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RESUMEN

La genética de poblaciones evalla el nivel de variacion genética y diferenciacion dentro y entre
poblaciones, tomando en cuenta fuerzas evolutivas como la mutacion, deriva génica, migracion,
sistema de apareamiento y seleccion natural. Ademas, la estructura genética esta determinada
por diversos factores, como el tipo de vegetacidén en el que se distribuye una especie. En este
trabajo se estimé la diversidad y estructura genética en el murciélago zapotero, Artibeus
jamaicensis, en la Isla Cozumel. En particular, se evaluo si existia diferenciacién genética entre

tres tipos de vegetacion diferentes: selva, manglar y cenotes (11 localidades), empleando seis

microsatélites especificos en 104 individuos. La diversidad genética fue relativamente alta (H,
0.693; Hng = 0.825; n, = 8.8 en selvas, H, = 0.702; Hyg = 0.710 ; n; = 5.1 en manglares, H,
0.695; Hyg = 0.847; ny = 9.9 en cenotes; promedio total H, = 0.696; Hyg = 0.802; n, = 6.1),

mientras que la diferenciacion no fue significativa. Los valores de diferenciacion Fst y Rst fueron

no significativos entre todas las comparaciones posibles y el nivel de diferenciacion global fue
marcadamente bajo: Fst = 0.009 y G’st = 0.088. Los valores de distancia genética fueron, en
general, de bajos a moderados y no hubo aislamiento por distancia. La distribucién de la
variacion genética evaluada a través de un andlisis molecular de varianza entre diferentes tipos
de vegetacion fue nula. Los resultados anteriores estan directamente relacionados con la alta
movilidad detectada en esta especie en la isla (analisis de asignacion) —y consecuente flujo
génico—, independiente del tipo de vegetacion. El parentesco entre individuos fue bajo (F =
0.0193), donde soélo el 14% de los pares de individuos estdn emparentados. Asimismo, un
analisis espacial multilocus mostré que la poblacion islefia de A. jamaicensis esta compuesta
por una sola agrupacién genética. Estos resultados muestran que el tipo de vegetacion no es un
factor que determine la estructuracion genética en esta especie, probablemente relacionado con
el hecho de que ésta es una especie generalista, tanto de amplitud de dieta como de sitio de

percha, con una alta densidad poblacional.

Palabras clave: diversidad genética, tipo de vegetacion, microsatélites, Phyllostomidae
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ABSTRACT

Population genetics assesses the level of genetic variation and differentiation within and
between populations, taking into account evolutionary forces like mutation, genetic drift,
migration, mating system and natural selection. The genetic structure is also determined by
different factors, for example the vegetation type where the species is distributed. In the present
study, the genetic structure and diversity of the Jamaican fruit-eating bat Artibeus jamaicensis in
Cozumel Island was evaluated. Specifically, the existence of genetic differentiation among three
different vegetation types: tropical forest, mangrove and cenotes (11 localities), using six
microsatellite loci in 104 individuals. Genetic diversity was relatively high (H, = 0.693; Hng =
0.825; n, = 8.8 in tropical forest, H, = 0.702; Hyg = 0.710; ny, = 5.1 in mangrove, H, = 0.695; Hyg
= 0.847, ny, = 9.9 in cenotes; total average H, = 0.696; Hyg = 0.802; n, = 6.1), while genetic
differentiation was not significant. Fsr and Rst pairwise differentiation values were not significant
among all possible comparisons and the overall level of differentiation was markedly low: Fst =
0.009 and G’st = 0.088. Genetic distance values were, in general, from low to moderate and
there was not isolation by distance. Genetic variability distribution evaluated through an analysis
of molecular variance between different vegetation types was null. These results are likely
associated with the high vagility detected in this species on the island (assignment test) —and
consequent gene flow—, independent of the vegetation type. Relatedness among individuals
was low (F = 0.0193), where only 14% of all dyads are related. Likewise, an individual-based
clustering algorithm that takes into account multilocus genotypes showed that the A. jamaicensis
island population comprises only one genetic group or population. The present results show that
the vegetation type is not a determining factor of genetic structure in this species, most likely
related with its generalist nature regarding diet and roosting sites, together with its high

population density.

Keywords: genetic diversity, vegetation type, microsatellites, Phyllostomidae

11



1. INTRODUCCION

1.1 Genética de poblaciones

El estudio de las fuerzas evolutivas que afectan la variacion genética en las
poblaciones, asi como el cambio cuantitativo de las frecuencias alélicas, es materia de
estudio de la genética de poblaciones. La variaciébn genética se da por cambios en
secuencias de ADN resultado de mutaciones nucleotidicas, inserciones o deleciones de
fragmentos como los transposones, duplicaciones, o por cambios en la estructura y el
namero de cromosomas (Wayne y Miyamoto, 2006); ademas, la recombinacién también
genera variacion a través de procesos como la conversion génica y la hibridacion de
hebras de ADN (Lewin, 2008).

La genética de poblaciones parte de una base: el equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), la cual enuncia que en ausencia de fuerzas evolutivas las frecuencias alélicas y
genotipicas no cambiaran a través de las generaciones si la poblacion tiene un tamafio
poblacional infinito, con apareamiento aleatorio, asi como, si los individuos tienen
reproducciéon sexual y son diploides (Guo y Thompson, 1992; Hedrick, 2005a; Hamilton,
2009). Si una poblacion no estd en EHW, es evidencia de que alguna fuerza evolutiva
esta actuando sobre dicha poblacién (Hedrick, 2005a).

Si en un locus existen dos alelos, A y a, cada uno de esos alelos tiene una
frecuencia relativa en la poblacion, siendo p la frecuencia de A y g la frecuencia de a,
de manera que

p+tq=1

Conociendo las frecuencias alélicas se obtienen las frecuencias genotipicas
esperadas en una poblacion en equilibrio; p? es la frecuencia del genotipo AA; 2pq es la
frecuencia del genotipo Aa y g° es la frecuencia del genotipo aa.

Por lo que: p>+2pg + q°= 1

Esta ecuacion se refiere a la Ley del equilibrio de Hardy-Weinberg (Hamilton,
2009). Si la poblacion tiene frecuencias genotipicas que difieren estadisticamente de las
esperadas, la poblacion no estd en EHW (Hedrick, 2005a).
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Las fuerzas evolutivas que afectan la variacién genética son:

a) La seleccién natural, que es el mantenimiento de fenotipos y genotipos que
favorecen la supervivencia y aumentan la tasa de reproduccion de los individuos,
segun las condiciones ambientales (Castillo-Cobian, 2007; Hamilton, 2009).

b) La deriva génica, que es la fluctuacion aleatoria de frecuencias alélicas cuya
magnitud depende del tamafio poblacional (Gillespie, 2004).

c) La migracibn o flujo génico, que es el movimiento de alelos entre
subpoblaciones, resultado del intercambio génico entre individuos residentes y
migrantes (Hedrick, 2005a).

d) La mutacion, que es el cambio al azar y permanente en el ADN que origina
nuevos alelos a una cierta tasa, que generalmente es muy baja (Futuyma, 2005;
Hamilton, 2009).

e) El apareamiento aleatorio, ocurre en una poblacion donde todos los individuos
tienen la misma probabilidad de aparearse con todos. Pero si el apareamiento no
es aleatorio, se promueve la endogamia o el apareamiento entre individuos

emparentados (Hedrick, 2005a).

El motor que impulsa la evolucién es la variacion genética (Wayne y Miyamoto,
2006), de la cual surge la capacidad de las poblaciones para adaptarse a condiciones
diferentes del ambiente. Se considera que el tener altos niveles de variacion genética
conlleva a tener una mejor capacidad para la adaptacion, aunque hay excepciones a
esta regla (Amos y Harwood, 1998).

Existen varias formas de medir la variacion genética. La mas utilizada es la
heterocigosidad, que es la proporcion de heterocigotos presentes en una poblacion
(Gillespie, 2004; Hedrick, 2005a); esta medida tiene un valor esperado para una
poblacién en EHW y un valor observado que puede ser, o no, proximo al esperado
(Hedrick, 2005a). Otra medida es la proporcion de loci polimérficos que existe respecto
al numero total de loci estudiados; un locus polimérfico es aquel cuya frecuencia del
alelo mas abundante es menor a 0.95. Otras medidas son: el niumero de alelos

observados, que es el numero de alelos presentes en un locus para una poblacion y el
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namero efectivo de alelos, que se define como el reciproco de la homocigosidad
esperada (Hedrick, 2005a).

1.2 Estructura genética poblacional

En la mayoria de las especies, las poblaciones se dividen en subpoblaciones mas
pequefias, dentro de las cuales hay apareamiento entre individuos; a esta dinamica se
le denomina estructura poblacional (Hartl y Clark, 2006). Esta dinamica conlleva a que
la probabilidad de que dos individuos de la poblacion, escogidos al azar, se apareen, no
es la misma para todos los individuos (Hamilton, 2009), lo que a su vez provoca que las
frecuencias alélicas entre las subpoblaciones sean diferentes; cuando esto ocurre, las
subpoblaciones estan diferenciadas genéticamente (Hartl y Clark, 2006). El flujo génico
es la fuerza evolutiva contraria a la diferenciacion genética porque promueve la
homogenizacion de las frecuencias alélicas entre las subpoblaciones y, ademas, influye
en el efecto de otras fuerzas evolutivas como la seleccién y la deriva génica (Balloux y
Lugon-Moulin, 2002). Cuando una poblacién presenta estructura, la diversidad genética
dentro de las subpoblaciones se reduce, debido a que los apareamientos ocurren
predominantemente entre individuos de una misma subpoblacion, lo cual puede
aumentar el nivel de endogamia (Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Hartl y Clark, 2006).

El método més usado para medir la estructura genética son los estadisticos F
(Wright, 1931), que en general son una medida de la deficiencia de heterocigotos en
una poblacion respecto a los heterocigotos que habrian en EHW. Existen tres
estadisticos F: Fis, Fir y Fst. Fis mide la desviacion del EHW dentro de las
subpoblaciones y tiene valores negativos si hay un exceso de heterocigotos y valores
positivos si hay una deficiencia de éstos; Fir es la medida de la desviacion del EHW en
toda la poblacion; y Fsr mide la divergencia genética entre subpoblaciones y sus
valores pueden ir de 0 (nula divergencia) a 1 (cuando todos los alelos son diferentes

entre las subpoblaciones) (Allendorf y Luikart, 2007).
1.3 Marcadores moleculares: microsatélites

La variacién genética se mide por medio de marcadores que reflejan polimorfismos

moleculares. La mayoria de los marcadores moleculares utilizados en estudios
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genéticos son aquellos que presentan polimorfismos en el ADN, ya sea en secuencias
nucleotidicas o en variacion del tamafio en pares de bases (pb) (Vignal et al., 2002;
Avise, 2004).

Dentro de los marcadores moleculares mas usados se encuentran los
microsatélites, que son repeticiones en tandem de un motivo compuesto de 1 a 6
nucledtidos, encontrandose en todos los seres vivos conocidos (Hancock, 1999). Se
considera que son secuencias neutrales no codificantes (Schiétterer y Wiehe, 1999;
Oliveira et al., 2006); no obstante, intevienen en la organizacion estructural de los
cromosomas Yy pueden influir en la recombinacion, la replicacion del ADN, el ciclo
celular y en la expresion de genes (Li et al., 2002). Dado que poseen una alta tasa de
mutacion, son muy utiles en estudios genéticos. Gran parte de las mutaciones que
ocurren en los microsatélites consisten en cambios en el nimero de repeticiones del
motivo en el alelo (Eisen, 1999), lo cual se traduce en alelos que difieren en tamafio (en
pb), por lo que los genotipos se obtienen por diferentes combinaciones de alelos de
diferente tamafio (Selkoe y Toonen, 2006). Los microsatélites estdn delimitados por
unas secuencias llamadas regiones flanqueantes, las cuales son conservadas entre
poblaciones e inclusive entre especies cercanas. De estas secuencias se disefian
oligonucledtidos o primers complementarios para amplificar, por medio de la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), el locus microsatelital
(Selkoe y Toonen, 2006).

Diferentes parametros genéticos tales como la estimacion de diferenciacion o
tasa de migracion entre poblaciones, estan basados en el modelo mutacional del
marcador molecular particular que se usa. Como los microsatélites tienen una alta tasa
de mutacion, se han propuesto varios modelos mutacionales para analizar este tipo de
marcador. El mas comun es el modelo de alelos infinitos (IAM por sus siglas en inglés),
gue considera que una mutacion en un microsatélite involucra una adicion o delecion de
un nimero aleatorio de repeticiones, por lo que el nuevo alelo no existia previamente en
la poblacién. Otro modelo utilizado es el de mutacion paso a paso (SMM por sus siglas
en inglés), que postula que una mutacion se da por la adicién o delecién de una sola
repeticion, de modo que un alelo mutara sélo a tamafios alélicos muy cercanos a los ya

existentes (Estoup y Cornuet, 1999). Una variacion del SMM, llamado modelo de
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mutacion en dos fases (TPM por sus siglas en inglés) (di Rienzo et al., 1994), sefala
gue las adiciones o deleciones que un microsatélite sufre pueden abarcar una o varias

repeticiones (Estoup y Cornuet, 1999).

