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RESUMEN

La diversidad genética constituye una parte integral de la biodiversidad y se refiere a la
variacidbn que existe en el material genético de los individuos de una especie. Las islas
presentan comunmente tamafios poblacionales pequefos, aislamiento geogréfico, area limitada
y procesos Unicos de dispersion y colonizacidén, aunado a caracteristicas genéticas particulares
como depresion por endogamia, pérdida de variacién genética, y acumulacion de mutaciones
deletéreas. Ello hace que las poblaciones islefias sean mas susceptibles a pérdida de
diversidad genética y extincion. Isla Cozumel, en Quintana Roo, México, alberga una diversidad
biolégica Unica que incluye al menos 31 taxa endémicos, de los cuales el grupo de vertebrados
menos representado son los mamiferos, destacando dos carnivoros procionidos: el mapache
enano y el coati enano. Dado que son endémicos y susceptibles a los efectos antes
mencionados, es necesario recabar informacion poblacional y genética de sus poblaciones. Asi,
el objetivo del presente trabajo fue evaluar la diversidad y estructura genética de Procyon
pygmaeus y Nasua nelsoni, considerando la distribucién genética y geografica de los individuos
en la isla. Las muestras de ambas especies se obtuvieron de trabajo de campo en 2012, asi
como de colectas previas (2003 y 2006); el trabajo de laboratorio consistié en la extraccion de
ADN, amplificacion de loci de microsatélites especificos para cada especie y amplificacién del
gen citocromo b (cyt b). Los andlisis de las secuencias de cyt b consistieron en la alineacion
manual, estimacién de pruebas de neutralidad, valores de diversidad y de distancia genética
entre las especies insulares y su contraparte continental; construccion de arboles filogenéticos,
redes de haplotipos y analisis demogréaficos y tamafio efectivo. Para los loci de microsatélites,
se evaluaron alelos nulos, se estimaron valores de diversidad y estructura genética y se
definieron grupos genéticos. Finalmente, se realizaron pruebas de parentesco, cuello de botella
y tamafio efectivo. Se encontrd un Unico haplotipo (cyt b) para P. pygmaeus; para microsatélites
éste mostrd valores moderados de nimero de alelos (2 a 5) y de heterocigosidad (H, = 0.490 y
He = 0.525). La poblaciéon en la isla esta diferenciada en dos grupos genéticos (Fst = 0.109 y
Rst = 0.144). Se detectd cierto desequilibrio de ligamiento, que puede ser producto de
presencia de alelos exclusivos y cierto grado de endogamia, apoyado por los analisis de
parentesco que mostraron que uno de los grupos tiene mas individuos emparentados. Se
detect6 sefial de cuello de botella con todos los estimadores, lo cual se respalda con el tamafio
efectivo que fue bajo (21.4 individuos), resultados que en conjunto indican que P. pygmaeus ha
sufrido un cuello de botella crénico a lo largo de muchas generaciones. Para N. nelsoni, se

encontraron valores de diversidad genética moderados tanto para secuencias: cuatro haplotipos
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y diversidad haplotipica h = 0.674+0.054, como para microsatélites: 2 a 7 alelos; H, = 0.476 y He
= 0.537. Se detectaron cuatro grupos con cyt b y un grupo con microsatélites. Se sugiere que la
poblacion de N. nelsoni ha mantenido histéricamente una diferenciacion a nivel de cuatro
linajes, mientras que la conducta y movilidad que presentan los individuos en la isla ha
prevenido una diferenciacién en escala temporal mas reciente. Se encontré sefial de cuello de
botella con ambos marcadores, que sugiere una reduccion del tamafo poblacional, mientras
que el tamafio efectivo fue bajo (17.1 individuos), por lo que se hipotetiza que la poblacién no se
ha recuperado del o los cuellos de botella histéricos. Los resultados del presente trabajo son
importantes en términos de conservacion, ya que exhiben los niveles bajos y moderados de
diversidad genética del mapache y coati, respectivamente, ademas de la estructura presente en
la isla y los tamafios poblacionales pequefios. Diversos factores pueden estar asociados,
destacando los fenbmenos naturales como huracanes y la alteracion del habitat debido a las
actividades humanas. Los dos prociénidos estan en riesgo y es urgente la implementacion de
estrategias de conservacion en la isla, que les permitan a estas especies endémicas persistir a

mediano y largo plazo.
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ABSTRACT

Genetic diversity is an integral part of biodiversity and encompasses all the variation extant in
the genetic material of individuals of a species. Islands commonly exhibit small population sizes,
geographic isolation, limited area and unique dispersion and colonization processes, in addition
to particular genetic characteristics such as inbreeding depression, lose of genetic variation and
accumulation of deleterious mutations. These factors make islands populations more susceptible
to lose genetic diversity and extinction. Cozumel Island, Quintana Roo, Mexico, harbors a
unigue biological diversity that includes at least 31 endemic taxa, from which the more sub-
represented group of vertebrates is mammals. From these, two carnivore procyonids are
highlighted: the dwarf raccoon and the dwarf coati. Since both are endemic and susceptible to
the factors enlisted above, information about their populations and genetics is needed. So, the
objective of the present work was to evaluate the genetic diversity and structure of Procyon
pygmaeus and Nasua nelsoni, considering the geographic and genetic distribution of the
individuals on the island. Samples from both species were obtained from field work on 2012 and
previous collecting works (2003 and 2006); lab work involved DNA extraction, the amplification
of species-specific microsatellite loci and the amplification of cytochrome b gene (cyt b). Analysis
of cyt b sequences consisted of manual alignment, estimates of neutrality tests, diversity
measures and genetic distances between insular species and their continental counterpart;
construction of phylogenetic trees, haplotype networks, demographic analysis and effective
population size estimates. For microsatellite loci, the presence of null alleles was evaluated,
genetic diversity and structure measurements were estimated and genetic groups (clusters)
were defined. Finally, relatedness calculations, bottleneck tests and effective population size
estimates were performed. A unique haplotype (cyt b) was found in P. pygmaeus; moderate
values for both, allele richness (2-5) and heterozygosity (H, = 0.490 and H, = 0.525) were
exhibited for microsatellite loci. Population on the island is differentiated in two genetic clusters
(Fst = 0.109 and Rgst = 0.144). Certain linkage of disequilibrium was detected, which can be
attributed to the presence of exclusive alleles and certain inbreeding degree, supported by
relatedness calculations which indicated that one cluster possess more inter-related individuals.
Bottleneck signal was detected with all of the estimators, which is supported by the small
effective population size (24.1 individuals). Altogether, results indicate that P. pygmaeus has
suffered a chronic bottleneck through many generations. For N. nelsoni, values of moderate
genetic diversity were found for both, sequences: four haplotypes and haplotypic diversity h =
0.674+0.054; and for microsatellite loci: 2-7 alleles, H, = 0.476 and H. = 0.537. Four clusters
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were detected with cyt b, and only one with microsatellite loci. It's suggested that N. nelsoni
population has historically maintained a level of differentiation at four lineages, but behavioral
and dispersal capabilities of individuals has prevented a more recently degree of differentiation.
Bottleneck signal was detected with both molecular markers, which suggests a reduction of
population size, while effective population size was small (17.1 individuals), for all which can be
hypothesized that the population hasn’t been recovered yet from the historical bottleneck events.
The results of the present work are very important on conservation terms because the low and
moderate levels of genetic diversity for the raccoon and coati, respectively, are highlighted, in
addition to the structure on the island and the small population sizes. Diverse factors may be
associated to this, such as natural phenomena (hurricanes) and habitat alteration by human
activities. For all the facts enlisted above, both procyonids are in risk and it's urgent the
implementation of conservation strategies on the island, which permit these procyonids to persist

in a medium and long term.



1. INTRODUCCION

1.1 Diversidad genética

El término biodiversidad o diversidad biologica se refiere a todas las especies de plantas,
animales y microorganismos que habitan el planeta, asi como a los ecosistemas y procesos
ecoldgicos de los que forman parte (McNeely et al. 1990). Esta diversidad se considera en tres
niveles fundamentales: ecosistemas, especies y genes (McNeely et al. 1990). Los genes son
secuencias de nucleétidos que se localizan en un segmento particular (locus) de una molécula
de ADN; las distintas variantes que puede tener este segmento de ADN en ese lugar del
cromosoma corresponden a las formas alélicas o alelos (Frankham et al. 2010; Hedrick 2011).
Es precisamente al nivel de genes al que corresponde la diversidad genética dentro de las
especies, constituyendo una parte integral de la biodiversidad (McNeely et al. 1990).

La diversidad genética (o variacion genética) es toda la variacién que existe en el material
genético de los individuos de una especie, incluyendo el nucleo y organelos celulares como la
mitocondria y el cloroplasto (Hedrick 2011). Esta diversidad es originada por mutaciones
(Griffiths et al. 2004; Frankham et al. 2010), mismas que se consideran la materia prima para la
evolucion y adaptacion de las poblaciones naturales (Frankham 1996, 1997; Frankham et al.
2010). La disminucién o pérdida de la variacion genética normalmente se relacionan con una
disminucion en la sobrevivencia de las especies (McNeely et al. 1990), lo que afecta
directamente su adecuacion y persistencia (Frankham et al. 2010). El enfoque teérico supone
que tener niveles altos de diversidad genética confiere a los organismos la capacidad para
responder a cambios ambientales (Frankham et al. 2010), asi como a enfermedades, parasitos
y depredadores (Frankham 1996), lo que se relaciona directamente con procesos de
adaptacion, adecuacion y especiacion (Hedrick 2001).

En el caso particular de las poblaciones insulares, generalmente se reconoce que poseen
niveles bajos de diversidad genética debido a las condiciones que presentan las islas como
aislamiento, tamafo pequefo, baja inmigracién, entre otras (Frankham 1997, 1998). Ejemplos
de mamiferos islefios en particular con baja diversidad genética estan el zorro islefio (Urocyon
littoralis; Wayne et al. 1991), el tejon euroasiatico (Meles meles; Kurose et al. 2001),
marsupiales endémicos (Eldridge et al. 2004), roedores (Almeida et al. 2005; Hinten et al.
2003), entre otros. Por ello, es primordial el estudio de la diversidad genética para garantizar la

conservacion de la biodiversidad, ya que permite entender mejor los procesos temporales,



espaciales y evolutivos de la diversidad biolégica con el fin de garantizar su viabilidad a largo

plazo (Vazquez-Dominguez y Vega 2006), particularmente en las poblaciones insulares.

La variacion genética en las poblaciones naturales estd determinada por factores y

procesos como mutacion, seleccion, deriva génica, flujo génico, eventos de endogamia y

recombinacion (Hedrick 2011), los cuales se describen brevemente a continuacion:

Mutacién: se refiere a una variedad de eventos que conllevan a alteraciones en el material
genético de los individuos. El proceso de mutacion abarca varios niveles, desde cambios
al nivel de alelos y en secuencias de ADN (Hamilton 2009). Cuando ocurre una mutacion
en una poblaciéon y surge un nuevo alelo, es muy probable que en la siguiente
generacién se pierda, debido a que su frecuencia (1/nimero de alelos en la poblacion)
es baja (Hedrick 2011). Es necesaria la acumulacién de los alelos a lo largo de las
generaciones para incrementar su frecuencia y que se fijen en la poblacion (Freeman &
Herron 2002). Al respecto, se han propuesto diferentes modelos para ilustrar los
cambios genéticos que producen las mutaciones; los mas utilizados son el modelo de
alelos infinitos (IAM, por sus siglas en inglés) y el modelo de mutacién paso a paso
(SMM) (Hamilton 2009). El modelo IAM asume un numero infinito de sitios o alelos en
los que puede ocurrir un cambio, de manera que en cada evento surgiran nuevos alelos
y no ocurrirdn dos mutaciones en el mismo sitio. En cambio, el modelo SMM considera
el estado (tamafio) inicial del alelo, lo que provoca que los alelos mas diferentes entre si
en estado se encuentran separados por mas eventos mutacionales (Hamilton 2009).

Migracion (flujo génico): en un sentido evolutivo, se refiere al movimiento de alelos entre
poblaciones (Freeman y Herron 2002), mediante los individuos (migracién) o gametos
(Slatkin 1985; Hamilton 2009; Hedrick 2011).

Deriva génica: es el cambio aleatorio (o fluctuacién) de las frecuencias alélicas a lo largo
de las generaciones en una poblacion; depende directamente del tamafio de ésta: entre
mas pequefa sea la poblacién, mayor efecto tiene el azar (Hamilton 2009; Hedrick
2011).

Seleccion natural: es la reproduccion y/o sobrevivencia diferencial de los genotipos que, al

presentar ciertas caracteristicas, les permiten pasar sus alelos de una generacién a otra
(Futuyma 2009; Hedrick 2011).
Endogamia: ocurre cuando los apareamientos en una poblaciéon se dan entre individuos

emparentados. Una generalidad de la endogamia es que promueve un cambio en las
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frecuencias genotipicas con el paso de generaciones, pero las frecuencias alélicas
permanecen sin cambios (Hedrick 2011).

e Recombinacién: es el proceso mediante el cual se generan nuevas combinaciones
alélicas durante la formacion de gametos en la reproduccion sexual (Freeman y Herron
2002), por lo que bien puede considerarse un factor que promueve la variacion genética
(Griffiths et al. 2004).

Los factores anteriormente mencionados tienen efectos particulares, siendo la deriva
génica y la endogamia las directamente relacionadas con la disminucion de variacién genética
(Frankham 1996; Griffiths et al. 2004; Hedrick 2011). El flujo génico y la seleccién pueden

aumentar o disminuir dicha variacién segun sea el caso (Futuyma 2009; Hedrick 2011)

1.2 Medicion de la diversidad genética

Existen diferentes estimadores para cuantificar la diversidad genética, los cuales dependen del
marcador molecular que se utilice (ver capitulo 1.5). Estas medidas son importantes y
necesarias para documentar la pérdida o ganancia de la variacion genética, asi como de los
cambios evolutivos y la diferenciacion de poblaciones (Frankham et al. 2010). A continuacion se
describen algunos estimadores de diversidad genética:

e Numero de haplotipos (Nh): los haplotipos son las diferentes versiones o formas genéticas
de una secuencia de ADN (Tajima 1983); es decir, es el arreglo particular de nucleétidos
en un gen, que caracteriza a un individuo en la poblacién. Asi, el nimero de diferentes
versiones de secuencias que estan presentes en la poblacion, constituye el nimero de
haplotipos.

¢ Diversidad haplotipica (h): se refiere a la probabilidad de que dos haplotipos tomados al
azar de una poblacién sean diferentes (Tajima 1983).

¢ Numero de sitios segregantes (S): se refiere al nimero de lugares que son ocupados por
diferentes nucleétidos cuando se compara un conjunto de secuencias homologas
(poblacion). Esta medida puede representarse como la proporcién de sitios segregantes
respecto al total de sitios nucleotidicos (ps; Hamilton 2009).

e Promedio de diferencias nucleotidicas (K): es el promedio de diferencias pareadas en un
conjunto de secuencias de ADN. Para obtenerla, se analiza un conjunto de secuencias
de ADN por pares; esto es, se suman los sitios segregantes presentes en cada par de

secuencias, y se promedia con el total de comparaciones efectuadas. (Hamilton 2009).



Diversidad nucleotidica (17): esta medida es equivalente a la heterocigosis promedio (H).
Se obtiene mediate la division del promedio de diferencias nucleotidicas (K) entre el total
de nucledtidos presentes en las secuencias de ADN. Asi, esta medida es a nivel de
sitios nucleotidicos (Hamilton 2009; Hedrick 2011).

Diversidad alélica (A): se refiere al numero promedio de alelos por locus en la poblacién
(Frankham et al. 2010, Hedrick 2011).

Proporcion de loci polimérficos (P): se refiere a la presencia de diferentes formas
genéticas de un locus en una poblacién (Hedrick 2011). Dicho de otra manera, se refiere
al niumero de loci distintos dividido por el nimero total de loci. Si se tienen 50 loci y de
éstos 10 presentan mas de una forma genética, la proporcién de loci polimérficos es
10/50= 0.2 (Hedrick 2011).

Heterocigosis promedio (H): en organismos diploides, la heterocigosis se refiere a la
existencia de dos formas alélicas distintas en un locus particular (Hedrick 2011), por lo
gue la heterocigosis promedio (H) hace referencia a la proporcién de loci que son
heterdcigos a nivel de la poblacion (Futuyma 2009). Asi, ésta se define como la
sumatoria de las proporciones de heterocigosis por locus dividido por el total de loci
(Frankham et al. 2010). Esta medida se puede determinar en forma de heterocigosis
esperada (Hg), que es aquella que se esperaria encontrar en una poblacion en EHW
(Hedrick 2011), o en heterocigosis observada (Ho), que corresponde a la heterocigosis
presente en una poblacion real (Frankham et al. 2010).

Numero de alelos observados (n,): también llamado riqueza alélica, se refiere a cuantos
alelos hay por locus en una poblacién. Esta medida depende del tamafio de muestra y
es mas susceptible a la pérdida de diversidad genética que la heterocigosis.

Numero efectivo de alelos (n.): es el numero de alelos igualmente frecuentes en una
poblacion “ideal” que producirian el mismo valor de heterocigosis observada (Allendorf y
Luikart 2007); por ello, se calcula como el valor inverso de la homocigosis esperada
(Hedrick 2011).

1.3 Genética de poblaciones

Para estudiar la variacion genética en las poblaciones naturales existe una disciplina llamada
genética de poblaciones, que estudia la variacion heredada en los seres vivos y la forma en que
ésta se modifica en el tiempo y el espacio, mediante la medicion de las frecuencias alélicas y

genotipicas (Freeman y Herron 2002). El marco tedrico de la genética de poblaciones se
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fundamenta en el principio del equilibrio Hardy-Weinberg (EHW), que permite describir el
contenido genético de poblaciones diploides en términos de frecuencias alélicas, asumiendo
que no actla ningun proceso bioldgico que las cambie de una generacién a otra (Allendorf y
Luikart 2007; Hedrick 2011). El EHW asume lo siguiente: 1) la poblacion de organismos es
diploide, con reproduccion sexual y generaciones discretas (no se sobrelapan en el tiempo); 2)
el tamafio de la poblacién es muy grande (infinito), lo que da lugar a 3) apareamientos
aleatorios y ausencia de deriva génica; 4) no surgen alelos nuevos dentro de la poblacion ni hay
cambios en los ya existentes (es decir, no hay mutacion); 5) no llegan alelos de otras
poblaciones (ho hay migracién); y 6) todos los genotipos tienen la misma probabilidad de
sobrevivir y pasar sus alelos a la siguiente generacion (es decir, no hay seleccién) (Freeman y
Herron 2002; Allendorf y Luikart 2007; Hamilton 2009; Frankham et al. 2010; Hedrick 2011).
Asimismo, el desequilibrio de ligamiento (DL) es la asociacidon no aleatoria entre alelos de
diferentes pares de loci (Slatkin 2008; Hedrick 2011); si existen alelos ligados entre diferentes
loci podria indicar, por ejemplo, que no existe recombinacion.

En cierto sentido, los supuestos anteriores definen los procesos biolégicos que conforman
el campo de la genética de poblaciones clasica, debido a que cada uno representa un area
conceptual para que se elaboren predicciones comprobables acerca de los procesos que
ocurren en las poblaciones (Hamilton 2009). Por ello, el EHW se considera un modelo nulo que
describe la condicion genética de las poblaciones cuando las frecuencias alélicas de éstas se
mantienen sin cambios (en equilibrio) a través de las generaciones (Freeman y Herron 2002). Si
una poblaciébn no se encuentra en EHW, es indicador de que algun factor evolutivo esta
actuando (Freeman y Herron 2002; Allendorf y Luikart 2007; Hamilton 2009; Hedrick 2011).

Una teoria muy empleada en la genética de poblaciones clasica es la teoria neutral
(Kimura 1968), que utiliza los modelos de alelos y sitios infinitos y se basa en la interaccion de
dos factores que determinan la variacién genética: la mutaciéon (que genera la variacion) y la
deriva génica (que la elimina). Se le considera una hip6tesis nula para analizar la variacion
genética en los organismos, principalmente de sus secuencias de ADN (Hedrick 2011), y se
reconoce que dicha teoria se relaciona mas con los eventos demograficos que han ocurrido en
las poblaciones (Nielsen 2001).

Una de las pruebas para determinar si la variacion genética es consistente con la teoria
neutral fue desarrollada por Tajima (1989), que usa el estadistico D basado en las diferencias
que existen entre el nimero de sitios segregantes (polimorficos) y el nimero promedio de

diferencias nucleotidicas pareadas (Tajima 1989). Otras pruebas de neutralidad que toman en



cuenta la distribucion de las frecuencias de polimorfismos son la prueba de Fu y Li (estadisticos
Dy F; 1993), y la prueba de Fu (estadistico Fs; 1997), que se basan en el nimero de
mutaciones existentes en las secuencias analizadas (Hedrick 2011). Estas pruebas se utilizan
para detectar una desviacion de la “neutralidad”, con lo que es posible sugerir qué mecanismos
estan asociados a los polimorfismos observados, principalmente a causa de cambios
demogréficos (Fu 1997): valores positivos indican un decremento poblacional mientras que los
negativos indican crecimiento (Hedrick 2011).

Por lo anterior, también se pueden realizar analisis demograficos con base en el nimero
de diferencias pareadas que existen entre secuencias, asumiendo ya sea un modelo de
crecimiento constante o un modelo de crecimiento o decremento poblacional (Rogers y
Harpending 1992), lo que se conoce como distribucion mismatch. Este estadistico compara la
distribucién observada con los valores esperados bajo un modelo determinado. Los estadisticos
calculados son: 1) r (estadistico de “raggedness” o irregularidad; Harpending 1994), que
cuantifica el grado de ajuste (en inglés “smoothness”: suavidad) de la distribucién de las
frecuencias observadas (las “irregulares”) respecto a las esperadas (las “regulares”) bajo el
modelo demografico de crecimiento y 2) el estadistico R, (Ramos-Onsins y Rozas 2002), el cual
considera las mutaciones existentes en las secuencias, basandose en que el niumero promedio
de diferencias nucleotidicas en una poblacion, después de un evento de crecimiento
demografico “explosivo” (repentino), disminuye a la mitad. Asi, bajo ese modelo de crecimiento
explosivo, R, tendria valores bajos y es sensible a tamafios de muestra pequefios. Los valores
de significancia de estos estadisticos pueden ser comparados con las pruebas de Tajima
(1989), Fu y Li (1993) y Fu (1997).

