153.85 [ 200,29 | 104.46 | 183.94 166.75 | 200.29 | 102.34 | 185.48
9 166.75 [ 20029 | 117.5 | 190,19 ) 166.75 | 201.83 | 104.46 | 185.48
155.72 | 200.29 | 104.46 | 185.48 153.85 | 192.74 | 104.46 | 185.48
10 162.11 | 20496 | 139.07 | 185.48 10 164.09 | 200.29 | 104.46 | 185.48
157.71 | 200.29 | 102.34 | 185.48 162.11 | 200.29 | 104.46 | 183.94
11 170.83 | 192.74 | 117.5 | 185.48 11 162.11 | 201.83 | 104.46 | 187.82
157.71 1 192.74 | 104.46 | 185.48 153.85 | 200.29 | 104.46 | 185.48
12 157.71 ] 200.29 | 123.67 | 187.82 12 166.75 | 208.14 | 108.82 | 183.94
153.85 | 200.29 | 110.5 | 185.48 151.39 { 200.29 | 102.34 | 183.94
13 160.17 | 204.96 ['108.82 | 185.48 13 170.83 1 213.82 | 104.46 | 185.48
153.85 [ 201.83 | 104.46 | 185.48 | 166,75 { 208.14 | 104.46 | 185.48
14 164.09 | 215.47 | 110.5 | 190.19 14 153.85{201.83 | 102.34 | 185.48
153.85 | 200.29 | 104.46 | 190.19 153.85 | 200.29 | 100.27 [ 185.48
15 157,71 | 201.83 | 117.5 | 190.19 15 169 200.29 | 104,46 | 187.82
151.39 | 201.83 | 104,46 | 185.48 151.39 | 200.29 | 104.46 | 185.48
16 162.11 | 201.83 | 104.46 | 183.94 16 174.3 | 201.83 | 108.82 | 185.48
162,11 | 200.29 | 104.46 | 183.94 1655.72 | 200.29 | 102.34 | 183.94
17 162.11 |1 200.29 | 104.46 | 190.19 17 162.11 | 200,29 | 108.82 | 183.94
153.85 197.23 | 104.46 | 1290.19 162.11 | 200.29 | 108.82 | 183.94
18 166.75 1 200,29 1 112.79 | 185.48 18 166.75 | 200.29 | 104.46 | 185.48
157.71 | 200.29 | 104.46 | 183.94 151.32 | 200.29 | 102.34 | 183.94
12 166.75 1 200.29 1 112,79 | 185.48 19 153.85 | 201.83 | 106.62{190.19
151.39 1 200.292 | 106.62 | 185.48 151.39 | 201.83 | 102.34 | 187.82
20 169 220 136.74 | 190.19 20 166.75 | 200.29 | 107.46 | 187.82
155.72 [ 200291 117.5 | 180.19 155,72 1 200.29 | 102.341185.48
21 162,11 § 200.29 | 104.46 | 185.48 21 157.61 | 208.14 | 108.82 | 190.19
160.17 | 200.29 [ 102.34 | 183.94 153.85 | 201.83 | 104.46 | 185.48
22 170.83 |1 200.29 | 108.82 | 190.19 22 164.09 | 200.29 | 104.46 | 183.94
162,11 | 200,29 | 104.46 | 185.48 153.85 | 200.29 | 104.45 | 183.94
23 166.75 | 204.96 | 108.82 | 185.48 23 169 200.29 | 104.46 | 183.94
157.71 | 200.29 | 104.46 | 185,48 164.09 |1 200.259 | 102.34 ; 183.94
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24 153.85 | 200.29 | 117.5 | 187.82 24 155.72 | 200.29 | 106.62 | 190.19
153.85 | 192.74 | 106.62 | 185.48 153.85 | 200.29 | 102.34 | 187.82
25 177.131200.29 | 115.12 | 187.82 25 153.85 | 200.29 117.5 | 183.94
151.39 1 200.29 | 108.82 | 183.94 ] 153,85 | 200.29 | 104.46 | 183.94
26 151.39 {22564} 117.5 | 183.94 26 166.75 | 200.29 | 104.46 | 187.82
151.39 | 201.83 1 104.46 | 183.94 166.75 1 200.29 | 102.34 | 185.48
27 166.751201.83 | 102.34 | 187.82 27 153.85 | 200.29 | 104.46 | 185.48
153.85 1 200.29 | 102.34 { 185.48 153.85 | 200.29 | 102.34 | 183.94
28 169 201,83 | 1175 | 185.48 28 166.75 | 200.29 | 117.5 | 185.48
166,75 | 201.83 | 104.46 | 183.94 153.85 | 200.29 | 106.62 | 183.94
29 160.17 | 236.26 | 108.82 | 185.48 29 153.85 | 200.29 | 104.46 | 183.94
153.85 | 200.29 1 102.34 | 183.94 151.39 | 200.29 | 102.34 | 183.94
30 164.09 | 200.29 | 112.79 | 185.48 30 162.11 | 208.14 | 104.456 | 185.48
155721 194,97 | 102.34 | 185.48 155.72 | 200.29 | 102.34 | 183.94
31 166.75 | 223.91 | 102.34 | 187.82 31 151.39 | 201.83 | 108.82 | 185.48
166.75 | 200.29 § 102.34 | 183,94 151.39 | 201.83 | 102.34 | 183.94
32 153.85 | 206.54 | 108.82 | 187.82 i 32 166.75 [ 201.83 | 106.62 | 185.48
151.39 | 200.290 | 108.82 | 185.48]|| 153.85 | 200.29 | 104.46 | 183.94
33 166.75 | 204.96 { 108.82 | 187.82|f 33 166.75 | 20029 | 104.46 | 185.48
151.39 | 192.74 1 104.46 | 185.48 153.85 | 200.29 | 104.46 | 185.48
34 166.751201.83 | 117.5 | 190.19 34 166.75 1 208,14 | 102.34 | 183.24
162.11 | 201.83 | 104.46 | 183.94 166.75 | 200.29 | 102.34 | 183.94
35 151.39 | 201.83 | 139.07 35 - 1656.75 | 200.29 | 102.34 | 185.48
151.39 | 200.29 | 117.5 166.75 1 200.29 | 102.34 | 183.94
36 170.83 | 200.29 | 110.5 36 160,17 { 208.14 | 104.46 | 187.82
151.39 | 200,25 | 104.46 151.39 1 200.29 | 104.46 | 187.82
37 157.71 | 201.83 | 110.5 37 164.09 | 206.54 | 104.46 | 185.48
153.85 [ 201.83 | 104.46 151.39 | 200.29 | 102.34 | 185.48
38 162.11 | 201.83 | 108.82 38 153.85 | 200.29 | 1C6.62 1 190.19
155.72 | 200.29 | 108.82 153.85|192.74 | 104.46 | 185.48
39 153.85 [ 200.29 | 115.12 39 151.39 | 200.29 | 115.12 | 185.48
151.39 [ 200.29 | 106.62 151.39 | 200.29 | 115,12 | 185.48
40 172.91 [ 201.83 | 104.46 40 155,72 | 200.29 | 108.82 | 185.48
162.11 [ 201.83 | 104.46 15572 |1 200.29 | 108.82 | 185.48
41 153.85 [ 201.83 | 104.46 41 157.61 | 201.83 | 106.62 | 183.94
151.39 [ 201.83 | 102.34 151.39 | 192.74 | 104.46 | 183.94
42 151.39 [ 200.29 | 104.46 42 153.85 1192741 104,46 | 190.19
151.39 | 200.29 | 102.34 153.85|192.74 1 10446 | 185.48
43 153.85 | 208.14 | 104.46 43 153.85 | 208.14 | 106.62 | 190.19
151.39 | 200.29 | 104.46 153.85 | 200.29 1 102.34 | 185.48
44 155.72 | 208.14 | 106.62 44 166.75 | 200.29 { 104.46 | 185.48
142.51 | 200.29 | 104.46 157.61 | 200.29 | 102.34 | 183.99
45 155.72 | 217.13 | 106.62 45 166.75 | 204,96 | 108.82 | 185.48
151.39 ; 200.29 | 104.46 151.3% | 200.29 | 104.46 | 183.94
46 153.85 | 201.83 | 102.34 46 166.75 | 204.96 | 108.82 | 185.48
151.39 | 200.29 | 102.34 151.39 | 200.29 | 108.82 , 183.94
47 153.85 | 200.29 | 117.5 47 153.85 | 200.29 | 106.62 | 185.48
151.39 1 200.29 | 117.5 151.39 | 200.29 | 102.34 | 185.48
48 164.09 | 204.956 | 108.82 48 155.72 | 208.14 | 104.46 | 183.94
151.39 | 200.29 | 104.46 | 155.72 | 201.83 1104.46 | 183.94
49 166.75 | 201.83 | 104.46 49 166.75 | 200.29 | 104.46 | 185.48
166.75 | 200.29 | 104.46 151.39 1 200.29 | 104,46 | 183.94
50 153.85 | 208.14 | 117.5 S0 160.17 | 201.83 | 104.46 | 187.82
151.39 | 201.83 | 102.34 153.85 | 200.29 | 104.46 | 185.48
51 160.17 [ 194.97 | 117.5 51 153.85 [ 200.29 | 104.46 | 185.48
151.39 | 194.97 | 104.46 151.39 [ 200.26 | 104.46 | 185.48
52 170.83 | 206.54 | 104.45 352 170.83 | 206.54 | 104,46 | 185.48
160.17 | 201.83 [ 102.34 | 183.94 155.72 1 200.29 | 102.34 1 183.94
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23 166.75 | 232.04 | 104.46 | 185.48 i 53 151.39 | 204.96 | 104.46 | 185.48
151.39 | 185.07 | 104.46 | 183.94 151.39 | 200.29 | 102.34 | 183.94
54 155.72 | 201.83 | 104.46 | 187.82 54 170.83 | 221.66 | 104,46 | 183.94
153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48 162.11 | 208.14 | 104.46 | 183.94
55 155.72 | 204,96 | 104.46 | 185.48 55 166.75 | 200.29 | 106.62 | 190.19
153.85 1 201.83 | 102.34 | 185.48 155,72 {1 200,29 | 106.62 | 183.94
56 164,09 | 201.83 107.4 185.48 56 162,11 | 201.83 | 112.79 | 185.48
153.85 | 200.29 | 104.46 | 183.94 157.61 | 192.74 | 104.46 | 185.48
57 162.11 | 200.29 | 108.82 | 185.48 37 166.75 | 208.14 | 149.88 | 187.82
157.71 | 200.29 | 104.46 | 185.48 153.85 | 200.29 | 106.62 | 185.48
o8 166.75 | 208.14 117.5 185.48 58 166.75 | 204.96 | 104.46 | 183.94
157.71 1 204.96 | 104.46 | 185.48 166.75 | 200.29 | 104.46 | 183,94
59 153.85 | 217.13 | 102.34 | 190.19 59 151.39 | 201.83 | 106.62 | 190.19
151.39 | 200.29 | 102.34 | 187.82 151.39 | 200.29 | 106.62 | 183.94
60 153.85 | 201.83 | 104.46 | 185.48 60 166.75 | 221.66 | 104.46 | 185.48
151.39 | 194.97 | 104.46 | 185.48 151.39 | 201.83 | 104.46 | 183.94
2. ElSalvador
Cuadro 30

