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RESUMEN

La genética de poblaciones incluye diversos modelos, como el equilibrio de Hardy-
Weinberg, que permiten inferir las fuerzas evolutivas que actian en las poblaciones.
Asimismo, dos aspectos fundamentales en las poblaciones naturales son la cantidad de
variacién genética y la estructura o diferenciacién dentro y entre poblaciones. Boa
constrictor es una serpiente que se distribuye a lo largo del neotrdpico, en una gran
variedad de ambientes. A pesar de que la subespecie B. constrictor imperator tiene
poblaciones distribuidas naturalmente en la peninsula de Yucatan, se considera que fue
introducida en la Isla Cozumel en 1971. Actualmente es el principal depredador terrestre
en la isla y por lo consiguiente, una amenaza para la conservacion de vertebrados
terrestres de Cozumel. Ello demuestra cémo la introduccion de especies exéticas en un
ecosistema es una grave amenaza, por lo que su estudio es imperativo; en particular en
términos de su diversidad y estructura genética, informacion que permiten evaluar su
origen, establecimiento y potencial evolutivo, ademas de proponer estrategias para su
control. En este trabajo se analizé la diversidad y la estructura genética de B. constrictor
en la Isla Cozumel, utilizando cuatro loci de microsatélites en 64 individuos. Se
observaron niveles moderadamente altos de diversidad genética (Ho = 0.740; Hyg = 0.746)
y poca diferenciacién (Fsr =0.037 con una Nm = 6.52); se identificaron dos poblaciones
cuya separacion genética debe ser reciente (basado en la ubicacion geografica de los
individuos y sus genotipos). La mayor parte de la variacion se encontro al interior de las
poblaciones (96%) y no entre ellas (4%) (AMOVA). Finalmente se detectd evidencia de un
cuello de botella reciente en ambas poblaciones y para la poblacién en conjunto, ademas
de un tamano efectivo similar al observado en otras serpientes con distribuciones
restringidas. Los resultados sugieren que la estructuracion de la poblacion en la isla es
resultado de la presencia humana y también que B, constrictor fue introducida

recientemente en Cozumel.

Palabras clave: Boa constrictor, Cozumel, diversidad genética, estructura genética,

introduccion de especies, microsatélites,



ABSTRACT

Population’s genetics provides several models, like Hardy Weinberg™ s equilibrium, to
allow and infer the evolutive forces that occur in the natural populations. Two fundamental
aspects in this field are the amount of genetic variation and genetic structure inside and
among of these populations. Boa constrictor is a snake with an extended neotropical
distribution that lives in several environments. Moreover, the subspecies B. constrictor
imperator haves populations naturally widespread on the Yucatan Peninsula, it s
considered like exotic in Cozumel Island introduced on 1971. Actually, is the principal
terrestrial predator and in consequence, a threat for the endemic terrestrial vertebrates on
Cozumel. The introduction of exotical species in ecosystems is considered like a critical
menace to the conservation, so it" s imperative the study of these cases; especially with
respect of their genetic diversity and structure, to evaluate their origins, establishment and
evolutive potential, to propose strategies for their control. In this work, we analyzed and
evaluated the genetic diversity and structure of Boa constrictor in the Cozumel Island,
working with four microsatellite loci amplified in a sample of 64 individuals. We found high
moderately genetic diversity (Ho = 0.740; Hyg = 0.746) and weak genetic differentiation
(FsT=0.037 con una Nm = 6.52); we identified two populations, whose separation most be
recent (based in the geographical location of each individual and their genotypes). The
most part of the variation was founded within subpopulations (96%), and not among they
(4%) (AMOVA). Finally, we found evidence of recent bottleneck detectable with an
analysis based on the allelic number and range, in both populations and on the total island
population, furthermore, a similar effective population size, with other snakes that exhibits
restricted distributions The results suggest that the genetic structure of the population on
the island is result of the human presence and also, B. constrictor was introduced recently

onto Cozumel

Key words: Boa constrictor, Cozumel Island, Introduction of species, genetic diversity,

genetic structure, microsatellites



1. Introduccion

1.1 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es considerada como la rama de la genética que tiene
como objetivo el estudio de la variacion heredada en los seres vivos, asi como sus
modificaciones en tiempo y espacio. Permite describir los niveles de variacion genética
dentro y entre las poblaciones naturales, en términos de la medicion de las frecuencias
alélicas y genotipicas, a su vez que trata de explicar dicha variacion infiriendo las fuerzas
evolutivas que pueden actuar sobre dichas poblaciones (Freeman & Herron 2002). La ley
de Hardy-Weinberg es un postulado desarrollado por el matematico Godfrey Harold Hardy
y el fisico Wilhem Weinberg en 1908, el cual permite explicar los aspectos fundamentales
de la genética de poblaciones, describiendo las condiciones genéticas de las poblaciones
cuando éstas se encuentran en equilibrio, es decir, sin cambios en las frecuentas alélicas
a través de las generaciones (Griffiths et al. 2004). Estas condiciones se presentan bajo
ciertas premisas: poblaciones de organismos diploides, con generaciones discretas (que
no se sobrelapen a través del tiempo), apareamiento al azar, tamafio de poblacion grande
(sin accion de la deriva génica), sin mutacion, ni migracion, ni seleccion. A partir de esta
comparacion, se pueden investigar y deducir las causas que originan que una poblacién
se desvie de dicho equilibrio, prediciendo las fuerzas evolutivas que afectan la estructura
geneética en las poblaciones (Freeman & Herron 2002, Allendorf & Luikart 2006). El
equilibrio de Hardy-Weinberg es expresado por el binomio:

(p+q)? =p*+2pq+q° =1, p + q =1

gue incluye las frecuencias genotipicas esperadas en una poblacion diploide para un solo
locus, y describe la frecuencia genotipica para los homocigotos, asi como la del

heterocigoto:

p =f(A) 2 frecuencia del alelo A
q =f (a) 2 frecuencia del alelo a
p?=f (AA) =D = frecuencia del genotipo AA
g°=f (aa) = R = frecuencia del genotipo aa

2pq=f (Aa) = H =2 frecuencia del genotipo heterocigoto Aa



1.2 Variacion genética

Se entiende por variacion geneética toda aquella variaciéon dentro del material
genético presente en el nucleo celular y otros organelos como mitocondrias, cloroplastos;
presente en los individuos de una especie. Esta determinada por su historia evolutiva y es
consecuencia de las interacciones entre diferentes factores, condicionando la evolucion
de las poblaciones (Hedrick 2000). En aquellas poblaciones en las cuales no se produce
ningun cambio en la frecuencia de alelos, se considera que no estan sujetas a proceso
evolutivo alguno (Freeman, 2002, Rodriguez et. al. 2004, Templeton 2006).

Las fuentes que generan variacidon genética en las poblaciones son mutacién,
migracion y recombinacién, mientras que la deriva génica y la seleccion son dos fuerzas

evolutivas que reducen y modifican esa variacion (Griffiths et al. 2004).

v' Mutacién: la mutacién es la fuente fundamental de variacion genética, ya que conduce
a cambios directos en el genoma y a la creacion de nuevos alelos en las poblaciones.
Esta se ve ligada con las caracteristicas fisicoquimicas del DNA. Existen diferentes
tipos de mutaciones, desde aquellas que son cambios directos en pares de bases en
el DNA, hasta cambios que afectan la estructura de los cromosomas. Puesto que las
tasas de mutacién son tipicamente pequefias (u =10 a 10® cambios por gen por
generacion), el cambio de las frecuencias alélicas en el curso de unas cuantas
generaciones es insignificante, pero los efectos acumulados en largos periodos son
significativos (Freeman & Herron 2002, Griffiths et al. 2004).

v Migracién: el flujo génico es el conjunto de procesos que resultan en el movimiento de
genes de una poblacion a otra, mediante la migracion de gametos o individuos. Este
flujo afecta tanto a loci nucleares como extranucleares. Se ha demostrado que un flujo
génico limitado en combinacion con la deriva génica, permiten la diferenciacion
genética entre las poblaciones, estableciendo una relacion entre éste y la estructura
génica (Griffiths et al. 2004, Rodriguez et al. 2004). El estadistico F es una medida de
diferenciacion ampliamente usada que se basa en la particion de la varianza genética
intra e interpoblacional, midiendo el grado de endogamia y aislamiento en términos de
distribucién de la varianza genética, mediante el analisis de las frecuencias de los
heterocigotos en tres niveles jerarquicos: dentro de las subpoblaciones (F;s), entre
subpoblaciones (Fst) y en la poblacion en conjunto (F;r) (Hedrick 2000).

v" Recombinacién: se define como recombinacién a cualquier proceso que genera un

producto meidtico haploide cuyo genotipo difiere de los dos genotipos haploides



iniciales que se combinaron (Griffiths et al. 2004). Este tipo de proceso se observa
durante la formaciéon de gametos en la reproduccion sexual. La recombinacion permite
“barajear” los genes que forman pares alélicos y repartirlos en distintas
combinaciones. Al igual que como ocurre con la mutacién, la recombinacion se

considera como una fuente de variacion hereditaria (Griffiths et al. 2004).

1.3 Medicidn de la diversidad genética

Diversos estimadores permiten cuantificar la variacion genética, ademas de
estandarizar la informacion obtenida, permitiendo su analisis y comparacion. Asi, la
heterocigosis es una medida que permite describir la variacion genética en un unico locus
0 en un numero determinado de loci (Hedrick 2000). Existen diferentes estimadores de

ésta:

- Estimador de la heterocigosis esperada en una poblacion con equilibrio de Hardy-
Weinberg (Hg): dado que los individuos de especies diploides presentan dos estados
alélicos idénticos (homocigoto) o diferentes (heterocigoto) para un locus dado, éste
permite cuantificar la proporcién de individuos heterocigotos de una poblacion
determinada para un locus particular con n alelos (Hedrick 2000):

n
HE = 1-'2,02,'
donde: =
He = heterocigosis esperada
p?= proporcién de homocigotos

- Estimador de la heterocigosis observada (Ho): en poblaciones con apareamiento
aleatorio, la heterocigosidad observada es cercana a la heterocigosidad esperada bajo el
modelo tedrico, pero en aquellas poblaciones que presentan desviaciones con respecto al
equilibrio de Hardy-Weinberg, la hetericigosidad observada puede ser calculada como

(Hedrick 2000):
n

Ho= X pj
donde: © i<ij

Ho= heterocigosis observada

p;= frecuencia del genotipo ij



- Estimador de la diversidad nucleotidica (m): puede medir polimorfismo alélico basado en
el numero de diferencias entre los pares de alelos o haplotipos dados. Es utilizado para
obtener y comparar la diversidad entre los organismos de una poblacién, permitiendo
observar la diversidad de los nucleétidos de un gen o en los aminoacidos en enzimas y

otras proteinas (Gillespie 2004):
Sn

n=n/n-1%2 p% (1-p%)
i=1

donde:
Sn = sitios segregantes
p?= frecuencia de uno de dos alelos en el i sitio segregante de la muestra

n = tamano de la muestra

- Estimador del parametro poblacional 6 = 4Nu (Theta): existen diversos métodos para

estimar este parametro (6= 2Nu para datos haploides), donde N es el tamafo poblacional
y u es la tasa de mutacion. Para ambos casos, éste permite determinar el nivel de
variacion bajo el modelo neutral, asumiendo que la variacion del locus no influye sobre la

supervivencia de genotipos (Gillespie 2004):

D>
]

Sn
1+1/2+1/3+ 1/n-1

donde:

Sn = sitios segregantes (sitios de variacion nucleotidica en una muestra de secuencias)

1.4 Marcadores moleculares y uso de los microsatélites

Si una poblacion de determinada especie esta bien adaptada a su ambiente y
logra reproducirse con éxito, podria suponerse que en los miembros de esa poblacion se
han fijado alelos favorables y considerarse que son genéticamente idénticos. Sin
embargo, el acervo genético de una poblacion diploide pose un alto grado de
heterocigosis —proporcion de individuos heterocigotos en una poblacién para un alelo—
(Freeman & Herron 2002, Rodriguez-Arnaiz et. al. 2004).



Se denominan marcadores moleculares a aquellas biomoléculas, basicamente
DNA o proteinas, que pueden funcionar como caracteres cualitativos o cuantitativos
(relacionados con diferentes rasgos genéticos heredables), permitiendo detectar
diferencias y similitudes (polimorfismos), presentes en los organismos de los que
provienen. Estos marcadores permiten evaluar entonces la variacion presente entre
organismos de poblaciones de una especie (Avise 1994, Li 2000, Freeman et al. 2002).

Algunos de los marcadores moleculares mas utilizados son: (1) aloenzimas, las
cuales representan formas alélicas diferentes de un gen, mediante la expresién de formas
alternativas de una enzima codificada; (2) la variacion en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP’s) basado en la deteccion de fragmentos de DNA de distinto peso
molecular obtenidos con enzimas de restriccion; (3) la variaciéon en segmentos de DNA
polimérfico amplificado al azar (RAPD's): donde se usan primers aleatorios para amplificar
areas distribuidas al azar por el genoma (Dale & von Schantz, 2002); (4) la variacion en la
longitud de fragmentos amplificados (AFLP’s). donde se combinan el uso de restrictasas
con la ligacion de regiones blanco a oligonucledtidos especificos (Sterky & Lundeberg
2000); (5) la hibridacion DNA-DNA y la secuenciacion de DNA que permite detectar la
variaciéon entre nucleotidos de dos o mas secuencias (Nei 2000, Rodriguez-Arnaiz et. al.
2004), entre otros.

Uno de los marcadores que mas recientemente han sido utilizados, no sélo para
estudios genéticos, sino para estudios ecolégicos que involucran la estimacién de tasas
de migracion, tamanos poblacionales, cuellos de botella, estudios de paternidad y
consanguinidad, entre otros, son los microsatélites. Este marcador codominante consiste
de secuencias en tandem formadas por repeticiones de 1-6 nucleétidos encontradas en
alta frecuencia en los genomas nucleares en muchos taxa (también en genomas de
mitocondrias y cloroplastos) (Selkoe & Tioonen 2006). Son conocidos ademas como
repeticiones de secuencias simples (SSR), repeticiones en tandem de numero variable
(VNTR) vy repeticiones cortas en tandem (STR). Un locus de microsatélite varia
tipicamente entre 5 y 40 repeticiones, de dinucledtidos, trinucledtidos o tetranuclétidos,
siendo los primeros los mas encontrados en un gran numero de especies (Goldstein &
Schlotterer 2000, Li 2000, Selkoe & Tioonen 2006). Su polimorfismo radica en las
diferencias en el nimero de repeticiones, que permite diferenciar alelos por su longitud.
Esto hace que los microsatélites sean considerados como un marcador molecular muy util

para detectar variacion genética, a tal grado que es posible identificar individuos de una



poblacion con unos pocos loci (Jarne et. al. 1996, Goldstein & Schlotterer 2000, Lougheed
et al. 2000, Selkoe & Tioonen 2006)

El alto grado de polimorfismo presente en este tipo de marcadores se debe a la
existencia de errores en el apareamiento durante la replicacion (‘slippage misparing’),
generados a su vez por un alto numero de repeticiones de nucledétidos cercanas entre si,
lo que provoca duplicaciones o deleciones de segmentos en el DNA y cambios en el
numero de repeticiones (polimorfismo en la longitud de éstos), distinguibles por
electroforesis (Griffiths et al. 2004, Selkoe & Tioonen 2006). Por el contrario, las regiones
que flanquean a los microsatélites estan altamente conservadas en individuos de la
misma especie y en ocasiones de diferentes especies, ademas, en estas regiones
flanqueantes no ocurren dichas mutaciones (Selkoe & Tioonen 2006). Esta caracteristica
es la que permite amplificar los microsatélites mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), ya que los oligonucleétidos o primers utilizados en este procedimiento
se sintetizan especificamente para su apareamiento con estas secuencias.

Muchos microsatélites poseen una alta tasa de mutacion (entre 102 y 10°
mutaciones por locus por generacion), lo que genera altos niveles de variacién alélica
utiles para estudios genéticos en tiempo ecoldgico (Jarne et. al. 1996, Selkoe & Tioonen
2006). En humanos, por ejemplo, miles de loci de microsatélites han sido caracterizados
generalmente con varios alelos por locus (desde cinco hasta mas de 10), teniendo valores
promedio de mutaciones puntuales espontaneas de alrededor de 5 X10™ (Avise 1994).
Por lo tanto, la distribucion de diferentes tamarios alélicos en los microsatélites de una
poblacién natural depende basicamente de dos factores: la historia demogréfica de ésta,
asi como por los procesos de mutacion inherentes a este tipo de repeticiones (Di Renzo et
al. 1994).

1.6 Estructura genética

Se entiende por estructura genética a la cantidad y distribucién de la variacion
genética dentro y entre poblaciones de una determinada especie, y depende de diversos
factores inherentes a la historia natural de las poblaciones, como la subdivisién de la
poblacion o el flujo génico entre poblaciones y subpoblaciones (Gillespie 2004). Muchas
especies ocupan espacios geograficos amplios o presentan barreras fisicas efectivas
contra el flujo génico, por lo que no se comportan como una unidad, con apareamiento

aleatorio (uno de las condiciones expresadas en el equilibrio Hardy-Weinberg). En



muchos casos existe diferenciacion genética, con lo que se generan subgrupos o
subpoblaciones al interior de las poblaciones (Gillespie 2004).

Debido a que la estructura genética refleja el numero de alelos que son
intercambiados entre y dentro de las poblaciones, el intercambio de genes entre éstas
homogeniza las frecuencias alélicas, teniendo efecto sobre otros procesos evolutivos
como la seleccion y la deriva génica (Balloux et al. 2002). El flujo genético, como se ha
mencionado anteriormente, genera nuevos polimorfismos —puede incrementar el tamafo
efectivo de las poblaciones-, favoreciendo la adaptacion de las mismas ante cambios
ambientales. Por otro lado, un alto nivel de flujo genético limita la adaptacion local, al
impedir que alelos favorables se fijen ante ciertas condiciones locales, lo que podria
impedir a largo plazo ciertos procesos de especiacion (Balloux et al. 2002, Godinho et al.
2006). Por ello, es crucial la estimacion y el analisis de la estructura genética de las
poblaciones para diferentes areas de la biologia, como la biologia de la conservacion
(Slatkin 1995, Balloux et al. 2002, Freeman & Herron 2002).