Por otro lado, las poblaciones que han experimentado recientemente alguna reduccion en
su tamanfo (cuello de botella), pueden presentar un incremento en la probabilidad de identidad
por descendencia (endogamia), mayor efecto de la deriva génica (factores estocasticos) y de
manera general una disminucién de la variacion genética (Garza y Williamson 2001). Por ello, el
namero de alelos se pierde mas rapido que la diversidad genética en conjunto (heterocigosis
observada), que se aprecia como un exceso de heterécigos (mayor heterocigosis observada)
en relaciéon a lo que se esperaria en equilibrio mutacién-deriva (menor heterocigosis esperada)
(Cornuet y Luikart 1996). Aunado a lo anterior, Garza y Williamson (2001) demostraron que
para los microsatélites (ver capitulo 1.5), la relacion del numero de alelos (k) respecto al rango
de los mismos (r) en una poblacion, puede utilizarse para detectar eventos de reduccién en el

tamafio poblacional. Dado que después de un evento de reduccién en la poblacién el numero



de alelos se reducird mas rapido que el rango de los alelos, la proporcion M (donde M = k/r)
serd mas pequefia en poblaciones que han experimentado una reduccién. Este indice es
analogo a la distribucion mismatch, y solo difiere en que examina la presencia o ausencia de
alelos intermedios especificos. Ademas, establece que cualquier poblacion con valor de M <
0.68 ha sufrido una reduccion en su tamafio (Garza y Williamson 2001). Asimismo, los autores
sefialan que el modelo de dos fases (two phases model: TPM, que incluye mutaciones IAM y
SMM) estd determinado por tres pardmetros, que son theta (6 = 4 NgM), la proporcién de
mutaciones de un paso (Ps) y el tamafio promedio de las mutaciones que no son de un paso
(4y) (Garza y Williamson 2001).

Con relacion a lo anterior, también puede estimarse el tamafo efectivo de la poblacién
(Ng). En sentido practico, éste puede definirse como el nimero de individuos en etapa
reproductiva que contribuyen a la siguiente generacién con variantes genéticas, y la forma mas
simple de calcularlo es bajo el supuesto equilibrio entre dos factores que determinan la
variacion genética en las poblaciones: la mutacion y la deriva génica (Hedrick 2011). Es
importante destacar que estos analisis son sensibles al tipo de marcador molecular que se
utilice: cuando se trabaja con secuencias de ADN se estima el tamafio efectivo evolutivo (a
largo plazo), mismo que estd determinado por los impactos acumulativos de la mutacion y

deriva génica a lo largo de muchas generaciones (Hedrick 2011).

1.4 Divergenciay estructura genética

Como medidas de diferenciacion a nivel intrapoblacional (dentro de las poblaciones) e
interpoblacional (entre poblaciones), se tienen los estimadores dx y dy, que definen el nimero
promedio de diferencias nucleotidicas (sustituciones) que hay entre dos secuencias tomadas al
azar dentro de la poblacién X (dx) y la poblacién Y (dy); es decir, son diferencias que se dan al
interior de cada poblacién. La medida interpoblacional Dxy se define como el nUmero promedio
de diferencias nucleotidicas entre una secuencia tomada al azar de la poblaciéon X y otra de la
poblacion Y (Takahata y Nei 1985). Asi, la relacion de ambos niveles de diferenciacién (dentro y
entre poblaciones) permite conocer el grado de divergencia que existe entre ellas. Para estimar
la divergencia, Nei y Li (1979) propusieron la medida D (también expresada como Da), que se
refiere al nimero neto de sustituciones nucleotidicas que han ocurrido a partir de la separacion
(divergencia) de las poblaciones (Nei y Miller 1990), y constituye un buen cuantificador de la

divergencia entre poblaciones porgue mide si hay un exceso de sustituciones (Wakeley 1996).



Por otro lado, es posible que una poblaciéon no se encuentre distribuida de forma continua
o uniforme a lo largo de su hébitat, ya sea por factores geogréaficos, ecoldgicos o de
comportamiento (Hedrick 2011). En estos casos se considera que la poblacion original se
encuentra dividida en pequefias unidades denominadas subpoblaciones, lo que provoca que la
conectividad y variacién genética entre éstas difieran (Hedrick 2011). El hecho de que las
probabilidades de apareamiento de los individuos de la poblacion no sean iguales para todos
debido a esta discontinuidad (heterogeneidad) espacial, se traduce en lo que se conoce como
estructura poblacional, que a su vez provoca frecuencias alélicas distintas para cada
subpoblacion, afectando la variacién genética al interior de cada una de ellas (Hamilton 2009).

El flujo génico es un factor que contrarresta la estructuracién dado que permite el contacto
entre subpoblaciones. Cuando existe flujo génico alto la variacion genética se homogeniza,
mientras que con bajo flujo las subpoblaciones tienden a diferenciarse, dado que el efecto de la
deriva génica, la seleccion y/o de la mutacion es diferente al interior de cada una (Hedrick
2011). Esto conduce al concepto de distancia genética (Dnei; Nei 1972), que se refiere al
namero acumulado de sustituciones genéticas por locus que determina el grado de similitud o
disimilitud genética de una poblacion respecto a otra. Asi, se define como el valor inverso de la
similitud genética (Anexo 1), donde un valor cercano a la unidad (1) indica mucha semejanza y
uno cercano a cero indica alta diferencia (Hedrick 2011).

El flujo génico es un componente importante en la estructuracion de las poblaciones, por
lo que su estudio es vital en la biologia evolutiva (Aguirre-Planter 2007). Para evaluarlo existen
métodos directos e indirectos; los indirectos emplean marcadores moleculares para determinar
la distribucion espacial de alelos en las poblaciones, y posteriormente inferir los patrones de
flujo génico que existen entre éstas (Slatkin 1985). El método mas utilizado para medir el grado
de estructuracion entre subpoblaciones corresponde a los estadisticos F desarrollados por
Sewall Wright, a partir de su coeficiente F que mide la correlacion entre alelos (Wright 1951). De
forma analoga a las poblaciones divididas, Wright subdividi® su coeficiente F en tres
componentes para asignar la varianza genética a tres niveles distintos: a nivel poblacional (Fst),
de subpaoblaciones (F7) y de individuos (F;s) (Hedrick 2011). Fsr corresponde a la medida de
diferenciacién genética sobre todas las subpoblaciones, sus valores van de 0 a 1 y por lo
general son positivos (algunos estimados son negativos), mientras que Fis y Fir son medidas de
la desviacion de proporciones del EHW dentro de las subpoblaciones y en toda la poblacion,
respectivamente, donde valores positivos indican deficiencia de heterdcigos y valores negativos

indican exceso de heterdcigos (Hedrick 2011). El grado de estructuracion entre poblaciones



también puede medirse por medio del flujo genético de manera indirecta, con base en el
numero de migrantes (Nm) (Hedrick 2011).

La estructuracion poblacional puede impedir, por ejemplo, la propagacién de alelos
nuevos o0 ventajosos hacia otras subpoblaciones, pero al mismo tiempo le permite a esa
subpoblacién evolucionar de manera independiente, conservando alelos Unicos que
potencialmente pueden favorecer la adaptacion local (Hamilton 2009). Por ello, un paso crucial
en los estudios de genética de poblaciones es precisamente definir las “poblaciones” a las
cuales pertenecen los individuos muestreados, ya que muchas veces se hace la division de
manera subjetiva (por ejemplo, por localidad de muestreo) o se desconoce el sitio o localidad de
las muestras, que podria no corresponder con las poblaciones naturales y, a su vez, producir
errores en la interpretacion de los datos (Pritchard et al. 2000). Actualmente, uno de los
métodos mas utilizados para determinar el nimero de poblaciones “reales” es el propuesto por
Pritchard et al. (2000), el cual parte de un nimero hipotético de poblaciones y utiliza un método
de agrupacién bayesiano para asignar individuos (por probabilidad) a alguna de esas
poblaciones (K), con base en sus genotipos. Es importante mencionar que, aun cuando no se
especifica un procedimiento estadistico para escoger el nimero de grupos (K) “verdadero”,
existen métodos que permiten estimarlo. EIl més utilizado es el propuesto por Evanno et al.
(2005), que consiste en obtener AK (la tasa de cambio de la probabilidad entre los distintos
valores de K) para detectar el nivel jerarquico de estructura mas alto. Asi, ambos métodos se
han utilizado de manera conjunta para inferir el numero de poblaciones en diferentes estudios
(Inoue et al. 2012; Fraser et al. 2013).

1.5 Marcadores moleculares
Los marcadores moleculares son biomoléculas, principalmente ADN y proteinas (Avise 2004),
que funcionan como caracteres distintivos en los individuos, entre los individuos de un grupo y
entre diferentes taxa (McDonald, 2008). Poseen ademas mudltiples estados (por ejemplo, alelos)
para cada caracter (por ejemplo, locus), que ayudan a determinar diferencias en las secuencias
de ADN de los organismos (Sunnucks 2000), por lo que se pueden evaluar, entre otros
aspectos, la variabilidad genética y estructura de las poblaciones naturales, asi como las
relaciones filogenéticas y la historia evolutiva de las mismas (Avise 2004).

En las ultimas décadas se han caracterizado numerosos marcadores moleculares,
principalmente a partir de las diferencias en las secuencias del ADN mitocondrial (ADNmt) y de

loci de microsatélites. Ambos marcadores se han usado para estudiar una gran variedad de



especies, y al complementarlos con estudios de tipo ecoldgico, de comportamiento, o de
dinAmicas poblacionales, aportan un mejor entendimiento respecto a la evolucion de las

mismas (Arias et al. 2006).

1.5.1 ADN mitocondrial- el citocromo b

El ADNmt es una molécula clave para entender las relaciones evolutivas entre los individuos,
poblaciones y especies (Irwin et al. 1991). En vertebrados, es circular y de tamafio pequefio
(16-20 kilobases) conformada por 37 genes, ademas de una regién que controla la replicacion y
transcripcion en la molécula. Esta region llamada apropiadamente “regién control” es conocida
en vertebrados y equinodermos como “D-loop” (Avise 2004). Las propiedades que hacen al
ADNmt un buen marcador molecular son su elevada tasa de sustitucion de nucleétidos, su gran
variaciéon intraespecifica y su herencia estrictamente materna, lo que provoca también que la
recombinacion esté practicamente ausente (Avise et al. 1987; Vazquez-Dominguez 2007). Por
lo anterior, las moléculas de ADNmt son marcadores que permiten conocer la evoluciéon
matrilineal de los organismos (Avise 2004). Al respecto, la tasa de sustitucién de nucleétidos
varia entre los diferentes genes o regiones que conforman el ADNmt (Brown 1983), por lo que
puede seleccionarse la region apropiada (asi como el grupo taxonémico) para los analisis que
se vayan a realizar (Arias et al. 2006). De estas regiones y genes mitocondriales, los preferidos
han sido la region control y el citocromo b (cyt b) (Vazquez-Dominguez 2007).

En particular, el gen citocromo b (cyt b) se ha usado de forma extensa en la investigacion
de las relaciones sisteméaticas en vertebrados (Honeycutt et al. 1995; Farias et al. 2001), debido
a gque se encuentra en casi todos los organismos eucariontes y en varios procariontes, lo que
indica una aparicion temprana en el curso de la evolucion (Howell 1989). Tiene un tamafio de
1,140 pares de bases (pb) y, para mamiferos, se ha reportado una tasa de mutacion de 2.0 x
10°® sustituciones por sitio por generacion (Nabholz et al. 2008). El cyt b contiene tanto regiones
conservadas como variables, asi como posiciones de codones que evolucionan rapida y
lentamente (Farias et al. 2001). Estas caracteristicas lo han convertido en un gen valioso en la
determinacién de distancias filogenéticas entre especies. Un ejemplo representativo es el
trabajo de Johns y Avise (1998), quienes utilizaron las secuencias del cyt b de varias especies
de vertebrados para conocer las distancias genéticas entre los diferentes grupos y al interior de

estos.
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1.5.2 Microsatélites (SSR, STR)

Los microsatélites, conocidos también como SSR (por sus siglas en inglés de Simple Sequence
Repeat) y STR (siglas en inglés de Short Tandem Repeats), son regiones de ADN no
codificante, formadas por 1 a 6 nucleétidos repetidos en tandem (llamados “motivos”) y que se
encuentran distribuidas ampliamente en los genomas procariontes y eucariontes (Ellegren
2000, 2004; Selkoe y Toonen 2006; Bhargava y Fuentes 2010). Dependiendo del numero de
nucleétidos que conforman los motivos, los microsatélites se clasifican como mono (cuando son
repeticiones de un solo nucleétido), di (de dos nucledtidos), tri, tetra, penta y hexa (Ellegren
2000, 2004; Schlotterer y Harr 2001). También pueden clasificarse de acuerdo al tipo de
secuencia repetida, existiendo microsatélites perfectos, cuando no existen bases que
interrumpan la secuencia del motivo, por ejemplo AAAAAA; imperfectos, cuando ocurren
sustituciones de bases, por ejemplo GTGTATGTGT; interrumpidos, cuando hay inserciones de
bases en el motivo, por ejemplo GTGTGTCCCGTGT; o compuestos, cuando tienen mas de un
motivo repetido, por ejemplo GTGTGTCTCTCT (Schlétterer y Harr 2001; Oliviera et al. 2006;
Bhargava y Fuentes 2010).

Los microsatélites son de herencia biparental y poseen las siguientes caracteristicas: 1)
son especificos a un locus particular; 2) son co-dominantes, es decir, se pueden identificar
individuos con genotipos homdcigos y heterécigos para cada locus (Selkoe y Toonen 2006); y
3) son regiones altamente variables debido a su tasa de mutacién, que va de 102 a 10°
mutaciones por locus por generacion (Ellegren 2000; Avise 2004; Selkoe y Toonen 2006). Sin
embargo, durante la amplificacion mediante PCR pueden ocurrir errores que resultan en la
presencia de alelos nulos y de tartamudeos (stutters) (Van Oosterhout et al. 2004). Cuando
ocurren mutaciones en las regiones que se unen los primers (oligonucleétidos disefiados para
amplificar loci de microsatélites especificos), no se lleva a cabo la amplificacion de ciertos alelos
(alelos nulos), lo que provoca a su vez errores en la genotipificacion, ya que se producen
homacigos falsos. Por otro lado, durante la amplificacion se pueden producir fragmentos mas
cortos (y en ocasiones mas largos) que el alelo real (denominados stutters), lo que provoca
también errores en la genotipificacion, que en conjunto pueden causar desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg, principalmente un exceso de homadcigos. La presencia de stutters
es mas comun en loci que son dinucledtidos (Van Oosterhout et al. 2004).

A pesar de lo anterior, las caracteristicas de los microsatélites permiten su utilizacion en
estudios genéticos para evaluar procesos a una escala de tiempo ecologica y espacial fina. Por

ejemplo, las relaciones genealdgicas o de parentesco entre los individuos de una poblacion
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(Blouin 2003; Kalinowski et al. 2006), los patrones de dispersion, como el de los perros salvajes
(Lycaon pictus) en Africa (Girman et al. 1997), los patrones de conectividad entre poblaciones,
como en salamandras en el Parque Nacional de Yellowstone (Spear et al. 2005), la reduccion
en el tamafio poblacional de una especie (cuello de botella), como el caso del tigre siberiano
(Panthera tigris altaica; Alasaad et al. 2011), entre otros.

Asi, con las secuencias de ADNmt se pueden estimar eventos historicos (mas antiguos),
mientras que con los microsatélites se pueden estimar eventos mas recientes. El uso conjunto
de marcadores que abarcan diferentes escalas temporales (esto es, el linaje materno historico
del ADNmt y la herencia biparental mas reciente de los microsatélites), ayudan a obtener un

mejor entendimiento de la historia evolutiva de las especies bajo estudio.

2. ANTECEDENTES

2.1 Las islas y sus poblaciones
Las islas se definen como fragmentos de tierra que se encuentran rodeadas completamente por
agua, y pueden clasificarse de acuerdo a su origen en: oceanicas (aquellas que nunca han
estado conectadas al continente, como las de origen volcanico), fragmentos continentales
(formadas a partir de fragmentos que se separaron del continente), islas de la plataforma
continental (aquellas que estan o estuvieron conectadas al continente y posteriormente el nivel
del mar las aislo), e islas dentro de cuerpos de agua, por ejemplo las que se encuentran en los
lagos (Whittaker y Fernandez-Palacios 2007). En este tipo de ecosistemas se han establecido,
adaptado y evolucionado especies aisladas que constituyen una biota Unica en el mundo (Lara-
Lara et al. 2008), con altos niveles de endemismos (Cuarén et al. 2004; Eldridge et al. 2004).

Las islas presentan condiciones particulares como un bajo nimero de especies (baja
riqgueza), tamafos poblacionales pequefios, aislamiento geografico, area limitada y procesos
Unicos de dispersidn y colonizacion (Frankham 1998; Grant 1998). Dichas condiciones propician
que sus poblaciones y especies tengan mayor susceptibilidad a la extincibn que sus
contrapartes continentales, aunado a la sobreexplotacion de recursos, la destruccion de los
hébitats naturales, tanto por actividades humanas como por fenbmenos naturales, y a la
introduccion de especies exoticas (Frankham 1997).

Dicha susceptibilidad también se atribuye a factores genéticos, los cuales incluyen la
depresion por endogamia, la pérdida de variacion genética, la acumulacién de mutaciones

deletéreas y la adaptacion a ambientes insulares (Frankham 1997). En la mayoria de los casos,
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la poblacion inicialmente se establece a partir de pocos individuos, evento conocido como
efecto fundador (Grant 1998). Esto se traduce en poca variacion genética que, debido al
tamafio pequefio de la poblacion, puede continuar disminuyendo (Jaenike 1973), con lo que se
incrementan los efectos de la deriva génica y pone en riesgo el potencial adaptativo de las
poblaciones, al eliminar mutaciones favorables (Hinten et al. 2003). A su vez, se ha propuesto
que la variacion genética de cada poblacion se relaciona con las propiedades geogréficas de la
isla en que la se encuentra, mismas que afectan los patrones de migracion y las tasas de
extincién (Iguchi y Nishida 2000). Asi, las poblaciones insulares generalmente poseen niveles
bajos de variacion genética en comparacion con las continentales (Frankham 1997, 1998), por
lo cual los ecosistemas insulares han sido reconocidos como areas importantes para la
conservacion (Eldridge et al. 2004; Vega et al. 2007). Un ejemplo de lo anterior es el trabajo de
Wayne et al. (1991), quienes estudiaron al zorro islefio (Urocyon littoralis), un canido con
distribucién restringida a seis de las ocho islas del Canal de California, en Estados Unidos. Ellos
encontraron niveles de diversidad genética mas bajos que los que posee la contraparte
continental de la especie (U. cinereoargenteus), evidenciando que U. littoralis, y en general las
poblaciones insulares, deben ser prioritarias en aspectos de conservacion.

Por su parte, México es una de las cinco regiones més biodiversas del mundo, siendo las
islas mexicanas una parte clave de esta riqueza natural (Vales et al. 2000). De ellas, las islas
del Pacifico han sido reconocidos como sitios que albergan endemismos importantes de varios
niveles taxonémicos (Lara-Lara et al. 2008). Sin embargo, muchas especies y subespecies
insulares endémicas, particularmente mamiferos, han desaparecido o estan en alguna
categoria de riesgo (Vazquez-Dominguez et al. 2004). Las islas del Caribe mexicano son las
menos estudiadas, sobre todo en términos genéticos, por lo que es necesario realizar estudios
en esta region, para asi tener un panorama mas completo de los niveles de diversidad en las

islas mexicanas.

2.2 Carnivoros endémicos de Isla Cozumel, Quintana Roo

De las islas del Caribe mexicano, Isla Cozumel es la mas grande con un area de 486 km?, y se
localiza a 17.5 km al noreste de la costa de la peninsula de Yucatan (Cuardn et al. 2004). Es
una isla oceanica de origen coralino y se encuentra separada del continente por el canal de
Cozumel (400 m de profundidad) (Cuarén 2009). La isla se formé hace aproximadamente
200,000 afios, pero emergio completamente del fondo marino hace aproximadamente 121,000

afios (margen de error de 6,000 afios) (McFadden et al. 2008). Es hogar de un gran nimero de
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especies y subespecies endémicas de vertebrados (Cuardn et al. 2004; Cuarén 2009). De ellas,
15 especies son mamiferos (Martinez-Morales y Cuaron 1999), cuatro de las cuales
corresponden al grupo de los carnivoros y dos son procionidos: el mapache enano (Procyon
pygmaeus) y el coati enano (Nasua nelsoni) (Cuarén et al. 2004). La presencia de ambos
procionidos en la isla contintda siendo un enigma; la mayoria de pruebas parecen indicar que P.
pygmaeus colonizé Cozumel antes que N. nelsoni y que los pobladores mayas, mientras que N.

nelsoni pudo haber llegado en asociacién con la poblacién humana (McFadden et al. 2008).