Composicion alélica para la poblacién de San Alfredo

Individuo 1-90 2-14 2-25 6-41
1 155.72 206.54 104.46 187.82
153.85 200.29 104.46 187.82
2 166.75 200.29 110.5 187.82
155.72 200.29 106.62 182
3 153.85 208.14 104.46 187.82
153.85 200.29 104.46 183.94
4 155.72 204.96 129.57 185.48
153.85 201.83 102.34 132
S 160.17 208.14 102.34 187.82
160.17 200.29 102.34 185.48
6 166.75 204.96 108.82 185.48
160.17 201.83 104.46 185.48
7 170.83 209.74 115.12 190.19
162.11 200.29 106.62 187.82
8 155.72 206.54 104.46 185.48
153.85 206.54 102.34 185.48
9 164.09 208.14 110.5 187.82
160.17 200.29 102.34 187.82
10 17291 200,29 108.82 187.82
157.61 200,29 104.46 183.94
11 155,72 217.13 102.34 185.48
142.51 201.83 102.34 185.48
12 155.72 221.66 102.34 185.48
- 153.85 200.29 104.46 185.48
13 170.83 204.96 133.79 190.19
153.85 201.83 104.46 187.82
14 164.09 201.83 143.7 185.48
155.72 201.83 112.79 185.48
15 162.11 194.97 104.46 185.48
153.85 192.74 104.46 183.94
16 174.3 206.54 119.32 187.82
157.61 200.29 104.46 185.48
17 162.11 220 108.82 187.82
148.97 200.29 104.46 185.48
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18 170.83 206.54 106.62 190.19
151.39 204.96 102.34 183.94
19 166.75 200.29 104.46 185.48
153.85 200.29 98.24 183.94
20 164.09 208.14 119.32 185.48
160.17 200.29 104.46 185.48
21 177.13 200.29 108.82 190.19
153.85 189.07 102.34 185.48
22 178.57 204.96 106.62 190.19
162.11 200.29 106.62 185.48
23 160.17 206.54 108.82 194.06
160,17 201.83 104.46 185.48
24 160.17 225.64 102.34 187.82
151.39 204.96 98.24 187.82
25 160.17 232.04 115.12 187.82
151.39 194.97 100.27 183.94
26 153.85 192.74 108.82 187.82
151.39 192.74 102.34 183.94
27 162,11 212.18 106.62 1890.19
151.39 200.29 104.46 185.48
28 168 212.18 141.42 187.82
155.72 204.96 108,82 182
29 155.72 200.29 108.82 187.82
148.97 192.74 104.46 185.48
30 155.72 201.83 104.46 187.82
153.85 200.29 102.34 185.48
31 155.72 208.14 108.82 187,82
151.39 200.29 102.34 185.48
32 177.13 201.83 108.82 187.82
160.17 194.97 102.34 185.48
33 166.75 1584.97 106.62 185.48
142,51 192.74 104.46 183.94
34 169 217.13 123.67 185.48
153.85 182.74 110.5 185.48
35 178.57 200.29 106.62 187.82
155.72 200.29 102.34 185.48
36 151.39 201.83 112.79 185.48
151.39 162.74 104.46 183.94
37 169 204.56 108.82 185.48
160.17 200.29 102.34 185.48
38 157.61 204.96 180,53 190.19
153.85 200.29 110.5 187.82
39 166.75 209.74 108.82 196.19
153.85 206.59 102.34 185.48
40 166.75 204.96 104.46 187.82
157.61 201.83 102.34 185.48
41 17291 204.96 106.62 187.82
153.85 200.29 102.34 185.48
42 170.83 208.14 104.46 185.48
157.61 204.86 104.46 185.48
43 166.75 217.13 110.5 190.19
160,17 208.14 102.34 185.48
44 160.17 206.54 106.62 190.19
153.85 201.83 102.34 190.19
45 160,17 223.91 104.46 187.82
151.39 204.96 100.27 185.48
46 162,11 201.83 106.62 187.82
155.72 182.74 102.34 185.48




47 169 200.25 106.62 187.82
160.17 | 20029 58.24 183,94
48 15572 | 21218 106.62 187.82
151.39 | 200,29 104.46 185.48
49 162.11 206.54 106.62 187.82
160.17 | 200.29 104.46 185.48
50 166.75 | 225.64 164.46 187.82
! 160.17 204.96 104.46 187.82 |
Cuadro 31

Composicién alélica para las poblaciones de San Diego ¥ Santa Lucia
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[ San Diego Santa Lueia
Individuo| 1-90 | 2-14 | 225 | 6.41 ||ndividuo] 1.90 | 214 2-25 | 641
1 174.3 | 208.14 | 106.62 . 1 157.61 . 223.91 | 131.56 ! 185.48
153.85 | 206.54 | 104.46 | 185.48 153.85 ' 201.83 | 106.27 | 183.94
2 155.72 | 201.83 | 164.46 | 187.82 2 157.61 | 212.18 | 102.34 | 185.48
155.72 | 201.83 | 102.34 | 187 .82 155.72 | 200.29 | 102.34 | 185.48
3 162.11 { 201.83 | 108.82 | 195.02 3 162.11 [ 208.14 | 119.32 | 150.19
155.72 | 200.29 | 104.46 | 190.19 142.51 | 201.83 | 102.34 | 185.48
1 166.75 | 206.54 | 106.62 | 192.59 7 160.17 [212.18 | 106.62 | 187.82
153.85 | 206,54 | 104.46 | 187.82 155.72 [ 208.14 | 100.27 | 185.48
5 162.11 [ 204.96 | 106.62 | 190,15 5 153.85 | 221.66 | 196.86 | 190.19
151.39 [ 192.74 | 102.34 | 190.19 153.85 | 206.54 | 102.34 | 185.48
6 160.17 | 204.96 | 104.46 | 192.55 6 169 | 204.96 | 104.46 | 190.19
160.17 | 204,96 | 104.46 | 187.82 153.85 | 200.29 | 104.46 | 187.82
7 166.75 [ 232.04 | 112.79 | 190,19 7 153.85 | 206.54 | 104.46 | 187.82
155.72 [ 217.13 | 106,27 | 190.19 153.85 | 204.96 | 102.34 | 185.48
8 155.72 | 213.82 | 127.14 | 192.59 8 155.72 | 212.18 | 104.456 | 18548
153.85 | 201.83 | 106.62 | 187.82 151.39 [201.83 | 104.46 | 183.94
9 166.75 | 206.54 [ 106.62 | 190.19 3 160.17 [ 209.74 | 106.62 | 187.82
153.85 | 192.74 | 104.46 | 190,19 157.61 | 204.96 | 104.46 | 183.94
10 166.75 | 204.96 | 102,34 195.02{ 10 162.11 [ 201.83 | 102.34 | 187.82
155.72 | 200.29]100.27 | 190.19 160.17 [ 201.83 | 102.34 | 185.48
11 153.85| 220 | 112.79 11 153.85 | 194.97 | 110.5 | 187.82
153.85 [ 204.96 | 106.62 151.39 | 192.74 | 104.46 | 185.48
12 153.85 [ 204.96 | 106.62 12 162.11 | 209.74 | 108.82 | 190.19
153.85 [ 201.83 | 104.46 153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48
13 157.61 | 208.14 | 104.46 13 155.72 [ 209.74 [ 115.12 | 15019
153.85 | 206.54 | 102.34 153.85 | 206.54 | 104.46 | 187.62
14 162.11 | 209.74 | 104.46 14 164.09 | 206.54 | 108.82 187.82
155.72 | 201.83 | 102.34 164.09 | 201.83 | 102.34 | 185 .48
15 153.85 | 208.14 | 106.62 15 160,17 | 204.96 | 117.5 | 185.48
153.85 | 204.96 | 102.34 155.72 | 200.29 | 112.79 | 185.48
16 160.17 | 209.74 | 110.5 15 169_ | 213.82 | 102.34 | 187.83
1557271 201.83 [ 102.34 162.11 | 204.96 | 102.34 | 187.82
17 166.75 | 204,96 | 110.5 17 172.91 | 201.83 | 137.08 | 185.48
166.75 | 192.74 104.46 | 187.82 164.09 [ 201,83 | 100.27 | 185.48
18 157.61 | 209.74 | 117.5 | 192.59 18 155.72 | 201.83 | 119.32 | 187.82
152.39 | 208,14 1102.34 | 190.19 153.85 | 201.83 | 102.34 | 185.48
19 153.85 | 201.83 | 106.62 | 192.59 19 153.85 | 206.54 | 108.82 | 190.19
153.85 | 201.83 | 98.24 | 185.48 153.85 | 200.29 | 104.46 | 183.94
20 153.85 | 201.83 | 106.62 | 190.19 20 162.11 [206.54 | 108.82 | 185 .48
153.85 | 201.83 [ 102.34 | 187.82 153.85 | 206.54 | 102.34 | 183.94
21 162.11 [ 209.74 | 108.82 | 185,48 21 155.72 | 200.29 | 104.46 | 187.82
151.39 | 192.74 | 108.82 | 183.94 155.72 | 200,29 | 102.34 | 185.48
22 162,11 [ 206.54 [ 123.67 | 187.82 22 162.11 | 204.96 | 104.46 | 185.48
| 151.39 [ 197.23 | 108.82 | 185.48 153.85 |197.23 | 104.46 | 185,48 |
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23 151.39 | 206.54 | 106.62 | 187.82 23 [162.11 [204.96 | 104.46 | 185.48
153.85 | 201.83 | 104.46 | 185.48 [ 153.85 | 200.29 | 102.34 i 182

24 15572 1201.83 | 119.32 | 190.19 24 157.61 | 204.96 | 108.82 | 187.82

153.85 | 200.29 | 104.46 | 185.48 151.39 § 200.29 | 164.46 | 185.48

25 153.85 | 212.18 | 106.62 | 187.82 25 177.13 | 209.74 | 110.5 1 187.82

153.85 | 206.54 | 100.27 | 185.48 16675 | 200.29 | 110.5 | 183.54

26 153.85 1 213.82| 117.5 | 185.48 26 162.11 1201.83 1 162.34 | 185.48

153.85 | 201.83 ] 117.5 ! 183.94 153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48

27 172,91 1 201.83 | 104.46 | 187.82 27 153.85 | 200.29 [ 106.62 | 187.82

164.09 | 192.74 | 104.46 | 183.94 151.39 | 200.29 | 102.34 | 185.48

28 15572 1 200.29 | 110.5 | 19G.19 28 153.85 | 225.64 | 106.62 | 187.82

153.85 192,74 | 104.46 | 187.82 151.391204.96 | 102.34 | 185.48

29 135.72 | 200.29 | 106.62 | 190.19 29 15572121218 | 106.62 ; 183.94

151.39 | 192.74 | 104.46 | 190.19 151.39 | 206.54 | 104.46 { 183.94

30 153.85 ] 194.97 | 106.62 | 187.82 30 ;153,85 217.13 | 123.67 | 183.94

153.85 | 194.97 | 102.34 | 185,48 i 153.85: 206.54 : 104.46 | 185.48

31 164.09 | 201.83 | 104.46 | 187.82|i 31 162.11 ! 201,83 | 102.34 | 185.48

160.17 1192.74 | 102.34 | 187.82 151.39 | 200.29 | 102.34 | 185.48

32 155.72 | 208.14 7 185.48 32 15572 1 201.83]108.82 { 185.48

153.85 | 200.29 7 185.48 151.39 | 201.83 | 98.24 | 187.82

33 153.85 1 208.14 | 106.62 | 185.48 33 164.09 | 204.96 | 112.79 | 185.48

151.39 | 200.29 | 98.32 | 185.48 157.61 | 182.74 | 102.34 | 185.48

34 166.75 | 201.83 | 106.62 | 187.82 34 160.17 1 201.83 | 104.46 | 190.19

153.85 | 200.29 153.85 | 189.07 | 104.456 | 192.59

35 160.17 | 201.83 35 169 208.14 | 108.82 | 185.48

153.85 | 204.96 157.61 | 200.29 | 106.62 | 187.82

36 162.11 | 204.96 36 162,11 | 204.96 | 106.62 | 185.48

155.72 | 204.96 157.61 | 201.83 ] 104.46 | 190.19

37 174.3 | 209.74 37 155,72 | 200.29 | 102.34 | 187.82

162.11 [ 206.534 153.85 | 2C0.29 | 104.46 | 185.48

38 162.11 | 204.96 38 153.85 1 208.74 | 106.62 | 190.19

] 15572 | 192.74 | 106.62 | 187.82 148.87 1 200.29 | 98.24 | 187.82

39 155,72 { 208.14 | 106.62 | 185.48 39 155,72 220 115.12 1 185.48

15572 | 20496 | 98.24 | 185.48 153.85 | 200.29 | 106.62 | 183.94

40 190.19 | 206.54 | 102.34 | 190.19 40 166.75 212,18 | 102.34 | 185.48

185,48 | 192.74 | 102.34 | 185.48 157.61 | 200.29 | 162.34 | 185.48

41 157.61 | 208.74 41 160.17 { 201.83 | 104.46 | 150.19

155.72 | 200.29 15572119497 | 104.46 | 187.82

42 164.09 [ 200.29 42 15572 | 217.13 ] 104.46 |, 190.19

162,11 1 192,74 151.39 1 217.13 1 102.34 | 183.94

43 177.13 ; 201.83 43 153.85 | 208.14 | 104.46 | 187.82

155.72 | 200,29 | 102.34 ] 18548 153.85 ] 201.83 | 102.34 | 185.48

44 155.72 | 208.74 | 108.82 | 187.82 44 166.75 | 201.83 | 131.36 | 185.48

155.72 | 200.29 | 108.82 | 183.94 153.851194.97 | 106.62 | 185.48

46 187.82 | 209.74 45 166.75 | 206.54 | 104.46 | 185.48

185.48 | 209.74 153.85 | 200.29 | 102.34 | 185,48

47 160.17 | 209.74 46 169 200.29 | 117.5 | 190.19

160.17 | 200.29 15572 1192.74 | 110.5 | 183.94

48 160.17 | 204.96 47 157.61 | 208.14 | 106.6Z2 | 185.48

155,72 ] 192.74 15572 | 204.96 | 104.46 | 185.48

49 162,11 1 212.18 48 153.85 1197.23 | 120.88 | 187.82

155.72 | 204.96 151.39 | 192.74 | 104.46 | 185.48

50 166.75 1 212,18 49 157.61 | 201.83 ] 102.34 | 183.94

15572 | 200.29 148.97 | 184.97 { 100.27 | 183.94

5C 162.11 | 204.96 | 112.79 | 187.82

162.11]192.74 | 106,62 | 185.48
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Cuadro 32
Composicidn alélica para la poblaciones de Champona y El Mango
Champona El Mango