1.6 Andlisis de la estructura génica con respecto a modelos de mutacion en microsatélites

Se han utilizado diferentes aproximaciones para estimar cuantitativamente la
diferenciacion en poblaciones subdivididas. Sewall Wright desarrollé los estadisticos F
como medida de diferenciacion, que se basa en la particién de la varianza genética intra e
interpoblacional, midiendo el grado de endogamia y aislamiento, mediante el analisis de
las frecuencias de los heterocigotos observados y esperados. Esta aproximacion consiste
en tres diferentes coeficientes de F (coeficiente de endogamia), en tres niveles
jerarquicos: variabilidad total de la poblacion (T), en subdivisiones (S) y en individuos (l)
(Hedrick 2000):

- Fst: también llamado indice de fijacion, es la medida de diferenciacién genética que
compara a las subpoblaciones con la poblacion total, permite medir el grado de
divergencia entre las frecuencias alélicas de las subpoblaciones (Hedrick 2000):

FST = HI — Hs

Hr
donde:

H7 = Heterocigosidad esperada en el total de la poblacién

Hs = Heterocigosidad esperada dentro de las subpoblaciones



- Fis: permite medir la desviacion de las proporciones de Hardy-Weinberg y la

diferenciacion en los individuos al interior de las subpoblaciones mismas (Hedrick 2000):

Fis=Hs = H,
donde: Hs
H, = Heterocigosidad observada dentro de la subpoblacion

Hs = Heterocigosidad esperada dentro de las subpoblaciones

- Fi: es la medida de diferenciacién de los individuos con respecto a la poblacion en
conjunto (Hedrick 2000):

donde:
H, = Heterocigosidad observada dentro de la subpoblacion
Hr = Heterocigosidad esperada en el total de la poblacién

Si la poblacién esta en equilibrio de Hardy-Weinberg, entonces Fsr = 0; esta
definiciéon se ajusta a un modelo de mutacién de alelos infinitos (IAM), el cual supone que
toda mutacién crea un nuevo alelo en la poblacion (Li 2000). Con loci tan variables como
los microsatélites, tanto HT como Hs pueden ser cercanos a 1, y con ello, Fsr pequefia,
por lo que no considera que en dos poblaciones la heterocigosis sea alta debida a la
existencia de alelos diferentes, a pesar de que la diferenciacién sea clara entre ambas
poblaciones (Escalante 2001). Por otro lado, dado que los loci de microsatélites poseen
una tasa de mutacion alta, pueden generar convergencia en el tamafio de los alelos
(homoplasia), por lo que podria parecer que los alelos de dos poblaciones son iguales
aunque provengan de antecesores diferentes, es decir alelos idénticos por estado pero no
idénticos por descendencia. En este caso, al no considerar la identidad de los alelos por
homoplasia, Fsr también es pequefia. Bajo este modelo de alelos infinitos (IAM), la
mutacion borra la memoria del estado alélico anterior, por lo que una similitud entre
poblaciones con Fsr s6lo puede ser atribuida a flujo génico o a una asociacion histérica
(Escalante 2001, Balloux et al. 2002).

Para el caso especifico de los microsatélites, dado que éstos poseen altas tasas de

mutacion y ademas no se borra el estado alélico anterior a éste, se sugiere que es mas
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adecuado un estimador que se ajuste al modelo de mutacién paso a paso (SMM), el cual
reconoce una cierta memoria del estado alélico ancestral (Slatkin 1995, Balloux et al.
2002). En este modelo los posibles estados alélicos se visualizan como una linea o
secuencia continua, donde cada mutacion hace que el alelo retorne o avance en esta
secuencia:

RST= § - §W

S

donde:
Sw = Varianza promedio del tamafio de alelos en cada poblacion

S = Varianza estimada del tamano de alelo en todas las poblaciones

Sin embargo, a pesar de esta consideracion, este modelo tampoco distingue las

convergencias de tamafio de estos marcadores.
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2. Antecedentes

2.1 Boa constrictor, caracteristicas y distribucion

Boa constrictor (Linnaeus 1758, Squamata: Boidae) es una serpiente no venenosa
que puede sobrepasar los tres metros de longitud, posee un cuerpo robusto y cola
relativamente corta que representa entre el 15y 20% de la longitud del cuerpo. La cabeza
es ancha, de forma triangular, cubierta de escamas granulares; presenta un hocico
achatado, cuello angosto y pupilas elipticas dispuestas verticalmente, con una franja de
color negro en la parte posterior de los ojos. Posee una coloracién dorsal parda, con
manchas obscuras de forma romboide con un centro claro, las cuales se desvanecen
hacia la parte posterior del cuerpo, formando dos bandas sinuosas a lo largo del cuerpo;
el vientre es generalmente claro (Lee 2000, Brambilia-Navarrete 2007, Pérez-Higareda et
al. 2007).

Es un predador generalista de diversos vertebrados terrestres, variando su
alimentacion con la edad y tamafio. Son terrestres o arboricolas dependiendo de su
habitat. Mata a sus presas por constriccion y posee habitos principalmente nocturnos
aunque puede presentar actividad diurna (Bertona & Chiaraviglio 2003, Chiaraviglio et al.
2003, Brambilia-Navarrete 2007, Pérez-Higareda et al. 2007). Posee un par de fosetas
nasales entre la segunda y tercera escamas nasales, que funcionan como 6érganos
termosensibles y facilitan la captura de presas de sangre caliente.

Es una especie vivipara que se reproduce estacionalmente, coincidiendo por lo
general con la época de lluvias. Alcanza la madurez sexual entre los dos y medio y cuatro
afos de edad, produciendo de 10 a 20 crias por camada, con una duracion de la
gestacion de entre 120 y 140 dias. La longevidad puede ser hasta 30 afos en estado
silvestre. Existe un cierto dimorfismo sexual donde los machos presentan unas o
espolones queratinizados mas conspicuos en la cintura pélvica (Pérez-Higareda et al.
2007), mientras que las hembras presentan un mayor tamafio corporal en comparacién
con los machos (Chiaraviglio et al. 2003, Alvarez-Romero et al. 2005, Boback 2006,
Brambilia-Navarrete 2007). Las hembras suelen presentar colores mas obscuros durante
la época de gestacion, lo que permite aumentar la absorcion de luz solar y calor,
favoreciendo el desarrollo de las crias en su interior (Bertona & Chiaraviglio, 2003).

Posee una distribucion neotropical que va desde el estado de Tamaulipas en el
norte de México hasta el norte de Argentina, habitando un amplio espectro de ambientes y
tipos de vegetacion, desde el nivel del mar hasta los 1,000 m.s.n.m. (Alvarez-Romero et
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al.. 2005). Se reconocen diversas poblaciones a lo largo de su distribucion, a las cuales se
les a dado el status de subespecie (Langhammer 1983): B. c¢. melanogaster, B. c.
constrictor, B. c. occidentalis, B. ¢. amarali, B. c. imperator, B. c. orophias, B. c. nebulosa,
B. c. sigmay B. c. ortonii (Langhammer 1983, Kluge 1991, Price & Russo 1991, Rivera et
al. 2005), separadas principalmente por su distribucion en localidades especificas y
restringidas, asi como por su variacion en caracteristicas morfolégicas externas, como el
numero de escamas dorsales, numero de manchas dorsales y longitud total. En México,
de manera natural se encuentra la subespecie Boa constrictor imperator, aunque analisis
morfologicos recientes evidencian la necesidad de una redefinicion de la situacion
taxonémica de ésta serpiente a nivel de subespecies en el territorio nacional (Santoyo-
Brito 2007).

Boa constrictor posee poblaciones reducidas en México y esta considerada en la
NOM-059-2001 como una especie amenazada, principalmente por su trafico y
comercializacion como mascota, asi como por la pérdida del habitat. Asimismo, esta
enlistada en el Apéndice Il del CITES, junto con la gran mayoria de las serpientes de la
familia Boidae (Bertona & Chiaraviglio 2003, Alvarez-Romero et al. 2005, Bueno et al.
2005, Brambilia-Navarrete 2007).

2.2 Boa constrictor y su registro en Cozumel

Se tienen registros de B. constrictor en varias localidades dispersas en la peninsula
de Yucatan (Crother 1999, Lee 2000). En la isla Cozumel se considera como una especie
exotica, debido a que no se tienen registros de su presencia de manera natural en la isla.
Por ejemplo, no hay registros de la especie en expediciones herpetoldgicas realizadas
durante el siglo XIX ni en restos arqueoldgicos de fauna local (Martinez-Morales & Cuarén
1999). Con mayor certeza se cree que fue introducida en 1971, a partir de un pequeno
numero de individuos -de dos a 12 liberados tras la filmacién de la pelicula mexicana “El
Jardin de la Tia Isabel’- (Martinez Morales & Cuardon 1999). Los primeros avistamientos
de la especie en la isla son a partir de 1991, posterior a lo cual su nimero ha aumentado
rapida y significativamente, localizandose principalmente en la region sur de la isla que
cuenta con vegetacion predominante de selva baja subcaducifolia (L6pez-Gonzalez 1991,
Martinez-Morales & Cuardn 1999). A pesar de que la evidencia muestra la introduccion de
la boa a la isla por accion humana, no se excluye del todo la posibilidad de su dispersion
de forma natural, ya que se conocen varias poblaciones naturales de B. constrictor en

otras islas del Caribe, como el caso de especimenes localizados en los cayos Crawl en
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Belice (Boback 2005, 2006), la isla Taboga en Panama (Langhammer 1983), asi como de
diversos reportes de la aparicion de poblaciones reproductivas de esta serpiente durante
la década de los 90 en las islas de Aruba, Donaire y Curagao (Quick et al. 2005), cuyas
poblaciones son de origen desconocido. Es importante mencionar que no se conoce la
relacion exacta que tiene la poblacién respecto a las poblaciones de la especie en el
continente (Martinez Morales & Cuaron 1999).

Por su condicion de isla, Cozumel es particularmente vulnerable a problemas de
introduccion de especies, lo que aunado a las caracteristicas de rapida adaptacion y de
depredador generalista de B. constrictor, ha generado riesgos para la conservacion de las
poblaciones nativas de diversas especies de vertebrados terrestres endémicos de la isla,
principalmente para especies pequefias con habitos de actividad en el sotobosque
(Martinez Morales & Cuaron 1999, Alvarez-Romero et al. 2005, Romero-Najera et al.
2007). Estudios de la ecologia del forrajeo de esta serpiente indican que dentro de su
dieta incluyen cuatro especies de vertebrados endémicos de la isla: Aspidoscelis
cozumela (Squamata:Teiidae), Oryzomys couesi cozumelae (Rodentia: Muridae)
Reithodontomys spectabilis (Rodentia: Muridae) y Melanoptila glabrirostris cozumelana
(Passeriformes: Mimidae) (Gonzalez Baca 2006), Asimismo su distribucion es amplia,
abarcando todos los tipos de vegetacién presentes en Cozumel, lo que se traduce en que
B. constrictor se considera como el vertebrado terrestre mas abundante de toda la isla
(Romero-Najera 2004, Romero-Najera et al. 2007). Ademas no tiene depredadores, y
dado que no existen otros depredadores importantes en la isla, es altamente probable que
la boa ocupe el nivel mas alto de la cadena tréfica, como una especie clave que produce
efectos de cascada. Por ello, esta especie puede afectar la dinamica de todo el sistema
insular, con una participacion significativa en el decremento de las poblaciones de

especies nativas de vertebrados terrestres (Romero- Najera 2004).

2.3 Métodos moleculares como herramienta en el estudio de especies introducidas

La introduccion de especies no nativas es considerada como el segundo tipo de
perturbacién mas dafino para la conservacion de la diversidad biolégica a nivel mundial,
s6lo después de la pérdida del habitat (Allendorf & Luikart 2007, Ficetola et al. 2007). La
introduccion y expansion de especies no nativas ha originado una crisis global para la
conservacion de la biodiversidad en la mayor parte de los ecosistemas terrestres vy
acuaticos, debido a que este tipo de perturbacion afecta seriamente la dinamica de los
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mismos (Guretvitch et al. 2004). Cuando una especie es introducida a un nuevo habitat,
ésta actua como un agente de seleccion nuevo sobre los taxa nativos en el ecosistema, a
la vez que experimenta presiones de seleccion diferentes a aquellas en su distribucion
nativa.

En general es reconocido que existen especies que tienen una mayor
susceptibilidad a ser especies invasoras, ya sea porque tienen predisposicion de ser
transportadas por seres humanos, tienen una amplia area de distribuciéon o abundancia en
su habitat de origen, son competidores o depredadores altamente efectivos, poseen alta
capacidad de dispersion, entre otros (Gaines 2005, Suarez & Tsutsui 2008). Las islas
oceanicas y las continentales (fragmentos de habitat) son particularmente vulnerables a
dichas introducciones (Romero-Najera 2004).

Una invasion biolégica se conforma de varias etapas: la formacion de miembros
fundadores o propagulos provenientes de su distribucién original, la transportacion e
introduccion de éstos a un nuevo ambiente, una fase “lag” de establecimiento, crecimiento
exponencial y expansion en la que pueden ocurrir ademas cambios genéticos
importantes, como hibridacion con especies nativas emparentadas o con miembros de la
misma especie (en un caso de multiples introducciones), asi como la adquisicion
espontanea de nuevas caracteristicas generadas por duplicacién genética o cromosémica
(Suarez & Tsutsui 2008). La supervivencia y proliferacion de estos propagulos requiere de
la adaptacion rapida a su nuevo ambiente, la cual puede ser mediada en muchos casos
por otras practicas antropogénicas, ya que al llegar a ambientes perturbados se facilita el
desplazamiento de las especies nativas.

Tipicamente, durante la invasion las especies introducidas o invasoras pasan por un
periodo donde presentan un tamafio poblacional pequefio, lo que resulta en una
disminucion de la diversidad genética (cuello de botella). Esta disminucion de la
diversidad dependera de factores como la duracién de este cuello de botella, la velocidad
en el crecimiento poblacional en el nuevo habitat, el tamafio poblacional inicial, asi como
si existieron diferentes eventos de invasion (Ficetola et al. 2007, Suarez & Tsutsui 2008).
Esto conlleva principalmente a la fijacion de versiones alélicas y/o haplotipos raros o poco
frecuentes en la distribucion natural (Ficetola et al. 2007). Asimismo, la conservacién o
pérdida de diversidad genética puede relacionarse con la capacidad de la especie
introducida para colonizar el nuevo habitat, ya que la pérdida de dicha diversidad durante
un cuello de botella limitara el potencial adaptativo, disminuyendo su adecuacion (Colautti
et al. 2006, Drake 2006, Dlugosch & Parker 2007).
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Los diferentes analisis genéticos, asi como varias técnicas utilizadas por la biologia
molecular, con herramientas importantes en el estudio de estas invasiones, no sélo para
conocer informacion acerca del numero de organismos introducidos y su fuente de origen,
sino para evaluar aspectos basicos de la genética de la conservacion y la biologia
evolutiva: ¢Cuanta variacidon genética se necesita para que una poblacion se establezca
exitosamente en un nuevo habitat? ; A qué mecanismos de seleccion se ve sometida una
poblacion bajo estas condiciones de introduccion? (Sax et al. 2005, Allendorf & Luikart
2007, Suarez & Tsutsui 2008). Cabe mencionar que es indispensable identificar los
vectores y las fuentes de origen de los organismos introducidos para seleccionar o
desarrollar estrategias efectivas de manejo, control y prevencion de estas introducciones
(Sax et al. 2005, Suarez & Tsutsui 2008).
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3. Objetivos

o Estimar la diversidad genética de Boa constrictor en la isla Cozumel, Quintana Roo

o Evaluar si existe estructura y diferenciacion genética de la boa, considerando su
amplia distribucion en la isla

e Analizar si es detectable un cuello de botella de la poblacién islefia, como una

evidencia de la introduccion antropogénica de B. constrictor en Cozumel

4. Hipétesis

e B. constrictor en Cozumel presentara una variabilidad genética baja,
principalmente en términos de diversidad alélica, debido a su probable origen a
partir de un reducido numero de individuos (dos a 12)

e Presentara poca diferenciacion genética y una baja estructuracion, resultado de la
probable reciente introduccion (1970’s) a la isla

5. Justificacion

Como se ha resaltado con anterioridad, la introduccion de especies exoticas a un
ecosistema es considerado como un tipo de perturbacion altamente agresivo, ya que
muchas de las especies introducidas se vuelven competidores o depredadores de las
especies nativas, lo que, aunado a otras perturbaciones como la pérdida de habitat,
puede resultar en el desplazamiento y extinciéon de las especies nativas a nivel local
(Martinez Morales & Cuarén 1999, Romero-Najera 2004, Allendorf & Luikart 2007,
Romero-Najera et al. 2007). Asimismo, los ecosistemas insulares se caracterizan por
poseer un alto grado de endemismos, generado precisamente por su aislamiento
geografico, por lo que las especies nativas son altamente vulnerables, ya que poseen
caracteristicas particulares como tamafos poblacionales reducidos y una escasa o nula
migracion con congéneres continentales (Romero Najera 2004, Allendorf & Luikart 2007).

Asi, la introduccion de una pequefa poblacion fundadora en una nueva localidad,
mediada por actividades antropogénicas, provee una rara oportunidad de evaluar y
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analizar procesos evolutivos rapidos, pudiendo comparar estos eventos antropogénicos
con respecto a aquellas colonizaciones o expansiones naturales del habitat de una
especie. Existen ejemplos recientes que demuestran la extincion de vertebrados terrestres
en ecosistemas insulares mediados por la introduccion de especies exéticas: la
desaparicion del roedor endémico Peromyscus guardia en la Isla Estanque en el Mar de
Cortés (Vazquez-Dominguez et al. 2004) resultado de la introduccion de un unico gato
domeéstico; la especie del género de lagartijas Anolis mas abundante en Puerto Rico, A.
cristatelus, introducida a la Republica Dominicana, ha generado un decremento en las
poblaciones de otras especies del mismo género, endémicas de esa isla (Kolbe et al.
2007, Eales et al. 2008); Rana ribidunta, introducida al Reino Unido a principios del siglo
XIX, ha desplazado a varias especies de anfibios nativos de esas islas (Suarez & Tsutsui
2008). Mas del 70% del total de las extinciones de mamiferos a nivel mundial durante los
ultimos 500 afnos han ocurrido en regiones insulares, principalmente las Islas del Mar
Caribe (Sax et al. 2005, Vega et al. 2006), mientras que otras estimaciones afirman que el
93% de especies de anfibios y reptiles extintas fueron especies insulares cuya extincion,
en muchos casos, fue ocasionada o relacionada con la introduccion de especies exoticas
(Alvarez-Romero et al. 2008).

En el caso contrario, enfocandose principalmente en la herpetofauna de México,
estudios recientes sefialan que existen 11 especies de anfibios y reptiles reportadas como
introducidas, en la mayoria de los casos de manera intencional, como en el caso
particular de la rana toro (Rana castesbeiana), originaria del la costa este de los Estados
Unidos, criada para ser utilizada como alimento en diferentes estados del pais (Alvarez-
Romero et al. 2008, Romero-Mayen 2008).