2.2.1 Procyon pygmaeus Merriam, 1901

Endémico de Isla Cozumel, es la especie mas pequefia del género y se distingue faciimente de
P. lotor por ser aproximadamente 18% mas pequefia en su longitud total y 28-37% en la
longitud de su cola (Garcia-Vasco 2005). Su presencia en la isla se ha registrado en diferentes
proyectos de investigacion, desde 1987 y hasta 2006 (De Villa-Meza et al. 2011), abarcando
diferentes localidades como la Isla de la Pasién en el noreste (Navarro y Suarez 1989), la parte
noroeste de Cozumel (McFadden 2004), en el sitio arqueoldgico de San Gervasio (centro de la
isla; Copa-Alvaro 2007) y en el Parque Ecoldgico Laguna Colombia al sur de la isla (antes
Parque Punta Sur; Cuar6n et al. 2004). Los datos anteriores sugieren que P. pygmaeus se
distribuye ampliamente en la isla y es mas abundante que otros carnivoros de Cozumel (De
Villa-Meza et al. 2011), pero con ndameros poblacionales muy pequefios. Se ha estimado un
tamafio poblacional de 323 a 955 individuos como méximo en toda la isla (McFadden 2004,
Garcia-Vasco 2005; Copa-Alvaro 2007; De Villa-Meza et al. 2011). Por ello, esta catalogado
como especie en Peligro de extincion en la NOM-059 (Semarnat 2010), mientras que la IUCN
(Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, por sus siglas en inglés) lo cataloga
como una especie en Peligro Critico de Extincién (Critically Endangered, C2a(i)b; Cuarén et al.
2008).

P. pygmaeus es nocturno y, aunque a veces forma grupos familiares, es considerada una
especie solitaria (Cuardn et al. 2004), ademas de formar grupos temporales en sitios provistos
de alimento asociados a actividades humanas (De Villa-Meza et al. 2011). Su alimentacion
consta de hormigas, cangrejos, ranas y ocasionalmente otros vertebrados, asi como de semillas
y hojas (Navarro y Suarez 1989). Tiene dos periodos de reproduccién, uno principal entre
noviembre y enero, y otro en julio y agosto (Garcia-Vasco 2005); su ambito hogarefio se ha

estimado en 67 hectareas (Cuaron et al. 2009).
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Hay muy poca informacion genética de esta especie, aunque se ha sefalado que
presenta niveles bajos de variacién genética (McFadden et al. 2008). Es importante mencionar
que en dicho estudio se utilizd6 solamente un marcador molecular (ADN mitocondrial), el cual
consistié en un fragmento de la region control (893 pb). Encontraron inicamente un haplotipo (o
variante genética) en todos los individuos que analizaron, por lo que se hace énfasis en incluir
mas individuos e implementar otros marcadores moleculares (por ejemplo, microsatélites), que
permitan obtener una mejor resolucién del estado genético de sus poblaciones. Asimismo, sus
resultados corroboran la division taxondmica, en cuanto a que P. pygmaeus es
filogenéticamente distinta de P. lotor; ademas, sugieren la presencia de un cuello de botella
reciente en la poblacion, posiblemente relacionado con un efecto fundador.

En términos de conservacion, P. pygmaeus presenta serias amenazas asociadas a
fendmenos naturales como los huracanes (Copa-Alvaro 2007) y, sobre todo, a las actividades
humanas, incluyendo la fragmentacion del habitat, el desarrollo turistico y econémico en la isla,
ademas de la introduccion de depredadores como la boa (Boa constrictor; Vazquez-Dominguez
et al. 2012) y de parasitos responsables de enfermedades como la sarna y el moquillo (Cuarén
et al. 2004).

2.2.2 Nasua nelsoni Merriam, 1901

El coati enano, Nasua nelsoni, es también endémico de Isla Cozumel y es considerado distinto
de su contraparte continental (N. narica) al ser mas pequefio en tamafio corporal y craneal,
aunqgue solo al nivel de subespecie (N. narica nelsoni; Samudio et al. 2008). El coati enano es
aun mas escaso en Cozumel que el mapache enano, ya que se estimé una poblacion actual de
150 individuos, con un margen de error de 90 individuos (Cuarén et al. 2004), lo que sugiere
una reduccion de mas del 80% durante los ultimos 10 afios (Cuardn et al. 2009). Sin embargo,
dada su clasificacion de subespecie, esta catalogado por la NOM-059 como Amenazado
(Semarnat 2010) y especie de Baja Consideracion (Least Concern, Samudio et al. 2008) por la
IUCN. Con base en las diferencias morfolégicas anteriormente mencionadas, se ha propuesto la
necesidad de su re-evaluacion taxondmica a nivel de especie (Cuaroén et al. 2009).

Esta especie tiene habitos alimentarios similares a los de N. narica (Cuar6n et al. 2004;
2009), con una dieta omnivora que consiste principalmente en invertebrados, frutas y algunos
vertebrados (Gompper 1995). En este sentido, se especula que su dmbito hogarefio también
puede semejarse al de N. narica, cuyo rango es de 45 a 362 hectareas y esta determinado

principalmente por un recurso: el agua (Valenzuela y Macdonald 2002). En cuanto a su estado
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de conservacion, presentan las mismas amenazas que P. pygmaeus por la introduccién de
depredadores, congéneres, fragmentacion del habitat y huracanes, ademés de que pueden ser
potencialmente afectados por la sobreexplotacion de mantos acuiferos (Cuardn et al. 2004;
2009).

Existen también pocos estudios en relacibn a su diversidad y estructura genética
(McFadden 2004; McFadden et al. 2008), los cuales muestran de forma general que los niveles
de variacion genética son bajos, aunado a la limitante de que se realizaron sélo con dos
individuos. Por ello, es evidente que tanto para el coati enano como para el mapache enano, es
urgente obtener informacién respecto a la genética de sus poblaciones (ademas de aspectos de
ecologia e historia de vida), para asi poder plantear estrategias de conservacion que permitan a

estas especies endémicas persistir a mediano y largo plazo en Cozumel.
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3. Hipétesis

Dado que P. pygmaeus y N. nelsoni son especies insulares, y a que la fragmentacion del
hébitat por actividades humanas afecta sus poblaciones (y en menor medida por fenédmenos
naturales), se espera que las poblaciones de cada especie presenten alta estructuracion
genética y alta diferenciacion (bajo flujo génico). Ademas, éstas presentaran niveles bajos de

variacién genética tanto alélica (ADN nuclear) como haplotipica (ADN mitocondrial).

4. Objetivo general

Evaluar la diversidad y estructura genética del mapache enano (Procyon pygmaeus) y del coati
enano (Nasua nelsoni) en Isla Cozumel, con base en dos marcadores moleculares

(microsatélites y ADN mitocondrial).

4.1 Objetivos particulares

Determinar los niveles de variacion genética del mapache enano (Procyon pygmaeus) y
del coati enano (Nasua nelsoni) en Isla Cozumel, con base en secuencias del gen

citocromo b y ADN nuclear (microsatélites).

Evaluar si existe estructura y/o diferenciacion genética entre las poblaciones de cada

especie, considerando la distribucién genética y geografica de los individuos en la isla.

Evaluar el flujo génico entre poblaciones y los niveles de endogamia.

Con base en los resultados, hacer propuestas de conservacién de ambas especies en la
isla.
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5. METODOS

5.1 Area de estudio

Isla Cozumel en el estado de Quintana Roo, México (20°16'18.2” - 20°35’'32.8”N; 86°43'23.3” -
87°01’31.1”W) tiene un clima tropical humedo, con una temperatura anual promedio de 25.5°C
y precipitacion anual promedio de 1505 mm (Cuarén 2009). El tipo de vegetacion mas
representado es el bosque tropical sub-caducifolio que cubre el 65% de la vegetacion total en la
isla, seguido por el manglar, la vegetacion de dunas costeras y el bosque de palmas (Téllez et
al. 1989; Cuaron et al. 2004).

Como ocurre con la mayoria de las islas y costas del Caribe, Isla Cozumel se encuentra
expuesta de manera constante a los huracanes, mismos que constituyen uno de los factores
ecoldgicos mas importantes que afectan la estructura y composicion de su vegetacién (Cuarén
et al. 2004). Ademas de lo anterior, la introduccién de especies exdéticas que depredan las
especies nativas (Vazquez-Dominguez et al. 2012), la fragmentacion del habitat (Fuentes-
Montemayor et al. 2009), la caceria y coleccién de especies como mascotas, la sobrexplotacion
de recursos como el agua, y la expansion de la poblacién humana para el desarrollo turistico y
urbano, también son factores que amenazan severamente la biodiversidad de la isla (Cuar6n et
al. 2009).

5.2 Trabajo de campo y obtencién de muestras
Las muestras utilizadas en el presente trabajo provienen de tres periodos diferentes de colecta:
1) de febrero a marzo de 2003 se obtuvieron 38 muestras de mapache (Procyon pygmaeus); 2)
en 2006 durante mayo, julio y agosto se obtuvieron 18 muestras de coati (Nasua nelsoni); y 3)
durante junio y julio de 2012, cuando se obtuvieron muestras de las especies insulares y de sus
parientes continentales (Nasua narica y Procyon lotor), estas Ultimas pertenecientes a Quintana
Roo (Anexo 2). Las muestras de continente se complementaron con 27 muestras mas (18 de N.
narica y 9 de P. lotor) proporcionadas por el Dr. David Valenzuela Galvan (Universidad
Auténoma del Estado de Morelos), asi como otras seis de P. lotor facilitadas por el Dr. Alfredo
Cuardn (Servicios Ambientales, Conservacion Biologica y Educacion) durante 2009-2010
(Anexo 2). Es importante aclarar que se utlizaron las muestras continentales para tener un
marco comparativo para los niveles de variacion genética de la isla.

Para el trabajo de campo de 2012, el método de captura consistié en la colocacién de

trampas tipo Tomahawk, tomando como referencia los sitios donde previamente se habian
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reportado capturas de individuos de ambas especies. Para N. nelsoni, se colocaron 30 trampas
en la zona de captacion y extraccion de agua que es administrada por la Comision de Agua
Potable y Alcantarillado (CAPA) de Isla Cozumel, mientras que para P. pygmaeus se usaron 20
trampas en la zona de conservacion ecoldgica Laguna Colombia ubicada al sur de la isla (Punta
Sur) (Figura 1). CAPA se localiza en la parte central de la isla, cuya vegetacion es selva
mediana subperennifolia; la zona de CAPA esta conformada por un sistema de caminos que se
asemeja a un esqueleto de pescado, con caminos secundarios (ramales) que cruzan a los
caminos principales o ejes (Figura 1). De éstos, se seleccioné el eje 6 para colocar las trampas
debido a que anteriormente las capturas se realizaron en el eje adyacente (McFadden 2004;
McFadden et al. 2008). Las trampas fueron cebadas con fruta (platano y pifia) y sardina,
estuvieron activas durante la noche y se revisaron por la mafiana. Los individuos capturados
fueron sedados con Zoletil 100® (Virbac), con una dosis de 10 mg por kilogramo de peso
(aproximado); se tomaron medidas estandar (peso, longitud total y de cola, longitud de pata
trasera y de oreja), se determin6 sexo y rango de edad (cria, juvenil o adulto) y se obtuvieron
muestras de tejido para andlisis genéticos (cortes pequefios de la oreja o de la punta de la
cola), siguiendo las normas de manejo y cuidado de la fauna silvestre establecidas por la
Sociedad Americana de Mastozoologia (ASM) (Sikes et al. 2011). Las muestras fueron
preservadas en tubos Eppendorf con etanol al 97% y llevadas al laboratorio.

5.3 Trabajo de laboratorio

5.3.1 Extraccién de ADN

El ADN se extrajo con los kits QuickGene DNA Tissue Kit S-Mini 80 (FUJIFILM Life Sciences ®)
y Zymo Research Genomic DNA ™-Tissue MiniPrep D3050 (The Epigenetics Company)
siguiendo las instrucciones del proveedor (Anexo 3). Para corroborar la calidad del ADN, se
corrieron 2.5 pL de cada producto en geles de agarosa (1.5%) tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados con luz UV; se utilizé una referencia de pesos moleculares especificos (lambdas de
ADN de 5, 10 y 25 ng/uL).
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Figura 1. Mapa de México y Cozumel indicando las localidades de donde se obtuvieron las

muestras.
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5.3.2 ADN mitocondrial (ADNmt) — gen citocromo b (cyt b): amplificacién y secuenciacion
De los productos obtenidos se amplificé el cyt b de las especies insulares y continentales. Los
oligonucledtidos (primers) utilizados fueron los descritos por Irwin et al. (1991) [L14724, L15162
y H15915] y Koepfli y Wayne (1998) [H15494], cuyas secuencias se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Primers utilizados para la amplificacién del gen citocromo b (cytb) de las muestras de

Procyon y Nasua.

Primer? Secuencia Fuente

L14724-F 5'-CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3' | Irwin et al. 1991

L15162-F 5'-GCAAGCTTCTACCATGAGGACAAATATC-3' | Irwin et al. 1991

H15494-R | 5-TAGTTGTCAGGGTCTCCTAG-3' Koepfli y Wayne 1998

H15915-R |5-GGAATTCATCTCTCCGGTTTACAAGAC-3' |Irwin et al. 1991

 Los numeros de los primers se refieren a la posicion de la terminacién 3' de las hebras
ligera (L) y pesada (H) del primer en la secuencia del ADN mitocondrial en humanos
(Anderson et al. 1981). F: direccién Forward; R: direccion Reverse.

La amplificacion se realizé con base en la metodologia de Tsuchiya-Jerep (2009), que
consistié en subdivir el gen de interés (cytb) en dos segmentos de aproximadamente 750 pb
cada uno, con una superposicién de ca. 300 pb entre ambos, para amplificar el gen completo.
El par de primers utilizados para amplificar la primera parte del gen fueron L14724-H15494, y la
segunda con el par L15162-H15915 (Figura 2).

L14841 L14979 (L15162)  L15408 L15513 L15775
- -

—» — — — -
GluH Cytochrome b UThe
- - <
| H14927 | H15149 I [
14700 15000 15300 15600 15900

Figura 2. Esquema del gen cyt b con los genes de ARNt que lo flanquean. El par de primers
gue amplifica la primera parte del gen se indican por los rectangulos; los 6valos indican el otro
par de primers. Las flechas indican la direccion de cada primer (ver Cuadro 1; modificado de
Irwin et al. 1991).
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Las condiciones generales de amplificaciéon (PCR) fueron las siguientes: 10X de Buffer
(Vivantis), 2 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.2 pM de cada primer, 0.2 pyL de Taq
Polimerasa (Vivantis), y ca. 30 ng de ADN, con un volumen final de reaccién de 20 pL (Cuadro
2). Sin embargo, para las amplificaciones de Nasua con los primers L14724-H15494 la
concentracion de MgCl, fue de 2.8 mM. El protocolo para PCR (Termociclador PTC-100; MJ
Research) fue: desnaturalizacion inicial por 3 min a 94°C, 10 ciclos touchdown (es decir, una
temperatura de alineacion decreciente en un grado por cada ciclo: 45 seg a 94°C, 45 seg a 60-
51°C y 90 seg de extensién a 72°C), seguido por 30 ciclos adicionales (45 seg a 94°C, 45 seg a
50°C y 90 seg a 72°C), con una extension final por 3 min a 72°C. Las amplificaciones fueron
corroboradas mediante geles de agarosa (1%) teflidos con bromuro de etidio, utilizando una
referencia de pesos moleculares especificos (VC 100bp Plus DNA Ladder, Vivantis). Los
productos de PCR fueron analizados en un secuenciador ABI Prism 3730x| Analyzer (Applied
Biosystems®), con el servicio de secuenciacion Sanger del High Throughput Genomics Center

en Seattle.

Cuadro 2. Condiciones de PCR empleadas para amplificar el cyt b para Nasua y Procyon.

L14724-H15494 | L14724-H15494

Par de primers L15162-H15915 | 5010 Para

Nasua
Concentraciéon de MgCl, | 2.0 mM 2.8 mM
H,O 13.2 uL 12.88 pL
MgCl, 0.8 uL 1.12 yL
Buffer (10X) 2 uL 2 uL
dNTP's (2mM) 2L 2 uL
Primer F (10puM) 0.4 pL 0.4 pL
Primer R (10 uM) 0.4 uL 0.4 uL
Taq 0.2 pL 0.2 pL
ADN 1L 1uL
Volumen final 20 L 20 uL
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5.3.3 Microsatélites: amplificacién y secuenciacion

5.3.3.1 Procyon pygmaeus

Se probaron los primers fluorescentes (FAM y HEX) para 12 microsatélites especificos de P.
lotor (Cuadro 3) reportados en tres diferentes fuentes (Cullingham et al. 2006, Fike et al. 2007 y
Siripunkaw et al. 2008); las condiciones de PCR de los primers se muestran en el Anexo 4. En
todas las reacciones de PCR se utilizd6 10X de Buffer (Vivantis), 0.2 uL de Taq Polimerasa
(Vivantis) y ca. 30 ng de ADN, con un volumen final de reaccién de 7 uL. Se realizaron controles
negativos en todos los casos, para asegurar que no hubiera contaminacién. Las reacciones de
PCR fueron: para los loci PLO-M15, PLO2-117, PLO2-14 y PLO3-71, una desnaturalizacion
inicial por 5 min a 95°C, 30 ciclos de 30 seg a 95°C, 1 min a la temperatura de alineamiento de
cada primer (Ta, Anexo 4), 1 min a 72°C, extension de 45 min a 65°C; la Ta fue de 60°C para
PLO-M15y PLO2-117, y de 56°C para PLO2-14 y PLO3-71. Para los loci PLOT-04 y PLOT-09,
desnaturalizacion 2 min a 94°C, 35 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a Ta, 30 seg a 72°C,
seguido de 10 min a 72°C y una extension final de 45 min a 60°C; la Ta fue de 61°C para
PLOT-04 y 64°C para PLOT-09. Para los loci PLM06, PLM09, PLM10, PLM13, PLM14 y
PLM17, desnaturalizacién 10 min a 95°C, 35 ciclos de 25 seg a 95°C, 45 seg a 58°C, 2 min a
72°C, y extension de 10 min a 72°C. La corroboracion en gel fue igual que la explicada para el
cytb.

Los productos de PCR fueron analizados en un secuenciador ABI Prism 3730x| Analyzer
(Applied Biosystems®), con el servicio de secuenciacion de la Universidad de lllinois, con el
marcador de peso molecular ROX 500 Size Standar (Applied Biosystems®). Los productos
fueron mezclados (multiplex), de acuerdo con la fluorescencia de cada par de primers para la
secuenciacion; es decir, se combinaron productos de primers con fluorescencia FAM con
aguellos de fluorescencia HEX. Cabe mencionar que, aunque las reacciones de PCR se
realizaron de manera individual para cada locus, se probaron reacciones de PCR multiplex para
cuatro microsatélites (Anexo 5), obteniendo amplificaciones exitosas.

La lectura de los cromatogramas se realizd con el programa GeneMarker v2.2.0
(SoftGenetics), mediante la comparacion directa del tamafio de los alelos de cada producto de
PCR con la escalera del programa (GS500) y tomando como referencia los tamafos reportados
por Sanchez-Garibay et al. (2012) para cada microsatélite. Los alelos se identificaron como
el(los) pico(s) més alto(s) de los cromatogramas que se encontraron en el rango reportado para

cada marcador o cercano a él (Anexo 5).
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5.3.3.2 Nasua nelsoni

Se probaron los primers fluorescentes (FAM y HEX) para 12 microsatélites especificos de N.
narica (Cuadro 4) disefiados por Sanchez-Garibay et al. (2012). Las condiciones generales de
amplificacion fueron: 10X de Buffer (Vivantis), 3 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTPs, 0.8 uM de
cada primer, 0.2 pL de Taq Polimerasa (Vivantis), y ca. 30 ng de ADN, con un volumen final de
reaccién de 10 pyL (Anexo 7). El protocolo de PCR consistid en: una desnaturalizacion inicial por
5 min a 94°C, seguida por 30 ciclos consistentes de 30 seg a 94°C, 46 seg a 61°C y 2 min a
72°C, y una extension de 5 min a 72°C. En todas las reacciones de PCR se realizaron controles
negativos para asegurarse que no hubiera contaminacion. El andlisis de los productos de PCR

y la identificaciéon y lectura de los alelos se realizaron de la misma forma que para Procyon.
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Cuadro 3. Primers utilizados en este estudio para amplificar muestras de P. pygmaeus. Se indica nimero de acceso (GeneBank),

motivo y secuencia. El tamafio de los alelos corresponde a los obtenidos en este estudio. F: direccién Forward; R: direccion Reverse.
Tipos de fluorescencia: FAM/ HEX.

Tamafio de | NUmero | Ndmero de
Locus Motivo los alelos de acceso de Secuencia de los primers (5' - 3")
(pb) alelos GenBank
1 F: FAM-ACTGAGACCACTGAGC
PLO-M15" | AGAT 3 152-160 13 DQ388432 [ CTCGATCGATG
11 | GATAu3GT (s ] DQ388433  |F: HEX-ATATGCCGGGTCTAGGACAACACTG
PLOZ-117 ) 266-218 25 IDQa388434 | R: CTAGTAATATCATGAGAAGCG
1 F: FAM-AAGAGCGTAATAAAAGCTTAC
PLO2-14" | GAAA;y, 230-246 17 DQ388438 | R A M TAACAAGTTTCAATTTGG
1 F: GCTTCCTTTAATTTTAACTAATGG
PLO3-71 | ATCTus 158-166 12 |DQ38BASE B HEX-CAATCCTGTATCAGGTTTCC
2 F: FAM-TGGAGGAGATAATGAGACATCC
PLOT-04" | GTeo 350-360 13 DQ786783 IR GATAGCCATATAGCCTTAACTTCG
2 F: HEX-ATAATTAGTGACTTGGACATCTTGG
PLOT-09" | GTen 278-280 18 |DQ786788 B G AAAGGAAGATAAATGATGTGG
3 F: HEX-AAAGTGTGCCTTTGATTACGG
PLMOE™ | GTes 94-114 8  |EFS69609 IR ATACACTGGGTGGGGAATGT
3 F: FAM-AATTTTGCAGCCCGTCCT
PLMO9 GTuy 112-126 12 EF569612 R GCACGCTOTACCCATCARGT
3 F: FAM-ACATACCTCCACCCCTACCC
PLM10™ | GTea 107-123 8  |EFS69613 IR AAGTCCCATAGGCACACCAG
3 F: HEX-CATTCCTTAACTGGTTTGCTGA
PLM13 CAus5TA(CA); | 116-122 13 EF569616 R TCACTTTTGTCAGGATCACAGE
3 F: FAM-TGACCTTCCAGTTCCAGCTT
PLM14 GTus) 147-151 9 EF569617 R TGCAGGATGAACAATGAATGA
PLMI7® | GTps 92106 9 EF569620 E: HEX-TGTAACACAGTGAACCTGAATGC

: TGTAGAGCCCCTGACTTCCT

! Cullingham et al. 2006; * Fike et al. 2007; * Siripunkaw et al. 2008
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Cuadro 4. Primers utilizados en este estudio para amplificar muestras de N. nelsoni. Se indica

namero de acceso (GeneBank), motivo y secuencia segin Sanchez-Garibay et al. (2012). El

tamafio de los alelos corresponde a los obtenidos en este estudio. F: direcciébn Forward; R:

direccion Reverse. Tipos de fluorescencia: FAM/ HEX.