1.4 Poblaciones islefias

Las islas en general tienen una superficie limitada y, dependiendo de su ubicacion
geografica, son propensas a experimentar perturbaciones causadas por fendbmenos
naturales como vulcanismo, sismicidad y huracanes, entre otros (Fleming y Racey,
2010). Ello promueve que las islas tengan una baja riqueza de especies (Fleming y
Murray, 2009), tamafios poblacionales pequefios (Abdelkrim et al., 2005) y una alta
predisposicion a la extincion de sus especies (Frankham, 1997).

Las poblaciones islefias suelen presentar baja diversidad genética. Cuando una
nueva poblacion se establece en una isla, los individuos fundadores son normalmente
una muestra pequefia comparada con aquella de la que se originaron (del continente o
de otra poblacion islefia), lo que provoca que la diversidad genética de la nueva
poblacion se reduzca drasticamente, lo cual se asocia ademas con procesos como
deriva génica, cuellos de botella, etc. (Allendorf y Luikart, 2007). Asimismo, la poblacién
islela comunmente presenta alta divergencia respecto a la poblacién continental
(Frankham, 1997; Abdelkrim et al., 2005). Finalmente, las poblaciones islefias
normalmente mantienen bajos niveles de diversidad genética, ello asociado a tamafios
poblacionales pequefios (dependiendo del flujo génico que pueda tener con otras

poblaciones).

1.5 Quirdpteros

Los murciélagos, mamiferos del orden Chiroptera, son un grupo con gran diversidad de
especies, cerca de 1116 en el mundo (Kerth, 2008), de las cuales aproximadamente
140 se encuentran en México (Medellin et al., 1997). Una de las causas de la alta
diversificacion de los quirépteros fue la adquisicién de la capacidad de volar, Gnica entre
los mamiferos (Sears et al., 2006). Estos animales pueden vivir en una gran variedad
de ecosistemas terrestres y en un rango altitudinal muy amplio (Medellin et al., 1997);

en las regiones neotropicales son de los mamiferos mas abundantes y diversos
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(Ceballos y Miranda, 2000). Es destacable la amplia diversidad de habitos
alimentariosque tienen, hay especies frugivoras, folivoras, insectivoras, piscivoras,
carnivoras, nectarivoras, polinivoras y hematéfagas (Medellin et al., 1997; Ceballos y
Miranda, 2000). Gracias a esta diversidad de habitos, los murciélagos desempefan
funciones ecoldgicas vitales, siendo importantes dispersores de semillas y polinizadores
de muchas plantas tropicales y de zonas desérticas, ademas de ser fundamentales
para el control biolégico de poblaciones de artrépodos y de pequefios vertebrados
(Medellin et al., 1997; Ceballos y Miranda, 2000; Burland y Worthington-Wilmer, 2001).

1.5.1 Especie de estudio: Artibeus jamaicensis

Artibeus jamaicensis es una de las especies mas abundantes del Neotropico (Larsen et
al., 2007). Pertenece a la subfamilia Stenodermatinae, dentro de la familia
Phyllostomidae. Presenta alta variacion morfologica en toda su distribucion. Tiene una
longitud corporal total que varia de 65 a 94 mm; la longitud del antebrazo oscila de 52 a
67.4 mm, mientras que el peso va de 29 a 51 g. El pelaje del dorso puede ser grisaceo,
café grisaceo, raramente café oscuro, mientras que el pelaje ventral es mas pélido o de
tono nevado; presenta uropatagio angosto y desnudo o con escaso pelo; las patas y
antebrazos también tienen poco pelo; las lineas supraorbitales blancas del rostro son
tenues o ausentes; carecen de cola, tienen alas anchas color gris oscuro y la hoja nasal
estd muy desarrollada (Medellin et al., 1997; Reid, 1997; Ortega y Castro-Arellano,
2001; Ortega y Steers, 2005).

Esta especie puede vivir en bosque tropical lluvioso o seco, bosque mesofilo,
sabanas y en habitats modificados por el hombre; percha en cuevas, huecos de
troncos, follaje, tiendas formadas por hojas, tlneles y también en construcciones
humanas abandonadas (Ortega y Arita, 1999; Ortega y Castro-Arellano, 2001; Ortega y
Steers, 2005). Puede encontrarse en habitats cuya altitud oscila del nivel del mar a
2230 msnm (Ortega y Steers, 2005). Es esencialmente frugivoro aunque, segun la
disponibilidad de recursos, puede comer también hojas, insectos, flores, néctar y polen
y, puede alimentarse de una amplia diversidad de especies vegetales, si bien se
especializa en el consumo de higos (Flores-Martinez, 1999; Manzo y Estrada, 2000;

Ortega y Castro-Arellano, 2001). Asimismo, presenta densidades poblacionales muy
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altas, incluso de 200 individuos por km? (Ortega y Castro-Arellano, 2001). Algunos de
sus depredadores son los buhos y lechuzas, boas y otras serpientes arbdreas,
tlacuaches, coaties y halcones (Ortega y Castro-Arellano, 2001; Ortega y Steers, 2005).
Tiene un patron de reproduccion poliéstrico bimodal en el que poco después de
parir y durante la lactancia, las hembras estan receptivas, por lo que pueden tener
hasta dos crias por afio y, por lo tanto, hay dos picos de nacimientos anuales, los
cuales estan influenciados por la disponibilidad estacional de alimento, llegando a
presentarse desarrollo embrionario retardado en las hembras para que las crias nazcan
en la época de abundancia de recursos (Steers, 1998; Ortega y Arita, 1999; Ortega y
Castro-Arellano, 2001; Ortega y Steers, 2005). La especie presenta un sistema de
aparemiento poliginico, en el que las hembras se agrupan en harems y un macho
dominante se aparea con éstas y las defiende de los machos satelitales. En harems
medianos hay un sdlo macho dominante, pero en harems de mayor tamafo (>14
hembras) el macho dominante tolera a un macho subordinado, que colabora en la
defensa de las hembras y también se aparea con éstas (Ortega et al., 2008). El sistema
poliginico es mas estable en ambientes donde el sitio de percha es abundante, como en
cuevas, ya que los machos solo tienen que defender a las hembras de esa cueva, pero
donde los sitios de percha disponibles son escasos (huecos de troncos o follaje) los
harems son menos estables. Finalmente, se ha estimado que un individuo de A.
jamaicensis puede vivir hasta nueve afios (Ortega y Castro-Arellano, 2001).
Anteriomente se pensaba que la distribucién geografica de A. jamaicensis era
muy amplia; ademas, debido a la considerable variacion morfolégica que presenta, se
llegd a establecer que tenia hasta 13 subespecies (Simmons, 2005), abarcando cada
una extensas regiones neotropicales, desde Tamaulipas y Sinaloa en México, el sur de
Florida en Estados Unidos, hasta el extremo norte de Argentina, asi como todo el
Caribe (Davis, 1970; Ortega y Castro-Arellano, 2001; Larsen et al., 2007; Redondo et
al., 2008). Sin embargo, nuevos estudios filogenéticos entre las subespecies de A.
jamaicensis y entre las especies del género Artibeus han mostrado que algunas
subespecies son realmente especies, que la distribucion limite de A. jamaicensis se
restringe al norte de Colombia y sélo lo conforman seis subespecies (Larsen et al.,

2007, 2010a, 2010b; Redondo et al., 2008). Las subespecies que hay en México son
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cuatro: triomylus, richardsoni, paulus y yucatanicus (Hall, 1981; Ortega y Steers, 2005),
esta Ultima esta presente en Isla Cozumel (Jones y Lawlor, 1965; Hall, 1981; Engstrom
et al., 1989).

2. ANTECEDENTES

2.1 Estudios genéticos en Artibeus jamaicensis

Existe amplia informacién sobre la filogeografia y la historia evolutiva de A. jamaicensis
con base en estudios de ADN mitocondrial (ADNmt) (Pumo et al., 1988; Phillips et al.,
1991, Carstens et al., 2004; Larsen et al., 2007; Fleming et al., 2010). En estos trabajos
se han documentado niveles altos de diversidad genética y evidencias de flujo génico
entre poblaciones, especialmente entre islas distantes de las Antillas y entre
poblaciones de la peninsula de Yucatan con el Caribe, en virtud de la alta vagilidad de
la especie.

Recientemente se han hecho algunos estudios utilizando marcadores nucleares
como microsatélites; un ejemplo es el trabajo de Ortega et al. (2003) quienes estudiaron
harems en dos cuevas de Yucatan y encontraron que, aunque los machos dominantes
tienen el mayor éxito reproductivo, otros machos pueden engendrar crias si el tamafo
del harem es suficientemente grande. Otro resultado importante es que entre todos los
adultos y entre todas las crias, el parentesco fue muy bajo o nulo. Fleming y Murray
(2009), usando microsatélites y la regién control del ADNmt, determinaron que, tras la
llegada del huracan Ivan a la isla Gran Caiman en 2004, la diversidad genética
microsatelital no disminuyé y el nUmero de haplotipos aumentd después del huracan.
Utilizando AFLPs nucleares y citocromo b, Larsen et al. (2010a) probaron que,
resultado de la hibridizacion entre A. jamaicensis y A. planirostris, surgio la especie A.
schwartzi, la cual se restringe a la isla antillana de San Vicente y a otros islotes
aledafios.

Asi, los estudios genéticos realizados con A. jamaicensis han sido mayormente
sobre la inferencia de patrones evolutivos en escalas geograficas amplias y en un
marco temporal que abarca millones de afos. Sin embargo, a excepcion de Ortega et
al. (2003) y Fleming y Murray (2009), no se han realizado estudios genéticos en esta

especie en donde se evallen patrones de variacion y estructura genética a una escala
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geografica local y en escala temporal reciente. Tampoco se ha evaluado con esta
especie la relacion entre variables ambientales (bidticas o abidticas) y la diversidad y
estructura genética a escala local.

2.2 Efectos de factores ecoldgicos en la estructura genética

En murciélagos migratorios, el flujo génico suele ser elevado, aun en escalas
geograficas amplias (miles de km), mientras que, en especies con escasa movilidad, la
diferenciacion genética entre poblaciones, en general, es mayor, especialmente a una
escala geografica elevada (Burland y Worthington-Wilmer, 2001). Sin embargo, existen
factores ecoldgicos, como las condiciones prevalecientes del habitat en el que se
encuentra una especie (e.g., tipo de vegetacion, disponibilidad de recursos, humedad,
temperatura), asi como sistemas de organizacién social en grupos o colonias, que
pueden propiciar patrones de estructura genética a una escala local o regional (Juste et
al., 2009).

Miller-Butterworth et al. (2003) estudiaron la estructura genética del murciélago
Miniopterus schreibersii natalensis, en Sudafrica, cuya vagilidad es relativamente alta.
El principal hallazgo fue que las colonias de esta especie se estructuraban en tres
subpoblaciones, cuya distribucion espacial correspondia con cuatro biomas diferentes
de Sudafrica, que son fundamentalmente pastizales, matorrales y sabana. Es posible
que la estructura genética haya sido moldeada por adaptaciones locales a cada bioma,
como por ejemplo, la sincronizacion del ciclo reproductivo a la época de mayor
disponibilidad de alimento.

Utilizando el ADNmt, Juste et al. (2009) analizaron la estructura genética del
murciélago Eptesicus isabellinus, en el norte de Africa y sur de Espafia. Los resultados
mostraron que hay flujo génico entre las regiones del norte de Marruecos y de
Andalucia, sin embargo, a escala local, si hubo diferenciacion significativa entre
colonias dentro de una misma regién, lo cual fue asociado a la filopatria de las
hembras. De esta manera, Juste et al. (2009) demostraron que los patrones de
estructura genética pueden variar entre escalas geograficas, debido a factores

ecologicos como la conducta de dispersion.
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3. OBJETIVOS

Estimar la variacion genética de Artibeus jamaicensis en la Isla Cozumel

utilizando microsatélites especificos.

Determinar si existe una estructura genética en A. jamaicensis entre tres tipos de

vegetacion (manglar, selva y cenotes) presentes en Isla Cozumel.

4. HIPOTESIS

A pesar de que la poblacion estudiada es islefia, se esperaria que A. jamaicensis
en Isla Cozumel presente alta diversidad genética, dado que tiene poblaciones
abundantes y con densidades altas.

Dado que A. jamaicensis habita diferentes tipos de vegetacion, se alimenta de
una gran variedad de recursos, utiliza varios sitios de percha y tiene alta
vagilidad, aunado a que en ausencia de cuevas (como en Cozumel) sus harems
son menos estables, no se espera una estructuracion genética significativa entre

los tipos de vegetacion.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Sitio de estudio

La Isla Cozumel se localiza a 17.5 km de la costa oriental de la peninsula de Yucatan,
con una extensién de 486 km?®. El terreno es calcareo, de origen coralino, muy
permeable, por lo que gran parte del agua dulce disponible es subterranea. Debido a
esto, los cuerpos de agua predominantes en la isla son los cenotes, que son conductos
verticales tipicamente cilindricos formados por la erosion hidrica sobre el suelo
calcareo. Los cenotes son el principal recurso de agua dulce para la vida silvestre y
para las comunidades humanas, siendo esenciales durante la temporada seca
(Martinez-Morales, 1996). Otros cuerpos de agua dulce en Isla Cozumel son las
lagunas costeras y las aguadas (Gonzalez-Baca, 2006).