Es importante confirmar si B. constrictor es una especie introducida a la isla
Cozumel, entre otras cosas porque ello determinaria el tipo de manejo que debe llevarse
al cabo de la especie para protege la diversidad biolégica nativa de la isla. De ello también
dependeria si es necesario realizar campafias de erradicaciéon de la boa en la isla

(Alvarez-Romero et al. 2005).
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6. Materiales y métodos

6.1 Sitio de estudio

Cozumel (del maya Cuzam, golondrina; lumil, asiento o tierra: Cuzamil, tierra de
golondrinas) es una isla de origen coralino, ubicada en el Caribe Mexicano, al noreste de
la peninsula de Yucatan, en el estado de Quintana Roo. Posee una superficie de 480 km?
y es considerada como la mayor isla habitada del territorio mexicano, ocupando el 10%
del territorio insular del pais. Se localiza a una distancia aproximada de 17.5 km de la
region continental. No presenta rios superficiales pero posee corrientes subterraneas de
agua dulce y salobre, asi como humedales, aguadas y cenotes, estos Ultimos constituyen
el principal acceso a los depdsitos subterraneos de agua (Romero-Najera 2004,
Gonzalez-Baca 2006, Fuentes-Montemayor 2007).

Presenta un clima calido humedo con una temperatura media de 25.5°C y una
precipitacion media anual de 1,505 mm con precipitaciones fuertes en verano y menores
en invierno; el periodo mas calido del afio se presenta de mayo a septiembre, mientras
que el periodo mas frio caracterizado por la presencia de vientos del norte, va de
diciembre a febrero (Bautista-Denis 2006, Fuentes-Montemayor 2007).

Cozumel es una de las regiones mejor conservadas del estado de Quintana Roo.
Hasta el 2004 tenia cerca del 90% de la cubierta vegetal original, presentando como tipo
de vegetacion predominante la selva mediana subcadocifolia que ocupa un 65% de la
cobertura vegetal total. Otros tipos de vegetacion se encuentran en proporciones
menores: manglar con un 16%, selva baja subcaducifolia 6%, Tasistal 2% y dunas
costeras (<1%) (Téllez-Valdés & Cabrera Cano 1987, Téllez-Valdés et al. 1989, Romero
Najera 2004, Gonzalez Baca 2006). La vegetacion secundaria se presenta en areas con
perturbacién natural, asi como en areas trasformadas por la actividad humana, como en
bordes de caminos y carreteras (Perdomo Hernandez 2006, Barillas-Gomez 2007).

En Cozumel existen 27 taxa de vertebrados endémicos, cuatro especies y 15
subespecies de aves, una especie de reptil (Aspidoscelis cozumela), asi como tres
especies y cuatro subespecies de mamiferos. Es la isla con mayor riqueza de
herpetofauna en México con 33 especies, de las cuales 13 estan dentro de alguna
categoria de riesgo (Cuarén et al. 2004, Gonzalez-Baca 2006).

Los huracanes son considerados como uno de los factores ecologicos mas

importantes que afectan la estructura y composicién de las selvas en el Caribe. Cozumel
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en particular se encuentra en la zona de mas alta incidencia de huracanes en México.
Hasta 1995, la frecuencia general de huracanes en la isla era de uno cada 6.2 afios, y la
frecuencia de huracanes categoria 5 era de uno cada 124 afos, sin embargo, en los
ultimos anos Cozumel ha sido afectada por la llegada de diversos huracanes de gran
intensidad: Gilberto en 1988 (categoria 5), Roxanne en 1995 (categoria 3), Emily y Wilma
en 2005 (categoria 5) (Fuentes-Montemayor 2007).

Cozumel alberga varias especies introducidas: Rattus rattus, presente
preponderantemente en zonas urbanas, la cual es portadora de enfermedades y tiene
ademas la capacidad de desplazar a las especies de roedores nativas. Se encuentran
poblaciones de perros y gatos ferales, relativamente abundantes, que podrian estar
ocasionando serios problemas para la supervivienda de la fauna endémica y nativa de
Cozumel, principalmente en aquellas especies que por su tamafo son presas potenciales,
asi como por la transmision de enfermedades y parasitos (Torres-Villegas 2006, Fuentes-
Montemayor 2007). Otro problema particular para las especies endémicas es la
introduccion de congéneres continentales, principalmente problematico para los
carnivoros por ser las especies que mas tradicionalmente se utilizan como mascotas, ya
que su introduccion y liberacién puede ocasionar hibridacion con las especies endémicas
(Gonzalez-Baca 2006).

6.2 Trabajo de campo y obtenciéon de muestras

Las muestras utilizadas en este trabajo (Anexo 1) proceden de tres tipos de colecta: (i)
recorridos a través de la carretera perimetral que rodea a Cozumel y la carretera
transversal que cruza la isla, de julio de 2001 a diciembre de 2003, donde se dividio el
continuo de las carreteras en cinco tramos de 10 km cada uno (Fig. 1); estos recorridos se
realizaron principalmente durante estudios de distribucién, abundancia y ecologia de
forrajeo de la boa (Romero-Najera 2004, Gonzalez-Baca 2006); (ii) colectas generadas
por encuentros ocasionales al realizar el monitoreo o muestreo de otros organismos
estudiados en la Isla (julio de 2001 a marzo de 2008); (iii)) muestras provenientes de boas
reportadas por la poblacion de la zona urbana de San Miguel Cozumel a Proteccion Civil y
al Departamento de Bomberos, los cuales retiraron a las serpientes de las viviendas y

construcciones donde se encontraban.
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Bl Tasistal
7] Vegetacion de dunas costeras
Bl Zona abierta
— Autopista
Carretera

10 km

Figura 1. Ubicacion de los tramos de carretera utilizados durante las colectas especificas
de boas en Cozumel, asi como algunos de los puntos de encuentro ocasional de boas
(modificado de Romero-Najera 2003)

Se obtuvieron diferentes tipos muestras de tejido: porciones de la punta de la cola,
esqueletos, exhubias, muestras de musculo o piel, asi como sangre. El tipo de muestra
dependié del estado en que se encontré al organismo (vivo o0 muerto), asi como su grado
de descomposicion en el caso de organismos muertos. Puntas de cola y pedazos de
musculo fueron preservadas en buffer de lisis, etanol al 70% o al 97%, mientras que
muestras de hueso, piel y exhubias fueron deshidratadas y preservadas en seco y en
refrigeracién a 4°C. En su mayoria, las boas utilizadas para este estudio fueron halladas
muertas, atropelladas a la orilla de la carretera.

6.3 Trabajo de laboratorio

6.3.1 Extraccion de DNA
Para la extracciéon de DNA a partir de las muestras colectadas se utilizaron tres kits
comerciales (Anexo 2), determinado principalmente por el tipo de tejido utilizado para la

extraccion. Para el caso de tejido fresco, se prefirid el uso del Aquapure Genomic DNA
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Isolation Kit (Biorad®); para hueso, exhubia y tejidos preservados en etanol se prefirié en
uso del Quick Gene DNA Tissue Kit S (Fujifilms Life Sciences®), para sangre se utilizo el
Quick Gene DNA Whole Blood Kit S (Fuijifilms Life Sciences®) y para muestras escasas o
qgue no se pudieron extraer con los otros kits, se utilizd el DNeasy Blood and Tissue Kit
(Qiagen®). Para verificar la integridad, cantidad relativa y calidad del DNA extraido, se
realizaron visualizaciones de la extracciéon de cada uno de los individuos, en geles de
agarosa al 1%, tenidos en bromuro de etidio al 5% y examinados bajo luz ultravioleta,
(Anexo 2.1) comparando directamente con marcadores de peso molecular (VC 100bp
Plus DNA Ladder Vivantis®).

6.3.2 Estandarizacion de PCR

En este caso se probaron varios pares de oligonucledétidos o primers especificos y
no especificos. Hille et al. (2002) mencionan la amplificacion heterdloga exitosa de varios
microsatélites probados en varias familias de serpientes; de estos se seleccionaron seis
pares de primers polimoérficos que Hille et al. (2002) indican en su articulo que amplifican
con B. constrictor (Nsu2, Nsu3, Ts1, Ts4, Hb2 y Hb30). Por otro lado, se utilizaron cuatro
pares de oligonucledtidos disefiados especificamente para B. constrictor imperator. Bci-
14, Bci-19, Bci-21 y Bci-23 (Booth et al. En revision); finalmente, se probaron primers
disenados para la boa amarilla de Jamaica, Epicrates subflavus (Tzika et. al. 2008a, Tzika
et al. 2009), cuya amplificacion fue probada y estandarizada para B. constrictor (usat1 'y
usat36) por el Dr. Warren Booth de la North Carolina State University y colaboradores.

Las optimizaciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) se llevaron a
cabo en volumenes de 7.5uL utilizando el kit comercial Taq DNA Polymerase
Recombinant Vivantis®. Estas modificaciones consistieron principalmente en cambios de
la concentracion de MgCl,, primer y DNA (Anexo 4), asi como probando diferentes
combinaciones de temperatura de alineamiento y numero de ciclos de PCR para el caso
de los primers no especificos. En cada experimento de PCR realizado, se utilizd un
control negativo (usando agua bidestilada en lugar de DNA). Se visualizaron los productos
de PCR de varios individuos en geles de agarosa al 1.5% (Anexo 3.1).

Para los primers Bci-19 y Bci-21, de los cuales no se tenia certeza de su
polimorfismo, se realizo un analisis preliminar de los productos de PCR por medio de
electroforesis vertical en geles de poliacrilamida (PAGE) al 12.5%, tefidos con nitrato de
plata al 2% (Anexo 3.2). Estas pruebas se realizaron analizando el producto de PCR de
25 individuos provenientes de la isla, comparando “a 0jo” las bandas de alelos con
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respecto al marcador de peso molecular (DNA Micro Marker Amresco® y VC 100bp Plus
DNA Ladder Vivantis®), para asi determinar la presencia de dos o mas alelos en la

muestra.

6.3.3 Secuenciacion y genotipado de microsatélites

A excepcion del marcador Bci-19, para todos los demas casos se utilizaron primers
fluorescentes; para cada par de primers se tuvieron diferentes condiciones de
concentracion de MgCl,, primer y DNA, asi como de temperatura (Anexo 4). Los
productos de PCR de seis loci marcados (Ts4, Hb2, Hb30, Bci-14, Bci-21 y psat1) fueron
analizados en un secuenciador ABI Prism 3730x| Analyzer (Applied Biosystems®), con el
servicio de secuenciacion de la Universidad de lllinois, mientras que cuatro de los loci
restantes (Nsup2, Nsu3, Bci-23 y usat36), fueron analizados en un secuenciador ABI
Prism-Hitachi 3100 Analyzer (Applied Biosystems®), del Laboratorio de Biologia Molecular
del Instituto de Biologia de la UNAM. En ambos casos se adicion6 como marcador de
peso molecular la escalera ROX 500 Size Standard (Applied Biosystems®).

El genotipado se obtuvo con la lectura de los cromatogramas en el programa
GeneMapper V.4.0 (Applied Biosystems®), por medio de la comparacién directa en el
tamano de los alelos del producto de PCR correspondiente, con la escalera interna del
programa, GS500.

6.4 Analisis genéticos y estadisticos

6.4.1 Definicién de subgrupos en una poblacién con muestreo continuo

Un enfoque tradicional de la genética de poblaciones consiste en la particion a priori
de una poblacion en subdivisiones denominadas subpoblaciones, generalmente
originadas por métodos de muestreo en diferentes sitios. La correcta subdivision es
importante para la estimacion y analisis de la estructura genética, ya que en poblaciones
con una distribucidén continua, por ejemplo, esta subdivision puede resultar arbitraria o
erronea (Balloux et al. 2002)

Dado que B. constrictor se encuentra ampliamente distribuida en Cozumel (Romero-
Najera 2004, Gonzalez-Baca 2006) y presenta una distribucion homogénea que pareciera
independiente del tipo de vegetacién, aunado al hecho de que el muestreo fue a lo largo

de carreteras o delimitado por la presencia de caminos (Fig. 2), se obtuvo una particién de
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la poblacion global definida por los propios datos (i.e. no definida a priori). Para ello se
utilizé el programa Geneland 3.1.4 (Guillot et al. 2005a, 2005b, Guillot 2009), el cual
permite detectar el numero de “poblaciones” presentes en una determinada area, asi
como la ubicacion de discontinuidades genéticas entre las mismas. Este programa utiliza
la plataforma de analisis estadistico R y esta basado en una combinacion de diferentes
algoritmos tipo MCMC (Monte Carlo-Cadena de Markov), lo que permite la asignacion de
individuos a partir de sus coordenadas geograficas y de los genotipos multilocus de cada
individuo. Trabaja ademas bajo la premisa de la presencia de un K numero de
poblaciones dentro del area geografica delimitada A4, ocupada por los individuos
muestreados. El programa genera mapas de la ubicacion de estas poblaciones, a partir de
la creacién de poligonos de Voronoi, que son asociados a cada individuo. Asi, la
delimitacion de las poblaciones a partir de la unidon de estos poligonos depende
directamente de la probabilidad de cada individuo de pertenecer a una poblacién u otra.

En este caso en particular se eligié la combinacion de modelos, dentro de las
opciones que da el programa, que mas se adecuara a los datos; se trato a las frecuencias
alélicas bajo el modelo F, el cual asume una correlacion de las frecuencias alélicas de
cada poblacion via la existencia de una poblacion hipotética ancestral (F-model, allellic
frequencies correlated; Falush et al. 2003, Guillot 2005a). Asimismo, se consideré un
modelo espacial verdadero, el cual asume la existencia de una delimitacion espacial entre
las poblaciones (Spacial Model TRUE, Guillot et al. 2005a). Esta combinacion de modelos
es recomendable para aquellos datos que sugieran una diferenciacion espacial entre las
poblaciones debida a rasgos en el paisaje, tanto naturales como generados por el hombre
(e.g. carreteras y zonas habitadas en el caso de Cozumel), asi como para aquellos datos
donde se espera una baja diferenciacion genética relacionada con un evento ecoldgico
reciente (Guillot et al. 2008).

Para la determinacién de K numero de “poblaciones” de realizaron cinco corridas
independientes con 500,000 iteraciones, thinking = 100 y un burnin = 100, utilizando
K=10, K=5 y K= 3 en cada ensayo. Una vez obtenido el parametro del nimero maximo de
posibles “poblaciones”, que en este caso fue de tres, se prosiguié con la asignacién de los
individuos a cada una de éstas, mediante la generacion de 15 corridas independientes
con 1,000,000 de iteraciones cada una, un thinking = 100 (se escoge una de cada 99
cadenas a lo largo de la corrida) y burnin = 1,000 (se consideran los datos de 1,000

cadenas seleccionadas para generar los graficos). Para el procesamiento de los graficos y
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mapas, se empled la opciéon de 100 pixeles para el eje x y 200 pixeles para el eje y. Todas

las corridas fueron realizadas bajo la combinacién de modelos anteriormente descritos.

6.4.2 Asignacion de individuos

Se realizé ademas un analisis de asignacion debido a que 11 de los 64 individuos
utilizados para este estudio no tenian datos precisos referentes a las coordenadas
geograficas de su ubicacion o al sitio de colecta. Este analisis se realizd con el programa
GeneClass 2.0 (Piry et al. 2004), el cual analiza el genotipo multilocus de cada individuo
para determinar a qué poblacién es mas probable que pertenezca el genotipo de cada
individuo, con base en las frecuencias genotipicas que se presenten en las poblaciones
de referencia, en este caso, las poblaciones obtenidas con el analisis utilizando el

programa Geneland descrito con anterioridad.

6.4.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg

En una poblacion natural, las frecuencias genotipicas necesitan ser comparadas con
las de una poblacién ideal “esperada” para conocer si ésta se encuentra o no en equilibrio
de Hardy-Weinberg. Para ello se requieren estadisticos que permitan inferir qué tan
“suficientemente” semejantes o diferentes son las frecuencias reales de las tedricas. Los
métodos de comparacion de frecuencias genotipicas se clasifican en dos grandes grupos:
pruebas de bondad de ajuste (Hedrick 2000, Freeman & Herron 2002, Allendorf & Luikart
2007) y pruebas exactas (Chapco 1976). Se ha observado que las pruebas de bondad de
ajuste, como la xz, pueden conducir a una falsa aceptacion o rechazo del equilibrio Hardy-
Weinberg cuando los tamafios de muestra son pequenos, cuando existen frecuencias
alélicas bajas o cercanas a cero, o cuando se trabajan con loci hipervariables que
presentan 10 o mas alelos (Guo & Thompson 1992).

Asi, se analizé la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg con el programa
GenePop 4.0 (Raymond & Rousset 2007) realizando una prueba exacta a partir de un
método de cadenas de Markov (Guo & Thompson 1992) para cada locus por poblacion.
En este mismo analisis se obtuvo el coeficiente de endogamia (F;s) por el método de Weir
y Cockerham para cada locus por poblacién, conocido también como coeficiente de
fijacion, y que se define como la probabilidad de que dos alelos en un individuo sean
idénticos por descendencia; un valor positivo indica una deficiencia de heterocigotos y un
valor negativo indica un exceso (Hartl & Clarck 1997, Hedrick 2000). La hipotesis nula

para esta prueba es la “unidn aleatoria de los gametos”, que es rechazada cuando el valor
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de probabilidad estadistica es P < 0.05. Se realizaron 1,000 dememorizaciones, 200
“batch” y 100 iteraciones. Para determinar la probabilidad de rechazo de la hipétesis nula
se ajusto la probabilidad de error tipo | (falso positivo) mediante la correccién secuencial
de Bonferroni (Rice 1988), que permite evaluar la significancia de los valores P a partir de
un nivel de significancia dado (a= 0.05) y respecto a un nimero de k comparaciones.
Para realizar la correccion, los valores de P se ordenan de menor a mayor (P1<P,<...P).
Si P4 < a/k, se rechaza la hipotesis nula y se prosigue con el segundo valor mas pequefio.
Si P, < a/(k-2+1) se rechaza nuevamente la hipotesis nula y se prosigue con el siguiente
valor P; < a/(k-i+1) sucesivamente hasta que se acepta la hipétesis alternativa. Este tipo
de correccion elimina los valores de significancia asignados por el azar y puede ser

utilizada cundo se tienen comparaciones multiples (Rice 1989, Koen et al. 2005).