Namero de Tamafo de . . .
. Secuenciay fluorescencia de los primers
Locus acceso de Motivo los alelos 5 -3)
GenBank (pb)

F: FAM-GTCCGAACCAACTGAAAGAAC
Nasual757 | JQ513568 AC14) -

R: CATTGACCGTGCTCTAGACC

F: FAM-ACTTCCTTGACTTCTCTGAACC
Nasua931 |JQ513569 AAC 185-212

R: GATCCACAAAGCATGCCCTG

F: FAM-TTTGAAAGGGAAGAGGCGATG
Nasual050 | JQ513582 AGAT 1) 105-121

R: CCTGCCACTCAAATGCAAATG

F: FAM-TGAGATCCTGCTTTCTTGTCAC
Nasual93 |JQ513583 AGAT 1) 244-248

R: TGTCTTCATGGCACCAACAC

F: FAM-TCTCATTACCCGAACCAGAGG
Nasual251 |JQ513573 AAC ) 139

R: TGCAACCCTCTGAGTTCATG

F: FAM-GGAGCTCCCTAATATCACACAG
Nasua71 JQ513578 AGAT 1) 266-298

R: AATCCTCACTTGAAGCAGGC

F: HEX-TTTGGGTCGAGTGATGGAGG
Nasua833 |JQ513562 AGy 214-218

R: CTCGCACCTCTAGCTTCTGG

F: HEX-AGAAGGAGAACAGAGTGCAGG
Nasua504 |JQ513563 ACuy 246-248

R: ACCATACTTTCTGCCCTGGG

F: HEX-CCTCTCCCTCTGCTGATCC
Nasua2841 | JQ513577 AAAG 12 161-177

R: AGACCAAGATCAGCCATTGG

F: HEX-GATCCCAAGGCTCTCATCCC
Nasual990 |JQ513575 AAGg 245-254

R: GCTTTCACATCACTGCCAAG

F: HEX-TCCTCCTTTCCTTCCAACCC
Nasual785 |JQ513565 ACs) -

R: AGCATGTGGAGATAATGGGC

F: HEX-GGTTCCTATCCACTCTTGTCC
Nasua895 |JQ513566 AC14) - R

: TCTGTACGCCCATGTTCCC
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5.4 Analisis para las secuencias

5.4.1 Alineamiento

Las secuencias de cyt b de ambas especies fueron alineadas con el programa BioEdit (Hall
1999) con el algoritmo CLUSTAL W; como referencia se usaron las secuencias del cyt b
completo de N. narica (NUumero de acceso: DQ660302) y P. lotor (GU175439) del GeneBank.

5.4.2 Pruebas de neutralidad

Se realizaron las pruebas de neutralidad D de Tajima (Tajima 1989) y se calcularon los
estadisticos D y F de Fu y Li (1993) y Fs de Fu (1997), para analizar la neutralidad de las
secuencias en los individuos de las especies insulares, con el programa DNAsp (Librado y
Rozas 2009).

5.4.3 Diversidad y estructura genética

Para conocer los niveles de diversidad genética se calcularon el nimero de haplotipos (Nh), la
diversidad haplotipica (h), la diversidad nucleotidica (r7), el nimero promedio de diferencias
nucleotidicas (K) y el nimero de sitios segregantes (S) con el programa DNAsp. Los analisis se
hicieron por localidad (sitios de colecta), incluyendo las del continente para tener un
comparativo con la isla. Asi, para P. lotor se consideraron cinco poblaciones dadas las
localidades de muestreo: Quintana Roo (n = 9), Puerto Vallarta (n = 3), Colima (n = 3), Cuixmala
(n =7) y Morelos (n = 1); mientras que para N. narica se consideraron dos poblaciones, Jalisco
y Morelos, dadas las localidades de muestreo, cada una con nueve individuos.

Para conocer las relaciones entre genes se recurre a los métodos de reconstruccion
filogenética, de los cuales el méas utilizado es Neighbour Joining (NJ) (Saitou y Nei 1987). Este
método es Util para analizar grandes juegos de datos (secuencias) que tengan niveles de
divergencia bajos (Yang y Rannala 2012). Asi, con el objetivo de evaluar las relaciones en las
especies insulares (P. pygmaeus, N. nelsoni) dentro de Cozumel y sus hermanas continentales,
se construyeron los arboles filogenéticos con el método NJ, utilizando la distancia genética p
(diferencias nucleotidicas; Hamilton 2009), en el programa MEGA (Tamura et al. 2011). Para
evaluar la significancia se utilizaron 10,000 réplicas Bootstrap, considerando todas las
sustituciones (transiciones + transversiones). Los arboles se editaron con el programa FigTree
v1.4.0. Cabe destacar que estos andlisis son apenas una aproximacion de la filogenia debido al

pequefio numero de muestras de las poblaciones continentales. Sin embargo, esta aporta

27



informacion relevante para la conservacion de las especies insulares porque respalda su

endemismo.

5.4.4 Divergencia y demografia

Los analisis de divergencia (Da) entre las poblaciones de P. pygmaeus y P. lotor, asi como
entre N. nelsoni y N. narica, se realizaron con el programa DNAsp. Para esto, se tom6 como
referencia el arbol de NJ obtenido previamente, considerando como poblaciones a los grupos
(clados) del arbol.

Es importante mencionar que las relaciones intraespecificas (al interior de la especie) no
siempre pueden ser representadas en un arbol filogenético, ya que pueden existir haplotipos
que sblo difieren en un sitio o incluso ser todos iguales. Por esta razén, se recurre a la
construccién de una red de haplotipos para representar mejor la relacidn que existe entre éstos
e ilustrando el numero de mutaciones que los separan. Estas redes se construyeron para cada
especie con el programa Network, utilizando el algoritmo Median Joining (MJ). El uso de éste
implica la adicion de “vectores medios” para unificar todos los haplotipos, o que en sentido
biol6gico se interpreta como haplotipos no muestreados (pero que existen) o haplotipos
ancestrales (ya extintos) (Bandelt et al. 1999).

Los analisis demograficos consistieron en el calculo de los estadisticos r (Harpending
1994) y R, (Ramos-Onsins y Rozas 2002), complementandolos con las pruebas de Tajima
(1989), Fu y Li (1993) y Fu (1997) previamente estimadas. Los andlisis se efectuaron
Unicamente para las especies insulares (Nasua nelsoni y Procyon pygmaeus).

Finalmente, se realizé un estimado del tamafio efectivo (N.) para las poblaciones

insulares. La ecuacion para calcularlo es:

Ne:i

2ul
donde u se refiere a la tasa de mutacion del gen que se esta analizando (niumero de
sustituciones por sitio por generacion), y “T” es el tiempo generacional en afios del organismo
(Hedrick 2011). El denominador 2uT es utilizado cuando se trabaja con secuencias de ADNmt
(haploides). Sin embargo, es necesario ajustar la formula a los datos que se tienen mediante la
consideracion del nimero de nucleétidos en las secuencias analizadas, y utilizar tasas de
mutacion lo mas precisas posibles para la especie en cuestion; dichos componentes se agregan
a la férmula para el valor de u en la ecuacion siguiente:
u=mT.n
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donde mT es el nUmero de nucle6tidos que tienen las secuencias y | es la tasa de mutacion del
gen (numero de sustituciones por sitio por generacion). Para el cyt b de mamiferos se ha
reportado una tasa de mutacion de 2.0 x 10® sustituciones por sitio por generacion, la cual
recientemente se encontré como valor aproximado en el orden Carnivora (Fig. 2, Nabholz et al.

2008), por lo que se empled para realizar el célculo del tamafio efectivo.

5.5. Anédlisis para los microsatélites

5.5.1 Alelos nulos y “stuttering”

Para descartar los problemas de alelos nulos y stuttering, se utilizd6 el programa MICRO-
CHECKER v2.2.3 (Van Oosterhout et al. 2004), el cual detecta y corrige los errores en la
genotipificacién debido a la presencia de estos problemas; los analisis se hicieron para cada
locus por poblacién y la poblacién en conjunto, considerando como poblacién a cada localidad

de muestreo, con un intervalo de confianza de 95% y 1,000 aleatorizaciones.

5.5.2 Definicion de grupos en la poblacién y asignacion de individuos

Para determinar el nimero de poblaciones (K) en cada especie y los individuos pertenecientes
a cada una, se utilizé el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al. 2000), con los
siguientes pardmetros: 150,000 de periodo burn-in, 1,000,000 de corridas de Cadenas de
Markov, un modelo ancestral “admixture model” y un modelo de frecuencias alélicas “correlated
allele frequencies model”. Para P. pygmaeus se prob6 un rango de K entre 1 y 5, dado que
solamente se tenia informacion correspondiente a dos zonas de colecta (norte y sur de la isla),
con la posibilidad de que existieran mas de dos poblaciones. Para N. nelsoni se probaron
valores de K entre 1y 4, debido al mismo nimero de zonas de colecta (en este caso, centro y
sur de la isla). En ambas especies y para cada valor de K se realizaron 20 repeticiones
independientes. Posteriormente, se utiliz6 el programa STRUCTURE HARVESTER (Earl y
vonHoldt 2012; http://taylorO.biology.ucla.edu/structureHarvester/), el cual realiza la prueba de
Evanno et al. (2005). De manera complementaria, se utilizé el programa GENETIX v4.05.2
(Belkhir et al. 2004) para realizar un andlisis factorial de correspondencia (AFC), con la finalidad
de obtener una representacion gréfica de la pertenencia de cada individuo a una poblacion
dada. A partir de los grupos obtenidos con STRUCTURE (de aqui en adelante, poblaciones), se

realizaron todos los andalisis subsecuentes.
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5.5.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Se analizaron la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y el desequilibrio de
ligamiento (DL) entre loci con el programa GENEPOP v4.1 (Rousset 2008). Se obtuvo también
el coeficiente de endogamia (F;s) con el método de Weir y Cockerham (1984) para cada locus
por poblacion y para la isla completa, que es una medida de la desviacién del EHW definido
como la probabilidad de que dos alelos presentes en un individuo sean idénticos por
descendencia; si el valor es positivo indica un déficit de heterdcigos, mientras que si es negativo
indica un exceso (Hedrick 2011). La significancia se determiné a partir del método de Cadenas
de Markov (Guo y Thompson 1992), implementando 10,000 demorizaciones, 1,000 “batches” y
10,000 iteraciones por “batch”. Debido a que en el andlisis de EHW y DL se realizan pruebas
simultaneas, debe hacerse un ajuste a los valores de probabilidad (P < 0.05) con la finalidad de
no rechazar de manera incorrecta la hipotesis nula; para ajustar esta probabilidad se empled la

correccion secuencial de Bonferroni (Anexo 8; Rice 1989).

5.5.4 Diversidad genética

Se utilizaron los programas GenAlex v6.5 (Peakall y Smouse 2012) y Arlequin v3.0 (Excoffier y
Schneider 2005) para estimar los siguientes parametros de diversidad genética para cada
poblacién y para la poblacién en conjunto de ambas especies: numero observado de alelos (n,),
namero efectivo de alelos (ne), heterocigosis observada (H,), heterocigosis esperada (He) y la
heterocigosidad de Nei (Hyg). Al respecto, la heterocigosidad de Nei (Hyg; Nei y Roychoudhury
1974) es una correccion que se realiza cuando el tamafio de muestra es pequefio, para obtener

valores mas adecuados de diversidad.

5.5.5 Diferenciacion alélica y genotipica

Se evalué la diferenciacién alélica y genotipica entre las poblaciones para cada especie, por
locus y para todos los loci en conjunto, con el programa GENEPOP v4.1. Lo mismo que las
pruebas de EHW y DL, se parte de la hipétesis nula de que “la distribucion alélica y genotipica
es la misma en las diferentes poblaciones”. Los valores de probabilidad se obtuvieron mediante
la prueba de Fisher para la diferenciacion alélica (Raymond y Rousset 1995) y mediante la
prueba de G para la diferenciacion genotipica (Goudet et al. 1996), aplicando la correccion

secuencial de Bonferroni.
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5.5.6 Estructura genética
Se utilizaron los estadisticos F de Wright en sus tres componentes (Fis, Fir, Fst; Weir y
Cockerham 1984) para evaluar el grado de estructura en ambas especies, con el programa
FSTAT v2.9.3.2 (Goudet 1995). También se realiz6 un Andlisis de Varianza Molecular (AMOVA;
Excoffier et al. 1992) con los estimadores Fsr (basado en los alelos diferentes entre las
poblaciones) y Rsr (basado en las varianzas de los tamafios de los alelos) en el programa
Arlequin v3.0, con 30,000 permutaciones. Dicho andlisis emplea métodos permutacionales no
paramétricos para conocer la distribucion de la variacion genética entre los diferentes niveles de
agrupacion (al interior de los individuos, entre individuos, entre poblaciones y entre grupos de
poblaciones), mediante la particion de la varianza en componentes de covarianza, a partir de
las diferencias que existen entre los individuos y poblaciones (Excoffier y Schneider 2005).
Cabe sefalar que los dos estimadores son adecuados para analizar informacion de
microsatélites, y aunque Rst se ha propuesto como el mas adecuado por considerar un modelo
de mutacién “paso a paso” (stepwise mutation model: SMM) que involucra directamente el
tamafio de los alelos (Slatkin 1995), también se ha aceptado que cuando los tamafios de
muestra y el nimero de loci son pequefios (N < 50 y < 20, respectivamente), es conveniente
utilizar Fst para evitar resultados erroneos (Gaggiotti et al. 1999).

Asimismo, se estim6 el Nm a partir de las diferencias alélicas entre las poblaciones con
base en los estimadores Fst y Rst con el programa Arlequin v3.0. En adicion, se estimo la

distancia genética de Nei (Dy; Nei 1972) en el programa GenAlex v6.5.

5.5.7 Pruebas de parentesco, cuello de botella y tamafio efectivo

Las relaciones de parentesco entre dos individuos se representan como la probabilidad de que
dos individuos (es decir, dos genotipos) compartan cero, uno o dos alelos idénticos por
descendencia (Blouin 2003). Se estimd esta relacién mediante pruebas de maxima verosimilitud
con el programa ML-RELATE (Kalinowski et al. 2006).

Es importante recordar que, como sucede con las secuencias de ADNmt, también se
pueden evaluar aspectos demograficos con microsatélites. Asi, para determinar si las
poblaciones de ambas especies presentaban una sefal de cuello de botella se utilizé el
programa BOTTLENECK v5.1.26 (Cornuet y Luikart 1996). Para los microsatélites, en este
programa se propone un modelo de dos fases (TPM), con valores de 90% SMM, 10% IAM y
10% de varianza, asi como los valores “default” del programa (70% SMM, 30% IAM y 10% de

varianza); se utilizaron 10,000 réplicas. En el mismo analisis se realizé una prueba de Wilcoxon
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para determinar la significancia del exceso de heterdcigos, ya que esta prueba puede usarse
para un numero de loci pequefio (Luikart y Cornuet 1998). También se llevé a cabo una prueba
“mode-shift”, con la cual se obtienen valores de la proporcién de los alelos que existe en alguna
clase de frecuencias alélicas, cuyo rango va de 0.0 a 1.0 (Luikart et al. 1998). Estos valores se
graficaron para obtener una representacion de la distribucion de alelos en las diferentes clases
de frecuencias (frecuencia baja = 0-0.100; frecuencia intermedia = 0.101-0.900; frecuencia alta
= 0.901-1.00). La idea de esta grafica es que, si hubo un cuello de botella reciente en la
poblacion, deberia haber una menor proporcién de alelos en la clase de frecuencia baja, ya que
estos alelos son los primeros que se pierden en un evento de cuello de botella (Luikart et al.
2008). En la gréfica, un evento de cuello de botella se caracteriza por una distribucion sesgada,
mientras que una distribucion con forma “L” (“normal L-shifted mode”) indica que no ha habido
un cuello de botella reciente.

Aunado a lo anterior, se estimé el valor de M para las poblaciones de ambas especies con
el programa Arlequin v3.0, y para probar la significancia de los estimados se empled el
programa M_P_Val (Garza y Williamson 2001). Con este se obtuvo un valor critico (M), y para
cualquier valor M que resulté menor (M < M), se considerd que la poblacién habia sufrido una
reduccion en su tamafio (Garza y Williamson 2001). Asimismo, los autores sugieren utilizar los
valores Ps = 0.8 y Ay = 2.8, por lo que se emplearon dichos parametros y un valor de theta (O)
para una poblacion pequefia en equilibrio (6 = 1) (Garza y Williamson 2001).

Finalmente, se realiz6 una estimacion del tamafio efectivo (N,) de ambas especies
insulares, con el programa NeESTIMATOR v2 (Do et al. 2013) y considerando a la poblacién en
conjunto. Se utiliz6 el método de desequilibrio de ligamiento (DL), que se basa en el hecho de
que el cambio de las frecuencias alélicas de una generacién a otra es una funcién directa del
tamafio de la poblacion (Hill 1981). Los célculos incluyeron un intervalo de confianza de 95%
(Cl 95%) determinado con el método no paramétrico de Jackknife, el cual se recomienda para
estimar N con el método de DL y considerando un valor critico (P ) de 0.05 (Waples y Do
2010).
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6. RESULTADOS

Durante 2012 se capturaron nueve individuos de Procyon pygmaeus, 13 de Nasua nelsoni y
siete de P. lotor, y se obtuvo ADN para un total de 47 individuos de P. pygmaeus, 31 individuos
de N. nelsoni, 22 de P. lotor y 18 de N. narica (Anexo 2).

6.1 Procyon pygmaeus y P. lotor — citocromo b

6.1.1 Neutralidad y diversidad genética

Se amplificaron 1022 pb del cyt b para todos los individuos. Los resultados para Cozumel no
mostraron desviacion significativa para ninguna de las pruebas (P>0.10): con Tajima (D= -1.52),
Fuy Li (D=1.110; F=0.353) y Fu (Fs=1.651).

Se encontraron dos haplotipos en 43 individuos de Cozumel y los siguientes valores de
diversidad genética: diversidad haplotipica de 0.091 (desviacion estandar de 0.058), diversidad
nucleotidica de 0.0004 (desviacion estandar de 0.0003), promedio de diferencias nucleotidicas
de 0.454 y 5 sitios polimorficos. Por su parte, P. lotor mostré un haplotipo por poblacién.

Al considerar las cinco localidades de P. lotor como poblacién continental, teniendo en
cuenta que se trata meramente de una aproximacion comparativa, se encontraron cinco
haplotipos, diversidad haplotipica de 0.751 (desviacion estandar de 0.055), diversidad
nucleotidica de 0.009 (desviacion estandar de 0.0012), promedio de diferencias nucleotidicas

de 8.96 y 30 sitios polimadrficos.

6.1.2 Divergencia y demografia

En el arbol NJ basado en distancia (Figura 3) se aprecia un grupo con un soporte del 96% que
incluye exclusivamente a los individuos de Cozumel. Los individuos del continente forman cinco
grupos acordes a la localidad de muestreo: Quintana Roo, Puerto Vallarta, Colima, Cuixmala y
Morelos. El grupo Quintana Roo es el mas cercano al grupo Cozumel y ambos se encuentran
separados de los demas con un valor bajo de soporte (BS=37).

Sin embargo, es interesante que los individuos Pyg3 y Pyg7 se ubican dentro de este
grupo, el cual posee un alto valor de soporte (BS=88; Figura 3). Por otro lado, se aprecian los
grupos bien definidos de Cuixmala, Puerto Vallarta y Colima (BS=99 en todos los casos),
mientras que el grupo Morelos (representado sélo por un individuo) se agrupé con Cuixmala

(BS=75). Cada grupo mostré ademas haplotipos unicos.
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Los valores de divergencia entre las diferentes poblaciones (Dxy y Da) son iguales en
todas las comparaciones, por lo que s6lo se muestran los de Da (Cuadro 5): las poblaciones de
Cozumel y Quintana Roo tienen el menor valor (0.5%) y Colima es la poblacion més divergente
respecto a Cozumel (1.6%). Sin embargo, resulta interesante que las localidades mas distantes
geograficamente no corresponden a las mas divergentes (Cozumel-Puerto Vallarta). Asi, Colima
es la poblacion méas divergente de todas las analizadas con valores del 1.5% respecto a

Quintana Roo y del 1.9% respecto a Puerto Vallarta y Morelos.

Cuadro 5. Valores de divergencia (Da) entre las poblaciones de Procyon pygmaeus (Cozumel)
y P. lotor (Quintana Roo, Pto. Vallarta, Colima, Cuixmala y Morelos) obtenidas a partir de la
variacion del cyt b. Debajo de la diagonal se muestran los valores de divergencia (Da); arriba de

la diagonal se muestra el error estandar de cada comparacion.