El clima es célido himedo con lluvias intensas en verano, con una temperatura
media anual de 26°C y una precipitacion promedio anual de 1570 mm. El periodo anual
mas calido va desde abril a mediados de septiembre con una marcada estacionalidad
en el régimen de lluvias. El periodo de maxima precipitacion media ocurre entre abril y
octubre, habiendo una breve temporada seca entre julio y agosto; entre diciembre y
febrero son frecuentes los nortes, de modo que en esta época también se presentan
lluvias, pero de menor intensidad (Martinez-Morales, 1996; Gonzalez-Baca, 2006).

En Isla Cozumel existen principalmente tres tipos de vegetacion (Martinez-Morales,

1996; Gonzalez- Baca, 2006):

a) Selva mediana subcaducifolia. Ocupa el 65% de la superficie islefia y el dosel
alcanza una altura de entre 8 y 20 m, siendo mas alto hacia el centro de la isla.
Presenta un sotobosque compuesto de plantulas de especies arboreas y otras
plantas herbaceas, matorrales, epifitas y trepadoras. Este bosque crece en suelo
poco profundo y con poca materia organica. Las zonas de selva que rodean los
cenotes tienen arboles que retienen por mas tiempo sus hojas a lo largo del afio,
haciendo parecer que se trata de una selva semiperennifolia.

b) Selva baja subcaducifolia. Su estrato arb6éreo mide de 8 a 12 m de altura y
abarca el 6% de la superficie insular. Las especies epifitas y trepadoras son mas

escasas, excepto en zonas donde hay inundaciones estacionales. Se distribuye
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principalmente hacia el perimetro de la isla, rodeando a la selva mediana y
detras de los manglares, pantanos y dunas costeras.

c) Manglar. Ocupa el 16% de la superficie insular. El dosel se sitia entre 5y 10 m;
se encuentran algunas epifitas y trepadoras. Tiene baja diversidad de especies,
alta temperatura y humedad y suelos ricos en materia organica, ya que se inunda
periddicamente con aguas salobres. Se localiza principalmente cerca de la costa
este, aunque hay manchones de manglar hacia la costa oeste y alrededor de las
lagunas costeras del norte y sur de la isla.

Ademas, en la isla se presentan otros tipos de vegetacion de menor superficie
como el tasistal, el tular o saibal y la vegetacion haléfila de dunas costeras. En las
regiones donde la vegetacion nativa ha sido removida por actividades humanas o
fendmenos naturales, se localiza vegetacion secundaria, que se compone de especies
pioneras, ruderales y de rapido crecimiento (Martinez-Morales, 1996; Gonzéalez-Baca,
2006). Existe un gradiente de vegetacién a partir de la costa este de la isla donde
predomina la vegetacion de dunas costeras, seguida por el tasistal y el tular, luego el
manglar, después la selva baja subcaducifolia y, finalmente hacia el centro, la selva
mediana subcaducifolia, que se extiende hasta la costa oeste, alternandose con
pequefias areas de manglar (Romero-N4ajera, 2004).

La Isla Cozumel posee siete especies y 18 subespecies de vertebrados
endémicos (Cuardon et al., 2004) y se han registrado cerca de 15 especies de
murciélagos (Jones y Lawlor, 1965; Hall, 1981; Engstrom et al., 1989; Reid, 1997).

5.2 Trabajo de campo

5.2.1 Protocolo de muestreo

Se capturaron murciélagos en tres localidades de Isla Cozumel: selva mediana o baja,
manglar y cenotes, entre enero y marzo de 2008. A pesar de que los cenotes pueden
estar circundados tanto por selva como por manglar u otra comunidad vegetal, la
diferencia tajante que permite considerarlos como localidades diferentes es el hecho de
incluir dicho cuerpo de agua (E. Vazquez-Dominguez, com. pers.). Asi, los cenotes

fueron elegidos sin importar el tipo de vegetacion circundante. Se muestrearon cuatro
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réplicas de cada tipo de vegetacion (localidad) en tres eventos de muestreo, separados
por un promedio de 12 dias para disminuir la perturbacion. Como este proyecto se
realiz6 conjuntamente con otros dos proyectos de investigacion en proceso, sobre la
diversidad de especies de murciélagos y sobre la evaluacion de la actividad de
murciélagos insectivoros por medio de la detecciéon de ultrasonido (Hernandez — Lira,
en prep.; Rincon - Sandoval, en prep.), todos los muestreos fueron realizados de noche.
Las colectas se realizaron con redes de niebla de fibra de nylon de un ancho de 6 6 12
m y una altura de 2.5 m; para todos los eventos de muestreo se cubrié una distancia
total de red de 96 m. En selva y manglar se colocaron las redes a través de senderos y,
dependiendo de las condiciones que presentaban, se separaron las redes entre 1y 100
m. En el caso de los cenotes, las redes se colocaron rodeando lo mas posible la
circunferencia de éstos. Las redes se abrieron a la hora exacta del ocaso determinada
por un GPS y se cerraron cinco horas después, de manera que el esfuerzo de muestreo
fue de 96 m * 5 h = 480 redes hora en cada evento de muestreo. Todas las redes
fueron georreferenciadas por medio del GPS colocado debajo y a la mitad de éstas y
todos los murciélagos fueron georreferenciados con las coordenadas de la red en que
cayeron. Los murciélagos fueron identificados en campo a nivel de especie por medio
de guias de identificacion taxondmica (Medellin et al., 1997; Reid, 1997). Se midi6 la
longitud del antebrazo y masa corporal, se determind sexo y edad de cada individuo.

En cada evento de muestreo se eligieron al azar entre 5y 10 de los individuos de
A. jamaicensis capturados, de los cuales se tomé una muestra de tejido. Las hembras
prefiadas con un estadio avanzado de gestacion fueron descartadas, para no provocar
estrés perjudicial en la gestacion (Orozco — Lugo, com. pers). Con una pinza de relojero
y tijeras de diseccion esterilizadas se extrajo un pedazo de membrana alar de entre 1y
5 mm en cada ala. Los tejidos se preservaron en tubos eppendorf con etanol al 97%

(v/v) hasta su procesamiento en el laboratorio.
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5.3 Trabajo de laboratorio

5.3.1 Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciacion

El ADN gendmico de todos los individuos se extrajo siguiendo el protocolo del kit
QuickGene DNA Tissue Kit S Mini80 (FUJI FILM) con modificaciones (v. Anexos). La
calidad del ADN fue probada por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1% (m/v)
tefildo con bromuro de etidio (10mg/mL) y visualizado con luz UV.

Se amplificaron seis microsatélites por medio de la PCR, empleando primers
especificos para A. jamaicensis (Ortega et al., 2002): AjA40, AjA185, AjA151, AjB464,
AjAB4 y AjJAl123. Para el primer forward de cada locus se afadid un marcador
fluorescente (Tabla 1). El volumen de reaccion de PCR fue de 5 ul con las condiciones
siguientes: 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.4 uM de cada primer, buffer de
reaccion al 10X y 0.25 U de Taq polimerasa. Se utilizaron dos termocicladores (PTC-
100; MJ Research Inc, BIORAD y ATC 201; Apolo Instrumentations) con el siguiente
protocolo: 96°C por 5 min, 30 ciclos de 96°C por 45 s, 56°C o0 60°C por 45 sy 72°C a 45
s, seguido por una extension final de 72°C por 5 min. La temperatura de alineamiento
para todos los loci fue de 56°C, excepto para AjA123 y AjA185, cuya temperatura fue de
60°C (v. Anexos). Se utilizaron controles negativos para descartar contaminaciones.

Todas las reacciones de PCR se realizaron con un solo locus y los productos se
mezclaron (multiplex), de acuerdo con el rango de pb de cada microsatélite y segun el
fluoréforo de cada par de primers (Tabla 1). Los productos de PCR fueron
secuenciados en un ABI 3730xl genetic analyzer (Applied Biosystems) por la empresa

DNA Core Sequencing Facility de la Universidad de lllinois, EUA.

5.3.2 Genotipificacion de microsatélites

Los microsatélites se genotipificaron con el programa GENEMAPPER V. 3.7 (Applied
Biosystems), con el método de andlisis para microsatélites (microsatellite default) y
empleando el panel de visualizacion tutorial panel 9. Para la identificacion de los alelos
en los cromatogramas se tom6 como criterio el considerar el pico mas alto como el
alelo, siempre que éste se encontrara en o cerca del rango de pb reportado para el
locus. Ya que los microsatélites son dinucledtidos (Ortega et al., 2003), la designacion
de los alelos se realizo por pares. El valor aritmético (con decimales) del tamafio de los
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alelos (en pb) fue redondeado siguiendo una convencioén para dinucleétidos (Matschiner
y Salzburger, 2009; E. Vazquez-Dominguez com. pers.). Todos los valores pares se
conservaron sin los decimales (e.g. 102.35 pb, queda como alelo 102); en el caso de
valores impares, si el decimal es <4 (e.g. 101.4 pb) se redonde0 al par inferior préximo
(100 en el ejemplo) y si el decimal es =5 se redonde6 al par superior proximo (e.g.
101.5 pb se redondea a 102).

Tabla 1. Microsatélites en Artibeus jamaicensis (Ortega et al., 2002) amplificados

Locus Motivo Primers 5’ — 3"
AjB464 (CT)22(CA)14 F: FAM — CACCAGCCAGGGCTTATTTA
R: AGCCCCAAGAATTTCTTCG
AjA123 (CA)1(CA)1,CT(CA)1, F: HEX — GACCACTTTTCCTCCCATGAC
R: CCTGAGCTAATACTCCAGAGGAAG
AjA40 (GT)1sNe(CT)a F:FAM- GATGTGAATGGTGTTTTTAGAGCTT
R: CTCTACAGTGGACCCACATCATT
AjA151 (CA)3No(GT)17 F: HEX — GGGTGGAAAGGGAGAGAAAA
R: GAAGCTCTTCCCTGACCACTTA
AjA185 (CA)14 F: HEX — CAATAAGAAATGGTGCAGGA
R: CTCAGTGTCTAGCACAGTGGTT
AjA84 (CA)sTA(CA)sN5(CA)sNo(CA)s  F:FAM ACTGTGACTGGGAGTAAACTTCTG

R: TCCTGCACTCAGGACACTTC

'En negritas se indica el fluoréforo adjunto en el extremo 5’ de cada primer F.

5.4 Andlisis genéticos
5.4.1 Stuttering y alelos nulos
Los microsatélites tienen algunas desventajas:

1) Durante la PCR, en ocasiones se obtienen fragmentos de un tamanio diferente
del alelo real, llamados stutters, que pueden producir errores en la genotipificacion y
estimaciones erroneas en los estudios genéticos, e.g. un exceso de homocigotos (van
Oosterhout et al. 2004).

2) Algunas veces los alelos de tamafio grande se amplifican en un numero
escaso de copias respecto a los alelos de tamafio menor; a esto se le llama dominancia
de alelos pequerios (large allele droop — out) (van Oosterhout et al., 2004).

3) Cuando las regiones flanqueantes tienen mutaciones, los primers ya no

pueden unirse y el alelo no amplifica, lo que se conoce como alelo nulo. La presencia
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de alelos nulos puede afectar los analisis genéticos, fundamentalmente porque
producen un exceso de homocigotos (van Oosterhout et al., 2004).

Con el fin de descartar los problemas arriba mencionados, se utilizo el programa
MICROCHECKER V. 2.2.3 (van Oosterhout et al., 2004). El andlisis se realiz6 con un
intervalo de confianza del 95% y con 1,000 aleatorizaciones, analizando cada locus por
poblaciones separadas; en este caso se determind como poblacién cada localidad de

muestreo.

5.4.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento

Se realiz6 una prueba exacta del EHW (Guo y Thompson, 1992) para evaluar si las
localidades estaban en equilibrio; esta prueba se realiz6 por cada locus en cada
localidad y su significancia se estimo con el algoritmo de cadenas de Markov (MC) (Guo
y Thompson, 1992) con 10,000 dememorizaciones, 1,000 batches y 10,000 iteraciones
por batch. Ademas se realizaron pruebas de EHW por cada locus con todas las
localidades en conjunto, por cada localidad sobre todos los loci en conjunto y de forma
global; la significancia de estas pruebas fue evaluada con pruebas exactas de Fisher.
Simultaneamente se obtuvieron los coeficientes de endogamia (Fs) calculados segun
Weir y Cockerham (1984), que indica si la desviacion del EHW se debe a un exceso o
deficiencia de heterocigotos. La presencia de desequilibrio de ligamiento se evalu6 en
cada par de loci sobre todas las localidades en conjunto, con una prueba de exacta de
Fisher, 10,000 dememorizaciones, 1000 batches y 10,000 iteraciones por batch. Para
ambas pruebas se utilizd el programa GENEPOP V. 4.0.10 (Rousset, 2008). Todos los
valores de significancia (valores de P) de las pruebas de EHW y de desequilibrio de
ligamiento, por tratarse de comparaciones mdultiples, fueron corregidos con el método

de correccion de Bonferroni secuencial (Rice, 1989).