6.4.4 Desequilibrio de Ligamiento

El desequilibrio de ligamiento consiste en la asociacion no aleatoria entre alelos de
diferentes pares de loci (Hedrick 2000, Allendorf & Luikart 2007). Este puede ser
generado por la combinacién de diversos factores incluyendo la cercania fisica de los loci
en el cromosoma, epistasis, “arrastre genético” (hitck-hiking), migracién o unién entre
poblaciones, asi como por deriva génica (Nei & Li 1972, Freeman & Herron 2002,
Allendorf & Luikart 2007), lo que impide la segregacion independiente entre alelos. Debido
a estas caracteristicas, el desequilibrio de ligamiento puede proveer informacion
sustancial acerca de la historia evolutiva y demogréfica de las poblaciones, asi como
permitir la ubicacién espacial de los loci en los cromosomas (Excoffier & Slatkin 1998).

La ocurrencia de desequilibrio se evalué con el programa GenePop 4.0, analizando
todas las combinaciones de pares de loci utilizados, bajo la hipétesis nula de que “los
genotipos entre cada locus son independientes uno de otro”, con P < 0.05 y con la

correccion de Bonferroni secuencial respectiva.

6.4.5. Diversidad genética

Para la estimacién de la diversidad genética presente al interior y entre las
poblaciones, se tomaron en cuenta varios parametros que permiten describirla: el nimero
observado de alelos (n,), el numero efectivo de alelos (n,), la heterocigosis observada
(Ho), la heterocigosis esperada (He) y la heterocigosidad de Nei (Hung). EI numero
observado de alelos se considera como un parametro muy util, ya que es sensible a la

pérdida de la diversidad genética en poblaciones pequefias. El niUmero efectivo de alelos

26



se considera como el numero de alelos que son igualmente frecuentes en una poblacién

ideal, los cuales producirian la misma heterocigosidad observada en la poblacion actual

(Allendorf & Liukart 2007), y es calculado como el inverso de la homocigosidad esperada.
Nei desarrolld6 una medida de diversidad genética basada en la heterocigosis

esperada, con una correccion apropiada para tamafnos poblacionales pequefos:

n
Hner = 2N/2N-1(1- X p?)
i=1

donde N es el tamafio de la muestra y p? es la proporcion de individuos homocigotos
(Hedrick 2000). Estos parametros fueron obtenidos con el programa GenAlEx v.6 (Peakall
& Smouse 2006).

Para determinar si existe una diferencia significativa entre la heterocigosidad
observada para los loci de las poblaciones, se llevé a cabo el método de comparacién
entre valores de Ho de Nei y Kumar (2000). Este consiste en el calculo de la diferencia
genética del iésimo locus entre las poblaciones X'y Y (Faria et al., 2008): di= hxi — hyi,
donde hxi es la heterocigosidad observada del locus i en la poblacion X, y hyi es la
heterocigosidad observada del locus i en la poblacién Y., para todos los loci polimérficos.

El promedio (d) y la varianza V(d) se obtienen como:

— Ll
d=2'dilL”
i=1

L

V(d)=2 (di- d)2/[L (L-1)]
i=1
donde L™ es el numero de loci polimorficos.
El grado de significancia de cada diferencia entre los valores de heterocigosidad en
diferentes poblaciones, puede ser probado por una prueba de t:

t.1=d/s(d)

donde L-1 son los grados de libertad, s(d) es la raiz cuadrada de cada V(d).
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6.4.6 Diferenciacion alélica y genotipica

Se evaluo la diferenciacion alélica y genotipica entre poblaciones con el programa
GenePop 4.0, donde la hipétesis nula es que la distribucién alélica y genotipica es la
misma en las diferentes poblaciones. La prueba se hizo por poblaciones pareadas para
cada locus y con todos los loci en conjunto. Los valores P se obtuvieron mediante dos
pruebas: 1) prueba de Fisher (Raymond & Rousset 1995) para el caso de la diferenciacion
alélica y 2) una prueba de G (Goudet et al. 1996) para la diferenciacion genotipica.

Nuevamente se empled la correccion de Bonferroni secuencial.

6.4.7 Estructura genética

Como se ha mencionado anteriormente, el grado de endogamia que resulta de la
fragmentacion de una poblacion puede ser usado como medida de la estructuracion y
diferenciacion entre poblaciones. Se obtuvieron los estadisticos F de Wright (Weir &
Cockerham 1984, Weir & Hill 2002) en sus tres niveles jerarquicos (F;s, Fi7, Fsr) describir
la distribucion de la diversidad genética dentro y entre poblaciones. Estos indices se
obtuvieron por locus con el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet 2002).

Otro analisis que se realiz6 para la evaluacion de la estructura genética fue un
Analisis de Varianza Molecular (AMOVA; Excoffier et al. 1992, Hartl & Clarck 1997), que
utiliza métodos permutacionales, basados en las diferencias entre sumas de cuadrados
de pares de observaciones, generando una matriz de distancias cuadraticas de varianza
molecular a diferentes niveles jerarquicos de agrupacién (diferencias entre poblaciones y
entre los individuos). Este analisis se realizd con el programa Arlequin 3.1 (Excoffier et al.
2006), utilizando 30,000 permutaciones. Se calculé Fsr como estimador de las diferencias
alélicas entre poblaciones y su analogo Rsr, que como ya se menciond, es mas adecuado
para los microsatélites, ya que esta basado en la varianza de los tamafos alélicos.

El flujo genético o migracion es un aspecto importante relacionado directamente con
el grado de estructura y diferenciaciéon genética, el cual puede ser medido indirectamente
por el numero de migrantes (Nm), calculado a partir de las diferencias alélicas entre las
poblaciones y utilizando los estimadores Fsr y Rsr con la féormula Nm = [(1/Fs7) - 1] / 4
(segun Wright 1965, Hedrick 2000, Gillespie 2004). Este parametro se obtuvo con
Arlequin 3.1.

Un método que permite estudiar la diferenciacién entre las poblaciones y comparar
las frecuentas alélicas observadas y esperadas para cada locus, es el calculo de la
distancia genética (Aranguren-Méndez et al. 2005), que mide el grado de diferenciacion
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existente entre pares de poblaciones o especies, permitiendo ademas, la estimacion de
tiempos de divergencia entre éstas y la construccién de dendrogramas. Un tipo de
distancia ampliamente utilizada para marcadores acordes al modelo de mutacion SMM
como los microsatélites es la distancia de Nei (Dy; Nei 1972, Reynolds et al. 1983, Nei &
Takezaki 1994), definida como:

Dy =-In (Iy)

donde Iy es el indice de similitud o identidad genética de Nei (Nei 1972), que se define
como:
m m

In= 2 (Pix Py)/[( ZPs’)( sziyZ)]”Z
i=1 i=1 i=1

donde Py es la frecuencia del alelo i en la poblacion x y P;, es la frecuencia del alelo i en la
poblacién y, m es el numero de alelos presentes en el locus. El valor de la distancia
genética es inversamente proporcional a la identidad o similitud genética (Hedrick 2000).
Para complementar el andlisis de la distancia genética entre las poblaciones de
Cozumel, se incorporaron los genotipos de individuos de B. constrictor provenientes del
continente, especificamente de los estados de Yucatan (7 individuos), Campeche (3),
Tabasco (3) y Jalisco (5), y se estimé a su vez la distancia genética entre estas
poblaciones y las de Cozumel. Posteriormente se construydé una matriz de distancias
genéticas con la que se obtuvo un arbol de Neighbour-Joining (N-J), utilizando la
paqueteria de programas PHYLIP v.3.68 (Felstain 2008). Este método de agrupacion
encuentra pares de unidades taxonémicas operacionales (OTU’s), las cuales en este caso
son las distancias pareadas de cada poblacién, minimizando las distancias de las ramas
del arbol durante cada paso del proceso de agrupamiento, partiendo de una topologia de
estrella. Para obtener el nivel de soporte entre las ramas de las diferentes poblaciones en
el arbol de N-J, se realizé un “bootstrap” con 1,000 réplicas. Cabe sefalar que las
localidades fuera de Cozumel sélo se utilizaron para el analisis de distancia, y no para los
otros realizados en este trabajo, debido a su reducido tamafo de muestra.
Adicionalmente, ser realizé un analisis factorial de correspondencias (AFC Benzécri
1973) con el programa Genetix 5.1.26 (Belkhir et al. 2004). EI AFC permite analizar datos
cualitativos a partir de la construccién de tablas de contingencia. Los objetos analizados,

en este caso los individuos, son vistos como una nube de puntos en un hiperespacio con
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tantas dimensiones como numero de alelos existan. El algoritmo del programa busca la
direccion en el hiperespacio en la cual los datos producen un elongamiento maximo o
inercia. En este caso, para tomar en cuenta el genotipo de cada individuo, a cada uno de
los alelos en los diferentes loci se les asigna un valor de 0 para la ausencia, 1 para el
estado heterocigoto y 2 para el estado homocigoto (Belkhir et al. 2004). Especificamente
el analisis factorial de correspondencias se hizo sobre las poblaciones (‘AFC sur
populations’), ya que permite manipular el centro de gravedad de las muestras y visualizar
asi mas facilmente la posicion de los individuos en las nubes de puntos (Belkhir et al.
2004).

6.4.8 Alelos Nulos

Se considera como alelo nulo a aquellas versiones alélicas que no generan algun
producto identificable (Hedrick 2000). En términos de loci microsatélites, éstos son
resultado de mutaciones en las regiones flanqueantes al motivo, que impiden la unién de
los primers a dicha regién (Brookfield 1996, Allendorf & Luikart 2007) y por ende su
amplificacion, lo que genera que los heterocigotos con un alelo nulo sean analizados
como homocigotos. Ello puede generar un aparente exceso de homocigotos vy
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg. Se utilizé el programa Micro-Checker 2.2.3
(Van Oosterhout et al. 2004) para detectar la presencia de alelos nulos, con un intervalo
de confianza de 95% y 1,000 repeticiones.

Este programa también corrige las frecuentas alélicas y genotipicas en caso de
encontrar alelos nulos. Se eligio el estimador Brookfield 1 (Brookfield 1996), el cual
supone que no existen homocigotos con alelos nulos y permite descartar las muestras
que no amplificaron debido a DNA degradado o poca cantidad de DNA templado, asi
como detectar errores en el genotipado (Van Oosterhout et al. 2004). La heterocigosidad
observada es calculada como n2/n1+n2, donde n1 es el numero de individuos con una
sola banda y n2 el numero de individuos con dos bandas, mientras que la heterocigosidad
esperada es la sumatoria del producto de las frecuencias alélicas observadas.

Adicionalmente a este analisis, con el programa Free-Na (Chapuis & Estoup 2007)
se estimé la Fsr de Weir (1996) mediante el método ENA (Excluding Null Alleles; Chapuis
& Estoup 2007), el cual permite corregir cualquier efecto generado por la presencia de
alelos nulos. Otro método implementado en el programa es el INA (Including Null Alleles;
Chapuis & Estoup 2007), con el cual se obtiene una base de datos con los genotipos
corregidos, y a partir del cual se estimé la distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards
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(Dc.s, 1967) en el programa GeneClass 2. Este tipo de distancia geométrica es
ampliamente utilizada para marcadores codominantes (como los microsatélites) sin

asumir suposiciones bioldgicas (Cavalli-Sforza & Edwars 1967):

6.4.9. Parentesco, cuello de botella y tamafrio efectivo

La capacidad de inferir las relaciones genealdgicas (parentesco) entre los individuos
de una poblacién es una herramienta importante con amplias aplicaciones en los estudios
evolutivos y de conservacion (Blouin 2003). Los métodos para el andlisis de parentesco
se pueden dividir en dos grandes categorias: (/) métodos de “conectividad” (relatedness),
gue analizan a los individuos con respecto a la identidad por descendencia de sus alelos,
y (ii) métodos de relacion (relationship), que clasifican a los individuos por categorias en
una genealogia (progenitor-descendiente, hermanos, medios hermanos, etc.) (Marshall et
al. 1998, Blouin 2003). Con el programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006) se estim6 la
relacién de parentesco entre los individuos, el cual usa pruebas de maxima verosimilitud y
ofrece ambos tipos de resultados (de conectividad y de relacion).

Las poblaciones que han experimentado reducciones sustanciales o recientes en el
tamafo poblacional, como cuellos de botella, son sujetas a diversos cambios: se
incrementa la probabilidad de identidad por descendencia, puede aumentar el efecto de
factores estocasticos como la deriva génica y sustancialmente se genera un decremento
en la variacion geneética, lo que resulta en una limitante en el potencial evolutivo (Garza &
Williamson 2001, Palstra & Ruzzante 2008). Para determinar si las poblaciones en la isla
han pasado por cuellos de botella, se utilizé el programa Bottleneck 5.1.26 (Cornet &
Luikart 1996). Cabe resaltar que en poblaciones que han sufrido reducciones en el
tamario efectivo poblacional, la diversidad alélica (nimero de alelos) se pierde mas rapido
que la diversidad genética en conjunto (heterocigosis observada), por lo que si se
encuentra un exceso de heterocigosidad observada respecto a la heterocigosidad
esperada, se puede considerar que la poblacion ha sufrido un cuello de botella reciente.
Ello se ha comprobado para loci que siguen el modelo de mutacion de alelos infinitos
(IAM, 5-10%), bajo un equilibrio de mutacién y deriva (Cournet & Luikart 1996).

Debido a que los microsatélites presentan predominantemente el modelo de
mutacién paso a paso (SMM) pero con un cierto porcentaje de mutacién tipo IAM, se
recomienda considerar un tipo de mutacién denominado de dos fases (TPM, Di Renzo et

al. 1994, Cournet & Luikart 1996). Asi, se estimé la heterocigosidad observada y esperada
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bajo el modelo de TPM (90% SMM y 10% IAM) y una varianza de 10%. Se emplearon
ademas los valores “default” del programa (70% SMM y 30% IAM con varianza de 10%),
ambos con 10,000 replicaciones. Para determinar si la poblacion presentd un exceso
significativo de heterocigosidad se realizé una prueba de Wilcoxon, ya que ésta puede
usarse con pocos loci y sin importar el tamafio de muestra. Este proceso se realiz6 para
cada poblacién y para la poblacién de Cozumel en conjunto, tomando en cuenta los datos
acerca del numero reducido de individuos introducidos.

Otro efecto relevante que ocurre con la diversidad genética al presentarse un cuello
de botella, es que el numero de versiones alélicas presentes en una poblacién se pierde
mas rapidamente que el rango de alelos (longitud de repeticiones) (Garza & Williamson
2001). Con el programa M_P_VAL (Garza & Williamson 2001) se obtuvo el indice Garza-

Williamson (2001), que se basa en esta proporcion del numero y rango de alelos:

M = k/R+1

donde k es el numero de alelos en un locus en una poblacion y R es el rango alélico
(diferencia entre el alelo mas grande y el mas pequefio). Este valor se obtuvo para las
poblaciones por separado y para la poblacion en conjunto de Cozumel.

Para determinar la significancia de los indices M obtenidos, se compararon estos
valores observados con respecto a una distribucion de valores obtenidos de simulaciones
poblacionales, con el programa CRITICAL_M (Garza & Wiliamson 2001). Estas
simulaciones se realizaron de la siguiente forma: se simula inicialmente una poblacion
bajo equilibrio de Hardy-Weinberg, y posteriormente que pase por un proceso de deriva
génica basado en el modelo matematico de Wright-Fisher (1931); se realizan 10,000
permutaciones de este proceso y se calcula el indice M en cada permutacion;. Estos
indices se organizan en orden decreciente y se escoge el valor M de la permutacion 9501,
es decir, este valor critico de M (Mc) se considera como aquel valor donde en el 95% de
las veces, M > Mc. Los parametros utilizados para estas simulaciones provienen de los
propios datos: tamafio de muestra, nimero de alelos en cada loci y tipo de repeticion del
motivo. El tipo de mutacidon que se considera en estas simulaciones es el modelo TPM.

Otros parametros considerados para la generacion de Mc son: Ag considerado como el

tamarfo promedio del microsatélite generado por un proceso de mutacion diferente del
modelo TPM, Pg como la proporcién de mutaciones tipo TPM en el microsatélite y 0=

4Nep (Garza & Williamson 2001). Se consideraron los valores “default” del programa
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donde Ag =2.8, Pg = 0.8 y u= 5X10™ /loci/generacién. Este indice permite detectar la
distribucion alélica de poblaciones con cambios drasticos en tamafio poblacional, lo que
permite distinguir entre aquellas poblaciones con reducciones recientes de aquellas que
han tenido tamafos poblacionales pequefios por mucho tiempo (Garza & Williamson
2001). Valores cercanos a 1 se reportan para poblaciones estacionarias, mientras que
para poblaciones que han sufrido reducciones poblacionales drasticas los valores son
cercanos a cero

Un concepto ampliamente difundido a pesar de que no existe una definicion precisa
de éste, es el de tamano efectivo (Ne), el cual se refiere a la porcion de individuos en una
poblacién que puede reproducirse exitosamente, ya que estos son los que contribuyen a
la generacion siguiente en términos demograficos y genéticos (Hedrick 2000). Existen
diferentes métodos que permiten estimar Ne, en relacién con diferentes cualidades de las
poblaciones: (/) métodos directos basados en el censo directo de los individuos, que
utilizan informaciéon como la proporcién de sexos; (ii) métodos ecoldgicos y demograficos,
que adicionan informacion disponible de las poblaciones como la estructura de edades,
fecundidad o tasa reproductiva; y (iii) los métodos indirectos que utilizan marcadores
moleculares, los cuales se basan en los cambios en la diversidad y estructura genética o
en la teoria de coalescencia (Moreno 2008).

Para estimar el tamano efectivo tanto de las poblaciones por separado, asi como de

todos los individuos de la isla en conjunto, se usaron dos métodos:

1) Un método de estimacion del tamafio efectivo (Ne) a partir de la medida del
desequilibrio de ligamiento en una poblacién (Hill 1981, Waples 1991), implementado
en el programa NeEstimator v1.3 (Peel et al. 2004). El desequilibrio de ligamiento por
efecto de una reduccién en el tamafio poblacional es generado a partir del muestreo
de gametos en la generaciéon anterior que se distribuyen al azar entre un pequeno
nuamero de cigotos. Este cambio en las frecuencias alélicas y genotipicas en la
generacién anterior proveen una medida de la probabilidad por descendencia de los
alelos en una poblacién, lo que a su vez se puede utilizar para estimar Ne (Hill 1991,
Waples 1991, 2006).