Poblaciones | Cozumel Quller)tgna Pto. Vallarta | Colima |Cuixmala| Morelos
Cozumel 0.002 0.003 0.004 0.003 0.003
Quintana
Roo 0.005 0.003 0.004 0.003 0.002
Pto. Vallarta 0.011 0.010 0.004 0.004 0.004
Colima 0.016 0.015 0.019 0.004 0.004
Cuixmala 0.010 0.009 0.013 0.018 0.002
Morelos 0.009 0.006 0.014 0.019 0.007

La red de haplotipos muestra una clara separacion entre la poblacion insular (P.
pygmaeus) y las de continente (P. lotor), ademas de la presencia de un haplotipo no
muestreado que esta relacionado con todas las poblaciones (Figura 4). Lo anterior sugiere que
este haplotipo dio origen a otros dos; uno de ellos se relaciona mas a los haplotipos de Colima y
Puerto Vallarta, mientras que el otro con los haplotipos de Quintana Roo, Morelos y Cuixmala.
La red permite apreciar que posiblemente faltan cuatro haplotipos para poder resolver las
relaciones entre las poblaciones de Procyon.

Es importante destacar que entre las poblaciones de P. lotor no se comparten haplotipos,
gue Cozumel conforma un grupo diferente, y que los individuos Pyg3 y Pyg7 representan a un
haplotipo de Quintana Roo que fue registrado en Cozumel.

Para la distribuciébn mismatch se obtuvieron los indices r y R, (r = 0.843, P>0.10; R, =
0.045, P<0.05).
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agrupan con individuos de P. lotor en el grupo Quintana Roo.

COZUMEL

QUINTANA ROO

MORELOS

CUIXMALA

PTO. VALLARTA

COLIMA

Figura 3. Arbol de NJ de Procyon pygmaeus y P. lotor obtenido con la distancia genética p y a partir de secuencias del cyt b. Los
nameros en los nodos corresponden a valores de soporte Bootstrap (BS). Los nombres estan conformados por la localidad seguida

del individuo (ejemplo: COZ-Pyg5, Cuixmala-Plo01. Ver Anexo 2). Los individuos Pyg3 y Pyg7 se enmarcan con un rectangulo, y se
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Figura 4. Red de haplotipos de las poblaciones de Procyon construida con el algoritmo MJ a
partir de la variacion del gen cyt b. Los circulos amarillos corresponden a los haplotipos y su
tamafio es proporcional al tamafio de muestra (n). Los puntos rojos son los haplotipos no
muestreados. Las rayas perpendiculares a las lineas indican un paso mutacional entre las

poblaciones.

6.2 Procyon pygmaeus — microsatélites

Para esta especie se lograron amplificar los 12 microsatélites. A nivel de cada sitio de muestreo
se encontraron alelos nulos para Punta Sur en el locus PLOT-09, mientras que en el otro sitio
se observaron en los loci PLM-15 y PLOT-09. Al analizar la poblacién en conjunto, sélo el locus

PLOT-09 present6 dichos alelos.

6.2.1 Definicién de grupos y asignacion de individuos

La definicion de grupos con STRUCTURE (Figura 5) y con el AFC (Figura 6) mostré dos
clusters. En el primer andlisis, los individuos asignados al grupo 1 (color verde, figura 5)
mostraron valores de pertenencia del 59 al 98%, mientras que los asignados al grupo 2 tuvieron
valores del 80 al 98% (color rojo, figura 5). Con base en estos andlisis, se consideraron dos

grupos genéticos para todos los andlisis subsecuentes.
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Figura 5. Asignacién de individuos de P. pygmaeus con STRUCTURE. Se detect6 la presencia

de dos grupos en Cozumel. El eje “y” representa el porcentaje de asignacion de cada individuo
a cada grupo.
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Figura 6. Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) de P. pygmaeus, con base en los

genotipos. El Eje 1 explica el mayor porcentaje de varianza (17.81%).

6.2.2 Equilibrio y diversidad genética
Es importante mencionar que el locus PLOT-09 resulté ser monomorfico en el grupo 1, mientras

gue en el grupo 2 presento dos alelos. Para este grupo y para la isla en conjunto (Cozumel), el
PLOT-09 tuvo sefal de desviacion del EHW significativa (Fis = 1, P = 0.0001), indicando un
déficit de heterécigos probablemente debido al efecto Wahlund (Wahlund 1928). Por ello, el
locus PLOT-09 se descartd del resto de los analisis. Con los 11 loci restantes, el desequilibrio
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de ligamiento fue significativo sélo a nivel de Cozumel en dos pares de loci (PLM14-PLM17 y
PLM06-PLO2-117) (Anexo 9).

El nUmero de alelos observados en el grupo 1 vario entre 2 y 4 con una media de 2.5 y un
namero promedio de alelos efectivos de 1.9. El locus que presenté mayor nimero de alelos fue
el PLO2-14 con 4. Los valores de heterocigosis observada variaron de 0.219 a 0.688, con una
media de 0.443, mientras que la heterocigosis esperada tuvo valores similares (0.242 - 0.594;
media de 0.462), asi como la heterocigosis de Nei (Hyg = 0.246 — 0.604; media de 0.47). No se
observaron alelos exclusivos (privados; ae) para ningun locus (Cuadro 6). En el grupo 2 el
namero de alelos observados y de alelos efectivos fue mayor (2-5, media de 3.2 y 2.4
respectivamente). El locus que presentdé mayor niumero de alelos fue el PLM17 con 5, mientras
que el locus PLM13 present6 el menor (2). Los valores de heterocigosis observada variaron de
0.357 a 0.929, con una media de 0.597, mientras que la heterocigosis esperada fue menor
(0.311 — 0.763; media de 0.546), asi como la heterocigosis de Nei (Hyg = 0.323 — 0.791; media
de 0.567). En este grupo se observé un alelo exclusivo (ae) en seis loci (PLM06, PLMO09,
PLM14, PLM17, PLOT-04 y PLO-M15), y dos en el locus PLM17 (Anexo 10). Para la poblacion
total se observaron valores promedios similares a los del grupo 2 (n, = 3.182; ne = 2; Hy, = 0.49;
He = 0.519; Hyg = 0.525) (Cuadro 6).

6.2.3 Estructura genética, relacion de parentesco, cuello de botella y tamafio efectivo

Los analisis de diferenciacion alélica y genotipica mostraron que cinco loci (PLM06, PLMQ9,
PLM14, PLM17 y PLO2-117) no presentan una distribucion homogénea en el caso de las
poblaciones (Anexo 11), ni en el caso de todos los loci en conjunto (P < 0.001). También se
obtuvo un valor promedio de Fs de 0.018, el cual indica un déficit de heterdcigos, y una Fsr de
0.109; el valor de Fi; fue de 0.125, que evidencia nuevamente un déficit de heterdcigos (Anexo
12).
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Cuadro 6. Valores de diversidad genética por locus y por grupos para P. pygmaeus, incluyendo
a la isla en su conjunto. Numero de alelos observados (n,), niumero de alelos efectivos (ne),
alelos exclusivos o privados (ae), heterocigosis observada (H,), heterocigosis esperada (He) vy
heterocigosidad de Nei (Hyg).

Locus n No Ne ae H, He Hng
PLMO6 32 2 1.319 0 0.219 0.242 0.246
PLMO09 32 2 1.969 0 0.438 0.492 0.500
PLM10 32 3 2.256 0 0.688 0.557 0.565
PLM13 32 2 1.822 0 0.438 0.451 0.458
PLM14 32 2 1.853 0 0.406 0.460 0.468
Grupo 1 | PLM17 32 3 1.683 0 0.375 0.406 0.412
PLOT-04 32 2 2.000 0 0.563 0.500 0.508
PLO-M15 32 2 1.992 0 0.375 0.498 0.506
PLO2-117 32 3 1.891 0 0.469 0.471 0.479
PLO2-14 32 4 2.465 0 0.625 0.594 0.604
PLO3-71 32 3 1.711 0 0.281 0.416 0.422
Promedio 32 25 1.905 0 0.443 0.462 0.470
PLMO6 14 3 2.703 1 0.786 0.630 0.653
PLMO09 14 3 1.562 1 0.429 0.360 0.373
PLM10 14 3 2.333 0 0.571 0.571 0.593
PLM13 14 2 2.000 0 0.429 0.500 0.519
PLM14 14 3 2.667 1 0.714 0.625 0.648
Grupo 2 PLM17 14 5 4,215 2 0.929 0.763 0.791
PLOT-04 14 3 2.010 1 0.500 0.503 0.521
PLO-M15 14 3 2.292 1 0.429 0.564 0.585
PLO2-117 14 3 2.861 0 0.857 0.651 0.675
PLO2-14 14 4 1.452 0 0.357 0.311 0.323
PLO3-71 14 3 2.142 0 0.571 0.533 0.553
Promedio 14 3.2 2.385 1 0.597 0.546 0.567
PLMO6 46 3 1.755 - 0.391 0.430 0.435
PLMO09 46 3 1.953 - 0.435 0.488 0.493
PLM10 46 3 2.336 - 0.652 0.572 0.578
PLM13 46 2 1.910 - 0.435 0.476 0.482
PLM14 46 3 2.382 - 0.500 0.580 0.586
Cozumel PLM17 46 5 2.352 - 0.543 0.575 0.581
PLOT-04 46 3 2.032 - 0.543 0.508 0.513
PLO-M15 46 3 2.084 - 0.391 0.520 0.526
PLO2-117 46 3 2.208 - 0.587 0.547 0.553
PLO2-14 46 4 2.134 - 0.543 0.531 0.537
PLO3-71 46 3 1.944 - 0.370 0.486 0.491
Promedio 46 3.2 2.099 - 0.490 0.519 0.525
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El andlisis de varianza molecular (AMOVA), con base en los estimados de Fst, mostré que
el 87.5% de la variacion se encuentra dentro de los individuos, el 11% de la variacion se
encuentra entre las poblaciones (grupos) y el 1.6% entre los individuos de las poblaciones
(Cuadro 7a). Los resultados fueron similares para el Rsr, con porcentajes de 86.6% y 14.4%
para el interior de los individuos y los grupos, respectivamente (Cuadro 7b). El nUmero estimado
de migrantes fue de 4.06 y 2.98, con base en Fsr y Rst, respectivamente. La distancia genética
fue de 0.159 (Iy = 0.853).

Cuadro 7. Resultados del AMOVA con base a los estimados de Fsr (a) y Rst (D).

(@)
Grados Porcentaje
Fuente de de Suma de Componentes de p
variacion libertad cuadrados de lavarianza | variacion
(9.1) (%)
Entre
poblaciones 1 15.891 0.3362 10.9| 0.0000*
(grupos)
Entre individuos
dentro de las 44 122.924 0.049 1.6/ 0.3334
poblaciones
Al interior de los .
individuos 46 124 2.6957 87.5| 0.0406
Total 262.815 3.0809 100
indice de fijacion Fsr = 0.1091
*P <0.05
(b)
Grados Porcentaje
Fuente de de Sumade Componentes de p
variacion libertad cuadrados de lavarianza | variacion
(9.1) (%)

Entre
poblaciones 1 2006.946 44.7653 14.3957| 0.0000*
(grupos)
Entre individuos
dentro de las 44 11574.054 -3.1506 -1.0132| 0.5759
poblaciones
Al interior de los 46 12390 269.3479| 86.6175| 0.1699
individuos
Total 25971 310.9626 100

indice de fijacion Rsr = 0.1439

*P =0.05
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El andlisis de parentesco mostro en el grupo 1 que el 73.38% de los individuos no estan
relacionados, el 10.49% tienen una relacion padre-hijo, el 11.69% son medios hermanos y el
4.44% son hermanos (Cuadro 8). Dichas proporciones son muy similares para el total de la isla
(1,035 combinaciones), pero en el grupo 2 (91 combinaciones) hay una mayor cantidad de
individuos sin parentesco (Cuadro 8).

Cuadro 8. Porcentajes de los tipos de relaciones entre individuos para los grupos y Cozumel de

P. pygmaeus.
(%) en (%) en (%) en

Parentesco Grupol | Grupo 2 | Cozumel
Padres-hijos 10.49 2.2 9.18
Hermanos 4.44 3.3 4.44
Medios 11.69 11 13.14
hermanos

Sin relacién 73.38 83.5 73.24

En ambos grupos se encontré evidencia de una reduccién poblacional con el método de
Luikart: para el grupo 1 esta sefial se observé bajo todos los modelos y en el grupo 2 sélo para
el modelo IAM; para la poblacién total el SMM fue el Gnico que no resulté significativo (Cuadro
9). La representacién gréafica de la distribucion de las proporciones alélicas entre las clases de
frecuencias (baja, media, alta) para cada grupo se muestra en el anexo 13. Destaca la
distribucion de tipo sesgada para el grupo 1, que indican una sefal de cuello de botella para
ese grupo y que es la misma para todos los modelos.

Asimismo, con el indice de Garza y Williamson (2001) se obtuvo un valor M de 0.274 para
el grupo 1, M de 0.286 para el grupo 2 y M de 0.286 para el total de la isla; siendo todos estos
valores menores a su valor critico respectivo (M. de 0.604 para el grupo 1, M. de 0.650 para el
grupo 2 y M. de 0.650 para la isla). Finalmente, el tamafio efectivo estimado con base en el
desequilibrio de ligamiento en un momento en el tiempo para la poblacion de P. pygmaeus fue
de 21.4 individuos (Cl 95% = 11 a 47.5) para toda la isla.
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Cuadro 9. Pruebas de cuello de botella en las poblaciones de P. pygmaeus, con base en un

exceso de heterocigosis, bajo diferentes modelos de mutacion.

Grupo Modelo de mutacion P
IAM 0.0002*
SMM 0.0105*
1 TPM (SMM: 70%; IAM: 30%) 0.0005*
TPM (SMM: 90%; IAM: 10%) 0.0046*
IAM 0.0105*
SMM 0.103
2 TPM (SMM: 70%; IAM: 30%) 0.0507
TPM (SMM: 90%; IAM: 10%) 0.0737
IAM 0.0002*
SMM 0.0737
Cozumel
TPM (SMM: 70%; IAM: 30%) 0.0012*
TPM (SMM: 90%; IAM: 10%) 0.0105*
*P <0.05

6.3 Nasua nelsoni y N. narica - citocromo b

6.3.1 Neutralidad y diversidad genética
Se amplificaron 1097 pb del cyt b para todos los individuos con excepcion de un individuo de N.
nelsoni (ID95), del cual solamente se logré amplificar un segmento del cyt b.

Los resultados para N. nelsoni mostraron una desviacion significativa (P<0.05) con Tajima
(D=2.46), Fu y Li (D=1.405; F=2.026) y Fu (Fs=6.502) (Cuadro 10). Por el contrario, las
poblaciones de N. narica ho mostraron desviacion significativa con ninguna de las pruebas.

Los resultados de diversidad genética para N. nelsoni revelaron cuatro haplotipos (COZ1-
4), diversidad haplotipica moderada de 0.674 (desviacion estandar de 0.054), diversidad
nucleotidica de 0.0041 (desviacion estandar de 0.0002), promedio de diferencias nucleotidicas
de 4.5 y 10 sitios polimérficos (Cuadro 10). Para Jalisco hubo dos haplotipos (JAL1 y 2),
diversidad haplotipica de 0.556 (desviacion estdndar de 0.090), diversidad nucleotidica de
0.0005 (desviacion estandar de 0.0001), promedio de diferencias nucleotidicas de 0.6 y 1 sitio
polimoérfico. En Morelos hubo también dos haplotipos (MOR1 y 2), diversidad haplotipica de
0.389 (desviacion estandar de 0.164), diversidad nucleotidica de 0.00035 (desviacién estandar
de 0.00015), promedio de diferencias nucleotidicas de 0.4 y 1 sitio polimérfico. Al considerar las

dos localidades de N. narica como una Unica poblacién continental, teniendo en cuenta que se
42



trata meramente de una aproximacion comparativa, se encontraron los siguientes valores:
cuatro haplotipos, diversidad haplotipica de 0.752 (desviacién estandar de 0.056), diversidad
nucleotidica de 0.0213 (desviacion estandar de 0.0016), promedio de diferencias nucleotidicas
de 23.4 y 45 sitios polimorficos.

6.3.2 Divergencia y demografia

En el arbol NJ basado en distancia (Figura 7), se aprecia un grupo con un soporte del 100%
que incluye exclusivamente a individuos de la isla Cozumel, que se separan a su vez en dos
grupos con altos valor de soporte (BS 99 y 98). Los individuos de continente se agrupan en dos
clados diferentes al islefio y acordes a la localidad de muestreo: Jalisco y Morelos (BS=100 en
ambos casos).

Los valores de divergencia entre las poblaciones (Dxy y Da) son iguales en todas las
comparaciones, por lo que sélo se muestran los de Da (Cuadro 11): las poblaciones de
Cozumel tienen valores menores entre ellas (de 0.1 a 0.8%); en contraste, los valores son
mayores para las comparaciones entre Cozumel y las poblaciones de continente (de 4.2% a
5.1%), con mayor divergencia entre la poblacién COZ 1 (Punta Sur) y MOR 1 (Figura 3; Anexo
5, Quilamula), asi como COZ 3 (Punta Sur) y MOR 1 (5.1% en ambos casos) (Cuadro 6).
Resulta interesante que las localidades mas distantes geograficamente no corresponden a las
mas divergentes (COZ-JAL), sino de Morelos (MOR) y Cozumel (valores de 4.7% a 5.1%,
respectivamente).
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Cuadro 10. Pruebas neutralidad y valores de diversidad genética en las poblaciones de Nasua obtenidos con el cyt b. n: nimero de

muestras; Nh: haplotipos; h: diversidad haplotipica; m: diversidad nucleotidica; K: nimero promedio de diferencias nucleotidicas; y S:

sitios variables. DE: desviacion estandar. Niveles de significancia: *P<0.05, **P<0.02

Localidad | n | Nh | h (+ DE) 1 ( DE) K |s ngidrﬁa pdeFuy| FdeFuy [ Fsde | | g,
Cozumel 30 4| 0.674 (0.054) | 0.00409 (0.00020) | 4.49195| 10|2.46891* |1.40570* |2.02648** |6.502* |0.207 [0.225
Jalisco 9 2| 0.556 (0.090) | 0.00051 (0.00008) 0.556| 1(1.40117 |0.8404 1.06911 1.015

Morelos 9 2| 0.389 (0.164) | 0.00035 (0.00015) 0.389| 1|0.15647 |0.08404 |0.74837 0.477

Continente

(Jalisco+ | 18| 4]0.752(0.056)| 0.02133 (0.0016)| 23.399| 45

Morelos)

Cuadro 11. Valores de divergencia (Da) entre las poblaciones de Nasua nelsoni (COZ) y N. narica (JAL, MOR) obtenidos con el cyt

b. Debajo de la diagonal se muestran los valores de divergencia (Da); arriba de la diagonal se muestra el error estandar de cada

comparacion. Todas las poblaciones fueron definidas con base en los diferentes haplotipos.

. COzZ1- | COzZ2-| COZ3-| COZ4-

Poblaciones Pta. Sur | CAPA | CAPA | CAPA JAL1 | JAL2 | MOR1 | MOR 2
COZ 1-Pta. Sur 0.001 0.001 0.003| 0.006| 0.006 0.006 0.006
COZ 2-CAPA 0.001 0.001 0.003| 0.006| 0.006 0.006 0.006
COZ 3-CAPA 0.002 0.001 0.003| 0.006| 0.006 0.006 0.006
COZ 4-CAPA 0.008 0.007 0.008 0.006| 0.006 0.006 0.006
JAL 1 0.045 0.044 0.045 0.042 0.001 0.006 0.006
JAL 2 0.046 0.045 0.046 0.043| 0.001 0.006 0.006
MOR 1 0.051 0.050 0.051 0.048| 0.041| 0.040 0.001
MOR 2 0.050 0.049 0.050 0.047| 0.040| 0.039 0.001
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Figura 7. Arbol de NJ de Nasua nelsoni y N. narica obtenido con la distancia genética p y a partir de secuencias del cyt b. Los
nameros en los nodos se refieren a valores de soporte Bootstrap (BS). Los nombres de las muestras estan conformados por la

localidad, seguida del nimero de haplotipo al interior de ésta (ejemplo: COZ 1 Pta. Sur-Ne7. Ver Anexo 2).
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La red de haplotipos muestra la misma separacion entre las poblaciones insulares (N.
nelsoni) y las de continente (N. narica) observada previamente, ademés de la presencia de un
haplotipo no muestreado directamente relacionado con los haplotipos de la isla (Figura 8, punto
rojo). Esto sugiere que el haplotipo COZ 4-CAPA, de Cozumel, esta mas relacionado con JAL 1
del continente, lo cual también es evidente con los valores de divergencia cuando se comparan
los haplotipos de Cozumel con los de continente (Cuadro 11). También es interesante que los
haplotipos COZ 1-Pta. Sur y COZ 3-CAPA derivan de COZ 2-CAPA (Figura 8), lo cual sugiere
una separacion relativamente reciente de ambos linajes dado que hay un paso mutacional entre

ellas y valores de divergencia pequefios (0.1% en ambos casos).

€0z 4-CAPA Y
n-14 N MOR 2 MOR 1

COZ 1-Pta. Sur
n=3

[O7 2-CAPA
=10

—— x43

—4—x43

OO
= n=4

0 10 km

Figura 8. Red de haplotipos de las poblaciones de Nasua construida con el algoritmo MJ para
la variacion observada en el cyt b. Los circulos amarillos corresponden a los haplotipos y su
tamanio es proporcional al tamafio de muestra (n) en cada una. El punto rojo es el haplotipo no
muestreado. Las rayas perpendiculares a las lineas indican un paso mutacional entre las

poblaciones, excepto donde se muestra “x 43", que son 43 pasos.
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Para la distribucion mismatch se obtuvieron los indices r y R, (r = 0.207, P>0.10; R, =
0.225, P>0.10), que junto con los valores positivos y significativos de los estadisticos D y Fs
(Cuadro 10), indican un decremento en la poblacion de N. nelsoni. Por ultimo, el estimado de
tamanio efectivo (Ne) de N. nelsoni, considerando un tiempo generacional (edad promedio a la
cual las hembras alcanzan la madurez sexual; Nabholz et al. 2008) de 2 afios (Gompper 1995;
para N. narica), fue de 39,186 individuos.

