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El amor por todas las criaturas vivientes es el mas noble atributo del hombre.
Charle Darwin

Un ser humano es parte del todo que llamamos Universo, una parte limitada en el tiempo y en el
espacio. Esta convencido de que él mismo, sus pensamientos y sus sentimientos, son algo
independiente de los demas, una especie de ilusién dptica de su conciencia. Esa ilusion es una carcel
para nosotros, los limita a nuestros deseos personales y a sentir afecto por los pocos que tenemos mas
cerca. Nuestra tarea tiene que ser liberarnos de esa carcel, ampliando nuestro circulo de compasion,
para abarcar a todos los seres vivos y a toda la naturaleza.

Albert Einstein
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Resumen

La genética de poblaciones estudia los patrones y causas de la variabilidad genética en las
poblaciones, tomando en cuenta a la deriva génica, mutacién, sistema de apareamiento,
migracion y seleccion natural, como generadores de cambio en las frecuencias genéticas a
través del tiempo y el espacio en las especies. En este trabajo se estimd la diversidad y
estructura genética de Crocodylus moreletii y Crocodylus acutus en tres poblaciones del estado
de Chiapas y se determind si existia evidencia de hibridacién en alguna de estas poblaciones,
con base en 10 loci de microsatélites. La diversidad genética para cada poblacién mostré que
Villa Flores y El Aguacate (H, = 0.510 y H, = 0.543; H, = 0.565 y H, = 0.538, respectivamente;
C. moreletii) tuvieron valores mas altos, en comparacion con la poblacion Candn del Sumidero
(H, =0.426 y H, = 0.500; C. acutus). Los valores de diferenciacion genética fueron significativos
entre todas las comparaciones posibles, encontrandose los valores mas altos entre El Aguacate
y Canon del Sumidero (Fsr = 0.325, G’st = 0.198 y Dgy = 0.538) y los mas bajos entre Villa
Flores y El Aguacate (Fsr = 0.033, G’st = 0.015 y Dgy = 0.052). No obstante, el analisis

molecular de varianza indicé que la distribucion de la variacion genética esta mayormente

dentro de los individuos. Se encontrd evidencia de mezcla genética en individuos de las tres
poblaciones a través de un indice de hibridacion, donde El Aguacate y Villa Flores presentaron
un mayor numero de individuos hibridos. Los datos de introgresion no fueron consistentes para
encontrar un patron claro de este proceso con los loci utilizados, ni para corroborar si alguno de
éstos estaba bajo seleccion natural. Finalmente, C. moreletii present6 mayores niveles de
diversidad genética comparado con C. acutus, ademas de que entre las dos especies hubo
estructuracion y diferenciacion genética significativa, lo cual puede estar asociado con los

apareamientos hibridos que estan ocurriendo en las poblaciones de El Aguacate y Villa Flores.

Palabras clave: diversidad genética, estructura genética, microsatélites, hibridacion,

Crocodylus



Abstract

Population genetics studies the patterns and causes of genetic variability in populations, taking
into account processes like genetic drift, mutation, migration and natural selection, including the
mating system, as drivers of change in gene frequencies over time and space in species. In this
study the genetic diversity and structure of Crocodylus acutus and Crocodylus moreletii was
estimated in three populations of Chiapas; evidence of hybridization among populations was
also investigated, based on 10 microsatellite loci. Genetic diversity results for each population
showed that Villa Flores and El Aguacate (H, = 0.510 y H, = 0.543; H, = 0.565 y H, = 0.538,
respectively; C. moreletii) had higher values compared with Cafidn del Sumidero (H, = 0.426 y
H, = 0.500; C. acutus). Genetic differentiation was significant among all possible comparisons,
with the highest values between El Aguacate and Canén del Sumidero (Fsr = 0.325, G'st =
0.198 y Dg = 0.538) and the lowest among Villa Flores and El Aguacate (Fsr = 0.033, G’sr =
0.015 y Dgey = 0.052). The analysis of molecular variance indicated that most of the genetic
variation was distributed within individuals. Evidence of genetic admixture was observed in
individuals from the three populations, where El Aguacate and Villa Flores showed a higher
number of hybrid individuals. Introgression data was not consistent to find a clear pattern of this
process with the loci used, nor to confirm whether any of them was under natural selection.
Finally, C. moreletii had higher levels of genetic diversity in comparison with C. acutus; in
addition the two species showed a significant structure and genetic differentiation, which may be

associated with the hybrid matings occurring in El Aguacate and Villa Flores.