Asi, el tamafio efectivo por desequilibrio de ligamiento se puede calcular a partir de

loci no ligados como:

Ne(D) = 1/[3 (r*1/S)]
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donde r es el coeficiente de correlacidén entre loci, el cual se traduce como la
probabilidad de que un gameto recombinante sea producido durante la meiosis
(Gillespie 2004) y S es el tamano de la muestra. El valor de r se calcula como: r = D/[p
(1-p) g + (1-q)]1/2, donde p y q son las frecuencias del alelo A en el locus 1 y el alelo B
en el locus 2, respectivamente, y D es la diferencia del producto de los gametos
parentales menos el producto de los gametos recombinantes. Para realizar este
método el programa requiere de un aproximado del numero de generaciones que han
sucedido a partir de la reduccion poblacional al presente (en nuestro caso el momento
de la introduccién). Este calculo se realizé con base en el tiempo generacional de las
hembras (GT), respecto al tiempo transcurrido a partir de la introduccién (Ficetola et
al. 2008):

GT = (AM+L)/2

donde AM es la edad en la cual se alcanza la madurez sexual y L es la longevidad.
Para el caso de B. constrictor AM= 3 anos y L= 30 afos, por lo que GT= 16.5
afios/generacién. Por lo tanto, el numero de generaciones que han ocurrido en la isla
desde su probable introduccién hasta el presente (1971-2008), es de 2.24

generaciones.

Se obtuvo un estimado del Ne a partir del parametro poblacional O (Theta), el cual

permite estimar el nUmero de mutaciones por generacion a partir de la homocigosis

esperada (HomE) en una poblacion con equilibrio entre mutacién y deriva, junto con
un proceso de mutacion tipo SMM (Excoffier et al. 2006), donde 0 = (1 - HomE)/HomE

= 4Nep. Este parametro se obtuvo para cada poblacién y en la poblacién de Cozumel
en conjunto con el programa Arlequin 3.1, utilizando una tasa de mutacion p tipica

para microsatélites de vertebrados que va de 1X10° a 1X107° (Avise 1994).
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7. Resultados

El numero total de individuos utilizados en este estudio fue de 64; 13 machos y 17

hembras, el resto (34) no pudieron ser sexados (Fig. 2).
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Figura 2. Mapa de localizacion de 56 individuos con datos de ubicacion geografica

utilizados en este estudio



7.1 Amplificacion de loci microsatélites

Solo se pudieron utilizar cuatro loci de microsatélites de los 12 que se probaron, ya
que los seis loci heterélogos reportados por Hille et al. (2002) no amplificaron con
nuestras muestras, a pesar de multiples ensayos y pruebas distintas. Dado el nulo éxito
se contacté al autor, quien sefialé que los resultados reportados en su estudio (Hillie et al.
2002) habian sido de pruebas realizadas con tejido de la anaconda Eunectes murinus y
no con muestras de B. constrictor, como se menciona en el articulo antes citado (Hille
comun. person.). De los loci especificos (Booth et al. En revision), el loci Bci-19 resultd
monomorfico, mientras que el loci Bci-23, cuyas amplificaciones fueron analizadas tanto
en PAGE como en secuenciador y con 65 individuos, se observo la presencia sistematica
de tres alelos (188, 208 y 220 bp) y con un genotipo heterocigoto en todos los individuos,
por lo que se descartd su utilizacion. Los loci restantes (Tabla 1), incluyendo aquellos
creados para la boa de Jamaica Epicrates subflavus, se pudieron amplificar y genotipar

correctamente y fueron polimérficos.

Tabla 1. Loci de microsatélites polimérficos utilizados en este estudio para B. constrictor.

Nombre Secuencia del primer Rango Motivo Fluorescencia  GenBank
observado (bp)

Bci-14 Fw  GCTGTGGTTGGTAAGCAA 230-286 (AAGA)6(AGGA),y  HEX SIN
Bci-14 Rv. - AAGACAGAACCCAGCCAA
Bci-21 Fw  TTGAGAGATGGACCTGGA 238-274 (AG)12 6-FAM SIN
Bci-21 Rv. - AGAGACGGAGATACCCAA
usat1 Fw GTTTCTTTTTGTTTGTTGTTCCCAATGCC  328-392 (AGAT)+6 HEX EU138906
usat1 Rv GGTGGAGACTATAAATGCCTTACTT
usat36 Fw  GTTTCTTTGATACTGGACAGAAAAG 274-306 (CTTT)13(CTTC)12 6-FAM EU138912
usat36 Rv. AAATCAAACAGAAGGGAAAG
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7.2 Definicion de subgrupos y asignacion de individuos sin datos

Con el programa Geneland, se observd que en 11 de las 15 corridas totales
utilizadas con la combinacion de modelos “F-model’ + “Spatial model’, se generd la
definicion de dos poblaciones [Ln Pr(K=2) = -1152.343] cuyos individuos fueron
repetidamente distribuidos de la misma forma. Asi, de aqui en adelante estas poblaciones
se denominan como CZM1 y CZM2 (Fig. 3).
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Figura 3. Distribucion de las dos poblaciones obtenidas tras el analisis de agrupacion.
CZM1 se muestra en color blanco y CZM2 en color verde
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El analisis de asignacion realizado posteriormente a la definicion de las dos
poblaciones, distribuyé a los 11 individuos sin datos de georreferencia homogéneamente
en ambas poblaciones: seis individuos fueron asignados a la poblacion CZM1 (83.6 a
99.2% de probabilidad de pertenencia a esta poblacion) y 5 individuos a CZM2 (74.8 a
99.6% de probabilidad). Con ello se obtuvo un numero final total de 30 individuos
presentes en CZM1 y 34 en CZM2.

7.3 Equilibrio de Hardy Weinberg

Se observé que para la poblacion CZM1 existe un exceso de heterocigotos para
los loci BCI-14 y usat36 (Tabla 2), asi como una deficiencia de heterocigotos en los loci
Bci-21 y usat1, los cuales fueron significativos después de la correccién de Bonferroni
secuencial. Los valores de coeficiente de fijacion (F;s) segun el método de Weir &
Cockerham mostraron valores de -0.086 a 0.381. Para la poblacion CZM2, no se muestra
una deficiencia de heterocigotos significativa, El resultado basado en el método exacto de
Fisher, que toma en cuenta a todos los loci en conjunto, mostré que la poblacion CZM1, lo
mismo que al considerar la poblacién de Cozumel en conjunto, estan fuera de equilibrio
de Hardy-Weinberg (P < 0.001).

Tabla 2. Coeficientes de fijacion (F;s) de Weir & Cockerham para cada locus por cada

poblacion (*P < 0.05 con correccion de Bonferroni secuencial)

Pob. Locus Fis P Pob. Locus Fis P Pob. Locus Fis P
CzZM1 Bci-14  -0.054  0.033* CZM2 Bci-14  0.121 0.029 | Cozumel Bci-14  0.065 0.0001*
Bci-21  0.381 0.0004* Bci-21 0.056 0.064 | en Bci-21 0.217 0.0*
psat1 0.400 0.001* usat1 0.305 0.017 | conjunto  pusat1 0.346 0.0*
usat36 -0.086  0.0008* usat3é 0.226  0.022 usat36  0.094  0.0*

7.4 Desequilibrio de ligamiento

Se encontré que de las seis combinaciones posibles entre los cuatro loci utilizados,
ninguna presentd desequilibrio de ligamiento significativo para ambas poblaciones (P <
0.05), lo mismo que al analizar la poblacién de Cozumel en conjunto, donde no hubo

desequilibrio de ligamiento después de la correccion de Bonferroni secuencial (Tabla 3).
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Tabla 3. Desequilibrio de ligamiento entre pares de

loci (*P < 0.05, con correccion de Bonferroni secuencial)

Pares de loci P
Bci-14-Bci-21 0.469
Bci-14-usat1 0.043
Bci-21-usat1 0.370

Bci-14-usat36 0.305
Bci-21-usat36 0.030
usat36-usat1 0.509

7.5 Diversidad Genética

Los cuatro loci utilizados en el analisis fueron polimoérficos en ambas poblaciones
(Tabla 4). EI mayor numero promedio de alelos observados y efectivos se observé en
CZM1, con 7 y 5.4 respectivamente, mientras que en CZM2 fueron 6 y 3.3. La media total
de la poblacién con respecto a estos valores fue 9.2 alelos observados y 4.3 alelos
efectivos. En CZM1, el locus con el menor valor tanto de alelos observados como
efectivos fue usat1 (5 y 1.9, respectivamente), mientras que los valores mayores se
encontraron para el locus Bci-14 con 11y 7.7. En el caso de CZM2, de nuevo, el locus
usat1 tuvo los valores menores (5 y 2.6), y el locus con valores mayores fue Bci-21 (7 y
4.3).

En la poblacion CZM1, la heterocigosidad observada promedio fue Ho = 0.667, con
valores entre loci de 0.300 a 0.933, mientras que en CZM2 fue Hy = 0.581 (intervalo 0.441
a 0.735). Para la poblacion total, Ho promedio fue 0.621 (intervalo 0.375 a 0.750) (Tabla
4). Los valores promedio de heterocigosidad esperada (Hg) y heterocigosidad de Nei
(Hne) para Cozumel fueron 0.740 y 0.746, respectivamente; para CZM1 0,689 y 0.700, y
para CZM2 0.740 y 0.746 (Tabla 4). Los loci que presentaron una menor y mayor
diversidad genética en términos de heterocigosidad fueron Bci-14 y usatl para la
subpoblacion CZM1, Bci-21 y usat1 para CZM2 y para la poblacion en conjunto fueron
Bci-14 y usat1, respectivamente

Con respecto a los pares de comparaciones entre las heterocigosidades observadas
en cada loci, estas no muestran diferencias significativas (t..1 =0.047, g. I.= 3, P > 0.05),
consecuentemente, los valores de diversidad genética observados entre el par de

poblaciones son similares.
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Tabla 4. Valores de diversidad genética para CZM1 y CZM2, asi como para la poblacién

de Cozumel en conjunto (A exc: alelos exclusivos por poblacion)

Poblacion Locus n, ne Aexc H, H, Hne
Cczm1 Bci-14 11 7.7 6 0933 0.871 0.886
N=30 Bci-21 11 6.3 5 0533 0.842 0.856
psat1 5 1.9 1 0.300 0.488 0.497
usat36 7 54 1 0.900 0.816 0.830
Media 8.5 54 3.25 0.667 0.754 0.767
Czm2 Bci-14 5 29 0 0.588 0.658 0.668
N=34 Bci-21 7 4.3 1 0.735 0.767 0.779
psat1 5 2.6 1 0441 0623 0.633
pusat36 7 34 1 0559 0709 0.719
Media 6.0 3.3 0.75 0581 0.689 0.700
Cozumel Bci-14 11 4.9 0.750 0.796 0.802
N=64 Bci-21 12 53 0.641 0.811 0.818
psat1 6 2.3 0.375 0.568 0.572
usat36 8 4.7 0.719 0.787 0.793
Media 9.2 4.3 0.621 0.740 0.746

7.6 Distribucion y diferenciacion de frecuencias alélicas

Se obtuvieron un total de 37 alelos en los cuatro loci analizados para B. constrictor
en la isla Cozumel en conjunto, el nimero de alelos por locus varié entre 6 y 12. Se
observaron alelos exclusivos en todos los loci en ambas poblaciones. El mayor nimero de
alelos exclusivos en la poblacion CZM1 fue de seis en el locus Bci-14 (Tabla 4; Fig. 5 y 6),
mientras que usat1 presentd un solo alelo exclusivo. Para CZM2, se observaron solo tres
alelos exclusivos, uno en cada locus, Bci-21, psatl y usat36, respectivamente.
Considerando todos los loci, la poblacion CZM1 presentd 13 alelos exclusivos, mientras
que CZM2 sélo 3, y ambas comparten 21 alelos (57%; Fig. 6), cuyas frecuencias varian
entre 0.015 y 0.683. El locus que presentd el mayor numero de alelos compartidos fue
usta1, del cual las dos poblaciones comparten 5 alelos de 6 (83.3%), con frecuencias que
van de 0.033 a 0.683; mientras que el locus con menor numero de alelos compartidos fue
Bci-14 (5 alelos de 11; 45%), con frecuencias que van de 0.083 a 0.529 (Figs. 5, 6).

Los resultados de la diferenciacion alélica muestran que solo el locus psat1

presentd una distribucién homogénea, siendo heterogénea para el resto (Tabla 5; P <
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0.05, con correccion de Bonferroni). Considerando los cuatro loci en conjunto, se observé

una distribucion alélica heterogénea para ambas poblaciones (P < 0.001).
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poblacion: CZM1-anaranjado, CZM2-verde
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7.7 Distribucion y diferenciacion de frecuencias genotipicas

Se encontraron un total de 73 genotipos para los cuatro loci para la poblacion de la isla
en conjunto, que variaron de 24 genotipos para el locus Bci-14 a 11 para psat1 (Anexo 6). El
locus Bci-21 presentd el mayor numero de genotipos homocigotos, con 7, mientras que el
locus Bci-14 presentd solo 3. Asimismo, el locus Bci-14 presentd el mayor numero de
genotipos heterocigotos (17) y el menor fue en usat1 (6).

La distribucion de los genotipos entre poblaciones fue homogénea para los loci Bci-21 'y
usat1, y heterogénea para los otros dos (P < 0.05, con correccion de Bonferroni) (Tabla 5). Al
considerar los cuatro loci en conjunto, se observa que CZM1 y CZM2 presentaron una

distribucién genotipica heterogénea (P < 0.001).

Tabla 5. Diferenciacion alélica y genotipica para cuatro loci,

entre las poblaciones CZM1 y CZM2 (*P < 0.05 con correccion de Bonferroni)

Alélica Genotipica
Locus P S. E. P S. E.
Bci-14 0.000* 0.0000 0.000*  0.0000
Bci-21 0.008* 0.0004 0.042 0.0009
usat1 0.128 0.0019 0.352 0.0025

usat36 0.000* 0.0001 0.001*  0.0001

7.8 Estructura y diferenciacién genética

Con respecto a los estadisticos F de Wright, los valores positivos de Fs indican una
deficiencia de heterocigotos para todos los loci, con valores que fueron de 0.101 a 0.349
(Tabla 6). El intervalo de valores para Fsr fue 0.002 a 0.077, lo que indica que en todos los
loci las frecuencias alélicas son diferentes (Tabla 7). Los valores de Fsry Rsr pareados para
ambas poblaciones fueron de Fsr =0.037 con un valor de Nm = 6.5, y Rsr =0.090 y Nm = 2.5.
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Tabla 6. Estadisticos F segun el método de Weir & Cockerham

Locus Fis Fsr Fir
Bci-14 0.101 0.077 0.026
Bci-21 0.219 0.002 0.217
usat1 0.349 0.007 0.344
usat36 0.118 0.052 0.069
Total 0.184 0.039 0.153

Los resultados de la AMOVA mostraron, con base en los valores de Fsr, que poco mas
del 81% de la variacion se distribuy6 en los individuos, 14.7% se localizd entre individuos
dentro de las poblaciones, mientras que cerca del 4% de la variacién se atribuyé a la
existente entre poblaciones (Tabla 7). Los resultados basados en Rsr mostraron lo mismo
(64.9% en los individuos, 26% entre individuos dentro de las poblaciones y 9% entre

poblaciones).

Tabla 7. AMOVA con base en (a) valores de Fsry (b) valores de Rsr(*P < 0.05)

Sumade Componentes % de
Fuente de variacion gl P
cuadrados de la varianza variacion
Entre las poblaciones 1 5.271 0.056Va 3.69 0.00196*
Entre individuos dentro 62  104.783 0.223 Vb 14.71 0.00000*
de las poblaciones
En los individuos 64 79.5 1.242 Vc 81.6 0.00000*
Total 127 189.555 1.5622
indice de Fijacién Fs;=0.0369
Sumade Componentes % de
Fuente de variacion g. L. P
cuadrados de la varianza variacion
Entre las poblaciones 1 4063.279 53.039 Va 9.092 0.00000*
Entre individuos dentro 62  42285.69 151.685 Vb 26.001 0.00000*
de las poblaciones
En los individuos 64 24234 378.656 Vc 64.907 0.00000*
Total 127 70582.969  583.381

indice de Fijacion Rs7=0.0909
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La distancia genética de Nei entre las poblaciones CZM1 y CZM2 fue de 0.110. En el
arbol de NJ obtenido a partir de los valores pareados de distancia genética, se observa que
estas dos poblaciones se agrupan en un nodo, el cual muestra el nivel de soporte mas alto
(83.6%) (Anexo 8). Se observé ademas que las poblaciones de la peninsula (Tabasco,
Campeche y Yucatan) forman un grupo, que se encuentra mas cercano a la poblacion de
Cozumel que a las de Jalisco, que es el grupo mas distanciado. Cabe senalar que los valores
de soporte de cada nodo deben considerarse cuidadosamente debido al reducido niumero de
individuos en las poblaciones del continente, asi como por el nimero de loci utilizados.

El anadlisis factorial de correspondencia mostré la presencia de dos grupos que, aunque
dentro de una nube continua de puntos, se distinguen claramente, por un lado los genotipos
de la gréfica tridimensional pertenecen a la poblacién CZM1, y aquéllos al otro lado a CZM2
(Fig. 8). Destaca la presencia de puntos “outliers” en ambas poblaciones, los cuales indican la
presencia de algunos individuos con profundas diferencias genotipicas.
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Figura 8. Proyeccion tridimensional del analisis factorial de correspondencia para las
poblaciones CZM1-azul y CZM2-amarillo
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7.9 Alelos nulos

Los resultados indicaron la presencia de alelos nulos en dos loci de cada poblacion y en
un locus al analizar la isla en conjunto (Tabla 8), pero donde sdlo el locus usat1 tuvo alelos
nulos consistentes para los tres casos (poblaciones e isla). El locus Bci-14 no present6 alelos
nulos en ningun nivel de comparacion. Asimismo, se obtuvieron las frecuencias alélicas
corregidas para alelos nulos con el método Brookfield 1 (Anexo 7), donde el valor de Fsr
corregido fue de 0.361, el cual no fue significativamente diferente del valor de Fsr sin
correccion (0.360). Asimismo, el valor de distancia de Cavalli-Sforza (Dc.s), tanto corregido

como sin correccion para alelos nulos fue el mismo: Dq.s= 0.317.

Tabla 8. Presencia de alelos nulos en cada locus para las

poblaciones CZM1 y CZM2 y para la isla en conjunto

Locus CZM1 CzZMm2 Cozumel en conjunto
Bci-14 No No no
Bci-21 Si No no
usat1 Si Si Si
pusat36 No Si no

7.10 Parentesco, cuello de botella y tamario efectivo

El analisis de parentesco mostré que existen relaciones de parentesco entre individuos
al interior de cada poblacion y entre los individuos de la isla en conjunto (Tabla 9). Para el
caso de CZM1 (435 combinaciones), el mayor porcentaje fue para el caso de individuos no
relacionados (79%), seguido del tipo de relacion de hermanos, medios hermanos y en menor
proporcion la relacion padres e hijos (3.4%). Para CZM2 (561 combinaciones) y la isla en
conjunto (2016 combinaciones), el tipo de relaciéon en mayor proporcion fue también la de sin

relacion, pero seguido de medios hermanos (Tabla 9).