6.4 Nasua nelsoni — microsatélites

De los 12 microsatélites para N. nelsoni que se probaron, no se logré la amplificacién de tres
(Nasua895, Nasual757 y Nasual785), mientras que el locus Nasual251 resulté monomorfico.
A nivel de los sitios de muestreo no se encontraron alelos nulos ni “stuttering” para CAPA (n=
28) en ninguno de los ocho loci retenidos, mientras que este analisis no se pudo realizar Punta
Sur (n = 3) debido al tamafio de muestra. Al analizar la poblacién en conjunto (n = 31), sélo el

locus N931 tuvo sefal de alelos nulos.

6.4.1 Definicion de grupos y asignacion de individuos

La definicién de grupos con STRUCTURE mostré un Gnico grupo o cluster para N. nelsoni
(Figura 9), con un valor de asignacion para cada individuo del 100%, lo que concuerda con los
resultados del AFC, que mostraron que no existe una separacién o agrupacién clara de los
individuos (puntos en el hiperespacio) (Figura 10). Con la correccién de Evanno et al. (2005)
para los resultados de STRUCTURE se obtuvo un valor de K = 2; sin embargo, este algoritmo
no considera valores extremos de K, en este caso K = 1. Por ello, y aunado a lo obtenido con el

AFC, se consideré una Unica poblacién para N. nelsoni para todos los andlisis subsecuentes.
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CAPA (n=28) Punta Sur (n = 3)

Figura 9. Asignacion de individuos de N. nelsoni con el programa STRUCTURE. Las

localidades muestreadas conforman un Unico cluster (n = 31.)
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Figura 10. Andlisis Factorial de Correspondencia (AFC) de N. nelsoni, con base en los

genotipos.

6.4.2 Equilibrio y diversidad genética
Los analisis del coeficiente de fijaciébn o endogamia con la correccion secuencial de Bonferroni
indican que sélo el locus N931 tuvo sefial de desviacion del EHW significativa (Fis = 0.3361, P =
0.005), indicando un déficit de heterdcigos probablemente debido a la presencia de alelos
nulos. Asimismo, ninguna comparacion entre pares de loci presentd desequilibrio de ligamiento
significativo.

En cuanto a diversidad genética para N. nelsoni, el nimero de alelos observados en la
poblacién fue de dos a siete alelos con una media de 4.25; el nUmero promedio de alelos
efectivos fue de 2.4. El locus que presenté mayor numero de alelos fue el N71 (7), mientras que

los loci N833 y N504 presentaron el menor (2). Los valores de heterocigosis observada variaron
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de 0.258 a 0.742, con una media de 0.476, mientras que la heterocigosis esperada fue mayor
(0.380-0.744; media de 0.528). La heterocigosis de Nei presento valores méas altos (Hyg = 0.387
a 0.756; media de 0.537) (Cuadro 12).

Cuadro 12. Valores de diversidad genética para los microsatélites retenidos en la poblacién de
N. nelsoni (n = 31): numero de alelos observados (n,), numero de alelos efectivos (ne),

heterocigosis observada (H,), heterocigosis esperada (He) y heterocigosidad de Nei (Hyg).

Locus Mo Ne Ho He Hner

N931 4| 1.614| 0.258 0.38 0.387
N1050 5 2.794| 0.71| 0.642 0.653
N193 3 1.75]| 0.387| 0.429 0.436
N71 7| 3.907| 0.71| 0.744 0.756
N833 2| 1661 0.29| 0.398 0.405
N504 2| 1.621| 0.323| 0.383 0.389
N2841 6| 3.907| 0.742| 0.744 0.756
N1990 5| 2.021| 0.387| 0.505 0.513
Promedio 4.25| 2.409| 0.476| 0.528 0.537

6.4.3 Estructura genética, relacién de parentesco, cuello de botella y tamafio efectivo
Al haberse detectado una Unica poblacion, el analisis de varianza molecular (AMOVA) se
efectud para conocer el porcentaje de variacion al interior de la misma. Asi, con base a los
estimados de Fst, el AMOVA mostré que el 88.5% de la variacion genética se encuentra dentro
de los individuos, mientras que el 11.5% restante se encuentra entre los individuos (Cuadro
13A). Los resultados fueron similares para Rsr (Cuadro 13B). De los anteriores, solamente
fueron significativos los estimados con Fsr. No fue posible estimar nimero de migrantes (Nm) ni
distancia genética.

El andlisis de parentesco mostré que el 78% de los individuos no tienen relacién cercana,
mientras que solamente el 2% son hermanos, el 8% tienen una relacién padre-hijo y casi el

12% son medios hermanos (Cuadro 14).
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Cuadro 13. Resultados del AMOVA con base a los estimados de Fst (A) y Rst (B).

(A)
Fuente de Grados de libertad Suma de Componentes Porce_nta}j,e
L ; de variacion P
variacion (g. 1) cuadrados de la varianza (%)
Entre los
individuos 30 71.984 0.2481 Va 115 0.00704*
Al interior de los 31 59|  1.9032 Vb 88.5
individuos
Total 130.984 2.1513
indice de fijacion Fis = 0.11533
*P £0.05
(B)
Fuente de variacion Grados de Suma de |Componentes| Porcentaje de p
libertad (g.l.) |cuadrados |de la varianza | variacion (%)
Entre los individuos 30| 7030.677 31.2102 Va 15.3635 0.06461
Al interior de los
individuos 31 5330| 171.9355 Vb 84.6365
Total 12360.677 203.1457

indice de fijacion Fs = 0.15363

*P £0.05

Cuadro 14. Porcentajes de los tipos de relaciones entre individuos para la poblacion de N.

nelsoni.

Parentesco Porcentaje en la
poblacién (%)
Padres-hijos 7.96
Hermanos 2.15
'r\]"ed'os 11.61
ermanos
Sin relacién 78.28

Los analisis de cuellos de botella mostraron evidencia de sefial de reduccién poblacional

asociado a un exceso de heterocigosis bajo el modelo IAM. Sin embargo, para el modelo de

dos fases (TPM) y el SMM,

los resultados no fueron significativos (Cuadro 15).

La

representacion gréfica de la distribucion de las proporciones alélicas entre las clases de

frecuencias (baja, media, alta) estd en el anexo 14. Esta mostrd una distribucion en forma de

“L”, lo cual coincide con los dos modelos de TPM y SMM, que indican que no hay cuellos de
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botella en la poblacién. Sin embargo, con el indice de Garza y Williamson (2001), se obtuvo un
valor M de 0.385, siendo menor que su valor critico M. de 0.855. Finalmente, el tamafio efectivo
estimado con base en el desequilibrio de ligamiento en un momento en el tiempo para la
poblacién de N. nelsoni en Cozumel fue de 17.1 individuos (Cl 95% = 4 a 119.4).

Cuadro 15. Pruebas de cuello de botella en la poblacién de N. nelsoni, con base en un exceso
de heterocigosis, bajo diferentes modelos de mutacion. Solamente el IAM fue significativo (*P <
0.05).

Modelo de mutacion P
IAM 0.0059*
TPM (SMM: 70%; IAM:

30%) 0.2305
TPM (SMM: 90%, IAM:

10%) 0.5781
SMM 0.7266
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7. DISCUSION

El presente trabajo representa el primer estudio que analiza la diversidad y estructura genética
de las poblaciones de dos procionidos endémicos de Isla Cozumel, con base en marcadores
moleculares de herencia materna (secuencias de citocromo b) y biparental (microsatélites).
Asimismo, incluye una evaluacion preliminar sobre las relaciones que existen entre las especies
insulares y su contraparte continental, considerando solo algunas localidades del centro y sur

de México, con base en secuencias mitocondriales.

7.1 Procyon pygmaeus
La diversidad genética basada en el citocromo b fue baja. Sin embargo, se debe resaltar que
dos individuos capturados en 2012 mostraron, con base en los diferentes analisis, un haplotipo
gque se encuentra exclusivamente en Quintana Roo. Lo anterior es evidencia de la introduccién
de individuos de P. lotor a la isla, y peor aun, demuestra que la variacion genética de P.
pygmaeus en el citocromo b es nula, representada por un unico haplotipo en toda la isla. La
presencia de un Unico haplotipo coincide asimismo con lo reportado para otras poblaciones de
mamiferos cuyas poblaciones se comportan como islas, por ejemplo los bufalos acuaticos (Lau
et al. 1998) y leones marinos (Maldonado et al. 1995). Sin embargo, el caso de P. pygmaeus es
crucial debido a que se trata de una especie endémica y a que existen pocos trabajos
antecedentes: uno es el de McFadden et al. (2008), quienes amplificaron la regién control del
ADNmt para P. pygmaeus (893 pb, n = 21), y encontraron también un unico haplotipo,
evidenciando la situacion critica de la especie.

En cuanto a diversidad genética con microsatélites, la especie mostr6 valores moderados
tanto de nimero de alelos (2 a 5) como de heterocigosidad observada y esperada (H, = 0.490 y
He = 0.525). Se tienen estudios para la especie continental, P. lotor, que mostr6 valores
comparativamente mas altos (4 a 29 alelos; H, = 0.589-0.910; H. = 0.542-0.940) (Alda et al.
2013; Cullingham et al. 2009; Dharmarajan et al. 2009; Root et al. 2009; Roy-Nielsen y Nielsen
2007; Santonastaso et al. 2012) que la especie islefia. Los valores de diversidad de P.
pygmaeus concuerdan con otros estudios de mamiferos insulares, como marsupiales
endémicos (Eldridge et al. 2004), roedores (Almeida et al. 2005; Hinten et al. 2003) y carnivoros
(Paetkau et al. 1998; Fraser et al. 2013), que exhibieron niveles de diversidad genética mas
bajos que sus contrapartes del continente. Coincide también con lo reportado para otros

carnivoros como el tejon euroasiatico (Meles meles; Kurose et al. 2001), que exhibe niveles de
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diversidad genética comparativamente mas bajos en las poblaciones de Japdén que en las
continentales de Asia.

Cabe mencionar que se detecté desequilibrio de ligamiento significativo para la poblacion
total de P. pygmaeus en dos pares de loci, aunque no al interior de cada grupo. La presencia de
desequilibrio de ligamiento indica que pueden estar actuando factores como seleccion, deriva
génica o endogamia (Hartl y Clark 1997). La deriva génica y los apareamientos no aleatorios
(endogamia) pueden provocar la fijacion y pérdida de alelos de manera aleatoria. La presencia
de alelos exclusivos en P. pygmaeus y cierto grado de endogamia sugieren que el desequilibrio
de ligamiento detectado puede estar asociado a estos factores, asi como al efecto Wahlund
(Wahlund 1928). Este se presenta cuando se analiza en conjunto una poblacion que en realidad
esta conformada por dos o0 mas sobpoblaciones; si son distintas las frecuencias alélicas al
interior de éstas, se producira un déficit de heterdcigos alun cuando cada una se encuentre en
EHW (Hedrick 2011).

Los resultados muestran que la poblacion de P. pygmaeus esta diferenciada en dos
grupos genéticos (asignacién con microsatélites), con un valor de diferenciacién moderado (Fst
= 0.109 y Rsr = 0.144) (Balloux y Lugon-Moulin 2002) y cierta migracion (Nm = 4.06),
evidenciado ademés por la presencia de alelos exclusivos en uno de los grupos. El valor de
distancia genética entre los grupos (Dy = 0.159) y su valor reciproco (identidad genética Iy =
0.853), indican también una diferenciacion moderada, que corresponde con la distribucion de
los individuos en la isla, un grupo al norte y otro al sur. Las relaciones de parentesco también
son diferentes en ambos grupos: en el grupo 1, la mayor proporcion fue de individuos sin
relacion, mientras que el 27% correspondié a relaciones entre individuos, destacando la de
medios hermanos (12%) y padre-hijo (10%); en contraste, en el grupo 2 la proporcién de
individuos relacionados fue menor (16%), sobre todo la de padre-hijo (2%). Esto sugiere que en
el grupo 1 hay grupos familiares mas grandes, lo cual es carcateristico de P. pygameus (Cuarén
et al. 2004), sobre todo en sitios asociados a actividades humanas (De Villa-Meza et al. 2011).
El grupo 1 esta conformado por individuos del norte de Cozumel (Isla de la Pasién y Club de
Golf Cozumel Country Club), sitios donde los individuos tienen acceso a alimento por parte de
los pobladores (e.g. pescadores). Por su parte, los individuos del grupo 2 son de Punta Sur, una
zona de conservacion ecoldgica en Cozumel. Los asentamientos humanos asociados con las
zonas de Isla de la Pasion y del Club de Golf Cozumel Country Club, sin duda han fomentado la
formacion de poblaciones de mapaches bien establecidas, o que estaria propiciando el patron

de estructura y diferenciacidn genética observada. Existen ejemplos de estructura entre
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poblaciones de la especie continental P. lotor, asociados con la presencia humana (Alda et al.
2013; Balkenhol et al. 2011; Cullingham et al. 2009; Dharmarajan et al. 2009), en las que los
individuos reducen su éarea de desplazamiento y la ajustan a la presencia de recursos
antropogénicos agregados. Por ejemplo, Prange et al. (2003) encontraron que las poblaciones
de P. lotor en el noreste de lllinois, Estados Unidos, se asocian a la presencia de recursos
alimenticios en zonas urbanas, teniendo mayor densidad poblacional que en las zonas rurales.
Sin embargo, en poblaciones con densidades altas, es mayor la probabilidad de brotes de
enfermedades y a su rapida transmision, aunado a mayor mortandad de individuos (Prange et
al. 2003). Lo anterior podria afectar significativamente a las poblaciones de P. pygmaeus, por lo
gue seria conveniente reducir de manera periodica las fuentes antropogénicas de alimento (por
ejemplo, mediante la recoleccién de basura al menos dos veces al dia para evitar los agregados
de individuos), a la par de realizar un monitoreo constante tanto cerca como lejos de los
asentamientos humanos. Ello permitiria evaluar de manera mas precisa los factores de
estructura y diferenciacion genética de P. pygmaeus en Cozumel.

En cuanto a aspectos demogréficos, se detecté sefial de cuello de botella para P.
pygmaeus en todos los estimadores con microsatélites, tanto para los grupos 1y 2 como para la
poblacion completa: el modelo IAM lo evidenci6é asociado a exceso de heterdcigos, la
representacion gréfica de Luikart et al. (1998) mostré una distribucion acorde con eventos de
cuello de botella recientes (no para Cozumel en este caso) y el indice M confirma una reduccion
en el tamafo poblacional mas antiguo. Si se considera ademas que solamente se encontrd un
haplotipo, asociado al bajo numero de alelos por locus, nuestros resultados sugieren un cuello
de botella crénico (historico y reciente) a lo largo de muchas generaciones. Lo anterior se apoya
ademas con el estimado de tamafio efectivo (Ne) para la poblacion de P. pygmaeus en Cozumel
que fue de 21.4 individuos (intervalo de 11 a 47). McFadden et al. (2008) reportan asimismo un

cuello de botella para esta especie.

7.2 Nasua nelsoni

Nasua nelsoni muestra valores de diversidad genética moderados tanto para secuencias, con
cuatro haplotipos en la isla y diversidad haplotipica de 0.674 (desviacién estandar de 0.054),
como para microsatélites, con 2 a 7 alelos y valores de heterocigosis observada y de Nei de
0.476 y 0.537, respectivamente. McFadden et al. (2008) analizaron la regién control de dos
individuos de N. nelsoni (631 pb) y encontraron dos haplotipos; a este respecto, los niveles de

diversidad son poco comparables con nuestros resultados, ya que el propésito de utilizar el
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citocromo b como marcador fue para obtener una aproximacion a las distancias genéticas entre
la especie insular y la continental, dado que tiene mayor poder de resolucion (Johns y Avise
1998). Sin embargo, este marcador revel6 unos niveles moderados de diversidad genética que
histéricamente han existido en la isla, lo que constituye informacion relevante para la especie.

Asimismo, practicamente no existe informacion sobre diversidad genética con
microsatélites para especies del género Nasua. Por ejemplo, Sdnchez-Garibay et al. (2012)
desarrollaron los microsatélites para la especie continental N. narica y encontraron valores de
diversidad mas bajos que en N. nelsoni, con cinco alelos por locus y heterocigosis observada y
esperada de 0.300 y 0.326, respectivamente. Hirsch y Maldonado (2011) estudiaron algunos
aspectos genéticos de la otra especie del género (N. nasua), que se distribuye en Sudamérica,
aunqgue utilizaron primers diseflados para otros carnivoros; ellos reportan el mismo nimero
promedio de alelos y valores similares de heterocigosidad (heterocigosis observada de 0.484 y
esperada de 0.482). Con base en estos Unicos dos estudios, y con las limitaciones que ello
conlleva para plantear conclusiones, podemos mencionar que contrario a lo observado con P.
pygmaeus, en N. nelsoni los valores de diversidad son mayores, o similares, a los de su
contraparte continental. Lo anterior, aunque contrario a lo esperado, ya ha sido observado en
otros casos de poblaciones insulares que exhiben niveles de diversidad genética mayores que
las continentales. Por ejemplo, en el roedor endémico de Cozumel Oryzomys couesi cozumelae
(Vega et al. 2007), en poblaciones del roedor Habromys simulatus endémicas de bosques
mesofilos de alta montafia, las cuales se comportan como islas (Castafieda-Rico et al. 2011), y
en la marta japonesa Martes melampus, endémica de Japon (Kamada et al. 2012). Al respecto,
uno de los factores que podrian explicar los niveles de diversidad genética encontrados en N.
nelsoni es el tamafio de Cozumel, ya que se ha observado que en las islas con areas grandes,
los niveles de diversidad genética son altos (Hinten et al. 2003). Particularmente en Cozumel
(486 km?), ya se ha observado el mismo patrén con Oryzomys couesi cozumelae (Vega et al.
2007).

En N. nelsoni se detectaron cuatro grupos (clados) con el citocromo b, con valores de
divergencia entre ellos de 0.1% a 0.8%. Se encontr6 ademas un haplotipo exclusivo a los tres
individuos capturados en una localidad al sur (Punta Sur), que es el grupo mas divergente
respecto al centro de la isla (CAPA; 0.8%). Por otro lado, con los microsatélites se detectdé una
Gnica poblacion o grupo genético. Asi, el marcador molecular de herencia materna (ADNmt)
muestra una sefal de estructura genética que no se refleja en los microsatélites. El hecho de

que las hembras de coati son fuertemente filopatricas (Gompper et al. 1998) indicaria que
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existen al menos dos poblaciones de N. nelsoni en Cozumel. Un factor importante también es el
hecho de que los machos adultos son los que se desplazan hacia diferentes grupos (tropas) en
época reproductiva, aunque permanecen cerca de su tropa natal (rango superpuesto) el resto
del afio (Gompper et al. 1998; Valenzuela y Macdonald 2002). EI nUmero mayor de capturas de
individuos machos (23) en comparacion con hembras (8) sugiere que CAPA puede ser un area
de paso que los machos utilizan para desplazarse entre grupos. Lo anterior puede tener un
efecto homogeneizador de la variacion genética (Hedrick 2011), la cual se refleja en la ausencia
de diferenciacion genética en la poblacién en los resultados con microsatélites. CAPA puede
ser ademas un sitio donde se sobrelapan las areas de actividad de diversas tropas del coati,
compuestas por hembras y sus crias (Gompper 1995), y de los machos adultos solitarios, lo
cual se apoya en los analisis de parentesco (alto porcentaje de individuos no relacionados) y en
el bajo nivel de endogamia (Wang 2004). Los resultados de estructura muestran asi dos
perspectivas: con secuencias, se sugiere que la poblacién de coati en la isla histéricamente ha
mantenido una diferenciacion a nivel de cuatro linajes, definidos por haplotipos diferentes,
mientras que la conducta y movilidad previene una diferenciacién a una escala mas reciente.

También se encontré evidencia de cuello de botella para N. nelsoni. Las diferentes
pruebas nos permiten detectar que estos eventos ocurrieron en diferentes tiempos, donde los
resultados implican un cambio —disminucion- del tamafio poblacional histérico (antiguo)
(Mismatch y M), pero no que la poblacién haya tenido una reduccién reciente de tamafio. Al
respecto, en evaluaciones recientes donde se tienen datos demograficos previos, se ha
argumentado que estas pruebas pueden fallar para detectar la disminucion del tamafio
poblacional, debido a que son muy sensibles a los pardmetros y modelos de mutacién que se
asumen, lo que les confiere poco poder estadistico y consecuentemente poca validez (Peery et
al. 2012). Un ejemplo es el caso de las ratas canguro (Dipodomys spectabilis), cuyas
poblaciones se han estudiado por muchos afios y para las que se tienen datos de una
disminucién poblacional, la cual no fue detectada con las pruebas genéticas (Busch et al. 2007).
Existen muchos factores que pueden influir para no detectar los cuellos de botella, como la
duracion del mismo, eventos de inmigracion y la cantidad de variacién genética antes del cuello
de botella; estos factores pueden “borrar” la sefial genética de la reduccion poblacional incluso
para la prueba de exceso de heterocigosis, que se considera valida por ser menos susceptible
al efecto de los parametros utilizados (Peery et al. 2012).

Por lo anterior, es valido considerar que N. nelsoni haya sufrido una reduccion reciente en

su tamafo poblacional, sobre todo por el tamafio censal estimado que es del50 individuos
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(margen de error de 90 individuos; Cuaroén et al. 2004). Importante también es el estimado de
tamafio efectivo que fue significativamente bajo con microsatélites (17.1 individuos; intervalo de
4 a 119), aunque con secuencias fue de 39,186 individuos, lo que en conjunto implica que la
poblacion no se ha recuperado del o los cuellos de botella que ha sufrido histéricamente.

7.3 Origen y divergencia respecto a las poblaciones continentales

En cuanto a los valores de divergencia con las secuencias, se obtuvo un valor de 0.5% entre P.
pygmaeus Yy la poblacién de P. lotor de Yucatén, lo cual corresponde con el 0.47% encontrado
por McFadden et al. (2008). Aunado a lo anterior, la presencia de un solo haplotipo en P.
pygmaeus y su alto valor de soporte, sugieren una alta diferenciacion genética respecto a P.
lotor, que se complementa con las claras diferencias morfolégicas entre ambas especies (De
Villa-Meza et al. 2011). Ello apoya la designacion taxondémica de la poblacion islefia como
especie endémica, la cual ha sido reconocida en otros trabajos sobre el género Procyon (Pons
et al. 1999; Helgen y Wilson 2003; Helgen et al. 2008). Los resultados, aunque preliminares por
la falta de muestreo del continente, muestran que P. pygmaeus esta mas cercanamente
relacionada con las poblaciones de Yucatan, lo cual sugiere que el origen de la especie islefia
podria estar en la peninsula.