Keywords: genetic diversity, genetic structure, microsatellites, hybridization, Crocodylus



1. Introduccion

1.1 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones estudia los patrones y causas de la variabilidad genética en las
poblaciones, asi como el cambio de las frecuencias alélicas y genotipicas que ocurren a traves
del tiempo y espacio (Freeman y Herron, 2002; Pifiero et al., 2008b; Hedrick, 2011). Por lo
tanto, proporciona los principios teéricos de la evolucion, ya que parte de la premisa de que los
cambios evolutivos a pequefia escala, ocurridos dentro y entre las poblaciones, explican el
proceso evolutivo de las especies (Barbadilla, 2005).

La teoria de ésta disciplina se fundamenta en el principio del equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW), que es una herramienta algebraica util para predecir las frecuencias genéticas cuando
una poblacion se encuentra en equilibrio, la cual parte de ciertos supuestos:

4+ La poblacion es diploide, con reproduccién sexual y generaciones discretas.

El tamafo poblacional es infinitamente grande.
Los apareamientos son aleatorios.
Los genes no mutan de un estado alélico a otro.

No hay agregacion de genes externos a la poblacién.

-+ £+ F

Todos los individuos tienen la misma probabilidad de sobrevivir y de reproducirse.

Por lo tanto, si se cumplen tales circunstancias, las frecuencias genéticas se mantendran
constantes de una generacion a otra, conservando asi la composicion alélica de la poblacion.
Por el contrario, si al menos una de estas condiciones no se cumple, provocara un cambio en
las frecuencias, principalmente por la influencia de alguna fuerza o proceso evolutivo-ecoldgico.
(Ortiz et al., 2000; Freeman y Herron, 2002; Hamilton, 2009; Hedrick, 2011). De esta manera,

para observar tales cambios el Equilibrio de Hardy-Weinberg utiliza dos ecuaciones:
ptq=1
(Ecuacion 1)
p* +2pq+ q* =1
(Ecuacion 2)

donde: p = frecuencia del alelo dominante (A)

g = frecuencia del alelo recesivo (a)



p?= frecuencias del genotipo AA
pq = frecuencias del genotipo Aa

q° = frecuencia del genotipo aa

La primera ecuacion se refiere a la suma de las frecuencias de todos los alelos que hay en la
poblacion, mientras que la segunda, formulada mediante un binomio cuadrado perfecto, es la

suma de las frecuencias genotipicas de la poblacion.

1.2 Variabilidad genética

La variacidon genética es considerada como un indicador positivo para la evolucion de las
poblaciones, debido a que se ha observado que valores altos, en general, incrementa el
potencial de responder de una mejor manera a cambios ambientales, enfermedades o
parasitos, mientras que su ausencia puede limitar dicha capacidad (Amos y Harwood, 1998).

El nivel de variacion dentro de una poblacidén esta directamente afectada por diferentes
procesos que tienden a aumentar o disminuir dichos niveles (Hedrick, 2011) y que no actuan de
manera aislada en las poblaciones. Por lo anterior, es importante entender los procesos que
afectan la variaciéon genética para comprender adecuadamente la evolucion de las poblaciones

en las diferentes especies (Andrews, 2010), los cuales son:

+ Seleccion natural: proceso que permite explicar las adaptaciones de los organismos
(Barbadilla, 2005) y ocurre cuando los individuos con cierto genotipo tienen mayor
probabilidad de sobrevivir y reproducirse en comparacion con otros individuos que
poseen diferentes genotipos (Futuyma, 2005; Andrews, 2010). Dicho de otra forma, es la
sobrevivencia y reproduccion diferencial de los individuos de una especie (Eguiarte,
1999), donde los individuos presentan variacion en adecuacion, causando que se
favorezcan ciertas adaptaciones locales en diferentes ambientes, favoreciendo distintos
alelos de un locus (Slatkin 1985; Slatkin, 1989).

+ Mutacion: fuente principal de variacién genética que genera nuevos alelos en una
poblacion, pueden involucrar cambios ya sea en un solo nucleétido o en varios, en una
parte de un gen o de un cromosoma, asi como en un conjunto de cromosomas (Hedrick,
2011). La velocidad de las modificaciones dependera de la magnitud de las tasas de
mutacion, las cuales en poblaciones naturales son generalmente bajas, que van de 107

a 10, es decir un mutante cada 10° a 10° gametos o células, por lo que se le considera



un mecanismo lento que requiere de miles de afios para provocar un pequefio cambio
en las frecuencias alélicas (Eguiarte, 1999).