Individuo | 1-90 2-14 2-25 6-41 |lIndividuo| 1-90 2-14 2-25 6-41
1 160.17 | 206.54 | 104.46 | 187.82 1 157.61 [204.96 [106.62 [183.94
153.85 | 201.83 | 104.46 | 187.82 153.85 {200.29 {102.34 1183.94
2 153.85| 201.83 | 108.82 | 187.82 2 166.75 [200.29 |106.62 [190.19
151.39 | 200.29 | 102.34 | 187.82 153.85 [200.29 |102.34 [185.48
3 162.11 | 201.83 | 110.5 | 185.48 3 153.85 [201.83 [106.62 [187.82
157.61 | 201.83 | 104.46 | 185.48 153.85 |194.96 (100.27 | 182
4 153.85[194.97 | 104.46 | 187.82[IL 4 157.61 221.66 |119.32 [187.82
170.83 | 194.97 | 102.34 | 187.82 157.61 [209.74 |108.82 |185.48
5 164.09 | 204.96 | 119.32 | 187.82 5 162.11 201.83 [104.46 [190.19
155.72 | 201.83 | 115.12 | 187.8% 153.85 206.54 1102.34 |185.48
6 162.11 | 204.96 | 115.12 | 187.82 6 157.61 |206.54 115.12 [203.34
151.39 | 200.29 { 115.12 | 187.82 155.72 200.29 {106 .62 |187.82
7 170.83 | 212.18 | 104.46 | 187.82 7 155.72 204.96 |106.62 [190.19
155.72 | 201.83 | 102.34 | 187.82 155.72 200.29 |102.34 [183.94
8 170.83 | 223.91 | 106.62 | 187.82 8 170.83 [221.66 [127.14 |187.82
157.61 | 212.18 | 104.46 | 185.48 157.61 1209.74 |106.62 [183.949
9 151.39 | 204.96 | 104.46 | 190.19 9 153.85 [204.96 [104.46 [187.82
151.39 | 204,96 | 102.34 | 185.48] 153.85 204.96 [102.34 (187.82
10 162.11 | 204.96 | 116.32 | 190.19 10 166.75 206.54 1112.79 [190.19
155.72 | 212.18 | 115,12 | 183.94 162.11 200.29 108.82 | 182
11 164.09 { 204.96 | 108.82 | 190.19 11 153.85 206.54 |123.67 |185.48
155.72 | 201.83 | 106.62 | 185.48 153.85 [192.74 {104.46 |185.48
12 160.17 | 204.96 | 102.34 | 187.82 12 166.75 [206.54 |106.62 {187.82
151.39 | 201.83 | 102.34 | 185.48 153.85 200.29 |106.62 |185.48
13 162.11 | 201.83 | 106.62 | 190.19ilf 13 157.61 206.54 [104.46 |187.82
153.85| 194.97 | 102.34 | 187.82 153.85 204.96 |104.46 [185.48
14 164.09 | 212.18 [ 115.12 | 187.82 14  j157.61 [204.96 [106.62 [183.94
151.39 | 201.83 | 104.46 | 187.82 153.85 |204.96 (104.46 |183.94
15 157.61 | 204.95 | 108.82 | 187.82 15 153.85 |212.18 115.12 |i85.48
153.85 | 194.97 | 102.34 ; 185.48 151.39 201.83 [112.79 [185.48
16 153.85 | 206.54 | 117.5 | 187.82])f 16 15572 212.18 j102.34 |{185.48
153.85 | 206.54 | 104.46 | 187.82 153.85 i192.74 [102.34 [185.48
17 157.61 | 215.47 | 108.82 } 190.19 17 155.72 201.83 [108.82 |187.82
153.85 | 204.96 | 106.62 | 187.82 157.61 200.29 |104.46 [187.82
18 170.83 | 208.14 | 106.62 | 187.821 18 [157.61 200.29 {108.82 |187.82
166.75 | 204.96 | 102.34 | 183.94 155.72 200.29 |106.46 [185.48
19 162,11 | 208,14 | 115.12 | 187.82 19 153.85 [204.96 [10&.82 |190.19
151.39 | 206.54 | 102.34 | 187.82 151.39 [192.74 104.46 1187.82
20 160.17 | 204.46 | 102.34 | 187.82 20 153.85 204.96 {108.82 |185.48
151.39 | 200.29 | 102.34 | 187.82 153.85 200.29 [104.46 |183.94
21 162.11 | 212.18 | 106.63 | 187.82 21 166.75 204,96 |112.79 [185.48
160.17 | 208.14 [ 102.34 | 187.82||| 166.75 201.83 |106.62 [183.94
22 160.17 | 201.83 | 106.62 | 187.82 22 166.75 206.54 |104.46 |185.48
153.85 | 201.83 | 106,62 | 185.48 162.11 204,96 [104.46 1185.48
23 170.83 | 212.18 | 106.62 | 187.82 23 164.09 189.07 |108.82 [187.82
160.17 | 204.96 | 102.34 | 190.19 153.85 '189.07 |106.62 |183.94
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24 170.83 | 204,96 | 108.82 24 164.09 20496 (112.79 {187.82
170.83 | 206.54 | 104,46 155.72 [200.29 |]104.46 i185.48
25 17083 | 220 | 110.5 30  ]153.85 [206.54 [117.5 185.48
160.17 | 200.29 | 108,82 153.85 1206.54 1102.34 1185.48
26 153.85 | 208.14 [ 115.12 31 157.61 [201.83 |106.62 |190.19
153.85 | 206.54 | 115.12 153.85 1192.74 |104.46 {183.94
27 170.83 | 213.82 | 112.79 32 15761 206,54 |110.5 [187.82
151.39 | 212,18 | 102.34 155.72 [200.29 {102.34 |183.94
28 172,91 { 201.83 | 102.34 33 164.09 [201.83 {106.62 |187.82
155.72 | 201.83 | 102.34 16211 [200.29 1102.34 [187.82
29 155.72 | 206.54 | 106.62 34 - |157.61 212,18 113491 |190.19
153.85| 201.83 } 104.46 155.72 [201.83 {98.24 :187.82
30 164.09 | 206.54 | 104.46 35 155.72 |201.83 |117.5 '187.82 |
157.61 | 201.83 | 102.34 155.72 [200.29 |104.46 i185.48 !
31 178,57 | 212.18 | 106.62 | 187.82 36 169 206.54 {104.46 187.82 !
162.11 | 201.83 | 104 .46 | 183.94 155.72 |200.29 1102.34 183.94
32 151.39 | 212.18 | 106.62 | 187.82 37 153.85 ? 120.88 190.19
151.39 | 208.14 | 102.34 | 185.48 151.32 ? 112,79 183.94
33 155.72 | 212.18 | 104.46 | 187.82 |
151.39 | 201,83 1 100.27 | 185,48
34 160.17 | 206.54 | 104.46
155,72 | 204.96 | 102.34
35 162.11 | 223.91 | 112.79
160.17 | 194.97 | 102.34
36 155.72 | 208.14 | 106,62
155.72 | 201.83 | 102.34
37 166.75 | 201.83 | 108.82
153.85 | 201.83 | 106.62
Cuadro 33
Composicion alélica para las poblaciones de Cuto y E1 Motor
Cuto El Motor
Individuo|1-90 2-14 2-25 6-41 Individuo, 1-90 2-14 2-25 | 6-41
1 169 227.86 1102.34 |185.48 1 174.3 220 1102.341192.59
157.61 |162.74 |102.34 |185.48 155.72|201.83]102.34| 185.48
2 164,09 |201.83 |136.74 [185.48 2 151.39]20493!106.62|185.48
157.61 (194,97 [102.34 |187.82 153.85(204.93! 98.24 | 185,48
3 162,11 |227.86 [104.46 |185.48 32 155.72 (22391 104.461 187 .82
155.72 1206.54 [104.46 |183.94 153.85|201.83|102.341 187 .82
4 164.09 |194.97 |108.82 [187.82 4 162.11:208.14]102.34[190.19
153.85 |212.18 {102.34 1185.48 162.111208.141102.34| 187.82
5 169 204.96 |115.12 |187.82 5 162.11]201.83({108.82| 187.82
153.85(201.83 [102.34 |183.94 162.11]200.201102.34| 185.48
6 166.75 |212.18 |1104.46 1185.48 6 153.85]|204.96| 106.62] 187.82
157.61 |200.29 1104.46 |185.48 153.85(201.83|104.46| 185.48
7 164.09 |206.54 |110.5 |185.48 7 166.75|201.83|104.46| 187.82
153.85 {20496 104,46 |185.48 166.75[209.741102.34| 185.48
8 162,11 {204 96 {129.57 |185.48 8 153.85|201.83]112.79| 187.82
157.61 |200.29 {106.62 |187.82 153.85]192.741104.46| 185.48
S 15572 |206.54 |108.82 |185.48 S 153.85]192.74(102.34| 187.82
153.85 |204.96 (108,82 |187.82 153.85|204.93,102.34| 185.48
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10 155.72 [215.47 |108.82 |185.48 10 157.61}1213.821108.82! 185,48
157.61 |200.29 [98.24 |185.48 155.721201.83| 108.82| 185.48
11 164.09 ;204.96 {136.74 |185.48 11 157.611208.14] 104.46| 187.82
153.85 1201.83 [102.34 |187.82 153.851208.14| 100.27| 183.94
12 162.11 [215.47 (108.82 {185.48 12 174.3 1 206.54| 104.46| 187.82
157.61 [200.29 |102.34 |187.82 160.171209.74| 98.24 | 185.48
13 174.3 [200.29 {104.46 [190.19 13 160.17,201.83(112.79 | 187.82
162.11 |200.29 |102.34 |185.48 155.72.,209.74| 104 .46 | 185.48
14 178.57 [201.83 |104.46 {185.48 14 162.11:201.831 129,57 187.82
164.09 [201.83 102.34 |187.82 153.85,192.74| 104.46 | 185.48
15 169 194.97 |112.79 |185.48 15 164.09:22391|106.62| 187.82
157.61 {194.97 [102.34 [197.48 157.61'208.14102.34| 185.48
16 162.11 [206.54 [108.82 (190.19 16 166.75:208.14| 104.46| 190.19
155.72 1204.96 |106.62 |187.82 151.39:201.83|102.34] 185.48
17 157.61 [212.18 [104.46 [187.82 17 162.11:1201.83]| 106.62| 185.48
155.72 [200.29 1104.46 |185.48 155.721192.741 106.62 185.48
18 157.61 {204.96 |102.34 |190.19 18 162.11{201.83| 108.82| 187.82
153.85 |194.97 {100.27 [185.48 174.3 |227.86] 108.82| 185.48
19 155.72 (212,18 |115,12 |190.19 19 155.72204.93| 102.34| 187.82
153.85 [201.83 |104.46 1190.19 153.85]192.74| 102.34| 185.48
20 162.11 [204.96 |108.82 [190.19 20 155.721223.91|106.62|190.19
162.11 |201.83 |100.27 |190.19 151.39:201.83|104.461190.19
21 151.39 [206.54 1108.82 |185.48 21 162.111208.14|136.74| 187.82
172.61 1197.23 |102.34 {185.48 1162.111201.83| 104.46| 185.48
22 178.57 |201.83 |104.46 [185.48 22 170.831209.74| 108.82| 195.02
172.91 |200.26 |104.46 |185.48 151.397192.74(104.46| 190.19
23 155.72 |220 108.82 |192.59 23 174.3 {204.93| 123.67|185.48
153.85 |194.97 |104.46 |185.48 155.721204.93| 102.34| 185.48
24 164.09 |212.18 |102.34 1185.48 24 174.3 1206.54| 108.82| 187.82
153.85 |204.96 ]102.34 |185.48 174.3 " 204.931 104.461 187.82
25 166.75 [201.83 |110.5 1185.48 235 160.171192.741108.82| 187.82
162.11 |200.29 |104.46 |190.19 153.85,189.07 | 106.62|185.48
26 153.85(215.47 |104.46 |190.19 26 162.11]206.54; 104.46 | 187.82
151.39 [206.54 1102.34 |183.94 153.851201.83]102.34| 187.82
27 162.11 |212.18 |108.82 |185.48 27 153.851201.831104.46 | 185.48
162.11 |204.96 |104.46 1187.82 153.85/201.83| 104.46 | 185.48
28 162.11 [201.83 [106.62 |185.48 28 157.61:208.14| 104.46 | 187.82
153.85 [201.83 |102.34 |185.481}) 153.85]206.54|102.34| 187.82
29 162.11 |200.29 1104.46 |185.48 29 157.611204.93]104.46| 203.34
155.72 1192.74 |100,27 |187.82 155.72:204.93 | 102.34 | 185.48
30 155.72 [206.54 1143.7 |185.48 30 160.17:201.83,112.79|185.48
151.39 {204.96 |102.34 {185.48 153.85:201.83|104.46| 185.48
31 157.61 [204.96 |115.12 [190.19 3] 153.851206.54]102.34| 185.48
157.61 194,97 |108.82 [187.82 151.39'200.29| 102.34| 185.48
32 155.72 |204.96 |104.46 |185.48 32 1160.17,209.74| 106.62| 187.82
153.85 |200.29 |104.46 |190.19 157.611192.74|106.62{ 185.48
33 153.85 {200.29 |104.46 |185.48 33 157.611209.74| 102.34| 187.82
153.85 1192.74 |102.34 [185.48 155.72 201.83] 102.34|185.48
34 155.72 |201.83 |104.46 |185.48 34 170.83!192.74: 104.46( 190.19
153.85 {200.29 [102.34 [190.19 155.72;209.741102.34| 183.94
35 162.11 |212.18 |104.46 [185.48 35 155.72]206.54] 106.62 | 210.95
162,11 [194.97 [104.46 |187.82 1153.85/223.91]102.34(183.94
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36 164.09 |200.29 (117.5 36 162,11 206.54]106.62| 190.19!
157.61 1189.07 |112.79 155.721200.291104.46! 190.191