En cuanto a los valores de divergencia entre N. nelsoni y N. narica, se observo una
divergencia del 4.5% entre Cozumel y Jalisco y de 5% respecto a Morelos. La diversidad al
interior de la poblacién islefia representada por cuatro haplotipos, se asocia también con la alta
diferenciacion genética de N. nelsoni respecto a las poblaciones de continente.

Aunado a lo anterior, para las especies insulares se tienen tiempos estimados de
divergencia que anteceden a la presencia humana (McFadden et al. 2008), lo que en conjunto
con nuestros resultados hacen suponer que la divergencia entre Cozumel y Yucatan debe ser
mayor para N. nelsoni que la reportada por McFadden et al. (2008; 0.51%), por lo que es
necesario corroborarlo con muestras de ésta (y otras) regién (es) del continente. Asimismo,
diversos estudios concuerdan en que el citocromo b es adecuado para analizar la divergencia
entre especies del mismo género, principalmente en carnivoros (Masuda et al. 1996; Hosoda et
al. 1999; Kurose et al. 2001; Tomasik y Cook 2005), y especificamente en la familia
Procyonidae (Koepfli et al. 2007). Sin embargo, se recomienda utilizar mas de un marcador (por
ejemplo, microsatélites) para estimar tiempos de divergencia de manera mas adecuada,

(McFadden et al. 2008). De igual modo, seria importante analizar la estructura genética entre
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las poblaciones insulares y continentales con microsatélites, para tener una idea mas reciente

de la historia evolutiva de las mismas.

7.4 Sugerencias de conservacion

Los resultados del presente trabajo exhiben el grado de diferenciacion genética que existe entre
las poblaciones insulares y continentales de los géneros Nasua y Procyon, asi como la
estructuracion que existe en Cozumel para ambos procionidos.

Los resultados también muestran algunos aspectos demograficos. Las poblaciones que
han experimentado reduccién de tamafio poblacional son mas propensas a la extincion, sobre
todo en ecosistemas insulares (Frankham 1997, 1998; Grant 1998). Estudios previos han
estimado tamafios poblacionales bajos para ambos prociénidos: entre 323 y 955 para P.
pygmaeus, llegando incluso a un minimo de 105 individuos si tomamos en cuenta Unicamente
el nimero de capturas realizadas (McFadden 2004; Garcia-Vasco 2005; Copa-Alvaro 2007), y
para N. nelsoni se ha estimado en 150 (margen de error de 90) individuos (Cuarén et al. 2004).
Considerando que el numero de individuos es el aspecto demografico mas importante para
determinar la viabilidad de una poblacion, y que debe estar en un orden de miles de individuos
(Allendorf y Luikart 2007), se sugiere que los dos prociénidos endémicos tienen comprometida
su supervivencia a largo plazo. En cuanto a los aspectos genéticos, en Isla Cozumel existen
diversos factores que pueden estar asociados a los cuellos de botella y valores nulos o bajos de
diversidad mitocondrial detectados para ambas especies, asi como a los tamafios poblacionales
pequefios, de los que cabe destacar a los fenédmenos naturales como los huracanes, los cuales
impactan la isla periédicamente desde tiempos histéricos y que pueden afectar las poblaciones
de manera directa por mortandad, o indirecta por falta de alimento y cambio en la estructura de
la vegetacion posterior a los huracanes (Garcia-Aguilar 2010; Espindola-Barrientos 2013). Las
actividades humanas impactan también las poblaciones de forma directa por la caza de
individuos e indirectamente por la transformacién del habitat.

Cabe mencionar que la estimacion del N, es uno de los pardmetros evolutivos
fundamentales de los sistemas bioldgicos, sobre todo en especies amenazadas como son los
dos procionidos endémicos de Cozumel. Sin embargo, su correcta estimacion en poblaciones
naturales es compleja debido a diferentes factores, principalmente al grado de estructura
espacial (Waples 2002). Sin embargo, aunque los tamafios efectivos estimados no sean del
todo precisos, son de tal magnitud bajos (Allendorf y Luikart 2007) que sin duda ambas

especies pueden considerarse propensas a sufrir los problemas comunes de poblaciones
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pequefias, como pérdida de variacion genética por la deriva génica, lo cual las pone en riesgo
de extincion.

Dado lo anterior, una de las estrategias de conservacion mas importantes para ambas
especies es el establecimiento de un &rea protegida que permita la conectividad entre los
diferentes grupos (poblaciones), la cual debe abarcar los diferentes tipos de vegetacion en la
isla, permitiendo asi que los tamafios poblacionales de cada grupo aumenten con el respectivo
flujo genético entre ellos. Al mismo tiempo, otra estrategia es que algunas areas privadas que
mantienen buena cobertura vegetal se incorporen en los planes de conservacion de forma que
sirvan como sitios transitorios para los individuos de ambas especies y se refuerce la
conectividad entre poblaciones. Este tipo de acciones se ha sugerido en trabajos previos
llevados a cabo en Cozumel, especificamente para promover la conservacion de ambos
prociénidos (Cuarén et al. 2009), ya que impiden el desarrollo no planeado de asentamientos
humanos que, como anteriormente se comentd, influyen en la estructura de P. pygmaeus.
Dichas areas protegidas deberian abarcar la isla principalmente en direccién norte-sur,
cubriendo el &rea en que habita N. nelsoni.

Asimismo, se ha propuesto la creacién de programas para criar en cautiverio algunas
especies endémicas de Cozumel, destacando al mapache y coati (Cuarén et al. 2009), aunque
con la limitante de no contar con individuos adultos de N. nelsoni como fundadores para incluir
esta especie. Afortunadamente, desde que comenzaron los trabajos de monitoreo de estas
especies en la isla en el afio 2001 (McFadden 2004; Garcia-Vasco 2005; Copa-Alvaro 2007;
Cuaro6n et al. 2004, 2009; el presente trabajo), se ha registrado un incremento en el nUmero de
avistamientos y de capturas, particularmente de N. nelsoni. Lo anterior, sin duda, favorece la
implementacion de esta medida de conservacién (Cuardn et al. 2009).

Debe asimismo continuar el programa de control de especies exoticas que actualmente
opera en laisla (Cuarén et al. 2009). Ademas del control de la fauna feral (perros y gatos) que
se ha registrado en el habitat de ambos prociénidos (McFadden 2004; Garcia-Vasco 2005;
Copa-Alvaro 2007), debe considerarse a la boa (Boa constrictor), la cual se ha convertido en el
principal depredador en la isla (Vazquez-Dominguez et al. 2012). Al respecto, los bajos
tamafios efectivos y poblacionales estimados de ambos carnivoros endémicos, pueden estar
asociados a este depredador cuya presa principal serian las crias, asi como a la fauna feral por
la transmision de enfermedades, que incide directamente en la mortandad de los individuos
(Cuardn et al. 2004, 2009). Los congéneres introducidos (introgresion genética) amenazan a las

poblaciones de los prociénidos endémicos afectando su variabilidad genética. Cuaron et al.
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(2004) registraron la presencia de individuos congéneres de coati (N. narica) en la parte sur de
Cozumel (Punta Sur), e incluso mencionan la presencia de crias hibridas, producto de la cruza
de una hembra de N. nelsoni con un macho N. narica. Sin embargo, no registraron individuos
de P. lotor en Cozumel. En el presente trabajo se detectaron dos individuos de P. lotor en
Cozumel, precisamente en Punta Sur, lo cual indica que la introduccion de especies
congéneres se ha llevado a cabo al menos desde el Ultimo registro. Las consecuencias de
estas introducciones, sobre todo las genéticas, pueden comprometer la permanencia de las
especies endémicas. En el caso particular de P. pygmaeus, cuya variacion genética es nula en
el citocromo b, puede provocar que eventualmente el haplotipo continental sea mas frecuente
en Cozumel, por lo cual es urgente se tomen medidas sobre el movimiento de especies
continentales a la isla, asi como la continuidad de monitoreos y muestreos para detectar estos
individuos.

Finalmente, P. pygmaeus actualmente esta catalogada como una especie endémica en
Peligro de extincion (NOM-059; Semarnat 2010) y Criticamente en Peligro (IUCN; Cuarén et al.
2008). Tanto los datos morfométricos de la especie (De Villa-Meza et al. 2011), como los datos
genéticos previos (McFadden 2004; McFadden et al. 2008) y los aportados en el presente
trabajo, apoyan su designacion taxondémica como especie. Por otro lado, N. nelsoni es
actualmente considerada una subespecie (N. narica nelsoni; Samudio et al. 2008), catalogada
como Amenazada (NOM-059; Semarnat 2010) y de Baja Consideracién (IUCN, Samudio et al.
2008). Trabajos anteriores que analizaron aspectos morfométricos (Cuarén et al. 2004, 2009) y
genéticos (McFadden et al. 2008), enfatizan la necesidad de un reevaluacion taxonémica.

Los datos del presente trabajo, aunados a datos morfométricos previos (Valenzuela 1998;
Copa-Alvaro 2007), corroboran que N. nelsoni es mas pequefio que su contraparte continental
N. narica, donde los individuos de Cozumel, sin importar el sexo, son en promedio 47% menos
pesados y 26% menos largos. Ademas, se observaron cuatro haplotipos exclusivos de la
poblacion insular que presentan una divergencia de entre 4 y 5% con respecto a los haplotipos
encontrados en el continente. A este respecto, Bradley y Baker (2001) proponen un marco de
referencia para poder definir especies de mamiferos con datos moleculares, especificamente
utilizando el citocromo b; ellos establecen que de existir datos morfométricos y valores de
divergencia estdndar entre las especies de interés, puede considerarse una reevaluacion
taxonémica de las mismas, bajo el entendido de que la variacion genética fluctia a tal magnitud
en las poblaciones naturales que pueden existir procesos de especiacion a diferentes valores

de divergencia. Por ello, se puede proponer que el valor de divergencia encontrado entre las
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especies del género Nasua, es caracteristico para la especie insular. Asi, considerando la
divergencia respecto a su contraparte continental, diferencias morfométricas significativas,
aislamiento geogréfico y endemismo, se sugiere la urgencia de que se lleve a cabo una

reevaluacion taxondmica del coati de Cozumel.

8. CONCLUSIONES

P. pygmaeus es una especie insular endémica con niveles de variacion genética
comparativamente bajos respecto a su contraparte continental (P. lotor). Aunado a lo anterior,
se encontrd una diferenciacion genética moderada que estructura a la poblacion en dos grupos,
patrén que se asocia a las actividades humanas. Asimismo, se sugiere un cuello de botella
cronico a lo largo de muchas generaciones. Aunado a lo anterior, se detectaron dos individuos
de P. lotor en la isla, cuya presencia puede alterar la variacién genética de P. pygmaeus. Por lo
anterior, los resultados exhiben la situacién critica en la que se encuentra esta especie
endémica.

Por el contrario, Nasua nelsoni mostr6 valores moderados de diversidad genética que son
comparativamente similares a los de su contraparte continental (N. narica). Los resultados de
estructura muestran dos perspectivas: se sugiere que la poblacion en la isla ha mantenido una
diferenciacion a nivel de cuatro linajes, mientras que la conducta y movilidad previene una
diferenciacion a una escala mas reciente. Sin embargo, se sugiere que la poblacién no se ha
recuperado del o los cuellos de botella que ha sufrido a lo largo de la historia.

Aunado a lo anterior, los tamafios poblacionales estimados para ambos prociénidos
endémicos, son pequefios, por lo que los resultados en conjunto indican que tienen
comprometida su supervivencia a largo plazo. Por ello, se sugiere el establecimiento de areas
protegidas, que abarquen la isla en direccion norte-sur, asi como la crianza en cautiverio de
ambos procidnidos, y la continuidad del programa de control de especies exdticas y ferales.

Finalmente, se sugiere una reevaluacion taxonémica del coati de Cozumel, considerando
la divergencia que mostré respecto a su contraparte continental, las diferencias morfométricas y

su aislamiento geogréfico.
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ANEXOS

Anexo 1. Formula para calcular la distancia genética de Nei (Dy; Nei 1972)

La distancia genética se define como el valor inverso de la similitud genética mediante la
siguiente férmula:
Dy = -In (lN)

donde Iy es el indice de similitud de Nei (1972) por locus, definido por:

m m m
Iv = 3 (Pix Piy) / V[(ZPix*) (3 Piy*)]
i=1 i=1 i=1

en la cual Pix se refiere a frecuencia del alelo “i” en la poblacion “x”, y Piy se refiere a la

“n e, G

frecuencia del alelo “i” en la poblacién “y”; “m” es el numero total de alelos presentes en el locus
(Hedrick 2011). Se estimaron los valores de distancia genética con dicha formula con GenAlex

v6.5.
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Anexo 2. Inventario de muestras utilizadas en el presente estudio. Para algunas muestras no se logré la amplificacion de ambos

marcadores moleculares (gen cyt b y microsatélites), mismas que se especifican en los campos correspondientes (Si, No).

# |ID Especie Sexo | Edad ngehcatfe Localidad Estado Colector |cytb Microsatélites
1 57 Nasua nelsoni M o 20/05/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
2 58 Nasua nelsoni M [} 20/05/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [} Si Si
3 69 Nasua nelsoni M 7] 27/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
4 70 Nasua nelsoni M 7] 27/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
5 71 Nasua nelsoni M [} 27/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo | @ Si Si
6 72 Nasua nelsoni H 7] 27/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
7 73 Nasua nelsoni H [} 29/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo | @ Si Si
8 74 Nasua nelsoni H 7] 29/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
9 76 Nasua nelsoni M o 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
10 |77 Nasua nelsoni H [} 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo | @ Si Si
11 78 Nasua nelsoni M 7] 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
12|79 Nasua nelsoni M [} 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo | @ Si Si
13 80 Nasua nelsoni M 7] 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
14 |81 Nasua nelsoni H [} 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo | @ Si Si
15 82 Nasua nelsoni H 7] 30/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
16 84 Nasua nelsoni H 7] 31/07/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [ Si Si
17 |95 Nasua nelsoni M [} 07/08/2006 Cozumel, Isla de la Pasion Quintana Roo | @ No Si
18 96 Nasua nelsoni M [4] 26/03/2006 Cozumel, CAPA, Eje 8 Quintana Roo [} Si Si
19 | Nel Nasua nelsoni M | Adulto | 02/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
20 Ne2 Nasua nelsoni M Adulto | 02/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
21 Ne3 Nasua nelsoni H Adulto | 03/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
22 Ne4 Nasua nelsoni M Adulto | 04/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
23 Ne5 Nasua nelsoni M Adulto | 04/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
24 | Ne6 Nasua nelsoni M | Adulto | 05/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
25 Ne7 Nasua nelsoni M Adulto | 05/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
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26 Ne8 Nasua nelsoni M Adulto | 06/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
27 Ne9 Nasua nelsoni M Adulto | 06/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
28 NelO Nasua nelsoni M Adulto | 07/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
29 Nell Nasua nelsoni M Adulto | 08/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
30 Nel2 Nasua nelsoni M Adulto | 08/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
31 Nel3 Nasua nelsoni M Cria 09/07/2012 Cozumel, CAPA, Eje 6 Quintana Roo | AFM Si Si
32 Nnaos Nasua narica H o 27/02/2001 Caballerizas, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
33 | Nna09 Nasua narica M | Juvenil |27/02/2001 Caballerizas, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
34 Nnalil Nasua narica H Juvenil | 28/02/2001 Canal, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
35 Nnald Nasua narica H Adulto | 28/02/2001 Canal, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
36 | Nna20 Nasua narica M | Cria 28/02/2001 Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
37 Nna28 Nasua narica H [ 17/02/2002 Mojotera, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
38 | Nna37 Nasua narica M | Cria 13/02/2002 Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
39 Nna43 Nasua narica M [ 19/05/2008 Jojutla Morelos DVG Si N/A
40 Nna51 Nasua narica H Adulto | 16/02/2002 Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
41 | Npas2 Nasua narica H [} 14/02/2002 Caballerizas, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
42 Nnas53 Nasua narica H a 13/04/2009 Quilamula Morelos DVG Si N/A
43 Nna47 Nasua narica H 2] 21/07/2011 Tepoztlan Morelos DVG Si N/A
44 Nna48 Nasua narica M [ 21/07/2011 Tepoztlan Morelos DVG Si N/A
45 Nna49 Nasua narica M 2] 21/07/2011 Tepoztlan Morelos DVG Si N/A
46 Nna50 Nasua narica H [ 21/07/2011 Tepoztlan Morelos DVG Si N/A
47 Nna54 Nasua narica a Juvenil | 13/04/2009 Quilamula Morelos DVG Si N/A
48 | pyg34 | Nasua narica H [} 21/07/2011 Tepoztlan Morelos DVG Si N/A
49 DVG35 Nasua narica M [4] 21/07/2011 Tepoztlan Morelos DVG Si N/A
50 |132 Procyon pygmaeus M [} 14/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
51 170 Procyon pygmaeus M [4] 23/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
52 141 Procyon pygmaeus H g 17/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
53 | 129 Procyon pygmaeus H [} 14/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
54 154 M [4] 20/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club [} Si Si
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55 140 Procyon pygmaeus H [} 17/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
56 137 Procyon pygmaeus H o 16/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
57 171 Procyon pygmaeus M [} 24/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
58 130 Procyon pygmaeus H [} 14/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
59 180 Procyon pygmaeus M o 28/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
60 181 Procyon pygmaeus H [} 28/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
61 163 Procyon pygmaeus H o 22/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
62 | 167 Procyon pygmaeus H [} 23/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
63 164 Procyon pygmaeus M [ 22/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
64 135 Procyon pygmaeus M [ 15/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
65 | 142 Procyon pygmaeus M [} 18/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
66 127 Procyon pygmaeus M [ 13/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ No Si
67 | 160 Procyon pygmaeus H [} 22/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
68 145 Procyon pygmaeus M [ 18/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
69 157 Procyon pygmaeus M g 21/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
70 | 184-185 | procyon pygmaeus H [} 25/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
71 Slid Procyon pygmaeus H [ 25/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
72 | 181-182 | procyon pygmaeus H [} 18/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
73 176 Procyon pygmaeus H [ 27/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
74 |205-206 | procyon pygmaeus M [} 15/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
75 193-196 Procyon pygmaeus H [ 18/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ Si Si
76 207-208 Procyon pygmaeus H [ 17/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ No Si
77 194195 | procyon pygmaeus 2 [} 17/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
78 209-210 Procyon pygmaeus H [4] 17/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
79 |280-281 | procyon pygmaeus H [} 14/03/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
80 128 Procyon pygmaeus M [4] 13/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
81 159 Procyon pygmaeus H g 21/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si No
82 |131 Procyon pygmaeus M [} 14/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo | @ Si Si
83 172 H [4] 24/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club [} Si Si
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84 133 Procyon pygmaeus H [} 15/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
85 155 Procyon pygmaeus H o 20/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [ No Si
86 158 Procyon pygmaeus M [} 21/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} Si Si
87 138 Procyon pygmaeus H [} 15/02/2003 Club de Golf Cozumel Country Club Quintana Roo [} No Si
88 Pygl Procyon pygmaeus H o 05/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
89 Pyg2 Procyon pygmaeus H [} 05/07/2012 Cozumel, Parque Ecoldgico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
90 Pyg3 Procyon lotor H o 07/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
91 Pyg4 Procyon pygmaeus H [} 07/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
92 Pyg5 Procyon pygmaeus M [ 07/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
93 Pyg6 Procyon pygmaeus M [ 07/07/2012 Cozumel, Parque Ecoloégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
94 | Pyg7 Procyon lotor M [} 08/07/2012 Cozumel, Parque Ecoldgico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
95 Pyg8 Procyon pygmaeus o [ 09/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
96 Pyg9 Procyon pygmaeus H [} 09/07/2012 Cozumel, Parque Ecolégico Punta Sur Quintana Roo | AFM Si Si
97 Plo01 Procyon lotor M [ 16/02/2002 Mojotera, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
98 Plo02 Procyon lotor H Adulto | 13/02/2002 Mojotera, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
99 Plo05 PI'OCyOﬂ lotor M Adulto 16/02/2002 Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
100 | pio0s Procyon lotor H [ 13/02/2002 Mojotera, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
101 | pigo7 Procyon lotor H | Juvenil | 14/02/2002 Mojotera, Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
102 | pio09 Procyon lotor H [ 25/08/2000 Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
103 Plo10 PI'OCyOﬂ lotor M 4} 14/02/2002 Cuixmala Jalisco DVG Si N/A
104 | pio11 Procyon lotor [ [ 27/06/2007 La Tilapefia, Cuernavaca Morelos DVG Si N/A
Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya . .
105 | Plol Procyon lotor H [4] 27/06/2012 Koba Quintana Roo AEM Si N/A
Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya . .
106 | Plo2 Procyon lotor H g 27/06/2012 Koba Quintana Roo AEM Si N/A
Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya . .
107 | Plo3 Procyon lotor M g 27/06/2012 Koba Quintana Roo AEM Si N/A
Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya . .
108 | Plo4 Procyon lotor M [4] 28/06/2012 Koba Quintana Roo AEM Si N/A
Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya . .
109 | Plo5 Procyon lotor M [4] 28/06/2012 Koba Quintana Roo AEM Si N/A
Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya . .
110 | Plo6 Procyon lotor M g 28/06/2012 Koba Quintana Roo AEM Si N/A
111 | Plo7 Procyon lotor H [4] 28/06/2012 Playa del Carmen, Complejo hotelero Maya | Quintana Roo | oM Si N/A
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Koba
112 | PTV1 Procyon lotor 7] o o Puerto Vallarta Jalisco AC Si N/A
113 | PTV2 Procyon lotor [} [} [} Puerto Vallarta Jalisco AC Si N/A
114 | PTV3 Procyon lotor [} [} [} Puerto Vallarta Jalisco AC Si N/A
115 | PTB1 Procyon lotor o o o Colima Colima AC Si N/A
116 | PTB2 Procyon lotor [} [} [} Colimao Colima AC Si N/A
117 | PTB3 Procyon lotor 7] o o Colimao Colima AC Si N/A

Sexo: H = hembra, M = macho; Colector
No se Amplificé para el presente estudio.