5.4.3 Diversidad genética

Se estimaron las frecuencias alélicas por locus y por localidad y se determind la
presencia de alelos privados (v. Anexos). Asimismo, se calculé la heterocigosidad
observada, la heterocigosidad esperada no sesgada de Levene (1949) y la de Nei

(1973), asi como el numero efectivo de alelos y el de alelos observados, por localidad
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por locus y promediando en cada localidad sobre todos los loci. Para ello se uso el

programa GenAlex v. 6.3 (Peakall y Smouse, 2006).

5.4.4 Diferenciacion poblacional

La diferenciacion genética entre poblaciones se analizé con dos pruebas: 1) con base
en la diferenciacion alélica y genotipica en cada par de localidades sobre todos los loci
en conjunto; ello con una prueba de exacta de Fisher, y 2) con la diferenciacion alélica y
genotipica por cada locus sobre todas las localidades, con una prueba exacta de G
(Goudet et al., 1996), y con cadenas de Markov para obtener los valores de P. Para
todas las pruebas de diferenciacion se usaron 10,000 dememorizaciones, 1,000
batches y 10,000 iteraciones por batch. Los valores fueron, asimismo, corregidos con el

método Bonferroni secuencial. Estos andlisis se efectuaron en GENEPOP.

5.4.5 Estructura genética y diferenciacion

Con el programa GENEPOP se calcularon los estadisticos Fis, Fir, Fst por locus en toda
la poblacién de acuerdo con Weir y Cockerham (1984). También, se estimd la distancia
genética entre localidades con el programa POPGENE V. 1.31 (Yeh et al., 1999). Asi, se
obtuvo una matriz de distancias genéticas no sesgadas de Nei (1978) entre pares de
localidades. Esta distancia es recomendada al tener tamafios de muestra pequeios, ya
que el sesgo causado por pocos individuos provoca que la distancia se sobreestime
(Nei, 1978).

Con el programa ARLEQUIN v. 3.11 (Excoffier et al., 2005) se calcularon, para
todos los pares de localidades, los indices de Fst y Rst (Slatkin, 1995); este ultimo es
mas adecuado para microsatélites porque se basa en la varianza del tamafio de los
alelos que hay entre poblaciones y porque los microsatélites en general tienen una
dindmica mutacional que se ajusta al modelo SMM (Vega et al., 2007). Se estimo la
significancia con 20,000 permutaciones con un umbral de P<0.05. Los valores de P de
cada par de localidades se corrigieron con el método Bonferroni secuencial. También se
estimo el nimero de migrantes (Nm), basado en Fst y Rst, entre pares de localidades.

Para determinar la distribucion de la variacion genética se realiz6 un analisis

molecular de varianza (AMOVA,; Excoffier et al.,1992). Para este analisis las localidades
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fueron agrupadas en funcién del tipo de vegetacion (selva, manglar o cenote). El
AMOVA se realizé con base en Fst y en Rsr, Yy la significancia se probé con 20,000
permutaciones usando ARLEQUIN.

La estimacion del indice Fst puede ser sensible a la presencia de los alelos
nulos. Por ello, con el programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) se calcul6 la Fst
segun Weir (1996) por locus sobre todas las localidades y de forma global sobre todos
los loci y localidades. Se utilizé el algoritmo de correccién por alelos nulos denominado
ENA (Chapuis y Estoup, 2007), y se obtuvo la Fst con y sin el efecto de los alelos nulos
y con base en 10,000 réplicas de remuestreos bootstrap sobre todos los loci. Se probo
la significancia de la diferencia entre los estimados de Fst con y sin el método ENA con
una prueba de T pareada de Student, con el programa sIGMAPLOT 11.0. Para corroborar
que estos datos tuvieran distribucion normal se aplico la prueba de Shapiro-Wilk.

Cuando se utilizan marcadores con altas tasas de mutacion, una medida de
diferenciacion genética util es la G’st (Hedrick, 2005b; Jost, 2008; Heller y Siegismond,
2009), la cual se define como la proporcion de la maxima diferenciacion posible para el
nivel de la homocigosidad observada de una subpoblacion. Se recomienda el uso de
G’st porque otros estimados, como Gsrt, no siempre dan una medida confiable de
diferenciacion entre poblaciones si los marcadores son muy variables, como los
microsatélites (Hedrick, 2005b; Jost, 2008).

Para obtener las G’st considerando la presencia de alelos nulos se utilizé el
meétodo descrito por Spear y Storfer (2010), que consiste en generar una base de
genotipos maximamente diferenciados por medio del programa RECODEDATA (Meirmans,
2006), a partir de los genotipos observados. Posteriormente, los genotipos
maximamente diferenciados se analizaron con el programa FreeNA, para obtener las Fst
entre localidades corregidas por el método ENA, con 10,000 réplicas de remuestreos
bootstrap. Finalmente, se calcularon las G’st entre localidades, dividiendo las Fst
pareadas corregidas por alelos nulos provenientes de los genotipos observados entre
las Fst pareadas corregidas provenientes de los genotipos maximamente diferenciados.

También se calculo la distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (1967)
entre pares de localidades, la cual se recomienda para microsatélites. Para su

estimacion sin el efecto de alelos nulos se usO el programa FreeNA para generar
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genotipos corregidos por alelos nulos, por medio del algoritmo INA (Chapuis y Estoup,
2007). Con los genotipos corregidos se obtuvo la distancia genética con el programa
GENECLASS 2 (Piry et al., 2004). Posteriormente se obtuvo la distancia de Cavalli-Sforza
y Edwards de la misma manera con los genotipos no corregidos por INA y se probd la
significancia de la diferencia con y sin los genotipos corregidos por medio de una
prueba de T pareada de Student con SIGMAPLOT. Para determinar la normalidad de
estos datos se usoO la prueba de Shapiro-Wilk.

5.4.6 Asignacion de individuos

Es posible inferir la poblacién de origen de los individuos a partir de los genotipos que
presentan multiples loci (Paetkau et al., 1995). Para evaluar si podia darse el caso de
que individuos capturados en una poblacion (e.g. cenote) pertenecieran —o tuvieran su
origen— en otra poblacion (e.g. manglar), se efectué una prueba de asignacion de todos
los individuos considerando a las localidades de muestreo como las poblaciones, con el
programa GENECLASS 2.0. Se us6 un método basado en frecuencias alélicas (Paetkau et
al., 1995) con una frecuencia de alelos perdidos de 0.01; para obtener la probabilidad
de pertenencia de los individuos a las diferentes localidades se us6 un remuestreo
Monte Carlo para obtener genotipos simulados por medio del algoritmo de Paetkau et

al. (2004), con 100,000 individuos con un valor de error tipo | de 0.05.

5.4.7 Aislamiento por distancia

En una poblacion donde los apareamientos ocurren preferentemente entre individuos
geograficamente cercanos, puede producirse aislamiento por distancia, en donde los
individuos o poblaciones mas préximos tienen mas similitud genética que aquellos que
estan mas distantes (Guillot et al.,, 2009). Una de las evidencias de aislamiento por
distancia es la correlacion positiva significativa entre las distancias genéticas y las
distancias geograficas entre poblaciones. Para evaluar esta correlacion se realizé una
prueba de Mantel. La distancia geografica euclidiana entre las localidades de muestreo
se estimd con base en las coordenadas centrales de cada sitio de muestreo con el
programa ILWIS OPEN V. 3.6.01, valores que posteriormente se convirtieron a kildmetros.

Ademas, se utilizd la distancia genética no sesgada de Nei (1978) estimada entre
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localidades. Se evaluaron dos hipotesis nulas: sir > 0y si r < 0, donde r es el
coeficiente de correlacion, para probar correlaciones tanto positivas como negativas, en
el programa 1BDWS (Isolation by Distance Web Service) v. 3.15 (Jensen et al., 2005) con

30,000 aleatorizaciones.

5.4.8 Andlisis de parentesco

La informacién genética proveniente del uso de microsatélites permite inferir
estadisticamente las relaciones de parentesco que hay entre los individuos de una
poblacién (Queller y Goodnight, 1989; Weir et al., 2006). Para ello se utiliz6 un método
basado en méaxima verosimilitud entre todos los pares posibles de individuos de A.
jamaicensis, tomando a toda la Isla Cozumel como una sola poblacién. Este método
esta implementado en el programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006) y toma en cuenta
los alelos nulos. El programa considera cuatro tipos de relacion de parentesco: no
relacionados, hermanos completos, medios hermanos y padre-hijo. Para corroborar si el
patrén de parentesco observado en toda la isla se presentaba también a nivel local, se
hizo un analisis separado para la localidad SMC, por tener el mayor tamafio de
muestra. Una vez obtenidas las proporciones de cada tipo de relacion de parentesco
respecto al niamero total de pares, se calcul6 el valor promedio del coeficiente de
parentesco F (Hartl y Clark, 2006; Weir et al., 2006); para hacerlo, se consider6 el valor
de F que hay entre dos medios hermanos (0.125), entre dos hermanos completos (0.25)
y entre padre — hijo (0.25); estos valores se multiplicaron por el nimero total de pares
obtenidos de cada relacion y esos productos se promediaron sobre el niamero total de
pares de individuos presentes en toda la Isla Cozumel. Este mismo procedimiento se

llevd a cabo por separado, con los individuos de SMC.

5.4.9 Agrupacion de individuos

Existen métodos para inferir agrupaciones de individuos en poblaciones (clusters)
tomando en cuenta sélo los genotipos, lo que permite estimar el nUmero de poblaciones
posibles (genéticas) en una regién de estudio (Guillot et al., 2009); algunos de estos
métodos toman en cuenta ademas la informacion espacial de los genotipos, con el fin

de inferir la presencia de barreras al flujo génico entre poblaciones y localizar
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espacialmente tanto esa barrera como cada una de las poblaciones (Dupanloup et al.,
2002; Guillot et al., 2005a, 2005b, 2009). Para estimar el nimero posible de clusters en
Cozumel, se utiliz6 el programa GENELAND v. 3.1.5 (Guillot et al., 2005b), el cual
funciona dentro del paquete estadistico R (R Development Core Team, 2009). Para este
analisis se excluyeron las localidades SMF, PS y MCC, porque presentan tamafios de
muestra pequefos, de modo que se fijé el nUmero maximo de poblaciones (K) en 8. Se
realizaron 10 corridas independientes de 1 millébn de iteraciones cada una con un
thinning de 100; todas las corridas se realizaron con el modelo de frecuencias alélicas
correlacionadas (Falush et al., 2003), el modelo espacial verdadero (Guillot et al.,
2005a) y el modelo de alelos nulos verdadero (Guillot et al., 2008). Dada la alta
movilidad de los murciélagos y que no se puede considerar la coordenada donde se
muestreé como una ubicacion fija, todas las corridas se efectuaron con un nivel de

incertidumbre de coordenadas de 1 (Guillot et al., 2010).
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6. RESULTADOS

Se colectaron 115 murciélagos, de los cuales 100 fueron identificados como Artibeus
jamaicensis. En la localidad MCIP (Tabla 3), sélo se capturd un individuo, por lo que
dicha localidad se excluy6 del estudio. Se capturaron siete individuos que no fue posible
diferenciar de la especie A. intermedius, ya que poseian caracteres fenotipicos
mezclados de las dos especies, las cuales son confundibles; a estos individuos se les
denomind Artibeus afinidad jamaicensis. Para posteriores analisis, se colectaron ocho
individuos identificados de inicio como A. intermedius. Para estimar la probabilidad de
similitud de los siete individuos a una u otra especie, se hizo una prueba de asignacion
con GENECLASS 2.0. Se usé el método basado en frecuencias de Paetkau et al. (1995)
como descrito en los métodos. De los siete A. afinidad jamaicensis, cinco tuvieron
mayor probabilidad de pertenecer a A. jamaicensis (71.4%), por lo que fueron incluidos
en todos los analisis (Tabla 2), de manera que el numero total de individuos analizados
fue de 104. De éstos, 58 fueron hembras y 46 machos y el niumero minimo de
individuos colectados por sitio fue de uno y el nimero maximo fue de 19 (Tabla 3;
Figura 1).

6.1 Stuttering y alelos nulos

No se detectaron casos de dominancia de alelos pequefios ni errores por stuttering en
ninguna de las localidades para ningun locus. No obstante, si se detectaron alelos nulos
en varios loci. El locus AjA40 fue el Gnico que no presentd alelos nulos, mientras que

AjB464 los presento para todas las localidades.
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Tabla 2. Probabilidad de pertenencia a las especies Artibeus intermedius o
Artibeus jamaicensis de cada individuo colectado denominado como Artibeus
afinidad jamaicensis (los numeros de cada individuo son el identificador individual
de cada uno).