37 162.11 /200.29 [104.46 37 153.85|204.931106.621185.48
153.85 |200.29 |104.46 162.11]201.83[104.46| 183.94

38 157.61 (20496 |115.12 |183.94 38 153.85[/204.93]106.62| 187.82
155.72 {200.29 {102.34 |182 155.721201.83]{102.341185.48

39 157.61 |212.18 {106.62 {192.59 39 153.85]208.14|125.09| 187.821
153.85 1201.83 |102.34 {185.48 157.611201.831102.34:185.48

40 157.61 |212.18 1102.34 {185.48 40 164.091209.741106.62! 185.48
157.61 {189.07 |102.34 |183.94 170.83|204.96 102.34| 185.48

41 164.09 [206.54 |117.5 |185.48 41 170.83(209.74| 104.461 187.82
157.61 (200.29 |108.82 |183.94 157.611204.961102.34! 185.48

42 155.72 1212.18 |106.62 [185.48 42 153.85]206.541108.821 192.59
153.85 1200.29 |106.62 |185.48 160.17 | 204,961 104.46 | 185.48

43 157.61 |200.26 1112.79 {190.19 43 © 1153.85/206.54] 106.62| 192.59
151.39 i{200.29 |102.34 |187.82 160.17|204.931 104.46 | 185.48

44 153,85 |201.83 [106.62 |185.48 44 153.85]204.931104.46|192.59
153.85 |200.29 |102.34 |185.48 151.39(204.93| 100.27| 185.48

45 155.72 |1204.96 (108,82 [185.48 45 155.721204.96; 108.82| 187.82
153.85 |200.29 (98.24 {185.48 155.72| 204,96 102.34 | 183.94

46 164.09 i204.96 |120.88 [187.82 46 155.721204.96]115.12 185.48
157.61 |204.96 1102.34 {185.48 162.11] 20496 102.34| 183.94

47 162.11 (212.18 |106.62 |187.82 47 157.61(212.181136.74 ] 187.82
157.61 {200.29 {104.46 |185.48 164.09|212.18:102.34|187.82

48 ? |206.54 |106.62 {187.82 48 1557220496 ] 110.5 | 185.48
7 |200.29 [102.34 |187.82 153.85 192.74;104.46 183.94

Cuadro 34

Composicién alélica para las poblaciones de Lauro 27/3/1996 y Lauro 7/6/1995

Lauro 27/3/1996 Lauro 7/6/1995
Individuo 1-90 2-14 2-25 6-41 QNIndividuo| 1-90 2-14 2-25 6-41
1 160.171208.14119.32/187.82 6 155.72 1200.29|108.82 | 187.82
153.85/201.831106.62| 185.48 155.72 1194.97 1104.46 | 185.48
2 162.11/212.18 | 106.62 187.82 7 170.831201.83 |102.34 |187.82
151.39|201.83|102.34|185.48 162.11 1209.74 1102.34 | 185 48
3 164.09|206.541115.12| 185.48 o] 153.85]208.14{108.82|185.48
157.61[192.741102.34185.48 155,72 |201.83 1104.46 | 185.48
4 178.57|206.54|125.091197.48 9 153.85|204.96 |129.57 | 192.5
153.851189.07| 104.46 | 185.48 153.85201.83|104.46 [185.48
5 170.83|206.54 | 117.5 {187.82 10 166.751204.96 1102.34 1190.19
151.39:208.14,102.34| 185.48 157.61{189.07|102.34 | 150.19
1% 153.85[197.25]|165.55] 187.82 11 160.17 [201.83 1119.32 {203.34
153.85|201.83]102.34(185.48 153.85[200.291104.46 | 187.82
7 153.85]204.96|104.46|187.82 12 180.741215.47 [112.79|190.19
162.111201.83]104.46|185.48 157.61 |201.83 /102,34 |185.48
8 170.83|206.541104.46 | 190.19 13 162.111200.29 {106.62 |187.82
164.091197.23|104.46} 187.82 155.721162.74 [ 102.34{185.48
9 170.831206.541131.56 | 190.19 14  1162.11208,14|112.79|187.82
151.39/204.96 | 102.34 | 187.82 155.72 1204.96 |102.34 [185.48
10 157.61;201.83,104.46 | 187.82 15 157.61 {206.54 | 104.46 | 185.48
157.61)|200.29]104.46| 187.82 153.851194.97 [102.341185.48
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11 153.85]204.96|115.12|187.82 16 164.09 1208.14 | 106.62 | 185,48
153.85|201.83|106.62| 187.82 153.851204.96 ]106.62 | 182
12 151.391200.26|115.12 | 187.82 17 1563.85:200.291112.79 | 187.82
157.61[197.23| 104.62 | 185.48 153.851192.74 [ 104.46 | 185.48
13 151.39:236.26 | 108.82| 187.82 18 174.3 |200.29 | 108.82 | 185.48
164.09{189.07|104.46| 185.48 153.85|197.23 |104.461185.48
14 167.61[217.13|108.82|190.19
162.11|206.54]102.34[190.19 |
Cuadro 35
Composicion alélica para las poblaciones de Nahua y Ruperto 27/3/19%6
Nahua Ruperto 27/3/1996
Individuo| 1-90 2-14 2-25 Individuo| 1-90 2-14 2-25 6-41
1 166.75(201.83|131.56 i 162.111217.13|115.12203.34
157.61]201.831102.34 155.721201.83 | 102.34| 187.82
2 162.11|204.96|119.32 2 166.75|209.74|112.79 | 185.48
157.611194.97|119.32 155.721201.831102.34| 182
3 155.72|206.54 | 106.62 3 153.851204.96]104.46 | 185.48
155.721194.971104.46 148.97{204.96| 104.46 | 185.48
4 166.75|227.86 | 108.82 4 157.61|209.74|102.34 | 185.48
155.72|206.54 | 102.34 153.85|209.74 | 102.34| 182
S 166.751212.18|153.35 S 164.09]201.83] 117.5 }1192.59
155.721201.83|106.62 155.72,194.97] 117.5 | 185.48
6 160.17 | 208.14 | 102.34 6 166.751201.83| 106.62 | 187.82
153.85|201.83|102.34 160.17201.83]100.27 1 185.48
7 178.57{200.29112.79 7 160.17|204.96|108.82 | 187.82
155.72]200.29| 104 .46 153.851200.29|102.34 187.82
8 162.111215.47|102.34 8 153.85]|206.54| 110.5 | 192.59
155.727215.47(102.34 142.511204.96[106.62 | 187.82
9 160.17|206.54 1 108.82 9 166.751204.96 | 174.74|185.48
160.17|204.96 | 106.62 153.85|200.29| 102.34| 182
10 155.721208.14{112.79 10 153.85204.66(102.34 | 185.48
162.11|208.14|112.79 148.97[201.83|100.27] 185.48
11 170.831201.83]115.12 i1 164.09]212.18|115.12]187.82
155.721201.83|102.34 153.851204.96| 110.5 | 187.82
12 166.75]201.83 | 104.46 12 155.721204.96| 110.5 | 187.82
162.11]201.831102.34 153.851192.74! 110.5 |185.48
13 153.85(206.54/112.79 13 166.75|204.96|106.62 | 185.48
153.85|201.83|104.46 153.851201.83|102.34185.48
14 162.11|206.54| 108.82 14 172.91[223.91(106.62|185.48
157.611201.83|104.46 153.85[209.741104.46 | 182
15 170.83(201.83| 117.5 15 155.72]204.96|115.12(190.19
155.72|194.97 | 104,46 148.971200.29;112.79 | 185.48
16 155.721201.83|106.62 16 164.09 | 204.96(115.12 | 192.59
155.721201.831104.46 153.85]192.741112.79 | 185.48
17 170.83]1215.47[104.46 i
157.61:194.97 | 102.34
18 155.72|1217.13|106.62
155.721204.96 | 104.46 l
19 155.721208.14|136.74 '
166.751208.141104.46
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20 162.11[212.18 | 115.12 185.4§[|
162.11|204.96102.34 | 185.48
21 155.72215.47 | 108.82 | 150.19]
155.72[204.96[106.62|190.19
22 170.83]208.14]106.62 | 185.48
155.721201.83|104.46 | 185.48
23 162.11 | 204.96 [ 1C8.821 187.82
155.72|204.96 [ 104.46 | 187.82
24 162.111212.18] 110.5 [ 187.82
162.11]206.54 |106.62 | 185.48
Cuadro 36

Composicidn alélica para las poblaciones de Ruperto 4/10/1995 v Puente Blanco

Ruperto 4/10/1995 Puente Blanco

Individuo| 1-90 2-14 2-25 6-41 [Individuo! 1-20 2-14 2-25 6-41

1 160.17 | 206.54 | 106.62 | 185.48 1 162.11/217.131115.121203.34

160.17 | 201.83 | 104.46 182 155.72|1201.83]102.34 | 187.82

2 151,39 212.18 | 106.62 | 187.82 2 166.75|209.741112.79{185.48
151.39 | 208.14 | 104.46 | 185.48 1556.721201.831102.34 182

3 155.72 | 201.83 | 104.46 | 190.19 3 153.851204.961104.46|185.48

153.85 | 189.07 | 104.46 | 187.82 148.97[1204.96 | 104.46185.48

4 164.09 1 201.83 | 127.14 | 187.82 4 157.611200.74|102.34|185.48
162.11 | 192.74 | 106,62 | 185.48 153.851209.74 | 102.34 182

5 164.09 | 201.83 | 104.46 | 185.48 5 164.001201.831 117.5 | 192.59

153.85] 197.23 | 102.34 | 185.48 155.721194.97] 117.5 |185.48

6 153.85 | 208.14 | 123,67 | 192,59 6 166.75|201.831106.62| 187.82

157.61 | 201.83 | 104.46 | 185.48 160.17201.831100.271185.48

7 155.72 | 206.54 | 123.67 | 187.82 7 16C.171204.96|108.82!187.82

155,72 1 201.83{ 104,46 | 185.48 153.85[200.29|102.341187.82

3 157.61 | 204.96 | 106.62 | 187.82 8 153.851206.54| 110.5 |192.59

160,17 | 201.83 | 102.34 | 185,48 142.511204.96| 106.62| 187.82

9 164.09 | 209.74 | 106.62 | 120,19 9 166.751204.96|174.741185.48
166,75 | 206.54 | 106.62 187.82E 153.85|200.29|102.34 182

10 153.85 | 2C€1.83 | 106.62 185-48j 10 153.85/204.96[1102.34]|185.48

153.85{2C1.83 | 102.34 | 185.48 148.97201.83:100.271185.48

11 153.85 | 2C6.54 | 104.46 | 185.48 11 164001212181 115.12|187.82

157.61 | 162.74 | 102.34 | 185.48 153.85i204.96] 110.5 1187.82

12 160,17 | 2C6.54 | 1105 | 185,48 12 15572120496 | 110.5 | 187.82

164.09 | 2C1.83 [ 102.34 i 185.48 153.85[192.74| 110.5 1185.48

13 164.09 | 206.54 | 108,82 | 185.48 13 166.751204.961106.62|185.48

153.85| 201.83 | 106.62 | 187.82 153.85(201.831102.34]|185.48

14 153.85 | 217.13 | 106.62 | 187.82 14 172,91 | 223.91[106.621185.48
153.85 | 201.83 | 106.52 | 190.19 153.85|209.74 | 104.46 182