: DVG = David Valenzuela Galvan, AFM = Alejandro Flores Manzanero; AC = Alfredo Cuar6n; g = sin datos; N/A:
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Anexo 3. Extraccidén de ADN a partir de tejido animal fresco.

A) Extraccion con el kit QuickGene DNA Tissue Kit S-Mini 80 (FUJIFILM Life Sciences ®).
Protocolo

1. Afadir en un tubo de 1.5 mL una solucién que contenga: 180 pL de soluciéon MDT (solucion
de lisis) y 20 pyL de EDT (proteinasa). Agregar una muestra de tejido (< 20mg) a la solucion, de
preferencia finamente cortado para acelerar el proceso de digestion.

2. Agitar con ayuda del vortex y dejar incubando a 55°C hasta que se degrade el tejido, lapso
en el cual debe agitarse de manera periédica. Puede dejarse incubando toda la noche sin que
se afecte la integridad del ADN (recomendado para tejidos no frescos o duros).

3. Centrifugar a 10,000 revs/min por 3 minutos a “temperatura ambiente” (la temperatura de la
centrifuga puede variar) y rescatar el sobrenadante en un nuevo tubo de 1.5 mL.

4. Agregar 180 pL de solucién LTD, agitar con el vortex e incubar a 70°C por 10 min.
Posteriormente, afiadir 240 pL de etanol (96%), vortexear brevemente y colocar unos segundos
en el spin. Se ha obtenido el lisado.

5. Transferir el lisado a las columnas en el Mini 80, colocarlo en posicion WASH (procurando
que las columnas y cubetas de desecho se encuentren bien colocadas en los carriles) y realizar
una primera presurizacion hasta que todo el liquido pase por la membrana de la columna.

6. Anadir 750 pL de WDB (solucion de lavado) a la columna procurando no tocar la membrana y
nuevamente presurizar hasta que pase todo el liquido por la membrana. Repetir este lavado
dos veces mas.

7. Colocar un nuevo tubo de 1.5 mL bajo la columna para recuperar el ADN de la membrana y
adicionar de 50 a 100 pL de CDT (solucién de elucion) a la columna; esperar aproximadamente
2 minutos y presurizar nuevamente. EI ADN puede ser utlizado inmediatamente para

aplicaciones moleculares o almacenado a -20°C para usarse a futuro.
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B) Extraccion con el kit Zymo Research Genomic DNA ™-Tissue MiniPrep D3050 (The
Epigenetics Company).

Componentes del kit (50 preparaciones)

Proteinase K & Storage Buffer* 2x5mg, 2X Digestion Buffer 5 mL, Genomic Lysis Buffer 50 mL,
DNA Pre-Wash Buffer 15 mL, g-DNA Wash Buffer 50 mL y DNA Elution Buffer 10 mL.

*Previo a su uso se afiaden 260 pL de Proteinase K Storage Buffer a cada tubo de Proteinase K
(5 mg), obteniendo una concentracion final de ~20 mg/mL.

Material extra

Centrifuga (Multispeed Refrigerated Centrifuge PK121R, ALC®).

Protocolo

1. Afadir en un tubo de 1.5 mL una soluciéon que contenga: 95 pyL de H,O, 95 pL de 2X
Digestion Buffer y 10 uL de Proteinase K. Agregar una muestra de tejido (< 25mg) a la solucion,
de preferencia finamente cortado para acelerar el proceso de digestion.

2. Agitar con ayuda del vortex y dejar incubando a 55°C de 1 a 3 horas, lapso en el cual debe
agitarse de manera periodica para “romper” el tejido. Puede dejarse incubando toda la noche
sin que se afecte la integridad del ADN (recomendado para tejidos no frescos o duros).

3. Agregar 700 puL de Genomic Lysis Buffer al tubo y agitar exhaustivamente con el vortex.
Posteriormente, centrifugar a 12,500 revoluciones durante un minuto (revs/min).

4. Transferir el sobrenadante a una Zymo-Spin™ |IC Column, y a su vez colocarla en un
Collection Tube. Centrifugar a 12,500 revs por un minuto.

5. Afiadir 200 pL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna (Zymo-Spin™ IIC Column). Transferir
ésta ultima a un nuevo tubo colector (Collection Tube) y centrifugar a 12,500 revs por un
minuto.

6. Agregar 400 pL de g-DNA Wash Buffer a la columna, transferirla a un nuevo tubo colector y
centrifugar a 12,500 revs por un minuto.

7. Como paso previo a la elucidn, se recomienda centrifugar nuevamente a 12,500 revs durante
un minuto, sin adicionar reactivo alguno, con la finalidad de eliminar los residuos que pudieran
guedar atrapados en la columna.

8. Finalmente, transferir la columna a un tubo de 1.5 mL en el cual se almacenara el ADN
extraido. Agregar =250 uL de DNA Elution Buffer a la columna (aunque depende de la calidad del
tejido para obtener buena concentracion de ADN, la proporcion de ejemplo es 200 uL por cada
25 mg de tejido) y dejar incubar de 2 a 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,

centrifugar a 12,500 revs durante un minuto* para obtener la elucion de ADN. EI ADN puede ser
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utilizado inmediatamente para aplicaciones moleculares, o almacenado a -20°C para usarse a
futuro.

*Qriginalmente, el proveedor indica “maxima velocidad por 30 segundos”. Sin embargo, éste
dato depende de la marca de la centrifuga. En el presente trabajo, 14,000 revs por 30 segundos
precipitaron la membrana de la columna, por lo cual se disminuy6 la velocidad y se incremento

el tiempo.
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Anexo 4. Condiciones de PCR de los primers, optimizados para amplificar loci de microsatélites

en P. pygmaeus. PCR Multiplex: N/A (No aplica), A (primers en grupo A), B (primers en grupo

B).

Locus Fuente Ta |Primer | MgCl, | dNTP's PCR
CC)| (M) | (mM) (mM) | Multiplex
Cullingham et al.
PLO-M15 2006 60 0.3 2 0.3 N/A
Cullingham et al.
PLO2-117 2006 60 0.3 2 0.3 N/A
Cullingham et al.
PLO2-14 2006 56 0.3 2 0.3 N/A
Cullingham et al.
PLO3-71 2006 56 0.3 3 0.3 N/A
PLOT-04 |Fike et al. 2007 61 0.2 2 0.3 N/A
PLOT-09 |Fike et al. 2007 64 0.3 3 0.3 N/A
Siripunkaw et al.
PLMO6 2008 58 0.2 15 0.2 A
Siripunkaw et al.
PLMO09 2008 58 0.2 15 0.2 N/A
Siripunkaw et al.
PLM10 2008 58 0.2 15 0.2 B
Siripunkaw et al.

PLM13 2008 58 0.2 2 0.2 N/A
pLm1a | Siripunkaw etal. 58| 02 | 15 0.2 A
2008 ' ' '
pLM17 | Siripunkaw etal. 58| 02 | 15 0.2 B

2008
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Anexo 5. Condiciones de PCR multiplex para cuatro pares de primers en P. pygmaeus.

Grupos multiplex 1 2
zirlt?pﬁez”mers *PLMO6 | *PLM14 | *PLM10 | *PLM17
Fluorescencia HEX FAM FAM HEX
zgrogso(gigortado de | 95.123 | 149-165 | 112-130 | 87-105
Condiciones PCR
R:/Icaréclentrauon de 15mM 15mM

2
H,O 3.63 uL 3.63 pL
MgCl, 0.21 pL 0.21 pL
Buffer (10X) 0.7 uL 0.7 uL
dNTP's (2mM) 0.7 uL 0.7 pL
Primer F (10 uM)* 0.14 uL 0.14 uL
Primer R (10 pM)* 0.14 pL 0.14 pL
Primer F (10 pM)** 0.14 uL 0.14 uL
Primer R (10 puM)** 0.14 uL 0.14 uL
Taq 0.2 uL 0.2 pL
ADN 1pL 1L
Volumen final 7 uL 7 puL
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Anexo 6. Lectura de alelos en los cromatogramas.

Se tomo el criterio descrito por Mendoza-Martinez (2011), el cual indica considerar como alelo
al pico mas alto, siempre y cuando se encuentre en el rango reportado o cercano a él. Para
distinguir homécigos (1 pico) de heterécigos (2 picos), se consideré el numero de nucleétidos
que conforman los motivos para hacer la separacion entre alelos (por ejemplo, si se trata de un
dinucleétido se consideran dos bases para definir el siguiente alelo). Las lecturas se obtienen
en valores decimales (por ejemplo, 214.3), por lo que se redondean a nimeros enteros para
poder realizar los andlisis genéticos. Para ello, primero se obtuvieron las lecturas originales de
todos los individuos para cada locus y, con la base de datos completa, se revisaron “a ojo”
todas las lecturas, se tomaron como referencia los valores extremos (el mas pequefio o el mas
grande), a partir de los cuales y considerando si son di-, tri- 0 tetranucleétidos, se designa el
tamafio final de los alelos redondeados, lo que no necesariamente correspondié a redondear al
valor inferior o superior mas cercano, ya que ello frecuentemente conduce a subestimaciones
de riqueza alélica (Matschiner y Salzburger 2009). Asi, suponiendo las lecturas 211.8, 212,
213.5, 214.3 y 214.9 pb para un locus dinucleétido, se toman los alelos 212 y 214 como los
valores enteros, con rangos para el primero de 211 a 212.9 pb y para el segundo de 213 a
214.9 pby las conversiones quedarian 212, 212, 214, 214 y 214 respectivamente.

Es importante aclarar que, incluso cuando se tratara de dinucle6tidos o tetranucle6tidos, no se
tomaron como alelos los valores pares mas cercanos, ya que en casos donde las lecturas
arrojaron valores impares (por ejemplo 105.8, 109.9, 113.7 y 117.7 pb) se consideraron como
alelos a los valores impares, siempre respetando el tamafio original del alelo (es decir, dos o
cuatro pb). Para el ejemplo anterior, si se tratara de un locus tetranucle6tido, los alelos serian
105, 109, 113 y 117 pb respectivamente, con rangos de 103-106.9, 107-110.9, 111-114.9y 115-
118.9 pb.
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Anexo 7. Condiciones de PCR para amplificar loci de microsatélites en N. nelsoni (sélo se

muestran los primers que se lograron amplificar).

Nasua | Nasua | Nasua | Nasua | Nasua | Nasua | Nasua | Nasua | Nasua
931 1050 193 1251 71 504 2841 | 1990 833

Concentracion 2.5 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.0 3.5

Primer

de MgCl, mM mM mM mM mM mM mM mM mM
3.6 3.6 3.6 3.6 3.6 35

H,O 3.7uL 3.6 uL uL 3.6 pL uL uL n uL n
0.6 0.6 0.6 0.6 0.6 0.7

MgCl, 0.5uL [0.6 uL ul 0.6 uL ul ul n ul uL

Buffer (10X) 1uL lpL |1pb |1pb |1lpk |1k (2L (1L (1L
dNTP's (2mM) |1 L lpL |1pbk {2pb j1pb (2pbh |2pL |1l (21l

Primer F 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
(10uM) 0.8 puL |0.8 puL ul 0.8 uL ul ul ul ul ul
Primer R 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
(10uM) 0.8 puL 0.8 pL ul 0.8 pL ul ul ul ul ul
0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
Taq 0.2puL [0.2 pL ul 0.2 uL ul ul ul ul ul
ADN 1puL lpb |(1pb (2pb (2pb |j1pb |1pb (1l (2pupb

Volumen final 10puL |10pL |10 pL |10 pL (10 pL {10 L {10 pL {10 L |20 L
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Anexo 8. Correccion secuencial de Bonferroni

La correccidon secuencial de Bonferroni consiste en:

1) Determinar el nivel de significancia (a = 0.05) y el numero de comparaciones (k).

2) Ordenar todas las probabilidades de menor a mayor (P;< P, < Ps...< Py).

3) Proceder con la correccion secuencial. Si P; < a/k se rechaza la hipétesis nula y se prosigue
con el siguiente valor de probabilidad (P,), se aplica nuevamente la correccién pero esta vez
disminuyendo en uno el valor para el nimero de comparaciones (k), para tener P, < a/(k — 1). Si
se cumple, nuevamente se rechaza la hipétesis nula y se prosigue con el siguiente valor de P
(P3), disminuyendo ahora en dos el valor de k [Pz < a/(k — 2)], procedimiento que continla hasta
gue no se cumpla la regla, asumiendo que a partir de ese valor de probabilidad (P) no seran

significativos los restantes (por enumerarse de menor a mayor) (Rice 1989).
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Anexo 9. Valores de P y S: E. para la prueba de DL entre pares de loci de P. pygmaeus, para

cada grupo y para Cozumel (*P < 0.05 con correccion secuencial de Bonferroni).

Grupo 1 Grupo 2 Cozumel
Pares de loci P S. E. P S. E. P S. E.
PLMO06 PLMO09 0.1273 0.0003| 0.6907| 0.0005| 0.0209| 0.0002
PLMO06 PLM10 0.7103 0.0005 0.848 | 0.0005 0.432| 0.0009
PLMO09 PLM10 0.0027| 0.00005| 0.6257| 0.0004| 0.0299| 0.0002
PLMO06 PLM13 0.8613 0.0002| 0.2673| 0.0006| 0.5781| 0.0006
PLMO09 PLM13 0.0522 0.0002| 0.9278| 0.0001| 0.0924| 0.0003
PLM10 PLM13 0.4413 0.0006| 0.4363| 0.0005 0.207| 0.0005
PLMO06 PLM14 0.2541 0.0004| 0.9688| 0.0002| 0.0258| 0.0003
PLMO09 PLM14 0.0997 0.0003| 0.6706| 0.0006| 0.0407| 0.0003
PLM10 PLM14 1 0| 0.2425| 0.0007| 0.3141| 0.0009
PLM13 PLM14 0.2502 0.0004| 0.3857| 0.0006| 0.1665| 0.0005
PLMO06 PLM17 0.6329 0.0006| 0.5497| 0.0013| 0.0046| 0.0001
PLMO09 PLM17 0.8555 0.0003| 0.9208| 0.0003| 0.3358| 0.0013
PLM10 PLM17 0.9778 0.0001| 0.5179| 0.0009 0.231| 0.0011
PLM13 PLM17 0.4331 0.0006| 0.1556| 0.0005| 0.4888 0.001

0.3911 0.0005| 0.1474| 0.0009
PLMO6 PLOT-04 0.6498 0.0004| 0.7278| 0.0007| 0.4892 0.001
PLMO09 PLOT-04 0.8467 0.0002| 0.8594| 0.0003| 0.8722| 0.0004
PLM10 PLOT-04 0.7547 0.0004| 0.8965| 0.0003| 0.4195| 0.0008
PLM13 PLOT-04 0.3931 0.0004| 0.6001| 0.0005| 0.5938| 0.0008
PLM14 PLOT-04 0.149 0.0003| 0.6765| 0.0007| 0.0929| 0.0005
PLM17 PLOT-04 0.5448 0.0005| 0.7341| 0.0009| 0.1689 0.001
PLMO6 PLO-M15 0.1832 0.0004| 0.3217 0.001| 0.0188| 0.0002
PLMO09 PLO-M15 0.9575 0.0001| 0.5252| 0.0007| 0.3554 0.001
PLM10 PLO-M15 0.3987 0.0005| 0.4445| 0.0008 0.7]| 0.0008
PLM13 PLO-M15 0.8115 0.0003| 0.4042| 0.0006| 0.8252| 0.0005
PLM14 PLO-M15 0.7487 0.0003| 0.2975| 0.0009| 0.6686 0.001
PLM17 PLO-M15 0.7288 0.0004| 0.8415| 0.0008| 0.2927 0.001
PLOT-04 |PLO-M15 0.6054 0.0004 1 0| 0.8358| 0.0007
0.0428 0.0002| 0.1449| 0.0007
PLMO09 PLO2-117 0.1431 0.0004| 0.3369| 0.0006| 0.2527]| 0.0008
PLM10 PLO2-117 0.7318 0.0006| 0.6644| 0.0007| 0.8096| 0.0005
PLM13 PLO2-117 0.0825 0.0003| 0.2324| 0.0005| 0.1098| 0.0004
PLM14 PLO2-117 0.298 0.0006 | 0.5672 0.001| 0.1461| 0.0008
PLM17 PLO2-117 0.3679 0.0007| 0.2354 0.001| 0.0262| 0.0004
PLOT-04 |PLO2-117 0.1268 0.0004| 0.5208| 0.0009| 0.3994| 0.0009
PLO-M15 |PLO2-117 0.1504 0.0004| 0.8742| 0.0006| 0.8101| 0.0007
PLMO6 PLO2-14 0.3908 0.0009| 0.9638| 0.0002 0.794| 0.0009
PLMO09 PLO2-14 0.9676 0.0001 1 0| 0.9885| 0.0001
PLM10 PLO2-14 0.9517 0.0003| 0.1865| 0.0006| 0.8893| 0.0004
PLM13 PLO2-14 0.0373 0.0002| 0.6397| 0.0005 0.329| 0.0007
PLM14 PLO2-14 0.393 0.0007| 0.7464| 0.0007 0.52| 0.0013
PLM17 PLO2-14 0.0986 0.0006| 0.3318 0.001| 0.1866| 0.0015
PLOT-04 |PLO2-14 0.2669 0.0007| 0.2201| 0.0007| 0.5541 0.001
PLO-M15 |PLO2-14 0.9553 0.0002| 0.9139| 0.0004| 0.9533| 0.0003
PLO2-117 |PLO2-14 0.9313 0.0004 0.328| 0.0009| 0.5856 0.001
PLMO6 PLO3-71 0.1025 0.0005| 0.7128| 0.0007| 0.1539| 0.0008
PLMO09 PLO3-71 0.5374 0.0006| 0.7856| 0.0004| 0.1706| 0.0007
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PLM10 PLO3-71 0.2386 0.0008| 0.3854| 0.0006| 0.7375| 0.0006
PLM13 PLO3-71 0.2375 0.0006 0.616| 0.0005| 0.4689| 0.0006
PLM14 PLO3-71 0.7617 0.0005| 0.9566| 0.0002| 0.5114 0.001
PLM17 PLO3-71 0.7055 0.0007| 0.9801| 0.0002 0.214| 0.0015
PLOT-04 |PLO3-71 0.911 0.0002| 0.8088| 0.0005| 0.9463| 0.0003
PLO-M15 |PLO3-71 0.859 0.0003| 0.7001| 0.0007| 0.2189 0.001
PLO2-117 |PLO3-71 0.4798 0.0009| 0.8253| 0.0006| 0.1635| 0.0008
PLO2-14 |PLO3-71 0.7877 0.0009| 0.5827| 0.0008| 0.7324 0.001
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Anexo 10. Frecuencia de los alelos encontrados en la poblacién (Cozumel) de P. pygmaeus, por locus y por grupo. Destacan los
alelos exclusivos para el Grupo 2 en los loci PLM06 (98), PLM09 (116), PLM14 (147), PLM17 (98, 106), PLOT-04 (360) y PLO-M15

(160).
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con correccion secuencial de Bonferroni).

Diferenciacion
Alélica

Diferenciacion
Genotipica

Locus

P

S. E.

P

S.E.

PLMO6

0.00001*

0.00000

0.00000*

0.00000

PLMO9

0.00026*

0.00001

0.00057*

0.00002

PLM10

0.19542

0.00043

0.15863

0.00032

PLM13

0.17158

0.00037

0.19317

0.00032

PLM14

0.00000*

0.00000

0.00000*

0.00000

PLM17

0.00000*

0.00000

0.00000*

0.00000

PLOT-04

0.18534

0.00054

0.1744

0.00036

PLO-M15

0.12286

0.00034

0.15477

0.00041

PLO2-117

0.00216*

0.00004

0.00115*

0.00003

PLO2-14

0.03747

0.00023

0.03902

0.00020

PLOS3-71

0.0208

0.00016

0.03466

0.00020

Anexo 11. Diferenciacion alélica y genotipica entre poblaciones (grupol y grupo 2) (*P < 0.05

Anexo 12. Estadisticos F segun Weir y Cockerham (1984).

Locus Fir Fst Fis

PLMO06 0.254 0.3 -0.065
PLMO09 0.188 0.136 0.06
PLM10 -0.116 0.022 -0.141
PLM13 0.11 0.023 0.089
PLM14 0.257 0.223 0.043
PLM17 0.171 0.198 -0.034
PLOT-04 -0.054 0.008 -0.063
PLO-M15 0.248 -0.024 0.265
PLO2-117 -0.022 0.066 -0.094
PLO2-14 0.032 0.076 -0.047
PLO3-71 0.303 0.126 0.203
TOTAL 0.125 0.109 0.018
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Anexo 13. Distribucién de las proporciones de alelos en las diferentes clases de frecuencias

para evidenciar un evento de cuello de botella reciente en los grupos 1, 2 y Cozumel de P.

pygmaeus.
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0,029 0.029 0.029

0.05 0.15 0.25 0.35 0.45 0.55 065 0.75 0.85 0.95
Clases de frecuencias alélicas

Proporcion de alelos

0.35

0.3

0.25

0.2 4

Cozumel

0.286

143 0.143  0.143

005 015 025 035 045 055 065 075 085 095
Clases de frecuencias alélicas

91



Anexo 14. Distribucién de las proporciones de alelos en las diferentes clases de frecuencias

para evidenciar un evento de cuello de botella reciente en la poblacion de N. nelsoni.

Proporcion de alelos

0.4
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0.25

0.2

0.364

o212
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0.03 0.03
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