Artibeus intermedius Artibeus jamaicensis
Individuo Artibeus afinidad
jamaicensis asignado Probabilidad de pertenecia  Probabilidad de pertenencia

51° 0.00158 0.07713
65 0.34833 0.91562
92 0.06666 0.20321
101 0.13811 0.00914
102 0.00074 0

109 0.09230 0.36635
115 0.09102 0.21777

'En negritas aquellos individuos que tuvieron mayor probabilidad de pertenecer a la especie

Artibeus jamaicensis, y que por ende fueron incluidos en los analisis genéticos.

Tabla 3. Numero de individuos Artibeus jamaicensis colectados por sitio
de muestreo (incluyendo a los Artibeus afinidad jamaicensis con mayor
probabilidad de pertenecer a A. jamaicensis).

Sitio Numero individuos
SELVAS

Selva Mediana las Fincas (SMF)

Selva Planta de Tratamiento de San Miguelito (SPSM) 5
Selva Mediana Las Palmas (SMP) 12
Selva mediana El Cedral (SMC) 19
MANGLARES

Manglar Camino de Caballos (MCC) 2
Manglar Punta Sur (PS) 4
Manglar Transversal (MT) 7
Manglar camino a Isla de la Pasién (MCIP) 1
CENOTES

Cenote H (CH) 13
Cenote el Aerolito (Aer) 12
Cenotitos (Cenot) 14
Cenote casa de Luis Echeverria (CEch) 12
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6.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg y de ligamiento
Sdlo hubo siete casos (11%) significativos para desequilibrio de HW después de la
correccion de Bonferroni secuencial: la localidad SMC para los loci AjA123, AjB464 y
AjA84; CEch para el locus AjA84; Cenot para el locus AjB464 y SMP para los loci
AjA123 y AjA151. Todos los casos de desequilibrio se debieron a un exceso de
homocigotos (v. Anexos).

Tres loci (AjB464, AjA84 y AjJA123) presentaron desequilibrio considerando todas
las localidades, y 3 localidades tuvieron equilibrio, al considerar todos los loci.
Finalmente, ningun par de loci mostré tener desequilibrio de ligamiento significativo al

considerar todas las localidades.
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Figura 1. Mapa de Isla Cozumel con cobertura vegetal y todas las localidades por tipo

de vegetacion; solo incluye a las localidades analizadas. Se indica la abreviatura de

cada localidad (ver Tabla 3). Mapa elaborado usando el programa ILwiS OPEN v. 3.6.01

Modificado de Romero-Najera (2004).

36



6.3 Diversidad genética

Por tipo de vegetacion, los manglares tuvieron la mayor Ho promedio (0.702), para la He
de Levene, las selvas tuvieron el mayor promedio (0.890), mientras que, para la He de
Nei, se encontro el mayor promedio en los cenotes (0.847) (Tabla 4). Se encontraron en
total 113 alelos. El locus AjA84 tuvo el mayor numero de alelos observados en toda la
isla (29) mientras que AjA123 tuvo el menor (13). Por tipo de vegetacion, los cenotes
tuvieron el mayor promedio de alelos observados (=10) (Tabla 4). En total se
encontraron 20 alelos privados (v. Anexos).

6.4 Diferenciacion poblacional
Los loci AjA185, AjA84 y AjB464 presentaron diferenciacion alélica significativa para
todas las localidades. En cuanto a diferenciacion alélica entre localidades con todos los
loci en conjunto, 9 de las 55 comparaciones posibles fueron significativas.

El locus AjA185 fue el Unico que presentod diferenciacion genotipica significativa,
al considerar todas las comparaciones, mientras que ningun par de localidades

presenté diferenciacién genotipica al considerar todos los loci.

6.5 Estructura genética y diferenciacion

Todos los valores de Fis, excepto en AjA40, fueron positivos, lo que indica un exceso de
homocigotos; los valores mas altos se observan en AjB464, AjA84 y AjA123 (v.Anexos).
Los valores de Fst fueron negativos en 4 loci, mientras que el valor mas alto de Fst se
observdé en AjA185 (0.0248). Los valores de Fi fueron positivos en todos los loci
excepto en AjA40, mientras que el valor mas alto se observé en AjB464.

La localidad MCC tuvo los valores de distancia genética de Nei mas elevados
(Tabla 5). Si se excluye a MCC, la localidad mas divergente fue PS. De hecho, todas
las distancias genéticas mas altas de cada localidad fueron con PS, excepto el caso de
SPSM. Los valores mas bajos los tuvieron varios pares de localidades con Cenot y
SMC.
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Tabla 4. Tamafio de muestra (N), valores promedio de heterocigosidad esperada segun
Levene (1949) (He) y segun Nei (1973) (Henei) Yy heterocigosidad observada (Ho);
namero de alelos observados (Na), niumero efectivo (Ne) y nimero de alelos privados

por cada localidad.

Alelos
LOCALIDAD N Na Ne Ho Henei He privados®
SELVAS
SMF 4 5.667 4,978 0.833 0.781 0.893 0.167
SPSM 5 6.333 5.219 0.633 0.803 0.893 0
SMP 12 10.500 7.167 0.639 0.856 0.894 0.833
SMC 19 12.667 8.141 0.667 0.859 0.882 0.5
Promedio 8.792 6.376 0.693 0.825 0.890
MANGLARES
MCC 2 3.000 2.833 0.750 0.563 0.750 0
PS 4 4.833 4.154 0.667 0.745 0.851 0.167
MT 7 7.500 5.775 0.690 0.821 0.885 0.167
Promedio 5.111 4.254 0.702 0.710 0.829
CENOTES
CH 13 9.833 6.559 0.718 0.832 0.866 0.167
Aer 12 9.833 7.163 0.722 0.845 0.882 0.833
Cenot 14 10.833 7.720 0.702 0.868 0.900 0
Cech 12 9.333 7.079 0.639 0.843 0.880 0.5
Promedio 9.958 7.130 0.695 0.847 0.882
Promedio total 9.455 8.212 6.072 0.696 0.802 0.870 0.303

'Promedio del nimero de alelos privados en cada localidad sobre todos los loci.
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No hubo correlacion significativa entre las distancias genéticas de Nei y las
distancias geograficas entre localidades (Z = 422.5838, r = 0.2281; parar > 0, P =
0.8853 yparar<0, P=0.1147) (Figura 2).
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Figura 2. Analisis de correlacion entre las distancias genéticas y distancias geograficas
entre las 11 localidades de la Isla Cozumel. La distancia genética es la no sesgada de

Nei (1978); distancias geograficas en kilbmetros.
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Tabla 5. Matriz de distancias genéticas no sesgadas de Nei (1978) (debajo de la diagonal) y de distancias geogréficas

(en kildmetros, arriba de la diagonal) entre pares de localidades.

LOCALIDAD SMF CH MCC SPSM Aer SMP PS MT Cenot CEch SMC
SMF - 17.339 5.89 3.105 10.437 6.424 26.698 9.366 13.634 5.979 18.34
CH 0.414 - 22.344 20.163 13586 17.773 10.551 11.293 11.928 22.119 7.434
MCC 1.014 1.170 - 2.864 12.207 11.25 30.834 15.244 15.844 0.654 21.892
SPSM 0.452 0.399 0.813 - 11.434 8.56 29.096  12.457 14.93 3.08 20.448
Aer 0.345 0.309 0.894 0.445 - 15.653 19.624  13.807 3.635 11.69 10.287
SMP 0.232 0.254 0.832 0.424 0.250 - 28.15 6.818 18.21 11.599 21.133
PS 0.830 0.685 1.754 0.322 0.688 0.484 - 21.834 16.327 30.381 9.296
MT 0.455 0.452 1.575 0.568 0.375 0.468 0.704 - 15.121 15.298 15.949
Cenot 0.194 0.230 0.791 0.217 0.125 0.158 0.573 0.324 - 15.312 7.13
Cech 0.338 0.380 0.865 0.308 0.290 0.293 0.760 0.325 0.167 - 21.467
SMC 0.307 0.210 0.735 0.377 0.172 0.151 0.614 0.323 0.130 0.224 -

40



El valor de Fst mas alto fue de 0.151 (entre MCC y PS), mientras que el de Rst
fue de 0.370 (entre MCC y SPSM) y ambos estimados no fueron significativos después
de la correccion de Bonferroni. El nUumero de migrantes entre localidades basado en Fsy
vario de 2.8 (entre MCC y PS) a 26,380 (entre Cenot y SMP), mientras que para Rsr
vario de 0.8 (entre SPSM y MCC) a 373 (entre SMC y MCC), sin embargo varios
valores fueron infinitos en virtud de los valores negativos de Fsty Rst para esos casos.

El AMOVA basado en Fst mostré6 que el 98.3% de la variacion genética se
encuentra dentro de las localidades, el 1.9% se encuentra entre localidades dentro del
tipo de vegetacion y el 0% se encuentra entre diferentes tipos de vegetacién y ningan
nivel de variacion fue significativo. EI AMOVA basado en Rst mostrd a su vez que el
95.7% de la variacion se encuentra dentro de las localidades, siendo significativa; el
6.3% se distribuye significativamente entre localidades dentro del tipo de vegetacion, y
el 0% se distribuye entre diferentes tipos de vegetacion.

Los valores de Fst con y sin correccion de ENA no fueron significativamente
diferentes (T = -1.892, g.l. = 5, P = 0.117), y tuvieron una distribucién normal (P =
0.131).

Los valores de G’st variaron de -0.2 (entre SPSM y Cenot) a 0.8 (entre MCC y
PS). El valor mas alto de G'st se observd en MCC. Excluyendo a MCC, todas las
localidades tuvieron el mayor valor de G’st respecto a PS, excepto SPSM y SMP (Tabla
6), mientras que las comparaciones con Cenot fueron las de valores menores de G'sy
(Tabla 6).

Las distancias genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards calculadas con los
genotipos corregidos para alelos nulos fueron significativamente diferentes de las
distancias calculadas con los genotipos no corregidos (T =-2.625, g.l. =54, P =0.011) y
presentaron distribucién normal (P = 0.220). Los valores oscilaron de 0.4 (entre Cenot-
SMC) a 0.8 (entre MCC-PS). Las localidades mas divergentes nuevamente fueron MCC
y PSy en tercer lugar, SMF, y, la localidad menos divergente fue SMC.
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Tabla 6. Valores de G’st entre localidades, obtenidos siguiendo el método de Spear y Storfer (2010) (debajo de la
diagonal). Valores de distancias genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards corregidas para alelos nulos con el método de
correccion de INA (Chapuis y Estoup, 2007) (arriba de la diagonal).

SMF CH MCC SPSM Aer SMP PS MT Cenot CEch SMC
SME 0 0.541 0.754 0.619 0.582 0.552 0.701 0.623 0.543 0.583 0.534
CH 0.100 0 0.740 0.507 0.509 0.467 0.619 0.521 0.410 0.515 0.398
MCC 0.562 0.649 0 0.722 0.706 0.705 0.818 0.775 0.688 0.661 0.675
SPSM -0.068 0.063 0.478 0 0.554 0.506 0.563 0.561 0.461 0.518 0.491
Aer 0.002 0.119 0.491 0.020 0 0.513 0.645 0.537 0.414 0.528 0.426
SMP -0.123 0.079 0.500 0.036 0.089 0 0.613 0.554 0.419 0.483 0.425
PS 0.275 0.315 0.799 -0.184 0.295 0.108 0 0.622 0.589 0.667 0.608
MT 0.015 0.156 0.753 0.096 0.086 0.174 0.270 0 0.489 0.515 0.455
Cenot -0.146 0.056 0.479 -0.249 -0.086 -0.091 0.160 0.020 0 0.440 0.373
Cech -0.016 0.190 0.537 -0.114 0.086 0.098 0.344 0.010 -0.044 0 0.462
SMC 0.026 0.041 0.473 -0.0005 0.011 0.006 0.279 0.062 -0.028 0.049 0
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6.6 Asignacion de individuos, parentesco y agrupacion de individuos
Sélo 16 de los 104 individuos tuvieron las mayores probabilidades de haberse originado
en la localidad donde fueron muestreados. De las 11 localidades, SMC fue la que tuvo
el mayor porcentaje de individuos correctamente asignados, con 26.3%. Ademas, de los
murciélagos capturados en las selvas, 21 (52.5%) no fueron originarios de éstas,
mientras que, de los murciélagos capturados en los cenotes, 29 (56.9%) no fueron
originarios de los cenotes y, de los murciélagos capturados en los manglares, 11
(84.6%) no fueron originarios de los manglares.

De los 5356 pares de individuos de A. jamaicensis, se encontré que el 85.9% no
tienen alguna relacion de parentesco, el 0.28% (15 pares) son padre-hijo; el 1.1% (57
pares) son hermanos completos y el 12.7% (682 pares) guardan una relacion de
medios hermanos (v. Anexos). El valor promedio de F para toda la Isla Cozumel fue de
0.0193. Dentro de SMC, de los 171 pares posibles que tiene, el 94.7% (162 pares) no
estan relacionados, 4.7% (8 pares) son medios hermanos y sélo un par son padre-hijo,
mientras que su valor promedio de F fue de 0.0073.