Tabla 9. Relaciones de parentesco entre los individuos de CZM1,

CZM2 y de la isla en conjunto

Parentesco CzZM1 CzZMm2 Cozumel
Padres-Hijos 3.4% 11.5% 5.7%
Medios hermanos 5.7% 24.7% 11.8%
Hermanos 11% 11.5% 5.3%
Sin relacion 79% 52% 77.2%
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Los resultados del analisis de cuello de botella mostraron que hay evidencia de cuello
de botella asociado a un exceso de heterocigosis en la poblacion CZM2 y para la poblacion
de Cozumel en conjunto, bajo el modelo IAM (P < 0.05). Ni CZM1, CZM2 ni la poblacién en
conjunto mostraron evidencia de cuello de botella bajo los modelos de TPM en sus dos
modalidades y bajo el modelo SMM (Tabla 10).

Tabla 10. Exceso de heterocigosis en ambas poblaciones y para la isla en conjunto bajo

los diferentes modelos de mutacién establecidos (*P < 0.05)

> Modelo de
Poblacion > P
mutacion
IAM 0.06250
TPM 70%-30% 0.15625
CZM1
TPM 90%-10% 0.56250
SMM 0.56250
IAM 0.03125*
TPM 70%-30% 0.09375
CZM2
TPM 90%-10% 0.84375
SMM 0.96875
IAM 0.03125*
TPM 70%-30% 0.90625
Cozumel
TPM 90%-10% 0.96875
SMM 1.00000

En relacién con los indices Garza-Williamson se obtuvo un valor de M = 0.213 para
CZM1 y para CZM2 de M = 0.182, mientras que para Cozumel fue de M = 0.197, siendo
todos significativamente menores a los valores criticos de M (Mc) (P < 0.05) (Tabla 11), lo
que significa que si existié una reduccion drastica y/o reciente del tamafio poblacional. Cabe
sefalar que se realizaron varias simulaciones a partir de diferentes valores de theta, bajo la
suposicion de que el tamafo efectivo se considera como el tamafio poblacional anterior al
“cuello de botella” (Marshall Jr. et al. 2009).
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Tabla 11. Valores de M observados para CZM1, CZM2 y la isla en conjunto, asi como los

valores criticos Mc obtenidos con distintas simulaciones de theta (P < 0.05)

Poblacion ~ Theta (0) Ne M Mc P
1 500 0.213 0.725 0.015*
2 1000 0.700 0.015*
4 2000 0.682 0.016*
CzZMm1
6 3000 0.669 0.016*
8 4000 0.660 0.016*
10 5000 0.657 0.016*
1 500 0.182 0.730 0.012*
2 1000 0.707 0.013*
4 2000 0.688 0.013*
CzZM2
6 3000 0.675 0.013*
8 4000 0.671 0.014*
10 5000 0.663 0.014*
1 500 0.197 0.734 0.013*
2 1000 0.716 0.014*
4 2000 0.707 0.014*
Cozumel
6 3000 0.704 0.014*
8 4000 0.701 0.014*
10 5000 0.699 0.014*

Se obtuvo un tamafio efectivo poblacional (Ne) para CZM1 de Ne = 90.5 individuos,
calculo basado en el desequilibrio de ligamiento en un momento en el tiempo; para CZM2 fue
Ne = 138.4 y para Cozumel en conjunto fue Ne = 485.8. Con respecto a la estimacién a partir
del parametro poblacional theta, con tres tasas de mutacion tipicas en microsatélites de
vertebrados, se obtuvieron para CZM1 tamaros efectivos que van de 574.9 a 57,493
individuos, para CZM2 de 469.8 a 46,981 individuos y para Cozumel de 522.37 a 52,237
individuos (Tabla 12).
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Tabla 12. Tamafio efectivo poblacional para cada poblacién y la poblacion de la isla en
conjunto obtenidos a partir del parametro poblacional Theta

Tasa de
Theta (0) > Ne
mutacion ()
1X10° 574.9
CZM1 = 2.299 1X10™ 5749.4
1X10° 57493.7
1X10° 469.8
CZM2 = 1.879 1X10™ 4698.1
1X10° 46981.0
1X10° 522.4
Cozumel = 2.081 1X10* 5223.8

1X10° 52237.7




8. Discusion

8.1 Amplificacién de microsatélites y diversidad genética

Este trabajo representa el primer estudio de diversidad y estructura genética de B. constrictor
en México, ademas, se utilizaron por primera vez microsatélites como marcadores
moleculares para analizar la variabilidad genética de una poblacion natural de esta especie.

A pesar de que recientemente se han utilizado microsatélites en estudios genéticos en
varias familias de reptiles (Lougheed et al. 2000, Howeth el al. 2008, Tzika et al. 2008b), su
uso en serpientes (Prosser et al. 1999, Manier & Arnold 2005, Lukoschek et al. 2008, Tzika et
al. 2008, 2009, Marshall et al. 2009) se ve limitado debido a que este tipo de marcadores
requieren de un disefio y optimizacién especificos. Esta limitante fue evidente al intentar en
este trabajo la amplificacion de microsatélites en B. constrictor disefiados para especies de
las familias Colubridae (Nsu2, Nsu3, Ts1 y Ts4) y Elapidae (Hb2 y Hb30). Otro tipo de
marcadores moleculares con relativamente menor dificultad en su disefio y optimizacion,
como mtDNA, RAPD’s, AFLP’s 0 ISSR’s, se han utilizado con éxito para evaluar patrones de
diversidad y estructura genética en serpientes en relacion con procesos en tiempo ecolégico
(Prioir et al. 1996, Groot et al. 2003, Guicking et al. 2006).

Cabe resaltar que, en relacion con el niumero de alelos observados, éste fue mayor para
los loci especificos de boa (Bci-14 y Bci-21) en comparacion con aquellos no especificos
(disefiados para Epicrates subflavus; psat1 y usat36, Tzika et al. 2008a, 2009). Este patron
es congruente con lo observado en otras especies de serpientes, como el caso de Nerodia
clarkii compressicauda, donde se utilizaron de manera similar cuatro loci de microsatélites, un
par especificos y un par disenados para otra especie del mismo género; en seis poblaciones,
el numero de alelos para los loci no especificos varia entre 2 y 7, mientras que para los loci
especificos es de 13 a 17 alelos (Jansen et al. 2008). A pesar de que Boa y Epicrates son
géneros filogenéticamente cercanos (Bubring 2005), el tiempo de divergencia aproximado
entre Boa y los otros géneros de la subfamilia Boinae -Eunectes, Epicrates y Corallus- es de
aproximadamente 50 millones de afios (Noonan & Chippindale 2006). La amplificacion
exitosa de los loci usatl y usat36 en B. constrictor, permite inferir que las regiones
flanqueantes al motivo de estos loci se encuentran altamente conservadas a lo largo de la
subfamilia, y que se ha conservado un polimorfismo ancestral en las regiones motivo; por lo

que resulta factible pensar en la utilizacién de estos loci para el analisis de otras especies de
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la familia Boidae. La amplificacion heterdloga exitosa de loci microsatélites se ha observado
en otros vertebrados; Lima-Rosa et al. (2000) mencionan la ampliacién exitosa de loci
disenados para los géneros de roedores Rattus y Mus, en ratones de los géneros Oryzomys,
Oligoryzomys, Oecomys, Nectomys y Rhipidomys (Muridae), pero también con una pérdida
de polimorfismo alélico.

La heterocigosidad observada para la poblacion de boa de la isla en conjunto fue
moderadamente alta (Ho= 0.621, Hg= 0.740, Hyg= 0.746), pero comparativamente menor con
respecto a poblaciones de vertebrados que han permanecido demograficamente estables (Ho
=~ 0.85, Allendorf & Luikart 2007, Douglosh & Parker 2008). Sin embargo, el valor encontrado
es similar a la heterocigosis observada en otras poblaciones de lagartijas y serpientes que
han estado sometidas a fragmentacion del habitat, disminucién del tamano poblacional o que
han pasado por un cuello de botella asociado a un efecto fundador (Prosser et al. 1999, 2000,
Jansen et al. 2008). Por ejemplo, la lagartija Anolis cristatellus, introducida de Puerto Rico a
la Republica Dominica en el afo 2000, presenta valores de Ho= 0.774 en la poblacion
introducida, mientras que en dos poblaciones del sitio de origen es de Ho= 0.798 y 0.892
(Eales et al. 2008).

Se observa también que, a pesar de que la poblacion CZM1 presenté una diversidad
alélica mayor respecto a la poblacién CZM2, la heterocigosidad observada promedio no fue
significativamente diferente (Ho CZM1= 0.667 = Ho CZM2= 0.581). Esto puede explicarse
debido a que la diversidad alélica (numero de alelos) se pierde mas rapidamente que la
heterocigosidad durante un cuello de botella, lo que resulta en valores similares de Ho entre
poblaciones, a pesar de que exista una diferenciacion alélica y genotipica significativa entre
éstas.

Una de las hipotesis planteadas en este trabajo era que B. constrictor en Cozumel
presentaria una variabilidad genética baja, en términos de diversidad alélica, debido a su
probable origen a partir de un reducido numero de individuos. Sin embargo los resultados
mostraron que la poblacion de Cozumel en conjunto tiene una diversidad alélica
relativamente alta, asi como la ausencia de un desequilibrio de ligamiento (relacionado
también con cambios en el tamafo poblacional).

Un aumento en la diversidad genética de marcadores moleculares con segregacion
mendeliana, como los microsatélites, puede relacionarse directamente con un aumento en el
tamano efectivo de los propagulos en el momento de la introduccion (Douglosh & Parker
2008). Multiples introducciones, o la introduccion de propagulos provenientes de diferentes

fuentes de origen, pueden generar un aumento a corto plazo del tamano efectivo, Ne, lo que
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permite a su vez el mantenimiento de hasta el 80% de la diversidad genética, al comparar
una poblacién introducida con su poblacion de origen (Douglosh & Parker 2008). En nuestro
caso, a pesar de que no se pudo comparar directamente la relacién que guarda la poblacion
de Cozumel con la de sus posibles fuentes de origen (Morelos y/o Veracruz; Alvarez-Romero
et al. 2008), si podemos descartar la introduccion de individuos de multiples fuentes (Cuarén
comun. pers.), aunado ademas a que se observa un rango alélico continuo en la poblacion de
Cozumel en conjunto. Por lo tanto, la diversidad observada puede explicarse en términos de
factores inherentes a la biologia de esta serpiente, que pueden asociarse con un aumento de
la diversidad genética inicial de los individuos introducidos, dado por: i) la presencia de
hembras prefiadas durante la introduccion, ya que considerando que la introduccién fue en
abril, y que la época de apareamiento de la boa es durante diciembre a marzo, es probable
que haya habido nacimiento de crias inmediato a la introduccién; ii) se ha observado que la
introduccion de individuos no emparentados puede retrasar los efectos de la endogamia por
varias generaciones, proceso que disminuye la probabilidad de identidad por descendencia
entre los alelos en descendientes sucesivos (Allendorf & Luikart 2006); y ii/) se sabe que
existe paternidad multiple o almacenamiento de esperma de manera natural en reptiles,
incluyendo algunas familias de serpientes (McCraken et al. 1999, Server & Hamlett 2002,
Uller & Olson 2008). Asimismo, se conoce que taxa que presentan paternidad multiple
poseen también una mayor diversidad genética, asi como tamarfos efectivos mayores
comparandolas con grupos que presentan monogamia estricta (Karl 2008). A pesar de que la
paternidad multiple no se ha confirmado en ninguna subespecie de B. constrictor, si se
conoce que forman agregados multiples durante el apareamiento (B. c. occidentalis; Bertona
& Chiaraviglio 2003, Rivas & Burghardt 2005). También, se ha reportado almacenamiento de
esperma en individuos en cautiverio de la subespecie B. c. imperator (Smith 2005), donde
una hembra tuvo crias en dos ocasiones hasta 21 meses después de un Unico apareamiento.
Asi, si algunas de las hembras introducidas en Cozumel hubieran tenido esperma
almacenado de eventos reproductivos anteriores a la introduccion, ello podria asociarse a un
efecto fundador menor.

Se observé asimismo una desviacion significativa del equilibrio de Hardy-Weinberg en la
poblacion CZM1 y para la poblacién de la isla en conjunto. En el caso de la poblacion CZM1
los loci Bei-14 y usat36 mostraron una deficiencia de heterocigotos, mientras que en los loci
Bci-21 y psat1 hubo exceso de heterocigotos. Este contraste en el desequilibrio de Hardy-
Weinberg en poblaciones adyacentes o geograficamente cercanas a poblaciones en

equilibrio, se ha reportado para serpientes con una estructura genética a “escala fina”, donde
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poblaciones separadas por menos de 2 km exhiben este contraste, como la culebra acuatica
Nerodia sipedon sipedon (Prosser et al. 1999, 2000), en la vibora de cascabel Sistrurus
catenatus catenatus que presenta habitos de hibernacion (Lougheed et al. 2000), asi como
en otros reptiles, como en la lagartija Anolis unifomis, donde se observan poblaciones con
diferentes grados de desequilibrio, dependiendo del tamano de los “parches” de vegetacion
donde estas se localicen (Arroyo-Lambaer 62008).

La desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg puede darse en las poblaciones debido
a diferentes factores: deriva génica, seleccién, presencia de alelos nulos, endogamia o el
efecto Wahlund (Hedrick 2000, Allendorf & Luikart 2006, Templeton 2006). Este ultimo ocurre
cuando una muestra que es considerada como una sola poblacién, en realidad se encuentra
estructurada en varias subdivisiones, generadas ya sea por barreras ecolodgicas, fisicas o
temporales, lo que resulta en un exceso de homocigotos. Para este estudio se puede
descartar un efecto importante de los alelos nulos ya que solamente el locus usat1 presento
este tipo de alelos para la poblacién en conjunto. Por otro lado, el efecto Wahlund puede
sefialarse como factor causante de las desviacion del equilibrio de H-W en la poblacion de
Cozumel en conjunto, ya que como muestran los resultados, esta poblacion posee dos
“subdivisiones”: CZM1 y CZM2.

En cuanto a la poblacion CZM1, que presentod tanto un exceso como una deficiencia de
heterocigotos para ciertos loci, podria explicase en términos de la accién de la deriva génica
a nivel local. La ciudad de San Miguel Cozumel y la mayor zona hotelera de la isla se
encuentran dentro del area que ocupa CZM1: dada la cercania a esta zona habitada, con
frecuencia se matan o atropellan animales, lo cual se refleja en una menor presencia de boas
vivas (Romero-Najera 2006, Romero-Najera et al. 2007). Los 13 alelos exclusivos para esta
poblacion se encuentran en frecuencias muy bajas (0.017 a 0.117), y en no mas de tres
individuos de esta poblacion. Este numero reducido de individuos con alelos privados
concuerda con un escenario donde la deriva permite observar alelos que son poco frecuentes
en la poblacion de la isla en conjunto, pero son relativamente mas frecuentes en la poblacién
Czm1.

8.2 Estructura genética y diferenciacion

El valor de Fsr obtenido fue muy pequefio (0.037) y con un consecuente alto numero de

migrantes (Nm=6.5), lo que indica una diferenciacion genética débil (Hartl & Clark 1999,

Balloux & Lougon-Mouloin 2002). Los valores basados en Rsr fueron mayores (Rs=0.090 y
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Nm=2.5). Aunque se reconoce que el indice Rsr es mas adecuado para el analisis con
microsatélites, con tamafos de muestra reducidos (N < 50) y pocos loci analizados (< 20), Fsr
es mas adecuado para evaluar estructura genética (Gaggiotti et al. 1999), ademas de que
presenta una sensibilidad alta en relacién con flujo genético reducido (Balloux & Lougon-
Mouloin 2002). Dado que no hubo diferencias significativas al comparar los valores de Fsry
Dc.s con y sin la correccién para alelos nulos, se puede descartar un efecto de alelos nulos
sobre la estimacion de la estructura genética. Asimismo, se obtuvo un valor marcadamente
bajo de distancia genética entre poblaciones (Dyg= 0.110), mientras que su valor reciproco
que es la identidad genética, fue de 0.895, lo que indica también una escasa diferenciacion
entre CZM1 y CZM2. En el arbol de Neighbor-Joining (NJ), que incluye también poblaciones
de boa del continente, se aprecia que la distancia genética entre las poblaciones de Cozumel
es la distancia mas pequena en relacién con cualquier poblacion continental.

En varias especies de serpientes se ha observado una correlacion positiva entre la
distancia genética y la distancia geografica, es decir un aislamiento por distancia positivo y
significativo, asi como otros tipos de correlacion entre la distancia genética y factores
ambientales (e.g. temperatura), independientes del habito (terrestre o acuatico) y del tipo de
marcador molecular usado (Prioir et al. 1996, Prosser et al. 1999, Groot et al. 2003, Bertona &
Chiaraviglio 2003, Manier & Arnold 2005, Guicking et al. 2006, Jansen et al. 2008, Lukoschek
et al. 2008, Tzika et al. 2008a, 2009, Marshall Jr. et al. 2009). La topologia del arbol de NJ
sugiere un patron similar para las poblaciones de B. constrictor de México, dado que la
poblacion de Jalisco es la mas distanciada y las de la peninsula intermedias; sin embargo, es
necesario un muestreo mas completo para confirmar este patrén.

Los valores bajos de Fsr, indicativos de poca o nula estructuracion, van acorde con otra
de las hipotesis de este trabajo: que B. constrictor presentaria poca diferenciacion genética y
una baja estructuracion, resultado de la reciente introduccién a la isla hace poco mas de 40
afnos. Estos resultados concuerdan con datos de reptiles y anfibios introducidos en otras islas
oceanicas, como la Rana ribunda introducida a Gran Bretafia en 1935, que presenta valores
de Fsr entre 0.051 y 0.206 (Zeisset & Beebee, 2003); A. cristatellus introducida en la
Republica Dominicana en el afio 2000, presenta valores de 0.033 (Eales et al. 2008). Por el
contrario, poblaciones de reptiles nativos de islas oceanicas presentan una estructuracion
mas marcada: E. subflavus, serpiente endémica de Jamaica, presenta valores de Fsr de 0.12
(Tzika et al. 2008a), mientras que en las Islas Galapagos, especies del género de iguanas
Conolophus presentan valores entre 0.170 a 0.700 (Tzika et al. 2008b). Ademas, se ha

observado que los patrones de flujo genético en serpientes dependen frecuentemente de
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barreras ecoldgicas (Manier & Arnold 2006, Marshall Jr. et al. 2009), lo que se relaciona con
una mayor estructuracion de poblaciones nativas con respecto a las introducidas. Asimismo,
el alto numero de migrantes observado entre poblaciones es consistente con datos biologicos
reportados para B. c. occidentalis en el norte de Argentina, donde los machos durante la
época de reproduccion pueden llegar a desplazarse una distancia promedio de 1.5 km por
mes (Rivera et al. 2006).