15 160.17 | 206.54 | 108.82-| 187.82 15 155.721204.96[115.121190.19

14897 | 201.83 | 102.34 | 185.48 148.97200.29|112.79 | 185.48

16 148.97 | 201.83 | 108.82 | 187.82 16 164.09120496|115.12|192.59

153.85 | 192.74 | 104.46 | 190.19 153.851192.741112.791185.48

17 164.09 | 213.82 | 106.62 182 17 153.85 1 201.83 | 108.82 1 187.82

155,72 | 213.82 | 104.46 | 185.48 153.85 1 189.07 | 102.34 | 185.48

18 153.851 213.82 | 106.62 | 185.48 18 162.11 1 223,91 | 104.46 | 185.48

164.09 ] 206.54 | 106.62 | 185.48 160.17 | 206.54 | 102.34 | 185.48

19 164,09 | 201.83 | 104.46 | 185.48 19 166.75 | 223.91 |1 104.46 | 187.82

157.61 1 201.83 | 104,46 | 185.48 162,11 | 206.54 | 104.46 | 185.48

20 153.85 | 217.13 | 106,62 | 185.48 20 155.72 | 200,29 | 104.46 | 190.19

153.85 | 206.54 | 104.46 | 187.82 155.72 | 194,97 | 104,46 | 187.82
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21 160.17 | 206.54 | 106.62 | 185.48 21 155.72 |1 215,47 | 106.62 | 187.82
164.09 | 201.83 | 104.46 153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48
22 153.85 | 204.96 | 104 .46 22 155.72 | 201.83 | 108.82 | 195.48
153.85 | 192.74 | 104.46 15572 1 201.83 | 102.34 { 185.48
23 164.09 | 206.54 | 104.46 23 160.17 | 212.18 | 112.79 | 190.19
153.85 | 206.54 [ 104 .46 157.61 | 206.54 | 112.79 | 185.48
24 166.75 220 129.57 24 166.75 ( 200.29 | 106.62 | 187.82
162,11 | 201.83 | 108.82 153.85[192.74 | 104.46 | 185.48
25 153.85 | 204.96 | 104.46 25 160.17 | 217.13 | 106.62 | 187.82
162.11 |1 192.74 | 102.34 | 185.48 160.17 | 206.54 | 100.27 | 185.48
26 153.85 | 206.54 [ 102.34 | 150.19 26 155.72 | 206.54 | 110.5 | 185.48
162,117 192.74 | 102.34 | 185.48 15572 | 200.29 | 102.34 | 185.48 |
27 153.85 | 201.83 | 106.62 | 187,82 27 166.75 1 204.96 | 104.46 | 190.19
155.72 | 192.74 | 104.46 | 187.82 15572 |1 200.229 | 104.46 | 185.48
28 155.72 1 225.64 | 119.32 182 28 160.17 | 201.83 | 177.63 | 187.82
157.61 | 208.14 | 102.34 | 185.48 f_ 155.72 | 201.83 | 112.79 | 185.48
29 153.85 1 201.83] 110.5 | 187.82 29 174.3 | 208.14 | 104.46 | 185.48
157,61 | 201.83 | 106.62 | 190.19 153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48
30 160,17 | 201.83 | 104.46 | 185.48 30 i70.83 20496 110.5 {190.19
153.85 | 200.29 | 104,46 | 187.82 160.17 | 192.74 | 104.46 | 190.15
31 153.85 | 221.66 | 127.14 187.8§| 31 160.17 [ 21547 | 112.79 | 187.82
155.72 1 204.96 | 102.34 | 187.82|( 155,72 | 206.54 | 102.34 | 185.48
32 160.17 | 206,54 | 102.34 187.@‘ 32 166.75 [ 201.83 | 106.62 | 185.48
151.39 | 204.96 | 102.34 | 185.48 15572 | 201.83 ) 104.46 | 185.48
33 153.85 | 201.83 | 108.82 | 187.82 33 155.72 | 201.83 | 115.12 | 185.48
164.09 | 201.83 | 106.62 | 185.48 155,72 | 201.83 | 106.62 | 185.48
34 153.85 | 208.14 | 104.46 | 187.82 34 160.17 | 206.84 | 108.82 | 187.82
164.09 | 201.83 1102.34 | 185.48 153.72 | 192.74 | 104.46 | 187.82
35 172,91 | 208.14 | 112,79 | 190.19 35 155.72 | 212,18 | 106.62 | 187.82
160.17 [ 201.83 | 108.82 | 187.82 155.72 | 204.96 | 104.46 | 185.48
36 153.85 | 204.96 | 136,74 | 185 .48 36 157.61 | 200.29 | 108.82 | 187.82
i57.61 | 201.83 | 106.62 | 185.48 15572 | 189.07 | 104.46 |'185.48
37 153.85 | 204.96 | 112.79 | 187.82 37 17C.83 | 204.96 | 104.46 | 190.19
160.17 | 201,83 | 106.62 187.@‘ 157.61 ] 189.07 | 102.34 | 190.16
38 153.85 | 201.83 | 104.46 | 187.82 38 162.11 | 200.29 | 102.34 | 185,48
160.17 [ 189.07 | 104.46 182 160.17 | 189.07 | 102.34 | 185.48
39 153.85 | 208.14 | 108.82 | 187.82 39 166.75 | 200.29 | 119.32 | 187.82
160.17 | 201.83 | 102.34 | 185.48 i87.61[192.74 | 102.34 | 185.48
40 153.85|201.83 | 112.79 | 187.82 40 155.72 | 212.18 | 127.14 | 187.82
157.61 | 201.83 | 104.46 182 153.85 | 206.54 | 102.34 | 185.48
41 153.85 ]| 213.82 | 104.46 | 187.82 41 155.72 1 206.84 | 117.5 | 187.82
151.39 | 192.74 | 102.34 | 185 48|} 155,72 1 189,07 | 102.34 | 185.48
42 153.85 | 204.96 | 106.62 | 187.82 I_ 42 155.72 | 204.96 | 104.46 | 187.82
162.11 | 201.83 | 104,46 182 155.72 1 200.29 | 102.34 | 185.48
43 153.85 | 208.14 | 104.46 | 187.82 43 177.13 | 200.29 | 129.57 | 187.82
153.85 | 201.83 | 104.46 | 185.48 155.72 | 200.29 | 102.34 | 185.48
44 157.61 | 201.83 | 106.62 | 185.48 F 44 155.72 1 215,47 | 108.82 | 187.82
160.17 | 192.74 | 106.62 182 153.85 | 206.54 | 106.62 | 185.48
45 166.75 | 201.83 | 106.62 182 45 170.83 | 201.83 | 129.57 | 185.48
160.17 | 201.83 | 102.34 | 187.82 15572 1 201.83 ] 129.57 | 185.48
46 155,72 1 2823.91 | 106.62 182_[ 46 170.83 | 223.91 | 108.82 | 187.82
155.72 | 204.96 | 104.46 | 187.82 151.39 | 201.83 | 106.62 | 185.48
47 157.61 { 201.83 | 106.62 182 47 162.11 220 106.62 | 187.82
1533.85{201.83 | 102.34 | 185,48 153.85 ] 201.83 | 104.46 | 183.94
48 151.39 | 213.82 | 125.09 182 48 157.61 | 206.54 | 112.79 | 185.48
151.39 | 201.83 | 102.34 | 190.19 151.39 | 201.83 | 102.34 | 185.48




Cuadro 37
Composicion alélica para las poblaciones de San Luis Petén y San Luis Petén
Buenaventura
San Luis Petén San Luis Petén Buenaventura J
Individuo! 1-90 2-14 2-25 6-41 (findividuo] 1-90 2-14 225 . 641
1 153.851204.96 | 106.62 | 187.82 1 155.721200.29] 110.5 | 187.82
151.39/201.83|106.62|185.48 153.85]200.29]102.341 187.82
2 153.85/20496|115.12 1 187.82 2 162.111208.14 110.5 1185.48
153.85/204.96]115.12 | 185.48 155.721201.83]102.341185.48
3 153.851204.961102.34 185.48| 3 164.091200.29i 100.27 190.19
157.611192.741102.34 | 183.94 155.721197.23:100.27 . 183.94
4 162.11]201.83! 117.5 1185.48 4 174.3 1204961 108.82 " 187.82
153.851201.831106.621187.82 170.831197.23:102.34: 185.48
5 157.611206.54,102.341185.48 5 155,72 1200.29:106.62 187.82
160.171201.831102.341185.48 155.721201.83 104.46 185.48
6 162.11:{213.821108.821187.82 6 162.111208.14:104.46 . 187.82
162.111201.83[104.461187.82 153.85(201.831102.34,185.48
7 160.171204.961102.34|187.82 7 162.11]/201.831115.121185.48
153.85[201.831102.34|187.82 153.851200.291102.341185.48
8 164.09]192.74,1104.46 [ 187.82 8 170.831209.741106.62 | 187.82
162.111192.741102.34]1190.19 164.09 | 201.831106.62| 185.48
9 164.09|204.961106.62 | 190.19 9 155.721221.66]112.79|187.82
162.11[201.83[102.341187.82 151.391201.831104.46 | 187.82
10 162.111208.141106.62|187.82 10 160.171201.83]102.34|187.82
151.39(204.66102.34|185.48 151.39:201.831102.34]185.48
11 153.85(201.831108.82|187.82 11 15761 1201.831102.34187.82
153.851201.831102.34|185.48 148.971{200.291102.34 ] 185.48
12 169 1201.83104.46]187.82 12 162.111204.96 | 104.46 1 187.82
169 [201.83102.341183.94 162.11:201.83:104.461185.48
13 151.39[208.141115.12187.82 13 174.3 1213.821115.121190.19
151.391201.83|102.341187.82 155.721213.821104.461187.82
14 160.17(208.14 | 112.79|187.82 14 174.3 220 1 110.5 1187.82
160.171208.14[108.821187.82 157.61{209.74]1108.821185.48
15 157.61]201.83| 117.5 [187.82 15 155.721208.14i1115.12]187.82
153.85(201.831102.34|190.19 153.851206.541102.341185.48
16 157.61 ? 110.5 | 187.82 16 162.111206.541106.621{187.82
157.61 ? 104.46 | 185.48 157.611197.231102.341185.48
17 151.39]201.83 129,57 | 187.82 17 170.83:1212.181106.62, 190.19
151.391197.23 | 98.24 | 185.48 160.171206.54106.62:187.82
18 162.11]201.831115.12187.82 18 160.171201.831106.62! 187.82
155.72[201.83]1102.34]185.48 155.721200.291102.34| 185.48
19 164.09(213.82[115.121187.82 19 178.571201.83]|102.34|187.82
153.851201.831104.46 | 185.48 170.831200.291100.271185.48
20 164.091225.641106.621190.19 20 155.721208.141112.79|187.82
162.11[204.96|104.46|187.82 151.391201.831102.34185.48
21 155.72|208.14 | 106.62 | 187.82 21 178.571213.821119.32|187.82
153.851204.96|102.34| 187.82 164.091201.83|106.62|185.48
23 157.611206.541115.121187.82 22 - 1153.851208.14|115.121187.82
157.611194.971106.621185.48 153.851201.83]115.12185.48
23 170.831208.141102.341190C.19 23 170.831201.83]1104.461187.82
153.85[201.831102.34|187.82 164.091201.83] 98.24 | 187.82
24 162.11(201.831125.09|187.82 !
160.171200.291 110.5 | 185.48 5
25 162.11{201.831115.12|185.48 |
157.61]1204.961 110.5 | 185.48 i
26 160,17 1201.831102.34]185.48 ‘ |
153.85]213.821102.341185.48 | |
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27 160.17[213.821106.62] 187.82 i ]
153.85[197.23|102.34 | 187.82 F
28 162.11[201.83]131.56 ] 187.82 f
153.85[204.96 | 102.34[185.48 .
29 153.85]201.83]106.621187.8 rj
153.85|208.14 | 102.34 | 183.0
30 164.09[201.83[115.12|187.82
162.11/215.47 1 102.34 [ 185.
31 170.83 [201.83[102.34 | 208.5
170.831213.82[102.34]185.48 j
Cuadro 38
Composicién alélica para la poblacion de Tallado
Individuo| 1-90 2-14 2-25 6-41
1 157.61 201.83 104.46 187.82
153.85 189.07 104 .46 185.48
2 166.75 200.29 115,12 187.82
153.85 189.07 102.34 187.82
3 155.72 206.54 112.79 185.48
151.39 206,54 104.46 185.48
4 157.61 201.83 102.54 185.48
153.85 201.83 102.34 185.48
5 174.3 | 201.83 ? 190.19
155.72 201.83 7 183.94
6 153.85 212,18 115.12 185.48
153.85 200.29 102.34 183.94
7 1355.72 227.86 106.62 185.48
151.39 206.54 104 .46 183.94
8 153.85 206.54 104 .46 185.48
153.85 206.54 104 .46 185.48
9 169 ? 106.62 185.48
157.61 ? 104 .46 185.48
10 172.91 208.14 106.62 187.82
153.85 206.54 102.34 187.82
11 153.85 209,74 136.74 187.82
1533.85 189.07 98.24 187.82
12 157.61 ? 112.79 185.48
153.85 ? 104.46 185.48
13 15761 | 204.96 | 11512 | 190.10
151.39 204,96 104.46 185.48
14 178.57 192.74 106.62 187.82
153.85 192.74 104.46 183.94
15 157.61 | 221.66 | 10882 | 18548
153.85 201.83 102.34 185.48
16 153.85 201.83 106.62 187.82
153.85 201.83 104.46 185.48
17 164.09 221.66 112,79 185.48
153.85 192.74 102.34 185.48
18 155.72 | 189.07 | 104.46 | 187.82
153.85 189.07 104,46 185.48
19 157.61 206,54 119,32 190.19
153.85 | 206.54 | 106.67 | 187.82
20 148,97 200.29 117.5 190.19
142.5] 200.29 104.46 185.48
21 157.61 | 206.54 [ [04.46 | 190.10
157.61 | 206.54 | 102.35 | 187.82
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22 169 208.14 117.5 190.19
157.61 201.83 110.5 185.48
23 162,11 204.96 115.12 187.82
157.61 204.96 104.46 185.48
24 164.09 201.83 112.79 185.48
155.72 194,97 104.46 185.48
25 162.11 194.97 102.34 187.82
157.61 194,97 102.34 185.48
26 162.11 201.83 11C.5 190.19
151.39 201.83 104.4¢6 185.48
27 157.61 201.83 104.46 187.82
153.85 201.83 102.34 185.48
28 164.09 204.96 115.12 185.48
157.61 204.96 102.34 185,48
29 16211 204.66 112,79 190,19
162.11 186.07 162.34 190.19
30 155.72 206.54 106.62 203.34
153.85 206.54 106.62 185.48
31 153.85 201.83 141.42 185.48
153.85 189.07 104.46 185.48
32 164.09 206.54 104.46 187.82
153.85 201.83 104.46 185.48
33 178.57 206.54 108.82 192.59
169 201.83 104.46 187.82
34 166.75 ? 117.5 185.48
153.85 ? 102.34 185.48
35 157.61 204.96 110.5 185.48
151.39 204.96 104.46 185.48
36 155.72 201.83 110.5 180.19
’ 155.72 201.83 102.34 185.48
39 166.75 209,74 115.12 187.82
157.61 209,74 104.46 185.48
40 162,11 204.96 106.62 187.82
153.85 204 .96 102.34 185.48
41 157.61 201.83 108.82 18548
157.61 201.83 102.34 185.48
42 162.11 200.29 110.5 190.19
153.85 200.29 102 .34 185.48
4, Meéxico
Cuadro 39