GENELAND mostré en todas las corridas independientes que todos los individuos

se agruparon en un solo cluster en la Isla Cozumel.
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7. DISCUSION

De acuerdo con la prueba de asignacion, se encontr6 que el 71% de los individuos
Artibeus afinidad jamaicensis fueron asignados a A. jamaicensis. Cabe mencionar que
existe la posibilidad de sesgo en los resultados, debido a que en la prueba se usaron 8
individuos de A. intermedius y 99 de A. jamaicensis; sin embargo, el sesgo seria hacia
una identificacion errénea de los asignados como A. intermedius. Es decir, dado que la
poblacién de referencia A. jamaicensis, que es a la que interesaba tener certidumbre de
asignacion, tuvo un tamafo de muestra adecuado, ello permiti6 tener valor estadistico
(P < 0.05) alto en la probabilidad de que los individuos asignados como A. jamaicensis

sean efectivamente dicha especie.

7.1 Diversidad genética

Los resultados mostraron una frecuencia alta de alelos nulos; son varios los factores
que propician la presencia de alelos nulos en los microsatélites. Por ejemplo, la alta
tasa de mutacion de las regiones flanqueantes, ya que se ha sugerido que estas
secuencias son inestables por estar asociadas a los microsatélites (Callen et al., 1993;
Grimaldi y Crouau—Roy, 1997; Chapuis y Estoup, 2007). Otra posible causa es la
divergencia genética que puede existir en las regiones flanqueantes entre la poblacion a
partir de la cual se disefiaron los primers para la especie y la poblacion que se
genotipifica (Dakin y Avise, 2004; Chapuis y Estoup, 2007). Sin embargo, se sabe que
A. jamaicensis puede mantener niveles significativos de flujo génico entre poblaciones
distantes (Pumo et al., 1988; Carstens et al., 2004; Fleming et al., 2010), por lo que es
mas probable que los alelos nulos hayan resultado del alto polimorfismo inherente de
las regiones flanqueantes, independiente del flujo génico entre la isla Cozumel y las
poblaciones de Yucatén, de donde se obtuvieron los primers para A. jamaicensis
(Ortega et al., 2002). Por tratarse de una poblacion islefia, otro factor al cual puede
atribuirsele la presencia de los alelos nulos es el cuello de botella asociado al efecto
fundador que se pudo haber presentado cuando A. jamaicensis colonizé la isla
(Abdelkrim et al. 2005; Allendorf y Luikart, 2007). Los individuos fundadores debieron
portar alelos cuyas regiones flanqueantes no habrian permitido el alineamiento de los

primers disefiados para A. jamaicesis en una PCR. Un cuello de botella provoca que
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aguellos alelos con una frecuencia baja en la poblacién original se pierdan con una
mayor probabilidad, dependiendo del tamafio poblacional después del cuello de botella
(Allendorf, 1986). Es posible que el tamafio de la poblacion fundadora de A.
jamaicensis, o la frecuencia de los alelos nulos en la poblacién original, hayan sido tales
que permitieran la predominancia de alelos nulos en Isla Cozumel, frente a los alelos
amplificables con los primers disefiados; la posterior llegada de migrantes a la isla
probablemente promovié un aumento de la frecuencia de alelos amplificables.

El efecto mas problemético de los alelos nulos es la sobreestimacion de la
diferenciacion genética, dado que pueden disminuir el valor de diversidad promedio
dentro de las poblaciones. Si el flujo génico es bajo, el sesgo en la diferenciacion
producido por los alelos nulos sera mayor (Chapuis y Estoup, 2007). Los resultados de
este trabajo muestran baja estructura genética entre localidades (ver mas adelante), lo
cual sugiere que aquellos estimados de diferenciacion no corregidos para los alelos
nulos (Fst, Rst, distancias de Nei) no tienen sesgos.

La poblacion de A. jamaicensis en isla Cozumel mostré valores de diversidad
genética altos, con respecto a la heterocigosidad esperada y al nimero de alelos por
locus. La heterocigosidad (He = 0.870; Hyg = 0.802) es comparativamente alta a lo
registrado en otros estudios con murciélagos. Fleming y Murray (2009) encontraron
qgue, para A. jamaicensis en la isla Gran Caiman, la H. fue de 0.640 y 0.690, antes y
después del huracan Ivan, respectivamente. En la isla japonesa de Okinawa—Jima,
Yoshino et al. (2008) encontraron para Rhinolophus cornutus pumilus valores de He de
0.790 a 0.850. Finalmente, Rossiter et al. (2000) analizaron la diversidad genética de R.
ferrumequinum en colonias de Gran Bretafia, en donde la He abarc6 de 0.399 a 0.681.
Asimismo, el nimero maximo de alelos por locus es comparativamente alto: 13 — 29 en
este estudio, 11 — 18 en otros trabajos (Rossiter et al., 2000, Salgueiro et al., 2008,
Yoshino et al.,, 2008, Echenique-Diaz et al., 2009). Esta diversidad genética elevada
puede atribuirse a varios factores: un flujo génico alto con individuos de la peninsula de
Yucatan o con otras islas; y por la alta densidad poblacional en la isla y en muchas de
sus poblaciones continentales. Sin embargo, también hay que considerar la dinamica
de las poblaciones islefias: cuando se colonizan, participa un numero reducido de

individuos fundadores, que son una muestra pequefia de la diversidad genética de una
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poblacion fuente, que generalmente es la poblacion continental (Abdelkrim et al., 2005).
Esto provoca un decremento drastico en la diversidad genética en esta poblacion
fundada, con un consecuente cuello de botella (Abdelkrim et al., 2005), caracterizado
por la reduccién de la diversidad alélica y del tamafio efectivo de la poblacion, asi como
por un incremento de la heterocigosidad (Cornuet y Luikart, 1996; Amos y Harwood,
1998; Abdelkrim et al., 2005; Vega et al., 2007). Después de fundarse, la diversidad
genética en las poblaciones islefias se mantiene baja, por sus tamafios poblacionales
bajos, donde puede darse endogamia y deriva génica (Frankham, 1997; Vega et al.,
2007; Fleming et al., 2010). No obstante, puede haber incremento de la diversidad
genética si el tamafio poblacional se mantiene en niveles altos y si hay flujo génico con

poblaciones vecinas (Frankham, 1997; Amos y Harwood, 1998; Vega et al., 2007).

7.2 Estructura poblacional y flujo génico

Considerando las caracteristicas ambientales de Cozumel: alta estacionalidad, méas de
la mitad del afio en condiciones de sequia (con escasa disponibilidad de agua y sélo
presente de manera libre en los cenotes), vegetacion predominantemente caducifolia;
asi como, el ciclo reproductivo de A. jamaicensis (en el cual los picos de nacimientos de
las crias estan sujetos a la fenologia de los recursos alimentarios) (Steers, 1998; Ortega
y Arita, 1999; Ortega y Steers, 2005), uno de los objetivos del estudio fue evaluar si A.
jamaicensis presentaria estructuracion genética. La hipétesis planteada se basé en la
informacion conocida sobre la especie (Flores-Martinez, 1999; Ortega y Arita, 1999;
Ortega y Castro-Arellano, 2001; Ortega y Steers, 2005; Ortega et al., 2008) y los
resultados mostraron que A. jamaicensis en Cozumel no esta genéticamente
estructurado, de acuerdo con las hipétesis planteadas. Tanto los valores de distancia
genética observados de Nei y de Cavalli-Sforza y Edwards entre localidades como los
de G’st mostraron valores bajos (todas las localidades) a moderados (cuando se
excluyen las poblaciones con tamafio de muestra pequeiio) (Tablas 5y 6). Asimismo,
los valores no significativos de Fst y Rst pareadas y el alto nUmero de migrantes
reflejan los altos niveles de flujo génico que presentan los individuos en la isla. Los
analisis moleculares de varianza basados en estos dos estimados muestran que la

distribucion de la variacion genética es nula entre tipos de vegetacion (localidades),
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mientras que el 96-98% se da dentro de las localidades. Tampoco se encontro
aislamiento por distancia, todo lo cual hace evidente que el tipo de vegetacién no es un
factor que promueva diferenciacion entre poblaciones de A. jamaicensis.

La mayoria de los murciélagos no fueron afines a las localidades donde fueron
colectados, pues la prueba de asignacion mostré que entre el 50% y el 85% de los
individuos colectados no eran originarios del tipo de vegetacion donde fueron
colectados. Asi, estos resultados son evidencia de la alta movilidad de individuos entre
los diferentes tipos de vegetacion y a lo largo de la isla, lo cual promueve en
consecuencia un alto flujo génico. Acorde con esta alta movilidad, el analisis espacial
mostré que una sola poblacién o unidad genética esta presente en la isla, es decir que
los individuos se comportan como una poblacion panmictica insular.

En cuanto al analisis de parentesco, sélo el 14% de todos los pares de individuos
tuvieron relacion predominando aquellos de bajo parentesco (medios hermanos, frente
a hermanos completos y padre—hijo). Se esperaria que en una isla el parentesco se
incrementara en virtud de la tendencia a la endogamia, sin embargo, esto no se
observa en A. jamaicensis, seguramente por el alto intercambio de individuos dentro de
la isla, asi como probablemente con otras poblaciones. Sin embargo, hay que resaltar
qgue el método utilizado en este trabajo para inferir las relaciones de parentesco supone
gue la poblacién analizada no recibe migrantes (Kalinowski et al., 2006). Otro factor que
podria promover el escaso parentesco es la ausencia de cuevas en la Isla Cozumel. Lo
anterior se traduce en que los harems se establecen en sitios de percha no
permanentes (e.g., huecos de troncos o follaje) expuestos a fluctuaciones
microclimaticas y a perturbaciones como huracanes o tormentas, por lo que los harems
son menos estables y propensos a desintegrarse (Ortega et al., 2008).

Varios factores propician que la poblacion en la isla Cozumel sea panmictica. A.
jamaicensis puede encontrarse en varios tipos de habitat, utiliza una amplia diversidad
de sitios de percha y cuenta con un amplio espectro de especies vegetales cuyos frutos
consume, ademas de que puede complementar su dieta con insectos, polen, néctar o
flores (Flores—Martinez, 1999; Ortega y Castro—Arellano, 2001; Ortega et al., 2003,
2008). Ademas, utiliza diferentes sitios de percha como huecos de troncos, follaje y

construcciones humanas (Ortega y Arita, 1999; Ortega y Castro-Arellano, 2001; Ortega
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y Steers, 2005). Debido a esta poca restriccion en la dieta y en los sitios de percha, asi
como el uso de diferentes habitat, efectivamente se corrobora la hipétesis de que el tipo
de vegetacion predominante en isla Cozumel no es un factor de diferenciacion genética.
Otro factor importante es la amplia vagilidad (Gannon y Willig, 2010); en habitats
productivos la distancia diaria de forrajeo es de 600 m y en habitats con escasa
disponibilidad de frutos es de 8 km en promedio (Morrison, 1978; Ortega y Castro—
Arellano, 2001; Ortega et al., 2003). Pero esta especie no sélo exhibe amplia movilidad
en una escala local, sino que la dispersibn a distancias mayores ha quedado
corroborada en varios estudios donde se observan niveles importantes de flujo génico
entre poblaciones islefias en el Caribe separadas por distancias aproximadas de entre
30 y 1400 km, por ejemplo, las islas de las Antillas mayores y menores como La
Espafiola, Jamaica, Puerto Rico (Phillips et al., 1991; Fleming et al., 2010), asi como
Antigua, Barbuda, Barbados, Carriacou, Dominica, Montserrat, Nevis, Saba, San
Eustaquio, Saint Kitts, San Martin y San Vicente (Pumo et al., 1988; Phillips et al., 1991,
Carstens et al., 2004; Larsen et al., 2007; Fleming et al., 2010).
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8. CONCLUSION

La poblacion islefia de Artibeus jamaicensis en Isla Cozumel tiene, comparada con
trabajos previos con murciélagos, una alta diversidad genética, traducida en un alto
namero de alelos por locus y en valores relativamente altos de heterocigosidad
esperada, probablemente asociado a los diferentes eventos de colonizacion de la isla 'y
posterior migracion de individuos entre islas y con el continente, y la relativa alta
densidad poblacional que presenta en Cozumel. Ello es un ejemplo contrario a lo que
normalmente se observa en poblaciones insulares.

Los datos sugieren que los individuos de A. jamaicensis son una poblacion
panmictica, con valores bajos y no significativos de diferenciacion genética, con
proporciones bajas de relaciones de parentesco y con la casi total proporcion de
variacion genética presente dentro de las localidades. La no estructuracion resultado
del tipo de vegetacion evaluados estéa relacionado con la versatilidad que A. jamaicensis
tiene en la eleccion de sitios de percha, la diversidad de habitat que puede ocupar, en la
eleccion de recursos alimentarios y en su alta vagilidad. Se reconoce que el tamafio de
muestra de varios sitios en este estudio es bajo, y que indudablemente seria
conveniente corroborar lo observado con un mayor esfuerzo de muestreo. Sin embargo,
también es de notar que diversos analisis apoyan estos resultados y que muy

probablemente se mantendrian los patrones observados.
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ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo de extracciéon de ADN

Se siguié este protocolo modificado para extraer el ADN de todas las muestras de membrana
alar en Artibeus jamaicensis, basado en el kit de extraccion QuickGene DNA tissue kit S — Mini
80 de FUJI FILM Life Science.

|.- Diseccion de tejido

1.