La distribucion de las dos poblaciones de B. constrictor en Cozumel tiene una
estructuracion este-oeste, lo cual sugiere un efecto importante de la presencia humana (Fig.
2). Esto es, la poblacién de CZM1 se encuentra en la zona con mayor urbanizacién en la isla,
delimitada por caracteristicas antropogénicas del paisaje, como los ejes trazados para el
sistema de captacion de agua, el pueblo “El Cedral’” y la presencia de las carreteras
transversal y perimetral oeste. En contraste, la poblacion CZM2 se localiza en la zona con
menor ocupacion humana, incluido el parque estatal de “Punta Sur”.

La escasa pero clara estructuraciéon entre las poblaciones en Cozumel se aprecia
también con los resultados del analisis factorial de correspondencia donde se muestran dos
grupos formados por los genotipos de cada individuo, que corresponden a las dos
poblaciones genéticas (Fig. 8). Otra diferencia notoria entre las poblaciones fueron las
relaciones de parentesco: en CZM1 la mayor proporcion fueron individuos no relacionados
seguida de hermanos, mientras que para CZM2, la mayor frecuencia fue sin relacion, seguido
de medios hermanos. Esto sugiere que en la poblacion CZM1 puede existir una mayor
endogamia, lo cual ademas resulta congruente con el hecho de que esta poblacion se
encuentra fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg.

Finalmente, los resultados de la AMOVA mostraron que el mayor porcentaje de
variacion genética se distribuye dentro de los individuos (70%) y el menor entre las
poblaciones (4%). Ello es coherente con el hecho de tener un nimero desigual de alelos
exclusivos en las poblaciones, lo cual enfatiza las diferencias genotipicas entre los individuos
en cada poblacion. Patrones similares de varianza molecular se observan en serpientes y
lagartijas que han sufrido una reduccion poblacional o fragmentacion reciente (Eales et al.
2008, Jansen et al. 2008, Marshall Jr. et al. 2009), donde un 75% de la variacion genética se
observa en los individuos y menos de un 25% entre poblaciones o grupos.

Todo lo mencionado anteriormente sugiere que el tiempo desde la introduccién de la
boa a Cozumel y del establecimiento de las poblaciones es suficientemente reciente como
para que la diferenciacion entre poblaciones sea en la actualidad baja. Pero al mismo tiempo
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se evidencia que la estructuracién genética esta en proceso y que ésta sera mayor en el corto

0 mediano plazo.

8.3 Cuello de botella y tamafio efectivo

Los resultados mostraron evidencia de un cuello de botella asociado con exceso de
heterocigotos en la poblacion CZM2 y para la poblacién de Cozumel en conjunto, bajo el
modelo IAM. Por el contrario, no se detecté sefal de cuello de botella bajo los modelos de
TPM y SMM (Bottleneck; Cornet & Luikart 1996). Estos resultados deben tomarse con
precaucion ya que, bajo el modelo de mutacién IAM, es posible detectar un exceso de
heterocigosis asociado a cuello de botella cuando se utilizan microsatélites, incluso en
poblaciones que no han pasado por una disminucién poblacional reciente (Luikart & Cournet
1998). Ello porque los microsatélites se aproximan mas a un modelo de mutacién tipo SMM, y
el modelo IAM tiende a predecir una heterocigosis en equilibrio mutaciéon-deriva menor que el
esperado bajo SMM (Luikart & Cournet 1998). Con respecto a la no deteccién del cuello de
botella bajo los otros modelos de mutacion, puede deberse al hecho de que el numero de loci
polimaérficos recomendados para que este método detecte una reduccion poblacional es de al
menos cinco (Cournet & Luikart 1996, Luikart & Cournet 1998). Sin embargo, con base en el
indice Garza-Williamson (M ratio; Garza & Williamson 2001) se detectd una reduccién
drastica del tamafio poblacional para todos los casos (CZM1, CZM2 y Cozumel en conjunto).
Aunque los dos métodos utilizados se basan en el numero y proporcion de alelos, asi como
en el exceso de heterocigosidad para estimar cambios en el tamafo poblacional (M y Mc
Garza & Williamson 2001; He y Heq Cournet-Luikart 1996), el método Garza-Williamson
genera un indice dependiente del proceso de mutacion a partir de dichas caracteristicas, por
lo que se pueden considerar especificos para microsatélites (Garza-Williamson 2001). Otra
ventaja de este método es su capacidad para distinguir entre poblaciones que han sufrido
reducciones poblacionales recientes de aquéllas que han tenido un tamafo poblacional
reducido por largo tiempo (Garza & Williamson 2001). Por lo tanto, se puede concluir que si
existe una sefal de un cuello de botella en la poblacion de B. constrictor en la isla, acorde
con el hecho de que indudablemente, hubo un efecto fundador a partir de la introduccion de
un numero reducido de serpientes hace poco mas de 40 afios.

También se obtuvieron resultados diferentes en la estimacion del tamafo efectivo (Ne)

segun el método utilizado para calcularlo. La poblacién CZM2 presentd el tamafo efectivo
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mas grande al estimarlo con el método basado en el desequilibrio de ligamiento, mientras que
con el método basado en el parametro poblacional theta, el tamafio efectivo mayor fue para
CZM1. En general, los tamafios inferidos a partir de theta fueron en promedio 10 veces mas
grandes. Una posible explicacion para esta diferencia entre la estimacion del tamafio efectivo
puede ser que con el método de desequilibrio de ligamiento, si se tiene un tamafio de
muestra mucho menor que el Ne real, se puede subestimar el tamafio efectivo verdadero
(England et al. 2005). En comparacion, para la poblacién de Cozumel en conjunto se
obtuvieron tamafios efectivos similares con ambos métodos, por lo que se puede indicar un
Ne promedio para Cozumel de 490.6 individuos. Se han reportado valores de Ne similares en
serpientes con distribuciones geograficas restringidas: la culebra Nerodia erythrogaster
negleca, que se distribuye en poblaciones separadas por distancias de hasta 300 km,
presenta un Ne ajustado para un modelo de mutacién SMM de 563.8 a 1166.7 individuos. Un
estudio con las serpientes semiacuaticas Thamnophis elegans y T. sirtalis muestra Ne
similares, ya sea basados en un método de recaptura (Ne = 274.5), como a partir de
microsatélites (Ne = 325.75) (Manier & Arnold 2005).

8.4 Boa constrictor en Cozumel con respecto a otros ejemplos de introduccién de serpientes

Hay pocos ejemplos que hayan estudiado especificamente la introduccion de serpientes es a
islas oceanicas y que sean comparables con este trabajo. Un ejemplo ampliamente estudiado
y del cual se tienen datos muy precisos acerca del proceso e impacto de la introduccion es el
de la serpiente arb6rea marrén Boiga irregularis, la cual se distribuye de manera natural en
Indonesia, Nueva Guinea y costas del norte de Australia, y que fue introducida
accidentalmente a la isla de Guam en 1952 (Fritts & Roda 1998, Roda et al. 2001, IUCN
2001). Cabe sefialar que en Guam no existian serpientes de manera natural. Entre 1960 y
1985, esta serpiente provoco la extincién virtual de todos los vertebrados terrestres nativos en
la isla: 10 especies de pajaros, dos especies de murciélagos y 10 especies de reptiles,
ademas de que esta serpiente posee un veneno moderadamente toxico para los humanos
(Fritts & Roda 1998), por lo que se han reportado casos fatales de mordeduras accidentales
en nifos pequenos (IUCN 2001, Roda et al. 2001). A pesar de que se tiene amplio
conocimiento sobre la biologia e historia de la invasién de B. irreqularis en Guam, solo
recientemente se han realizado estudios genéticos donde se investiga su origen (Rawlings en
prensa, Waye en prensa).
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Otro ejemplo es el de Natrix maura, una serpiente introducida a la isla de Mallorca,
Espafia, la cual se considera el principal factor de disminucion de las poblaciones del sapo
endémico Alytes muletensis. A pesar de que existian evidencias bioldgicas que sugerian la
introduccion reciente de N. maura en la isla (e.g. su ausencia en el registro fosil), fue gracias
a estudios moleculares basados en ISSR’s y mtDNA, que se logré confirmar que esta
serpiente fue introducida por los romanos durante el siglo | d.C, a partir de poblaciones
localizadas en Espafa y Francia (Guicking et al. 2006).

Es importante mencionar que la presencia de B. constrictor en Cozumel esta
directamente asociada con la disminucion de poblaciones de diferentes vertebrados terrestres
(Gonzalez-Baca 2006), ya que hoy por hoy es el depredador mas abundante de la isla. La
extincién virtual del roedor endémico Peromyscus leucopus cozumelae (Vega-Bernal et al.
2007, Fuentes-Montemayor et al. 2009) puede relacionarse directamente con la introduccién
de la boa, ya que mientras que este roedor era el mas abundante de los roedores antes de
1970, en los ultimos 15 afios no se ha tenido registro alguno de éste (Vazquez-Dominguez
com. pers.), periodo que coincide con la introduccion y expansion de B. constrictor en
Cozumel. A pesar de que el origen de la boa en Cozumel no ha podido ser confirmado
(Veracruz o Morelos), los resultados del presente estudio sugieren que, de las boas
continentales evaluadas en este estudio, estan mas cercanamente relacionadas con aquéllas
de la peninsula que con la de Jalisco. Un mayor muestreo, tanto de numero de individuos
pero sobre todo de localidades continentales, en conjunto con la utilizacion de mas loci de

microsatélites, permitiran resolver esta incognita.

57



9. Conclusiones

Boa constrictor en la Isla Cozumel presenta niveles de diversidad genética y alélica
relativamente altos, que a su vez son comparables con los observados en otras especies de
reptiles que han experimentado subdivisiones poblacionales a lo largo de su distribucién. La
poblacion total en la isla presentd una estructuracion genética que aunque escasa, permite
separarla en dos poblaciones, cada una con cualidades genéticas significativamente
diferentes. La presencia humana se observa como el factor principal que puede estar
generando esta diferenciacion.

Se confirmé que, como se habia hipotetizado, la poblacion de B. constrictor de Cozumel
si paso por un cuello de botella resultado de la introduccion de pocos individuos a la isla hace
40 afios. Por otro lado, la boa tiene un tamano poblacional efectivo similar al observado en
otras serpientes con distribuciones restringidas o que han sufrido una fragmentacion reciente
de su habitat.

Las caracteristicas anteriormente mencionadas concuerdan con el resto de los datos
ecologicos e histéricos que indican que B. constrictor fue introducida recientemente en la isla
Cozumel.

A partir de este caso en particular, se denota que es necesario profundizar en la
busqueda de informacién biolégica sobre estas especies introducidas, para tomar decisiones

acertadas con respecto a su manejo y control, pensando a corto y largo plazo.
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ANEXOS

Anexo 1: Individuos utilizados durante este estudio (64 individuos de la Isla Cozumel y
17 individuos continentales de México

ID individuo Fecha Localidad Sexo
BCO02 10/01/2008 Cozumel Hembra
BCO03 08/02/2008 Macho
BC04 08/02/2008 Hembra
BCO05 08/02/2008 Hembra
BC06 08/02/2008 Hembra
BCO07 24/01/2004
BCO08 24/01/2004
BC09 24/01/2004
BC10 24/01/2004
BC11 24/01/2004 Macho
BC12 24/01/2004 Macho
BC13 25/01/2004
BC14 25/01/2004 Hembra
BC15 25/01/2004
BC16 26/01/2004
BC17 29/01/2004
BC18 27/01/2004
BC19 27/01/2004
BC20 16/07/2001
BC21 16/07/2001
BC22 03/08/2001 Macho
BC23 05/08/2001 Hembra
BC24 05/08/2001 Macho
BC26 13/11/2001 Hembra
BC27 16/11/2001 Hembra
BC28 09/12/2001
BC29 10/12/2001
BC30 11/12/2001
BC31 13/12/2001 Macho
BC32 16/12/2001
BC33 27/01/2002
BC34 02/04/2002 Hembra
BC35 02/04/2002 Macho
BC36 06/04/2002 Macho
BC37 07/04/2002 Hembra
BC38 07/04/2002 Hembra
BC39 20/07/2002 Hembra
BC40 08/08/2002
BC41 09/08/2002
BC42 12/08/2002 Macho
BC43 14/08/2002 Hembra
BC45 11/09/2002
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26/11/2002
06/02/2003
06/02/2003
21/02/2003
21/02/2003
21/02/2003
07/03/2003
08/03/2003
08/03/2003
10/03/2003
01/05/2001
03/05/2001
31/07/2001
21/12/2001
15/08/2002
16/08/2002
17/08/2002
07/10/2002
15/10/2002

03/09/2008

Hembra
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Macho

Macho
Hembra

Hembra

29/08/2002
29/08/2002
29/08/2002
29/08/2002
29/08/2002
29/08/2002
30/08/2002
30/08/2002
30/08/2002
30/08/2002
30/08/2002
30/08/2002
30/08/2002

11/06/2001
15/06/2001
27/12/2007

Mérida

Mérida

Mérida

Mérida
Campeche
Campeche
Campeche
Tabasco
Tabasco
Tabasco
Valladolid
Puerto Vallarta
Puerto Vallarta
Puerto Vallarta
Manzanillo
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Anexo 2: Extraccion de DNA

Anexo 2.1: Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial DNeasy Blood and
Tissue Kit marca Qiagen® a partir de tejido animal.

Pesar un pedazo de tejido de entre 10 y 20mg (equivalente a un
segmento de entre 4 y 6mm) secarlo brevemente sobre papel
absorbente, colocarlo en un tubo de 1.5-2mL. Macerar o desgarrarlo
un poco.

A 4

Adicionar 180uL buffer ATL (tissue lysis buffer) y 20uL de
proteinasa K (20mg/mL), vortexear brevemente durante Dependiendo del tipo,
tun"c()‘s segur)t’jgls e inm:bar an56° C hca;sta ciue sle gisuelvadel cantidad y estado del
ejido. Periédicamente vortexear durante el tiempo de tejido, esto puede llevar

degradacion desde 1hr, hasta una
noche.

A 4

Vortexear 15s, adicionar 200ulL de buffer AL (lysis buffer),
vortexear nuevamente y adicionar 200ul de etanol

A 4

Transferir el lisado (incluyendo cualquier precipitado)
cuidadosamente a las columnas con su tubo recolector
rasneactiva v cantrifiinar a R000rnm diirante 1 min

Y

Colocar la columna en un nuevo tubo colector y
adicionar 500uL de buffer AW1, centrifugar 1min a
8000rpm.

Y

Colocar la columna en un nuevo tubo colector y

adicionar 500uL de buffer AW2, centrifugar 2min a
1ANNNrNnM

A 4

Colocar la columna en un tubo nuevo y adicionar 50uL de buffer AE (buffer
de elucion), y centrifugar 1min a 8000rpm. Este paso de elucién se puede
realizar en dos pasos, usando 2 centrifugaciones adicionando 254l de buffer
AE en c/u

\4
Almacenarel DNAa-20°C
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Pesar una porcién de tejido de entre 5 y 10mg (equivalente a
un 4-6mm), secarlo brevemente sobre papel absorbente,
colocarlo en un tubo de 1.5-2mL Macerar o desgarrarlo un poco

Y

Adicionar 180uL de solucién MDT (solucion de lisis) y 20uL
de EDT (proteinasa), vortexear brevemente durante unos

Periédicamente vortexear durante el tiempo de
degradacion

Y

Posteriormente centrifugar a 10 000rpm 3min a

“temperatura ambiente” (que la centrifuga este a menos de
2K° ) recratar el anhrenadante en 11n tithn niievn

A 4

Agregar 180uL de solucion LTD, vortexear unos segundos e
incubar a 70° C durante 10 min. Posteriormente adicionar
240uL de etanol >96% y poner unos segundos en spin

A 4

Transferir el lisado cuidadosamente al las columnas y realizar

una primera presurizacion hasta que todo el liquido haya 9
nacadn nor la memhrana de la colimna

Y

Adicionar 750uL de la solucion de lavado WDB al cartucho con
mucho cuidado de NO TOCAR la membrana en la columna,
presurizar hasta que pase todo lo liquido por la membrana

A 4

Adicionar a la columna de 100 a 200uL de solucion de
elucion CDT para recuperar el DNA de la membrana y

por la columna

\4
Almacenarel DNAa-20°C

presurizar prolongadamente hasta pasar todo el liquido ¢ >

Anexo 2.2: Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial Quick Gene DNA
Tissue Kit S de la marca Fujifilms Life Sciences® a partir de tejido animal

Dependiendo del
tipo, cantidad y

segundos e incubar a 55° C hasta que se disuelva el tejido. [ > estado del tejido,

esto puede llevar
desde 30min, hasta
una noche.

Colocar el Mini 80 en posicién
de WASH y procurar que las
columnas y cubetas de
desecho estén colocadas
correctamente en los carriles

REALIZAR ESTE LAVADO 3
VECES

Colocar el Mini 80 en posicion
de ELUTION y colocar un
tubo f nuevo y estéril en el

carril correspondiente
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Anexo 2.3: Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial Quick Gene DNA
Whole Blood Kit S de la marca Fujifilms Life Sciences® a partir de sangre.

En un tubo de 1.5-2mL adicionar 200uL de sangre (sin haber
sido separado el plasma) junto con 30uL de solucion EDB
(proteinasa) y 250uL de solucién LDB (Buffer de lysis).

l

Vortexear brevemente  durante unos  segundos,
posteriormente incubar a 56° C durante 5 minutos.