Composicion alélica para las poblaciones de Cosalapa y Nueva Independencia

Cosalapa Nueva Independencia
Individuo| 1-90 2-14 2-25 6-41 |lIndividuo| 1-90 2-14 2-25 6-41
1 166.75 | 204.96 | 165.55 | 190.19 157.61 | 201.83 | 106.62 | 187.82
160,17 | 201.83 | 112.79 | 187.82 155.72 | 201.83 | 104.46 | 185.48
2 178.57 | 201.83 | 104.496 | 185.48 16675 | 192.74 | 106.62 | 187.82
164.091 192,74 | 106.46 | 183.94 153.85 { 189.07 ] 102.34 | 185.48
3 166.75| 206.54 | 110.5 | 187.82 160.17 | 212,18 | 104.46 | 187.82
155.72 | 204.96 | 104.46 | 187.82 155.721201.83 | 104.46 | 185.48
4 160.17 | 204.96 | 108.82 | 185.02 155.72 | 208.14 | 106.62 | 187.82
160,17 | 201.83 { 100.27 | 183.94 155.72 | 204.96 | 162.34 | 185.48
5 170.83 | 206.54 | 104.46 1 190.19 153.85]208.14 |1 104.46 | 187.82
155.72 | 206.54 | 104.46 | 185.48 153.851206.54 | 102.34 | 185.48
) 153.85 | 206.54 | 104.46 1 19C.19 153.85 [ 204.96 | 110.5 | 185.48
153.85 | 204.96 | 98.24 | 190.19 153.85 | 204.96 | 102.34 | 185.48
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7 155.72 | 206.54 | 106.62 174.3 1 208.14 1 110.5 183.94
151.39 | 206.54 | 104.496 160.17 | 206.54 | 100.27 | 183.94
8 170.83 | 213.82 | 115.12 170.83 ;227.86 | 104.46 | 187.82
157.61 | 204.96 | 104.46 153.85 | 201.83 | 104.46 | 183.94
9 164.0G | 197.23 | 108.82 155.72 | 208.14 | 115,12 | 19019
153.85 | 197.23 | 102.34 153.85 : 204.96 | 104.46 | 160.19
10 155.72 1 209.74 | 117.5 153.85 | 205.54 | 108.82 | 187.82
153.85|204.96 | 110.5 153.85 | 204.96 | 102.34 | 185.48
11 153.85 120496 | 1105 164,09 1209.74 [ 115.12 | 187.82
148.97 | 204.96 | 104 .46 162.11 ; 208.14 | 102.34 | 187.82
12 160.17 | 204.96 | 117.5 15761 1208.14 | 108.82 ] 185.458
153.85 | 204.96 | 102.34 153.85 [ 206.54 | 106,62 | 185.48
13 155.72 | 204.96 | 104 .46 160.17 1 206.54 | 119.32 | 187.80
151.39 | 197.23 | 102.34 157.61 , 206.54 [ 112.79 | 183.92
14 162.11 | 217.13 | 102.34 169 | 212.18 | 104.46 187.82
153.85]201.83] 102.34 155.72 | 209.74 | 104.46 | 185.48
15 174.3 1 206.54 | 106.62 162.11 } 208.14 | 108.82 | 187 82
153.85 [ 192.74 | 102.34 153.85 | 206.54 | 104.45 | 185.48
16 157.61 1 201.83 | 102.34 157.61 | 206.54 | 106.62 | 187.82
153.85 [ 201.83 | 98.24 155.72 | 204.96 | 106.62 | 185.48
17 16017 | 208.14 | 106.62 164.09 | 205.74 | i00.27 | 150.19
153.85 | 201.83 | 102.34 157.61 | 20029 | 58,24 | 18548
18 157.61 1 204.96 | 141.42 166.75 | 206,54 | 119.32 | 187.82
153.85 [ 200.29 | 106.52 153.85 | 194.97 | 104.46 | 183.94
19 166.75]212.18 ] 115.12 155.72 1 194.97 | 108.82 | 190.19
153.85 | 192.74 | 108.82 153.85192.74 | 92.82 | 185.48
20 166.17 | 204.96 | 106.62 153.85 | 208.14 | 108.82 | 185.48
153.85 1 201.83 | 102.34 15385120496 | 106.62 | 185.48
21 195.72 | 204.96 | 106.62 169 204.96 ] 115,12 | 187.82
153.85 | 192.74 | 102.34 153.85 | 194.97 | 1:0.5 | 185.48
22 153.85 | 204.96 | 106.62 151.39 | 227.86 | 106,62 | 190,19
148.97 | 204.96 | 106.62 14251 1209.74 | 102.34 | 183.99
23 160.17 | 206,54 | 110.5 160.17 | 206.54 | 106.62 | 192 59
153.85 | 197.23 | 104.46 160.17 | 200.29 | 106.62 | 185.48
24 170.83 | 204.96 | 119.32 155.72 | 200.29 | 135.49 | 185.48
162.11 1 192.74 | 102.34 153.85 | 200.29 | 106.62 | 183.94
25 170.83 1 201.83 | 106.62 153.85 1201.83 | 108.82 | 187.82
157.61 | 189.07 | 102.34 142.51 | 192.74 | 106.62 | 187.82
26 170.83 | 209.74 | 104.46 15572 121713 129,57 [ 187 .82
153.85 | 201.83 | 104.456 153.85 | 206.54 | 102.34 | 183.94
27 160.17 | 212.18 | 108.82 153.85 20496 | 115.12 | 187.82
160.17 | 204,96 | 98.24 148.97 | 204.96 | 106.62 | 187.82
28 153.85 | 209.74 | 104 .46 162.11 | 201.83 [ 104.46 | 190.19
151.39 | 206.54 | 102.34 157.61|192.74 | 102.34 | 185.48
29 1743 1 206,54 | 106.62 155.72 | 266.54 | 123.67 | 192.59
160.17 | 201.83 | 100,27 155.72 | 204.96 | 108.82 | 185.48
30 170.83 | 22564 | 117.5 | 2085 166.75 212.18 | 104.46 | 187.82
153.85 | 201.83| 112.79 15761 | 204.96 | 102.34 | 185.48
31 155.72 1 212,18 | 108.82 160.17 | 212.18 | 108.82 | 185.48
151.39 | 204.96 | 104.46 160.17 | 206.54 | 106.62 | 185.48
32 172.91 | 204.96 { 106.62 . 170.83 | 269.74 | 106.62 | 187.82
153.85|201.83|102.34 | 185.48 160,17 | 206.54 | 98.24 | 187.82
33 166.75 | 204.96 | 108.82 | 187.82 162.11 | 212.18 | 106.62 | 165.02
16675 | 201.83 | 106.62 | 183.94 162.11 | 189.07 | 104.46 | 183,94
34 155.72 | 201.83 | 134.91 | 185.48 157.61 [ 208.14 | 134,91 | 185.48
155.72 1 192.74 | 102.34 | 183.94 155.72 | 208.14 | 119.32 | 183.54
35 160.17 ; 213.82 | 158.1 | 190.19 155.72 | 204.96 | 106.62 | 187.82
15761 | 206.54 | 102.34 | 185.48 155.72 1 194.97 | 104.46 | 183.04
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36 160.17 | 206.54 | 112.79 | 1G2.59 36 164.09 | 206.54 | 102.34 | 187.82
160,17 | 201.83 1 102.34 | 185.48 157.61 | 200.29 | 102.34 | 185.48
37 164.09 | 217.13 | 106.62 | 187.82 37 1743 | 217.13 | 115.12 | 187.82
153.85 | 189.07 | 102,34 | 180.19 160.17 | 201.83 | 104.46 | 183.54
38 160,17 | 204.96 | 123.67 | 187.82 38 160.17 | 209.74 | 119.32 | 187.82
160.17 | 192.74 | 110.5 | 183.94 157,61 | 205.74 | 104,46 | 183.94
39 164.09 | 201.83 | 112.79 | 187.82 39 164.09 | 200.29 | 1175 | 187.82
153.85 | 201,83 | 102.34 | 185.48 153.85 | 192.74 |1 102.34 | 187.82
40 160,17 | 212,18 | 106.62 | 187.82 40 177.13 | 225.64 | 108.82 | 190.19
153.85 | 20025 | 102.34 | 187.82 155.72 | 200,29 | 102.34 | 183.94
41 166.75 1 201.83 | 110.5 | 187.82 41 153.85 | 206.54 | 104.46 | 187.82
151.39 | 200.29 | 106.62 | 187.82 148.97 | 194.97 | 104.46 | 185.48
42 174.3 | 186.07 | 104.46 ] 190.19 42 166.75 | 204.96 | 106.62 | 187.82
153.85 | 189.07 | 102,34 | 185.48 164.056 | 204.96 | 106.62 | 187.82
43 164.09 1 201.83 | 108.82 { 187.82 43 153.85  208.14 | 106.62 1 187.82
151.39 |1 194.97 | 104.46 | 185.48 151.39 | 194.97 | 106.62 ; 185.48
44 153.851 217.13 | 117.5 | 187.82 44 157.61 1 201.83 | 120.88 { 190.19
153.85{212.18 | 102.34 | 185.48 153.85 ] 162.74 | 102.34 |1 185.48
45 164.09 | 212.18 | 104.46 | 15C.19 45 160.17 1 206.54 | 108.82 1 185.48
160.17 {201.83 | 102.34 | 187.82 155.72 | 206.54 | 104.46 1 183.94
45 160.17 |1 206.54 | 108.82 | 187.82 46 162.11 122361 | 102.3411%80.19
160.17 1 206.54 | 102.34 | 185.48 155.72 1 209.74 | 102.34 | 185.48
47 157.61 | 204.96 | 123.67 | 187.82 47 178.57 { 209.74 | 104.46 | 187.82
155.72 { 204.96 1 104.46 | 185.48 153.85 1 189.07 | 102.34 | 187.82
48 153.85 | 200.29 | 106.62 | 187.82 45 164.09 1 206.54 | 153.35 | 185.48
153.85 ] 200.25 1104.46 | 187.82 160.17 { 204.96 | 153.35 | 183.94
49 162.11 | 221.66 | 102.34 | 187.82 49 160.17 | 204.96 | 104.46 | 187.82
153.85 | 206.54 | 102.34 | 185.48 160.17 1 204.96 | 102.34 | 185.48
S0 162,11 | 206.54 1 104,46 | 187.82 S0 169 206.54 | 115.12 | 187.82
153.85| 200.29 | 102.34 | 185.48 153.851 206.54 | 106.62 | 185.48
Cuadro 40