Colocar una muestra de tejido de membrana alar en un pedazo de papel aluminio.
Exprimirlo un poco sobre el aluminio para quitar el exceso de etanol. Después, secar el
tejido en una sanita lo mas que se pueda.

Medir las muestras de tejido usando una regla graduada lavada con etanol al 70% (v/v).
Si la muestra es muy grande, cortar con un bisturi lavado con etanol al 70% sobre el
aluminio pedazos de entre 1 y 3mm de longitud y de un grosor de ~ 2mm.

Meter las muestras en tubos eppendorf de 1.5 mL previamente esterilizados en
autoclave y rotulados.

II.- Lisis de tejido

4.

9.

10.

11.
12.

13.

A las muestras que miden entre 1.5 y 3mm (muestras grandes) afiadir a cada una 6Q uL
de la solucion de lisis MDT del kit; para muestras que miden <1.5 mm (muestras
pequeiias), afiadir 50 uL de MDT.

A las muestras con 60 puL de MDT, afadir 10uL de proteinasa K EDT. A los que tienen
50, afiadir 8 uL de EDT. Vortexear los tubos unos segundos.

Incubar en un termoblock a 55°C de preferencia toda la noche. Si es posible, vortexear
los tubos durante la incubacién periédicamente. Al terminar la incubacion, vortexear
nuevamente los tubos; se puede continuar con los pasos siguientes si quedan restos
pardos transparentes de tejidos en los tubos o si el liquido se ve turbio.

Centrifugar a 10 000 RPM, durante 3 6 4 min a temperatura ambiente (la temperatura de
la centrifuga puede variar).

Transferir el sobrenadante a un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo ya rotulado. Si partes
del pellet se vierten con el sobrenadante, centrifugar una vez mas por 1 min.

A las muestras grandes afiadir 60 puL de solucion de lisis LDT; a las muestras
pequefias afadir 50 uL de LDT.

Mezclar abundantemente en el vortex durante 15 s. Luego, hacer un breve toque de
spin en una microcentrifuga.

Incubar en el termoblock a 70°C por 10 min. Después, hacer un breve toque de spin.

A las muestras grandes, afiadir 80 uL de etanol al 96% (v/v) o etanol absoluto; a las
muestras pequefas, afadirles 67 pL.

Mezclar abundantemente en el vortex durante 15 s. Después hacer un breve toque de

spin. El lisado se ha obtenido.

[1l.- Lavados del lisado

Los lavados se realizan en un presurizador proporcionado por el kit. Para los lavados se debe
colocar cada lisado en un cartucho que tiene un filtro muy fino que concentra el ADN cuando se
hacen los lavados. Posteriormente el ADN se extrae de los filtros por elucién.
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13.
14.

15.

16.

17.

18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

25.

26.

Colocar el tren de cartuchos del presurizador en el &rea de lavado (W).

Insertar los cartuchos en el tren y una cubeta de colecta bajo cada cartucho; en estas
cubetas se acumularan los restos del lavado de las muestras.

Verter cada lisado en un cartucho. Observar que el lisado haya caido en su totalidad en
el cartucho, evitando dejar reminiscencias en los tubos eppendorf.

Empujar hasta el tope el tren de cartuchos hacia el interior del presurizador. Jalar las
perillas para activar la presurizacion (presurizacién 1). Durante la presurizacion,
observar detenidamente que en los cartuchos todo el liquido haya desaparecido de
éstos y caido en las cubetas. Esperar a que termine la presurizacion, o bien, si ya se
esta seguro de que no queda liquido en los cartuchos, girar hacia el lado contrario las
perillas y suspender la presurizacion.

Jalar el tren y agregar a cada cartucho el buffer de lavado WDT. Para las muestras
grandes, agregar 250 uL de WDT y para las chicas, 208 uL. Este es el primer lavado. Al
pipetear el WDT a los cartuchos no tocar con la punta el filtro para no perforarlo.

Repetir el paso 16 para aplicar la presurizacion 2.

Repetir el paso 17 para hacer el sequndo lavado.

Repetir el paso 16 para aplicar la presurizacion 3.

Repetir el paso 17 para hacer el tercer lavado.

Repetir el paso 16 para aplicar la presurizacion 4.

Después de 4 presurizaciones, quitar el tren de cartuchos y colocarlo en el area de
elucion (E). Colocar bajo cada cartucho un tubo eppendorf de 1.5 mL nuevo y rotulado;
los tubos deben colocarse debajo de los cartuchos en el mismo orden en que se
vertieron los lisados a cada cartucho. Los tubos van a recibir el ADN eluido.

Agregar a cada cartucho 50 uL del buffer de elucién CDT para muestras grandes y 30
— 40 uL para muestras pequefias. Se recomienda dejar incubar el CDT en los cartuchos
90 s antes de aplicar la presurizacion.

Aplicar una presurizacion (presurizacion 5), como en el paso 16. Asegurarse de que ya
no fluya liquido bajo los cartuchos cuando haya acabado la presurizacion, signo de que
todo el ADN ha sido eluido. Si se observa que aln queda liquido en los cartuchos, volver
a aplicar presurizacion, hasta desalojar todo el liquido de éstos.

Recoger los tubos eppendorf con el ADN gendémico eluido disuelto en el buffer de
elucion CDT. Almacenar las muestras a —20°C.
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ANEXO 2. Condiciones de las PCRs

Para todos los microsatélites en todas las muestras se utilizaron las siguientes condiciones para
las PCRs (Ortega et al., 2002).

REACTIVO VOLUMEN (uL)

H,O 2.4

MgCl, (1.5mM) 0.15

Buffer de reaccion 10X® 0.5

dNTPs (0.2mM) 0.5
Primer forward (0.4uM) 0.2
Primer reverse (0.4uM) 0.2

Taq (0.25U)% 0.05
ADN¥ 1
VOLUMEN FINAL 5

SSe utilizaron indistintamente dos Taq: la Tag DNA Polymerase Recombinant de Invitrogen®,
cuyo buffer de reaccién estd a una concentracion de 10X sin MgCl, y esta compuesto de
200mM de Tris — HCI (pH 8.4) y 500 mM de KCI; y la Tag DNA Polymerase Recombinant de
Vivantis®; para la Taq de Vivantis® se utilizé el buffer de reaccién ViBufferA 10X sin MgCl, que
est4 compuesto de 500mM de KCI, 100mM de Tris — HCI (pH 9.1 a 20°C) y 0.1% de Triton™X-
100. Ambas Tags estan a una concentracion de 5U/uL.

¥Para algunas muestras fue necesario diluir 1:10 el volumen de ADN afadido segin la
concentracién de los productos de PCR que se obtenia

Para algunas muestras fue necesario modificar las concentraciones de los primers y afiadir un
volumen mayor de ADN.

Para todos los microsatélites se siguio el siguiente programa de PCR:

96°C / 5 min 96°C /45 s

30
CICLOS / 72°C [ 45 s 72°C / 5 min

56°C 6 60°C /45 s
Eggggiéiiizzzi:::::=:
En todos los loci se usé una temperatura de alineamiento de 56°C, mientras que en AjA185 y
AjA123 se us6 una temperatura de 60°C (Ortega et al., 2003)
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ANEXO 3. Frecuencias alélicas observadas por localidad para cada locus y alelos privados para
cada localidad.

Locus Localidades

AjJA40 Alelo SMF CH MCC SPSM Aer SMP PS MT Cenot CEch SMC
182! 0.125 0.077 0.000 0.000 0.167 0.083 0.125 0.429 0.107 0.125 0.079
186 0.125 0.115 0.000 0.000 0.042 0.000 0.125 0.000 0.000 0.000 0.158
194 0.000 0.038 0.000 0.100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
196 0.000 0.038 0.000 0.100 0.042 0.083 0.125 0.071 0.107 0.042 0.026
198 0.000 0.000 0.250 0.000 0.042 0.083 0.000 0.071 0.000 0.125 0.132
200 0.250 0.115 0.000 0.100 0.125 0.167 0.000 0.071 0.143 0.167 0.132
202 0.125 0.115 0.000 0.300 0.167 0.125 0.250 0.000 0.179 0.125 0.053
204 0.250 0.038 0.000 0.100 0.125 0.167 0.125 0.000 0.107 0.083 0.079
206 0.125 0.231 0.250 0.100 0.042 0.125 0.000 0.071 0.143 0.083 0.184
208 0.000 0.115 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.143 0.036 0.000 0.053
210 0.000 0.000 0.500 0.100 0.083 0.042 0.125 0.071 0.071 0.083 0.026
212 0.000 0.000 0.000 0.100 0.000 0.042 0.125 0.071 0.000 0.042 0.000
214 0.000 0.038 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.071 0.042 0.026
216 0.000 0.077 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.036 0.042 0.053
220 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000
222 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042% 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

AjA185 90 0.125 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.143 0.000 0.000 0.000
98 0.125 0.038 0.000 0.100 0.000 0.167 0.000 0.071 0.071 0.125 0.105
100 0.125 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083 0.000 0.071 0.143 0.125 0.132
102 0.125 0.154 0.250 0.300 0.167 0.083 0.000 0.071 0.071 0.125 0.158
104 0.000 0.115 0.000 0.300 0.000 0.042 0.000 0.214 0.179 0.292 0.132
106 0.000 0.000 0.000 0.000 0.208 0.125 0.000 0.000 0.071 0.167 0.026
108 0.125 0.038 0.000 0.100 0.125 0.042 0.250 0.000 0.036 0.000 0.132
110 0.125 0.192 0.000 0.000 0.000 0.292 0.250 0.000 0.036 0.000 0.105
112 0.125 0.038 0.000 0.100 0.000 0.042 0.250 0.000 0.107 0.000 0.026
114 0.000 0.269 0.000 0.100 0.125 0.042 0.000 0.214 0.036 0.042 0.000
116 0.000 0.000 0.500 0.000 0.083 0.000 0.000 0.000 0.036 0.083 0.026
118 0.000 0.038 0.000 0.000 0.167 0.000 0.000 0.000 0.179 0.000 0.026
120 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
122 0.125 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
124 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.143 0.000 0.000 0.053
126 0.000 0.000 0.000 0.000 0.083 0.000 0.000 0.071 0.036 0.000 0.026
128 0.000 0.038 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000
130 0.000 0.000 0.250 0.000 0.000 0.042 0.250 0.000 0.000 0.000 0.053
132 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

AjA151 136 0.250 0.500 0.250 0.300 0.458 0.292 0.250 0.214 0.286 0.333 0.447
140 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
152 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.167 0.000 0.143 0.071 0.000 0.105
154 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.083 0.000 0.000 0.000 0.000 0.026
156 0.000 0.000 0.000 0.300 0.000 0.000 0.250 0.143 0.071 0.083 0.000
158 0.000 0.000 0.000 0.000 0.042 0.042 0.000 0.000 0.036 0.000 0.000
160 0.125 0.000 0.250 0.100 0.167 0.000 0.000 0.071 0.071 0.042 0.053
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AjB464

AjA84

162
164
166
168
170
172
174

226
228
230
232
234
236
238
240
242
244
246
248
250
252
254
256
258
260
262
264
266
270

104
106
108
110
112
114
122
124
126
128
132
134
136
138
142
144
146
148

0.125
0.250
0.000
0.125
0.000
0.125
0.000

0.000
0.000
0.250
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.375
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000

0.375
0.375
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.038
0.154
0.115
0.077
0.038
0.038
0.038

0.000
0.192
0.192
0.038
0.269
0.077
0.038
0.115
0.000
0.000
0.038
0.000
0.000
0.038
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.154
0.077
0.077
0.000
0.077
0.000
0.000
0.000
0.154
0.000
0.077
0.038
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.250
0.000

0.000
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000
0.250
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.500

0.100
0.000
0.100
0.000
0.000
0.100
0.000

0.000
0.200
0.000
0.000
0.000
0.200
0.000
0.200
0.000
0.000
0.000
0.100
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.200
0.000

0.100
0.300
0.300
0.000
0.100
0.000
0.000
0.200
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.125
0.083
0.042
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.292
0.083
0.000
0.000
0.125
0.125
0.083
0.000
0.000
0.042
0.000
0.000
0.083
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.000

0.083
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.042
0.042
0.042
0.042
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000

0.125
0.125
0.000
0.042
0.042
0.042
0.042

0.083
0.083
0.292
0.000
0.042
0.042
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.083
0.042
0.000
0.083
0.042
0.042
0.000
0.000
0.000

0.125
0.042
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.208
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.042
0.042
0.000

0.125
0.250
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.375
0.000
0.250
0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.125
0.500
0.000
0.000
0.125
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.143
0.143
0.143
0.000
0.000
0.000