A 4

Adicionar 240uL de etanol >96% vy realizar un breve spin
durante unos segundos

A 4

Transferir el lisado cuidadosamente al las columnas y
realizar una primera presurizacion hasta que todo el
liniidn hava nacadn nor la memhrana de la coliimna

A 4

Adicionar 750uL de la solucién de lavado WDB al
cartucho con mucho cuidado de NO TOCAR la
membrana en la columna, presurizar hasta que pase
todo lo liquido por la membrana

A 4

Adicionar a la columna de 100 a 200uL de solucion de
elucion CDB para recuperar el DNA de la membrana y

liquido por la columna

v
Almacenarel DNAa-20°C

Colocar el Mini 80 en posicion
de WASH y procurar que las
columnas y las cubetas de
desecho estén colocadas
correctamente en los carriles

REALIZAR ESTE LAVADO 3
VECES

Colocar el Mini 80 en posicién
de ELUTION y colocar un

presurizar prolongadamente hasta pasar todo el < »  tubo fnuevo y estéril en el

carril correspondiente
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Anexo 2.4: Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial Quick Gene DNA
Tissue Kit S de la marca Fujifilms Life Sciences® a partir de hueso.

Limpiar con agua destilada y etanol al 70% el pedazo de hueso que se desea utilizar para la
extraccion. Posteriormente triturarlo v pesar en un tubo de 1.5-2mL 10-20ma del mismo

Y

Adicionar a este 500ulL de EDTA 0.5M, pH 8.0 e incubar durante 3
dias a 55° C. Periddicamente agitar brevemente el hueso para
promover su descalcificacion.

Centrifugar a 5 000rpm, 3min a “temperatura ambiente” (que la centrifuga este a menos de
25° C), descartar el sobrenadante y adicionar al hueso precipitado 180uL de MDT (buffer
de lisis) y EDT (proteinasa), incubar a 55° C toda la noche, agitando periédicamente.

l

Centrifugar a 10 000rpm, 3 minutos a temperatura ambiente y
rescatar el sobrenadante en un nuevo tubo

A 4

Agregar 180pL de solucion LTD (Buffer de lisis y precipitacion), vortexear unos
seaundos e incubar a 70° C durante 10 min_

A 4

Posteriormente adicionar 240uL de etanol >96% vy
realizar un spin durante unos segundos

l

Colocar el Mini 80 en posicion

Transferir el lisado cuidadosamente a las columnas y realizar de WASH y procurar que las
una primera presurizacion hasta que todo el liquido haya [¢—— columnas y las cubetas de
nacadn nor la memhrana de la coliimna desecho estén colocadas

correctamente en los carriles

A 4

Adicionar 750uL de la solucion de lavado WDT al
cartucho con mucho cuidado de NO TOCAR la REALIZAR ESTE LAVADO 3
membrana en la columna, presurizar hasta que pase VECES

todo lo liquido por la membrana

Y

Adicionar a la columna de 100 a 200uL de solucién de Colocar el Mini 80 en posicion

elucion CDT y presurizar prolongadamente hasta [¢—— de ELUTION y colocar un

pasar todo el liquido por la columna tubo de 1.5 - 2mL nuevo y
estéril en el carril
correspondiente

v
Almacenarel DNAa-20°C
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Anexo 2.5: Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial Aquapure DNA

Issolation Kit de la marca BioRad® a partir de tejido animal.

Cortar un pedazo de tejido de aprox. 4mm, secarlo brevemente
sobre papel absorbente, colocarlo en un tubo de 1.5-2mL
Macerar o desgarrarlo un poco

Y

Adicionar 300uL de Genomic DNA Lysis Solution, mezclar
brevemente por inversion y adicionar 3puL de Proteinase K

C hasta que se disuelva el tejido. Periddicamente
vortexear durante el tiempo de degradacion

Y

Dejar enfriar a temperatura ambiente y adicionar 1.5uL de
RNAse A Solution (4mg/mL), mezclar por inversion
25veces e incubar a 37° C durante 1hr.

A 4

Dejar enfriar a temperatura ambiente, posteriormente adicionar
100uL de Protein Precipitation Solution y vortexear por 20s

Y

Centrifugar a 14 000rpm durante 3 minutos. Procurar que la
centrifuaa (o en su defecto las muestras) estén a aprox. 10° C.

Y

Dependiendo del
tipo, cantidad y

(20mg/mL). Mezclar por inversién 25 veces e incubar a 55° [¢ > estado del tejido,

esto puede llevar
desde 2hrs., hasta
una noche.

Rescatar el sobrenadante en un tubo nuevo de 1.5-2mL, adicionar 300uL de
isopropanol (2-propanol al 100%), mezclar por inversion gentilmente 50 veces

Y

Centrifugar a 14 000rpm durante 1 minuto, descartar el sobrenadante
cuidadosamente de no perder un pellet color claro. Secar brevemente en un
papel y adicionar 300uL de etanol al 70%. Mezclar por inversion.

l

Centrifugar a 14 000rpm durante 2 minutos, decantar
cuidadosamente el etanol para no perder el pellet de DNA

Y

Dejar secar el pellet con los tubos protegidos del polvo hasta que el

etanol se evapore completamente. Posteriormente afiadir 75uL de
NNA Hidratatinn Riiffer e inciithar a RR° . 1hr

v
Almacenarel DNAa-20°C

Preferentemente
realizar este lavado
2 veces
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Anexo 3 Elaboracion de geles de agarosa al 1y 1.5% para visualizacién de extraccion de
DNA y producto de PCR

Pesar 0.45g (gel al 1%) o 0.64g (gel al 1.5%) de agarosa grado
biologia molecular y agregar en 45mL de buffer TBE (Tris-
Borato-EDTA) 0.5X, pH 8.0, en matraz Erlenmeyer.

A 4

Calentar en microondas por periodos de 20s a potencia
media, hasta que se disuelva por completo. Tener cuidado
de aiie Ia mezela no se derrame n se evanare al hiiffar

\ 4
Dejar enfriar la mezcla hasta que se tolere tocarla con la mano

l

Verterla sobre la charola de gel previamente limpia y nivelada,
meter los peines para que se formen los pozos después de vaciar la

mezcla. Dejar que solidifique.

Preparar mezcla de DNA/buffer de carga de un frente, sobre papel parafilm de la siguiente

manera:
-3uL de loading de un frente (agua 30%, glicerol 30%, azul bromofenol 0.025%)

-2uL de DNA, ya sea extraccion o producto de PCR, esto por individuo o por muestra

A 4

Cargar cuidadosamente cada gota de muestra sobre c/u de los pozos, cargar en un
pozo de cada fila 2uL de marcador de peso molecular en el caso de producto de
PCR, o marcador “lambda” de 5, 10 y 25ng/ulL para extraccion

l

Correr a 100V durante 30 minutos. Tener cuidado de que el buffer con el que se realizo el gel,
tenaa la misma concentracion aue el bresente en la camara de electroforesis

A 4

Una vez terminada la electroforesis, se tifie el gel en una solucion de
bromuro de etidio al 5%, dejandola en la misma por 20min.

Y

Cuidadosamente, sumergir el gel en agua destilada para enjuagar el exceso
de bromuro durante 10 minutos.

Y

Visualizar bajo luz ultravioleta de alta intensidad (480nm), para tomar la fotografia correspondiente.
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Anexo 4 Elaboracion geles nativos de poliacrilamida y tincién con nitrato de plata:

-Gel de poliacrilamida (acrilamida 19:1)

12%
Acrilamida 40% 8.1mL
Buffer TBE 5X 5.4mL
ddH,0O 14.5mL
APS 25% 140uL
TEMED 14uL

-Fijador: etanol 10%, acido acético 0.5%

-Solucion de tincion Nitrato de plata

(AgNQO3) al 0.2%

800mL 1L
AgNO, 1.6g 29
ddH,0 800mL 1L

-Revelador: 3%NaOH + Formaldehido

800mL 2L
Etanol 80mL 200mL
Acido acético 4mL 10mL
ddH,O 716mL 1 790mL

800mL 2L
NaOH 2449 60g
ddH,0O 800mL 2L
formaldehido 4dmL 6mL

-“Stoper” EDTA

800mL 1L
EDTA NayeH,0 30g 60g
ddH,0O 1L 2L

Verificar que no haya fugas entre ambos vidrios al vaciar la acrilamida, esperar de
20 a 30 minutos para que polimerice

A 4

Cargar muestra con loading de 2 frentes (0.025% bromofenol, 0.025% xilen-
cianol, 30% glicerol, 70% agua) 3uL + 4uL muestra

A 4

Correr geles con buffer TBE 1X a 300V por 3 horas

A 4

Desprender el gel de ambos vidrios

cuidadosamente con ayuda de una espatula

Y

Sumergir el gel en 100mL de solucion
fijadora en agitaciéon suave por 5 min.

A 4

Enjuagar brevemente con agua destilada 3 veces
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l

Sumergir el gel en 100m
(p/gel) con agitacion sua

L de nitrato de plata
ve 10 minutos

A

y

Enjuagar brevemente co

n agua destilada 3 veces

A

y

Sumergir en 100mL de solucién reveladora + 0.5mL de formaldehido

al 37%, bajo agitacion suave de 10 a 15 minutos (revisar
constantemente hasta que aparezcan bandas definidas).

A

y

Enjuagar brevemente co

n agua destilada 3 veces

A

y

Sumergir el gel en 100mL de solucién stopper
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Anexo 5: Condiciones de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

A continuacion se muestran las condiciones de PCR asi como las temperaturas y

numero de ciclos de amplificacidn, utilizadas para cada par de primers. La reaccion de

polimerasa para cada individuo se realizé en un volumen final de 7.5uL. Cabe sefalar que

para el locus BCI-14, se utilizaron dos diferentes condiciones dependiendo del tipo de tejido

del cual se extrajo el DNA.

Bci-14 [MgCl2]= 1.5mM Master Mix [MgCI2]= 1.3mM Master Mix
Volumen final 7.5uL PCR X70 reacciones 7.5uL PCR X70 reacciones
H20 2.45 171.5 2.98 208.6
MgCl2 (50mM) 0.225 15.75 0.195 13.65
Buffer 10X 0.75 52.5 0.75 52.5
dNTP's (2mM) 0.98 68.6 0.975 68.25
PR (10uM) 0.45 31.5 0.675 47.25
PF (10uM) 0.45 31.5 0.675 47.25
Taq (5U/uL) 0.2 14 0.25 17.5
ADN 2 2clu 1 1clu

*[primer] = 0.6 uM *[primer] = 0.9 uM

PDC, exhubia Hueso y sangre

1) 95° C/2min
. 6)4° Ci=
@ sar s X35 5) 72° C/3min
3) 60° /308 4) 72° C/30s

Bci-21 [MgCl2] Master Mix

Volumen final 7.5ul p/PCR X 70 reacciones

H20 2.7 189

MgCl2 (50mM) 0.3 21

Buffer 0.75 52.5

dNTP's (2mM) 0.975 68.25

PR (10uM) 0.5625 39.375

PF (10uM) 0.5625 39.375

Taq (5U/uL) 0.15 10.5

ADN 1 1clu

*[primer] = 0.75 uM
1) 95° C/2min
. 6) 4° G/
@ ger ciame X35 5) 72° C3min

3) 27° C/30s 4y 72°

C/30s
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13 94° C/a0seq

1) 94° C/30seg

usat1 [MgCl2]= 2.0mM Master Mix

7.5u PCR X70 reacciones
H20 1.225 85.75
MgCl2 (50mM) 0.3 21
Buffer 0.75 52.5
dNTP's (2mM) 0.975 68.25
PR (10uM) 1 70
PF (10uM) 1 70
Taq (5U/ulL) 0.25 17.5
ADN 2 2clu

[primer] = 1.0uM

. 6) 4° Cfe
2 94 s X35 ) 72° CA0min
3) 85° C/30s 4y 72° Cf30s

usat36 [MgCl2]= 2.0mM Master Mix

7.5ul PCR X70 reacciones
H20 1.725 85.75
MgCl2 (50mM) 0.3 21
Buffer 0.75 52.5
dNTP's (2mM) 0.975 68.25
PR (10uM) 0.75 70
PF (10uM) 0.75 70
Taq (5U/uL) 0.25 17.5
ADN 2 2 clu

[primer] = 1.0uM

. £) 4° Cjee
2947 i X35 53 72° CA0min
3)50° C/30s 43 72° C/30s
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Anexo 6. Frecuencias alélicas en ambas poblaciones presentes en la Isla Cozumel (CZM1,

N=30, CZM2, N=34) y en la Isla como poblacién en conjunto (Cozumel, N=64)

Locus Alelo CZM1 CZM2 Cozumel
Bci-14 230 0.050 0.000 0.023
238 0.183 0.529 0.367
242 0.050 0.000 0.023
254 0.017 0.000 0.008
258 0.183 0.176 0.180
262 0.017 0.000 0.008
266 0.067 0.088 0.078
270 0.133 0.132 0.133
274 0.083 0.074 0.078
284 0.067 0.000 0.031
286 0.150 0.000 0.070
Bci-21 238 0.017 0.000 0.008
250 0.017 0.015 0.016
254 0.217 0.309 0.266
256 0.117 0.000 0.055
258 0.050 0.000 0.023
260 0.250 0.279 0.266
262 0.133 0.162 0.148
264 0.033 0.000 0.016
268 0.000 0.029 0.016
270 0.050 0.029 0.039
272 0.100 0.176 0.141
274 0.017 0.000 0.008
usat1 328 0.000 0.015 0.008
352 0.050 0.147 0.102
368 0.683 0.544 0.609
372 0.033 0.059 0.047
388 0.033 0.000 0.016
392 0.200 0.235 0.219
usat36 274 0.000 0.029 0.016
278 0.050 0.000 0.023
282 0.133 0.029 0.078
286 0.133 0.235 0.188
290 0.250 0.044 0.141
294 0.167 0.191 0.180
302 0.233 0.441 0.344
306 0.033 0.029 0.031
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Anexo 7. Genotipos observados en ambas poblaciones presentes en la Isla Cozumel (CZM1,
N=30, CZM2, N=34).

Bci-14 Bci-21
Genotipo CZM1 CZM2 Total Genotipo CZM1 CZM2 Total
230238 1 0 1 238254 1 0 1
238238 1 11 12 254254 3 1 4
230242 2 0 2 250256 1 0 1
238258 1 4 5 256256 1 0 1
258258 1 1 2 258258 1 0 1
238262 1 0 1 254260 4 7 11
238266 4 6 10 256260 2 0 2
238270 1 3 4 260260 4 4 8
242270 1 0 1 250262 0 1 1
254270 1 0 1 254262 1 5 6
258270 2 2 4 258262 1 0 1
270270 0 2 2 260262 0 2 2
238274 0 1 1 262262 2 1 3
258274 1 4 5 250264 0 1 1
258284 2 0 2 254264 1 1 2
270284 2 0 2 256264 1 0 1
238286 1 0 1 262270 1 0 1
258286 3 0 3 270270 1 1 2
270286 1 0 1 254272 0 6 6
274286 4 0 4 260272 1 1 2
262272 1 1 2
272272 2 2 4
usat 36 256274 1 0 1
Genotipo CZM1 CZM2 Total
274274 1 0 1
282286 2 0 2 psat1
286286 2 0 2 Genotipo CZM1 CZM2 Total
282290 0 7 7 352352 1 0 1
286290 1 2 3 328368 1 0 1
290290 0 1 1 352368 7 3 10
286294 3 4 7 368368 12 16 28
290294 1 0 1 368372 1 0 1
294294 2 0 2 372372 1 1 2
278290 2 0 2 352392 1 0 1
278302 1 0 1 368392 4 6 10
286302 6 2 8 372392 1 0 1
290302 1 1 2 388388 1 0 1
294302 5 6 11 392392 5 3 8
302302 9 2 11
282306 0 1 1
290306 0 1 1
306306 1 0 1
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Anexo 8. Arbol de Neighbour-Joining con seis poblaciones de B. constrictor

Jalisco

Tabasco

a5.4

Yucatan

100 Campect

cZmz

83.6

cZm
04

Arbol de N-J obtenido a partir de seis poblaciones de B. constrictor. Se observan los
valores de “bootstrap” de cada nodo obtenido con 1,000 réplicas (%). Cabe sefalar que la
escala de la distancia genética observada en el arbol se encuentra desproporcionada con
respecto a la distancia genética de Nei obtenida de los datos, debido al resmuestreo

generado a partir de las frecuencias alélicas observadas en cada loci.

CZM1 CZM2 Yucatdan Campeche Tabasco Jalisco |
CzMm1 - 0.895 0.302 0.358 0.356 0.211
CZM2 0.110 - 0.348 0.275 0.405 0.209
Yucatan 1.198 1.056 - 0.613 0.645 0.226
Campeche |1.027 1.291 0.490 - 0.807 0.157
Tabasco 1.032 0.905 0.438 0.214 - 0.281
Jalisco 1.558 1.567 1.489 1.854 1.269 -

Matriz de distancias genéticas de Nei (Dyg, debajo de la diagonal), asi como de identidad

genética (/ng, arriba de la diagonal) de seis poblaciones de B. constrictor.
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Anexo 9. Frecuencias alélicas corregidas con el programa Micro-Cheker (Brookfield 1) en

ambas subpoblaciones presentes en la Isla Cozumel (CZM1, CZM2) y la poblacion de la isla

en conjunto para cada locus

Bci-21 CczMm1 CzZM2 Cozumel total

Alelo Freq. Observadas Brookfield 1 | Freq. Observadas Brookfield 1 | Freq. Observadas  Brookfield 1
238 0.0167 0.0139 0.0078 0.0071
250 0.0167 0.0139 0.0156 0.0142
254 0.2167 0.1803 0.2656 0.2406
256 0.1167 0.0971 0.0547 0.0495
258 0.0500 0.0416 0.0234 0.0212
260 0.2500 0.2081 0.2656 0.2406
262 0.1333 0.1110 0.1484 0.1345
264 0.0333 0.0277 0.0156 0.0142
268 0.0156 0.0142
270 0.0500 0.0416 0.0391 0.0354
272 0.1000 0.0832 0.1406 0.1274
274 0.0167 0.0139 0.0078 0.0071

usat1 CczZm1 CZM2 Cozumel total

Alelo Freq. Observadas Brookfield 1 | Freq. Observadas Brookfield 1 | Freq. Observadas  Brookfield 1
3281 - - 0.0147 0.0131 0.0078 0.0069
352 0.05 0.0437 0.1471 0.1306 0.1016 0.0897
368 0.6833 0.5969 0.5441 0.4831 0.6016 0.5315
372 0.0333 0.0291 0.0588 0.0522 0.0469 0.0414
388 0.0333 0.0291 |- 0.0156 0.0138
392 0.2 0.1747 0.2353 0.2089 0.2266 0.2002

usati CZM2 Cozumel total

Alelo Freq. Observadas Brookfield 1
274 0.0294 0.0268
282 0.0294 0.0268
286 0.2353 0.2146
290 0.0441 0.0402
294 0.1912 0.1744
302 0.4412 0.4024
306 0.0294 0.0268
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