Composicién alélica para la poblacién de Zapata

Individuo 1-90 2-14 2-25 6-41
1 160.17 204,96 115.12 190.18
153.85 204.96 102.34 190.19
2 i60.17 212.18 112.79 190.19
148.97 204.96 104.46 185.48
3 157.61 201.83 116.32 190.19
151.39 201.83 110.5 185.48
4 160,17 201.83 108.82 192.59
153.85 192.74 104.46 187.82
S 162.11 223.91 106.62 190.19
160.17 186.05 102.34 187.82
6 155.72 221.66 108.82 195.02
151.39 200.29 100.23 187.82
7 162.11 201.83 106.62 187.82
160.17 194,97 102.34 187.82
8 160.17 201.83 108.82 187.82
153.85 200.29 100.23 185.48
9 155.72 200.29 104.46 190.19
153.85 192.74 104.46 187.82
10 160.17 206.54 112.79 196.19
155.72 204.96 106.62 187.82
il 155.72 212.18 117.5 187.82
i55.72 204.96 104.46 185.48




12 169 204.96 11C.5 192.59
160.17 204.96 11C0.5 187.82
13 162.11 209.74 106.62 192.59
153.85 204.96 1C4.46 187.82
14 166.75 220 106.62 180.1%
157.61 194.97 104.46 187.82
15 157.61 209.74 135.49 187.82
151.3% 201.83 108.82 185,48
16 166.75 20%.74 141.42 19G.19
153.85 201.83 108.82 187.82.
17 153.85 206.54 108.82 190.19
153.85 200.29 102.34 190.19
18 170.83 217.13 106.62 187.82
166.75 208.14 102.34 185.48
19 155.72 209.74 115.12 185.48
151.3% 200.29 102.34 185.48
20 16C.17 204.96 108.82 19C.19
153.85 201.83 106.62 18C.19
21 153.85 201.83 108.82 187.82
142.51 201.83 105.62 187.82
22 166.75 208.14 102.34 190.19
160.17 204.96 102.34 187.82
23 162.11 206.54 104.46 190,19
157.61 206.54 102.34 187.82
24 157.61 201.83 104.46 19G.19
148.97 200.29 102.34 180.19
25 151.39 208.14 170.72 192.59
151.39 200.29 108.82 187.82
26 162.11 200.29 108.82 187.82
160.17 200.29 102.34 187.82
27 166.75 206.54 104.46 187.82
153.85 200.29 102.34 183.94
28 166.75 206.54 104.46 182
153.85 192.74 104.46 182
29 160.17 201.83 104.46 182
157.61 200.29 102.34 182
30 166.75 201.83 108.82 187.82
155.72 200.29 104.46 187.82
31 157.61 206.54 106.62 190.19
153.85 194.97 92.82 190.19
32 164.09 204.96 104.46 187.82
153.85 192.74 104.46 187.82
33 157.61 209.74 135.49 190.19
157.561 209.74 115,12 187.82
34 172.91 206.54 108.82 190.19
160.17 200.29 102.34 187.82
35 -, 155.72 204.96 110.5 185.48
155.72 204.96 102.34 185.48
36 155.72 201.83 106.62 187.82
145.43 201.83 104.46 185.48
37 155.72 206.54 112.79 187.82
155.72 201.83 102.34 183.94
38 155.72 204.96 106.62 185.48
153.85 200.29 102.34 185.48
39 174.3 200.29 104.456 187.82
162.11 200.29 102.34 185.48
40 160.17 204.96 104.4¢6 187.82
151.39 200.29 102.34 185.48
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5. Nicaragua

41 166.75 200.2% 102.34 187.82
‘ 162.11 200.29 102.34 185.48
42 157.61 220 106.62 183.94
155.72 201.83 102.34 182
43 185.79 204.96 108.82 185.48
155.72 201.83 102.34 185.48 |
44 162.11 220 104.46 185,48 !
155.72 201.83 98.24 185.48
45 157.61 204.96 104.46 187.82
157.61 192.74 102.34 187.82
46 164.09 204.96 108.82 187.82
162.11 201.83 102.34 185.48
47 174.3 204.96 129.57 187.82
160.17 204.96 104.46 185.48
48 164.09 204.96 106.62 187.82
160.17 200.29 102.34 185.48
4G 160.17 205.74 102.34 185.48
157.61 200.29 102.34 185.48
S50 180.74 204.96 106,62 190.19
160.17 200.29 102.34 185.48
Cuadro 41

Composicidn alélica para las poblaciones de Corral 1 y Corral 2

Corral 1 Corral 2
Individuo| 1-90 2-14 2-25 6-41 |fIndividue| 1-920 2.14 2-25 | 6-41
1 153.85 | 215,47 | 108,82 | 190.19 1 155.72 | 192.74 1 112.79 1 187.82
151.39 | 206,54 | 102.34 | 187.82 155.72 | 192.74 | 106,62 | 185.48
2 157.61 | 223.91 | 104.46 | 187.82 2 162,11 |1 201.83 1 117.5 | 197.48
15572 | 204.96 | 102.34 | 185.48 153.85 1 192.74 1 102,34 | 190.19
3 166.75 | 225.64 | 120.88 | 187.82 3 169 201.83{ 106.62 | 187.82
153.85]201.83 | 108.82 | 185.48 155.72 | 200,29 102.34 | 185.48
4 160.17 | 201.83 | 110.5 | 185,48 4 153.85 | 215.47 ! 106.62 | 187.82
153.85 [ 192.74 | 102.34 | 183.94 153.85|192.74 1 104,46 | 185.48
5 160.17 | 206.54 | 117.5 | 187.82 S 172,91 [ 217.13 | 108,82 | 185.48
153.85 1 201.83 | 104.46 | 185.48 172,91 | 204.96 | 108.82 | 185.48
6 172,91 | 212,18 | 112,79 | 187.82 &) 153.85 21547 | 110.5 | 185.48
153.85 1 200.29 ;1 102.34 | 185.48 151.39 | 192.74 | 104.46 | 185.48
7 151.39 | 215.47 | 134,91 | 187.82 7 169 192.74 | 1105 | 185.48
151.36 | 209.74 | 102.34 | 185.48 169 192.74 | 106.62 | 183.94
8 164.09 | 201.83 | 106,62 | 187.82 2 166,75 | 209.74 | 104.46 | 185.48
160.17 | 192.74 | 102.34 | 185.48 153.85 | 200.29 | 102.34 | 183.94
g9 162,11 | 21547 | 106.62 | 185.48 ] 170.83 | 200.29 1 127.14 | 187.82
145,43 | 200.29 | 102.34 | 185.48 170.83 | 200.29 { 102.34 | 187.82
10 164.09 220 117.5 | 187.82 10 151.39 | 208.14 : 108.82 | 185.48
153.85 | 21282 | 106.62 | 185.48 151.39 | 189.07 | 104.46 | 185.48
11 166.75 | 225.64 110.5 187.82 11 153.85 | 192.74 110.5 187.82
148.97 | 192,74 | 110.5 | 187.82 153.85 | 192.74 | 106.62 | 185.48
12 155.72 1 208.14 | 108,82 | 19G.19 12 164,09 | 225.64 | 104.46 | 190G.19
153.85 | 201.83 | 106,62 | 187.82 155.72 | 194.97 | 102.34 | 185.48
13 162.11 | 200,29 | 106,62 | 187.82 i3 160.17 | 208.14 | 102.34 | 187.82
155.72 | 200.29 | 102.34 185.48| 155.72 | 200,29 1 102.34 { 183.94
14 162.11 | 201.83} 110.5 | 187.82 14 160.17 | 200.29 | 106.62 | 187.82
155,72 {1 201.83 | 102.34 | 185.48 160.17 | 200.29 | 106.46 j 187.82
15 170.83 | 206.54 | 108,82 | 187.82 15 166.75 | 204,96 | 104,46 | 187.82
162,11 | 206.54 | 102.34 | 183.94 151.39 | 200,29 | 100.27 | 185.48
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16 170.83 | 206.54 | 108.82 16 177.13 { 204.96 | 117.5 | 185,48
160.17 | 200.29 | 108.82 151,39 | 204.96 | 108.82 | 185.48

17 169 201.83  104.446 17 164.09 | 200.29 | 106.62 | 187.82
i69 201.83 ! 102.34 153.85 | 200.29 | 106.62 | 185.48

18 174.3 | 206.54 | 119.32 18 170.83 | 206.54 | 102.34 | 185,48
160.17 | 200.29 [ 104 .46 1151.39 ] 192.74 | 100.27 | 185.48

ig 162,11 1 212.18 | 137.08 19 | 170.83 | 208.14 | 108.82 | 187.82
153.85 | 200.29 | 106.62 1 153.85 | 200.29 | 106.62 | 185.48

20 17291 | 201.83 | 104.46 20 1 164.09 ? 104.46 | 185.48
153.85 | 192.74 | 104.46 164.09 ? 104.46 ;| 183.94

21 169 200.29 | 127.14 21 153.85 1 204.86 1 115.12 | 1580.19
151.39 | 200.29 | 102.34 i 153.85; 204.96 | 104.46 | 185.48

22 170.83 ; 212.18 | 117.5 22 | 166751 201.83 | 108.82 | 185.48
164.06 | 182,74 | 106.62 1 153.85 | 200.29 | 102.34 | 185,48

23 162.11 4 206.54 | 108.82 23 : 157.61 | 208.14 | 104.46 [ 185.48
151.39 | 201.83 | 102.34 157.61 1 192.74 | 104.46 | 183.94

24 160.17 | 201.83 | 104.46 24 157.61 1 204.96 | 112.75 | 190.19
153.85 | 201.83 | 102.34 15572 1 192.74 | 108.82 | 190.19

25 166.75 | 201.83 | 104.46 25 160.17 1 204.96 ; 134.91 | 185.48
153.85 [ 201.83 | 104.46 155.72 | 200.29 | 102.34 | 185,48

26 177.13 | 204.96 | 108.82 26 157.61 | 204.96 | 108,82 | 185.48
162.11 | 201.83 | 104.46 157.61 | 204.96 | 102.34 | 185.48

27 166.75 | 204.96 | 115.12 27 155.72 |1 200,29 | 137.08 | 187.82
166.75 | 203.00 | 102.34 153.85[1192.74 | 102.34 | 185.48

28 155.72 | 201.83 ] 120.88 28 170.83 1 221.66 | 119.32 | 18548
153.85[192.74 | 115,12 160,17 | 200.29 ] 110.5 | 183.94

29 170.83 1 215.47 | 108.82 29 155.72 | 204.96 | 108.82 | 190,19
169 209.74 | 108.82 153.851197.23 | 102.34 | 187.82

30 166,75 | 221.66 | 127.14 30 164.09 | 201.83 | 115,12 | 185.48
162.11 | 206.54 | 100.27 I 146.72 | 200.29 | 102.34 | 185.48

31 170.83 | 236.26 | 104.46 31 | 157.61 | 201.83 | 131.56 | 185.48
153.85 | 200.29 | 104,46 { 153.851 187.95 | 102.34 | 185.48

32 160.17 | 225.64 | 108.82 32 {164.09 | 201.83 [ 104.46 | 190.19
153.85 ] 197.23 | 104.46 f153.85 | 201.83 | 104.46 | 185.48

33 157.61 | 201.83 | 108.82 33 | 153.85]208.14 [ 115.12 | 187.82
157.61 | 192.74 | 104.46 151.39 | 200.29 | 106.62 | 187.82

34 153.85 | 204.96 | 108.82 34 160.17 | 200.29 | 120.88 | 190.19
151.39 | 200.29 | 102.34 155,72 1192.74 | 108.82 | 187.82

35 153.85 | 200.29 | 134.91 35 153.85 ] 201.83 | 106.62 | 187.82
153.85 [ 192.74 | 108.82 {151.39 | 201.83 | 104.46 | 185.48

36 155.72 | 201.83 | 106.62 36 160.17 | 200.29 | 110.5 | 187.82
151.39 | 192.74 [ 106.62 148.97 | 200.29 | 102.34 | 187.82

37 177.13 220 104.46 37 153.85 | 204.46 | 104.46 | 187.82
157.61 | 192.74 | 104.46 153.85 | 204.46 | 104.46 | 187.82

38 160.17 | 201.83 | 102.34 38 {15572 201.83 | 106.62 | 190.19
148.97 | 200.29 | 102.34 1 153.85 1 201.83 | 100.27 | 185.48

3% 151.3% | 208.14 | 106.62 39 1 170.83 1 22956 | 112.79 | 187.82
151.39 | 201.83 | 104.46 1 164.09 | 187,95 112.79 | 183.94