0.000
0.071
0.214
0.214
0.000
0.000
0.000
0.143
0.071
0.000
0.071
0.000
0.000
0.071
0.143
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.214
0.000
0.143
0.214
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.143
0.143
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000

0.107
0.107
0.071
0.143
0.036
0.000
0.000

0.000
0.036
0.250
0.179
0.071
0.036
0.036
0.214
0.000
0.000
0.000
0.036
0.036
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000
0.000
0.036
0.000
0.000

0.143
0.214
0.036
0.000
0.036
0.000
0.000
0.071
0.071
0.000
0.071
0.000
0.000
0.036
0.000
0.071
0.000
0.107

0.000
0.167
0.125
0.000
0.167
0.083
0.000

0.000
0.000
0.167
0.083
0.000
0.000
0.000
0.083
0.042
0.042
0.167
0.125
0.042
0.000
0.000
0.042
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.167

0.083
0.083
0.125
0.000
0.042
0.000
0.000
0.083
0.083
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000
0.000
0.083
0.000
0.167

0.053
0.079
0.132
0.053
0.000
0.053
0.000

0.026
0.079
0.289
0.158
0.000
0.026
0.105
0.105
0.053
0.000
0.026
0.026
0.000
0.026
0.000
0.000
0.053
0.000
0.000
0.026
0.000
0.000

0.053
0.026
0.132
0.026
0.053
0.026
0.000
0.000
0.079
0.000
0.026
0.026
0.053
0.079
0.026
0.026
0.000
0.053
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150
152
154
156
158
160
162
166
168
170
172

AjA123 220
230
234
236
238
240
242
244
246
248
250
252
254

0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.000

0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.125
0.250
0.125
0.375
0.000
0.000

0.231
0.000
0.077
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.038
0.000
0.000

0.000
0.000
0.038
0.192
0.077
0.115
0.077
0.115
0.038
0.077
0.154
0.115
0.000

0.250
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.100
0.100
0.100
0.200
0.100
0.200
0.200
0.000

0.000
0.042
0.042
0.000
0.125
0.167
0.000
0.042
0.000
0.000
0.042

0.000
0.000
0.000
0.042
0.000
0.083
0.125
0.208
0.125
0.125
0.208
0.083
0.000

0.083
0.000
0.042
0.083
0.000
0.125
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.083
0.083
0.125
0.208
0.083
0.292
0.125
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.375
0.125
0.000
0.000
0.125
0.375
0.000
0.000

0.000
0.000
0.000
0.000
0.071
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.000
0.143
0.000
0.000
0.000
0.071
0.071
0.071
0.000
0.214
0.357
0.071
0.000

0.036
0.000
0.071
0.000
0.000
0.000
0.000
0.036
0.000
0.000
0.000

0.071
0.000
0.000
0.071
0.000
0.071
0.107
0.179
0.143
0.036
0.214
0.107
0.000

0.083
0.042
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.042
0.000
0.000
0.042
0.000
0.000
0.000
0.250
0.000
0.042
0.333
0.250
0.042

0.000
0.132
0.079
0.000
0.026
0.000
0.053
0.026
0.000
0.000
0.000

0.000
0.000
0.026
0.026
0.053
0.079
0.158
0.132
0.158
0.026
0.263
0.079
0.000

!Alelos denominados por su tamafio en pares de bases (pb) en cursivas.
’Frecuencia de cada alelo privado representado en negritas.
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ANEXO 4. Frecuencias alélicas corregidas usando el algoritmo EM (Dempster et al., 1977)

implementado en el programa FreeNA para cada localidad en cada locus®.

Frecuencia Frecuencia

Locus Localidad Alelo observada modificada
AjA40 SPSM 202 0.3 0.299998
999" 0 0.000002
Aer 202 0.166667 0.166501
182 0.166667 0.166501
999 0 0.000332
SMP 182 0.083333 0.083046
999 0 0.000287
Cenot 196 0.107143 0.107141
999 0 0.000001
CEch 204 0.083333 0.083046
999 0 0.000287
SMC 204 0.078947 0.078934
206 0.184211 0.184205
999 0 0.000019
AjA185 CH 102 0.153846 0.145178
110 0.192308 0.185164
114 0.269231 0.263925
999 0 0.021118
Aer 102 0.166667 0.151671
118 0.166667 0.151671
106 0.208333 0.195687
999 0 0.042639
SMP 110 0.291667 0.277776
106 0.125000 0.111109
999 0 0.027781
PS 108 0.250000 0.166666
130 0.250000 0.166666
999 0 0.166667
MT 114 0.214286 0.169171
104 0.214286 0.169171
124 0.142857 0.088065
999 0 0.145023
Cenot 100 0.142857 0.121434
102 0.071429 0.042470
104 0.178571 0.137934
999 0 0.091019
CEch 104 0.291667 0.286067
106 0.166667 0.161963
999 0 0.010303
SMC 102 0.157895 0.152956
110 0.105263 0.098305
104 0.131579 0.125808
999 0 0.017668
AjA151 SMF 164 0.25 0.249501
999 0 0.000499
Aer 160 0.166667 0.166663
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SMP

Cenot

CEch

SMC

AjB464 SMF

CH

SPSM

Aer

SMP

PS

MT

Cenot

136
999
136
154
152
999
136
168
162
999
136
166
999
136
166
999
246
999
230
234
228
236
999
266
228
240
236
999
232
230
238
254
256
999
230
258
240
252
226
999
240
236
242
999
232
240
254
999
232
230
240

0.458333
0
0.291667
0.083333
0.166667
0
0.285714
0.142857
0.107143
0
0.333333
0.125
0
0.447368
0.131579
0
0.375
0
0.192308
0.269231
0.192308
0.076923
0
0.2
0.2
0.2
0.2
0
0.083333
0.291667
0.125
0.083333
0.125
0
0.291667
0.083333
0.125
0.083333
0.083333
0
0.25
0.375
0.25
0
0.214286
0.142857
0.142857
0
0.178571
0.25
0.214286

0.458331
0.000006
0.224914
0.048235
0.139641
0.128876
0.278481
0.130292
0.091580
0.035361
0.299747
0.103522
0.055063
0.447365
0.131576
0.000006
0.374999
0.000001
0.167422
0.199272
0.167422
0.043208
0.153444
0.114286
0.114286
0.114286
0.114286
0.342857
0.046108
0.240280
0.091295
0.046108
0.091295
0.193249
0.239792
0.046010
0.091138
0.046010
0.046010
0.197708
0.151782
0.293118
0.151782
0.278319
0.167496
0.086732
0.086732
0.159040
0.131045
0.187723
0.193805
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CEch

SMC

AjAB4 CH

MCC

SPSM

Aer

SMP

PS

MT

Cenot

CEch

999
246
230
248
270
999
232
230
258
228
240
238
999
106
150
132
154
126
112
999
148
999
106
108
124
999
106
160
999
104
124
160
999
124
999
134
136
110
999
104
106
132
154
999
106
150
126
108
148
124
144

0
0.166667
0.166667

0.125
0.166667

0
0.157895
0.289474
0.052632
0.078947
0.105263
0.105263

0
0.076923
0.230769
0.076923
0.076923
0.153846
0.076923

0

0.5
0
0.3
0.3
0.2
0
0.125
0.166667
0
0.125
0.125
0.125
0
0.5

0
0.142857
0.142857
0.214286

0
0.142857
0.214286
0.071429
0.071429

0
0.083333
0.083333
0.083333

0.125
0.166667
0.083333
0.083333

0.130285
0.138082
0.138082
0.093164
0.104820
0.150851
0.117212
0.221816
0.028044
0.055863
0.083501
0.083501
0.199537
0.042261
0.205688
0.042261
0.042261
0.124789
0.042261
0.192789
0.499294
0.000706
0.236839
0.236839
0.123291
0.203032
0.116097
0.159797
0.015772
0.1
0.1
0.1
0.075001
0.499999
0.000001
0.086732
0.086732
0.167496
0.159040
0.118364
0.171339
0.040560
0.040560
0.129175
0.044189
0.044189
0.044189
0.088075
0.093313
0.044189
0.044189
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SMC

AjA123 SMF

CH

MCC

SPSM

Aer

SMP

PS

MT

Cenot

CEch

136
999
154
126
108
112
152
138
162
999
246
250
999
236
252
242
999
246
999
246
250
252
999
248
250
244
240
999
246
248
250
244
252
242
999
250
240
999
248
250
230
999
246
250
220
244
242
999
250
244
252

0.125
0
0.078947
0.078947
0.131579
0.052632
0.131579
0.078947
0.052632
0
0.25
0.375
0
0.192308
0.115385
0.076923
0
1
0
0.2
0.2
0.2
0
0.125
0.208333
0.208333
0.083333
0
0.208333
0.083333
0.291667
0.125
0.125
0.083333
0
0.375
0.375
0
0.214286
0.357143
0.142857
0
0.142857
0.214286
0.071429
0.178571
0.107143
0
0.333333
0.25
0.25

0.088075
0.342926
0.056198
0.056198
0.111507
0.028237
0.089459
0.056198
0.028237
0.179228
0.174867
0.318401
0.131732
0.147398
0.088446
0.045384
0.103388
0.999001
0.000999
0.12
0.12
0.12
0.24
0.096238
0.186018
0.186018
0.049476
0.107249
0.176913
0.044848
0.200385
0.089218
0.089218
0.044848
0.271235
0.333332
0.333332
0.083336
0.164256
0.273739
0.084284
0.192006
0.116842
0.167761
0.039733
0.154658
0.078589
0.156704
0.324878
0.239297
0.227801
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SMC

999
246
250
252
238
242
999

0
0.157895
0.263158
0.078947
0.052632
0.157895

0

0.041358
0.117174
0.192001
0.055852
0.028037
0.117174
0.200288

'Se muestran sélo las frecuencias alélicas que se modificaron por la presencia de alelos nulos

en cada localidad.

"El tamafio del alelo nulo se representa en negritas como 999.

ANEXO 5 . Estadisticos F calculados por locus segun Weir y Cockerham (1984)

LOCUS Fis Fsr Fir
AjA40 -0.0112 -0.0012 -0.0124
AJA185 0.1482 0.0248 0.1694
AjA151 0.0749 -0.0035 0.0717
AjB464 0.4273 -0.0002 0.4271
AjA84 0.3496 0.0144 0.3590
AjA123 0.3946 -0.0088 0.3893
Total 0.2321 0.0046 0.2356

ANEXO 6. Relaciones de parentesco para todos los individuos de A. jamaicensis en la Isla

Cozumel.
PARENTESCO PORCENTAJE DE PARES
DE INDIVIDUOS"
Sin relacion 85.9%
Medios hermanos 12.7%
Hermanos completos 1.1%
Padre — hijo 0.28%

Valores calculados respecto a un nimero total de 5356 pares de individuos

67



ANEXO 7. Valores de P de la prueba exacta de equilibrio de HW y coeficientes de
endogamia (Fis) de Weir y Cockerham (1984) calculados para cada locus en cada
localidad

Loci

Localidades AjAd0  AjA185 AjAl51l  AjB464  AjA84  AjA123
SMF P 1.0000 1.0000 0.3122 0.6582 1.0000 0.0859
Fis -0.0909 0.0000 0.2174  0.1429 -0.3333 0.4545
CH P 0.9498 0.7384 0.8481 0.0078 0.0011 0.0386
Fis -0.1025 0.1273 -0.0573 0.3846 0.4126  0.2500

MCC P 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 0.3335 nc

Fis -0.3333 -0.3333 0.0000 0.0000 0.5000 nc
SPSM P 0.3327 1.0000 0.7736 0.0009 0.0341 0.0028
Fis 0.1579 -0.1765 -0.1765 0.8000 0.5556  0.6000
Aer P 0.4648 0.0852 0.6903 0.0067 0.0618 0.0290
Fis 0.1057 0.1646  0.0198 0.4430 0.1200 0.2574
SMP P 0.5138 0.0691 0.0008 0.0009 0.0441 0.0001
Fis 0.0082  0.1574 0.3447 0.4545 0.1951 0.6207
PS P 1.0000 0.1246 1.0000 0.0285 0.7718 0.3136
Fis -0.0435 0.4545 -0.1429 0.7273 0.0526  0.4000
MT P 1.0000 0.0284 1.0000 0.0282 0.0693 0.0053
Fis -0.2353  0.3924  -0.1053 0.3924 0.3846  0.5135
Cenot P 0.4742 0.0121 0.4333 0.0006 0.0055 0.0173
Fis -0.0181 0.2262 0.1146 0.3540 0.3118 0.3697
CEch P 0.3853 0.2031 0.0558 0.0028 0.0000 0.1439
Fis 0.0202 0.1391 0.2108 0.3740 0.7412 0.1619
SMC P 0.6660 0.2785 0.3013 0.0000 0.0000 0.0000

Fis 0.0145 0.0828 0.0491 0.4662 0.3982 0.4618

nc = valores no calculados por falta de informacién
En negritas, valores de P significativos con correccién de Bonferroni secuencial.
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