40 160.17 | 204.96 | 108.82 40 1 153.851215.47 | 104.46 | 185.48
157.61 | 201.83 | 104.46 | 153.85{ 208.14 | 104.46 | 185.48

41 166.75 220 11512 41 1155721 213.82 [ 108.82 | 187.82
164.09 | 209.74 | 102.34 1 153,751 208.14 | 104.46 | 185.48

42 153.85 | 200.26 | 104.46 42 i 15572 | 201.83 | 108.82 | 190.19
151.39 | 200.29 | 104.46 1 153.85 1 200.29 | 104.46 | 187.82

43 155.72 | 204.96 | 120.88 43 i 155.72 1 200.29 | 104.46 | 187.82
153.85 | 192.74 1 115,12 1153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48

44 166.75 | 212.18 | 104.46 44 162,11 | 201.83 | 104.46 | 185.48
155.72 | 200.29 | 104.46 1160.17 { 200.29 | 102,34 | 185.48




130

45 153.85 | 204.96 | 106.62 187.83—! 45 178.57 1 212.18 { 106.62 | 187.82
153.85 | 204.96 | 106.62 182 153.85 | 206.54 | 102.34 | 187.82
46 155.72 | 204.96 1 104.46 | 190.19 46 153.85 | 208.14 | 106.62 | 185.48
153.85 | 200.29 | 102.34 | 185.48 151.39 1 201.83 | 102.34 | 185.48
47 153.85 220 106.62 | 187.82 47 162.11 | 21547 1 115.12 | 190.19
131,391 200.29 | 104.46 | 185.48 151.39 | 213.82 | 104.46 | 185.48
48 153.85 | 204.96 | 102.34 | 192.59 48 160.17 | 200.29 | 104.46 | 187.82
153.85 | 204.96 | 102.34 | 187.82 153.85 | 200.29 | 104.46 | 187.82
49 166.75 | 208.14 | 106.64 | 187.82 49 166.75 | 206.83 | 106.62 1 187.82
151.39 | 201.83 | 104.46 i 185.48 15572 1192.74 | 104.46 | 187.82
50 174.3 | 209.74 1 106.62 | 185.48 S0 157.61 [ 221.661134.91 | 187.82
169 200.29 1 106.62 | 183.94 15572 [ 204.96 § 102.34 | 183.94
Cuadro 42

Composicion alélica para la poblacién de Corral 3

Individuo 1-90 2-14 2-25 6-41

1 170.83 208.14 104.46 192.59

153.85 204 .96 164.46 187.82

2 153.85 209.74 110.5 187.82

151.39 200.29 102.34 185.48

3 165.71 206.54 106.62 185.48

18656.72 201.83 104.46 185.48

4 172,91 206.54 102.34 187.82

170.83 201.83 102.34 183.94

S 153.85 213.82 106.62 187.82

153.85 192.74 102.34 185.48

& 157.61 208.14 108.82 187.82

151.39 194.97 106.62 185.48

7 162.11 208.14 168.82 185.48

153.85 204.96 100.27 185.48

8 164.09 215.47 115.12 185.48

155,72 189.07 104.46 185.48

9 157.61 201.83 110.5 187.82

157.61 201.83 104 .46 185.48

10 153.85 208.14 108.82 185.48

153.85 200.29 102 .34 183.94

11 160.17 2056.54 108.82 187.82

153.85 201.83 106.62 185.48

12 170.83 204.96 125.09 185.48

153.85 197.23 104.46 185.48

13 166.75 201.83 11279 203.34

160.17 200.29 102.34 190,19

14 166.75 208.14 115,12 187.82

162,11 204.96 104.46 185.48

15 172,91 212.18 108.82 185.48

153.85 201,83 108.82 185.48

16 160.17 200.29 110.5 192.59

153.85 200.29 102.34 187.82

17 165.71 200.29 108.82 190.19

153.85 200.29 104.46 185.48

18 157.61 204.96 108.82 187.82

153.85 192.74 102.34 183.94

19 162.11 212.18 108.82 185.48

151.39 182.74 104.46 183.94

20 157.61 212.18 134.91 203.34

157.61 201.83 115.12 187.82

21 157.61 206.54 106.62 185.48

153.85 200.29 102.34 183.94

22 157.61 201.83 108.82 187.82

153.85 200.29 104.46 187.82
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23 170.82 204.95 102.34 187.82

153.85 204.55 102.34 187.82

24 157.61 200.29 106.62 187.82

153.85 192.74 104.46 185.48

25 162.11 212.18 106.62 187.82

162.11 201.83 102.34 185.48

26 155.72 212.18 115,12 185.48

151.39 204.96 104 .46 183.54

27 148.97 208.14 110.5 190.19

148.57 208.14 104.46 185.48

28 155.72 208.14 108.82 18548

155.72 204.96 104.46 185.48

29 164.09 200,29 104.46 197.48

160.17 192.74 102.34 185.48

30 174.3 200.29 119.12 187.82

151.39 189.07 110.5 187.82

31 157.61 206.54 106.62 187.82

151.39 200.29 102.34 185.48

32 155.72 225.64 120.88 187.82

153.85 208.14 98,24 183.94

33 151.38 206.54 110.5 185.48

151.38 200.26 164.46 185.48

34 157.61 208.14 104.46 187.82

153.85 182.74 102.34 185.48

35 166.75 223.91 125.09 185,48

153.85 201.83 106.62 183.94

36 160.17 208.14 102.34 187.82

153.85 201.83 102.34 185.48

37 160.17 201.83 104.46 187.82

151.39 200.29 102.34 185.48

38 157.61 200.29 115.12 190.19

151.39 184 97 110.5 185.48

38 170.83 213.82 104,46 1835.48

162,11 200.29 104 .46 185.48

40 174.3 208.14 115.12 187.82

172.61 201.83 108.82 187.82

41 157.61 206.54 104.46 187.82

153.85 200.29 100.27 187.82

42 155.72 213.82 106.62 18548

151.39 212.18 102.34 185.48

43 160.17 201.83 145.79 183.94
157.61 201.83 102.34 182

44 160.17 227.86 104.46 190.19

153.85 200.29 102.34 180.19

45 155.72 208.14 106,62 203.34

153.85 201.83 104.46 185.48

46 160,17 206.54 104.46 187.82

153.85 200.29 88.24 185.48

47 155.72 213.82 106.62 185.48

151.39 200.29 106.62 183.94

48 155.72 227.86 102.34 187.82

. 155.72 206.54 102.34 185.48

49 172,91 201.83 108.82 187.82

151,39 201.83 102.34 185.48

S0 157.61 201.83 112.79 180.19

157.61 201.83 104.46 187.82

B. Secuencias de los cuatro microsatélites

A continuacién se presentan las secuencias para los cuatro microsatélites
trabajados. Notese que la secuencia microsatélite estd marcada con CURSIVA, y las
regiones en las que se hibridizan los iniciadores estan SUBRAYADAS.



132

1. Secuencia del 1-90
5
GATCTGGGTGCACCCCACCCCGGTTGGTTGGTTGGTTGGTTCGTTCTCGGCCATCACCAT
GCGCCACCATTTTGGTTTTTGGGCAAATGGCAGCTTGGCTCTGGTGTTGCTGGCCGAGAT
TTATCACAAATCAGCACCATCAACACATCCCGTGCGCTGTTCCGGGCGACGGTCGGTCCG
ATGAGGAATCTTCCTTITTAATCCGATTCCGAGTCACTCATCCCAAAACCCTTCCCGGTCCC
TTGGACAACACACCGCACGGCAGAAGCATAATTAAATTAGCATAAATAATAGCCGAACATA
TTAATGCCTTTTGCCGCTCTCTGTCTCTGCCTITTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCT

GTCGGAAGTGTGACTGCCGATGGCCATTTTCATTGATATTAATGCAC CATAATCATCCGGA
TAGTGCGCCCTCGTGTACTCGAGGATC-3'

Tamafio de la secuencia amplificada: 120 pb + 40 pb {primers) = 160 pb
Secuencia repetitive: CT {2pb); 14 repeticiones.

2. Secuencia del 2-14

5'-
GATCGCCGTTGCCAAGATAAAATGGAAATCGAACCCTACGCTGGCTCGCTCCTTAGCGCC
CGGGTCTCTCTCTCTCTCTCTC TCTCTCTCTCCGGCGCGGCCGCGGTGACGG GTGGTGAA
GGTTGTTCCGTAAGACGCGCGAACGGCGAACCATTCGGTTCGGTGCGCGAGTTGGACGG
TGTTTTAGGATTATTTGAATTAGATTTGATTTGATTTAATTCGCTCACCCAGCAATTTAGCCC
CCCCGCCATGGGCATGCGGGGTTTACGGAGGTCTCAAACCCACCTGGCCCGGAGCAGCA
GCAGCAGCAGCAGCAGGGCGGGGAATGTTTGATTGATTCCAGCGGCAGCGCGATAGAGC
GCGCACGCCAGCCCATGGGCCAGGCCACGCAGTGAGCACAACAATGAGCGCATAAGCG
CGGTGGCACGCACGGTGGCACCAGACAGATGCTGTGCACAGTACCCAGCCTGCAGCAAC
AGCTTCTTGGCTTCACTCGGTTGCCCACGAGTGCGTG GAAAAGGCCCCCCGATCG-3'

Tamafio de la secuencia amplificada: 145 pb + 48 pb (primers} = 193 pb
Secuencia repetitiva: TC {2pb); 14 repeticiones.

3. Secuencia del 2-25

5°-
CTGCGCTCAGTCTATTCGCTCTTTTCCTTCATTTTTCCTTCCITTCCCCTCTTTCTITTCTGT
AATTCCCGTTTCCTCCGTTCGGITTCCACGCTCCATTCTCITTATGITTCGCTC GCTATCTC
TCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTC TC TCTCTGCATAGGATTTCGAAATCGTGTICCAGE

GTGATGGTCGGGTGCGGACCTGTGGACTGTCCCGGCGACAAA-S

Tamanc de la secuencia amplificada: 74pb + 40pb (primers) = 114pb
Secuencia repetitiva: TC {2pb); 20 repeticiones

4. Secuencia del 6-41‘

5-
GATCGCGGGCACCTCCCACCGCCCAGCAAAACGGGAATTTAATCAACGGCATCCATCCTT
TCTCTGTGGTGAGCAAGGGTAGAAGGGGTTGAGGAGGAGGTGGAACAGACACACACAGA
CACACACACACACAGAGCCCGCCCGGAAACACGGGGGCCCCACACCGTTAGGGCAAAC
GCACCTGATTCTCAGAGGCAGTITGATGCGCCGTTATGACAAGGCGCGAGGTCGGCGATA

AC-3’

Tamario de la secuencia amplificada:144pbh + 40pb (primers) = 184pb
Secuencia repetitiva: CA {2ph);12 repeticiones
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Individuosutilizadoscomoestin daresinternosp araloscuatromicrosatélites

Cuadre 43
Individuos utilizados como estandares internos para el 1-90
N lftmerodeindividuoylugardecolecta Alelosquerepresenta
Tallado 5 155.72
153.23
10 153.23
17291
18 153.23
t 155.72
20 l 142.51
148.97
24 155.72
164.08
26 151.39
162.11
33 169
178.57
39 157.61
166.75
Nahua 6 153.85
160.17
15 155.72
170.83
PuenteBlanco 43 155.72
177.13 _
Cuadro 44
Individuos utilizados como estandares internos para e] 2-14
letmerodeindividuoylugardecolecta Alelosquerepresenta |
Lauro27/3/96 13 189.07
236.26
SanLuisPeténBuenaventura 13 213.82
213.82
14 200.74
220.00
Ruperto4/10/95 28 208.14
225,64
EiMotor 18 201.83
227.86
PuenteBlanco 9 200.29
221.66
15 194.97
204.956
25 206.54
217.13
30 192.74
204.96
40 206.54
212.18
44 206.54
215,17
46

201.83
223.91 J
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Cuadro 45

{ndividuos utilizados como estandares internos para el 2-25

Numerodeindividuoylugardecolecta

Alelosguerepresenta

Cosalapa 1 165.55
112.79

g 115,12
104.46

24 119,32
102.34

27 108.82
98.24

29 106.62
100.27

30 117.5
112.79

34 134.91
102.34

35 158.1
102.34

38 123.67

110.5

SanDiego 42 136.74
121.85

Cuadro 46

Individuos utilizados como estandares infernos para el 6-41

Niumerodeindividueylugardecclecta

Alelosquerepresenta

Ruperto4/10/95 6 185.48
192.59

17 182.00

185.48

35 187.82

180,19

Cuto 15 185.48
197.48

SanLuisPetén 31 185.48
208.57

ElMotor 4 187.82
189.40

11 183.94

187.82

22 189.40

195.02

35 183.94

211.00

Nahua 14 189.40
203.34
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