+ Deriva génica: cambios aleatorios en las frecuencias alélicas como resultado de errores
de muestreo inherentes en la transmision de gametos, generacion tras generacion
(Andrews, 2010; Hedrick, 2011). La deriva génica actua tanto en poblaciones pequefias
como en grandes, sin embargo, en las pequefias es donde los cambios en las
frecuencias alélicas son mas drasticos e impredecibles y ocurren con mayor rapidez
(Eguiarte, 1999). El resultado de dichos cambios es la fijacion o pérdida de un alelo, es
decir la pérdida de variabilidad genética. En contraste, en las poblaciones grandes
ocurren solo pequefios cambios en las frecuencias por cada generacion (Hedrick, 2011).

+ Flujo génico: movimiento de genes de una poblaciéon a otra debido a la migracion de los
individuos, los cuales ademas logran reproducirse, o por el movimiento de gametos
(Andrews, 2010). Cuando el proceso o flujo es alto y constante llega a aumentar el
numero de polimorfismos y con ello provocar la homogenizacién en la variacién genética
entre las diferentes poblaciones, por lo que evolucionaran de manera conjunta, pero si
ocurre lo contrario la deriva génica, la seleccién y la mutacién conducirdn a una
diferenciacion genética, lo que contribuira al aislamiento reproductivo, generando linajes
evolutivamente independientes (Slatkin, 1994; Aguirre, 2007; Hedrick, 2011).

+ Endogamia: apareamientos no aleatorios en donde la probabilidad de que un individuo
sea autocigo, es decir con alelos idénticos por descendencia, es mucho mas alta que
para una poblacion panmictica (Moreno, 2007). Como resultado de la endogamia se da
un incremento en la frecuencia de los homdcigos y una disminucion de los heterécigos,
asi como disminuciéon en las tasas de reproduccidn y supervivencia cuanto mas
consanguineos sean los apareamientos. El resultado final es la depresion endogamica
que afectara negativamente la adecuacion poblacional (Frankham, 2005). Lo anterior
ocurre principalmente en poblaciones con una capacidad de dispersion o colonizacion

reducida (Eguiarte, 1999), o bien por tamafos poblacionales pequefios.

1.3 Estimacion de la variabilidad genética

Existen diferentes métodos para estimar la variacion genética de una manera estandarizada,
pero los mas utilizados son la heterocigosidad esperada y observada, asi como la diversidad
nucleotidica (Hartl y Clark, 2006; Pifiero, et al. 2008a; Hedrick, 2011)



+ Heterocigosidad: indica la proporcion de heterocigotos para un cierto locus o el
promedio de éstos para varios loci, por lo que es el método mas utilizado para calcular la
variacién genética en una poblacion, debido a que los individuos de las especies
diploides son tanto heterocigotos como homocigotos en ciertos loci. Ello representa una
cuantificacién biologicamente util, que permite el célculo tanto de la heterocigosidad
esperada (Hg) como la observada (Ho) (Hedrick, 2011), a partir de las frecuencias
genotipicas obtenidas de la poblacién mediante la ecuacion 2 descrita para estimar del

EHW (Ortiz et al., 2000). La He para un locus con n alelos puede ser calculada como:

n
Hg=1 —Zpiz
=

A

(Ecuacion 3)

donde: He = heterocigosidad esperada

P#? = frecuencia de homocigotos

En cuanto a la Hpen poblaciones panmicticas se espera que su valor sea similar a la Hg
tedrica. Sin embargo, en algunas poblaciones las frecuencias genotipicas pueden
alejarse de las calculadas, debido a procesos como auto-fertilizacién o partenogénesis

(Hedrick, 2011). Por lo que la Hp se puede calcular como:

n
Ho :ZP”

i<j

(Ecuacion 4)

donde: H, = heterocigosidad observada

Pij = frecuencia de heterocigotos

+ Diversidad nucleotidica (m): para la cuantificacion de la diversidad utilizando
secuencias es necesario calcular primero la cantidad de variacion nucleotidica de una
poblacion, determinando la proporcion de las diferencias nucleotidicas entre pares de

secuencias (Hedrick, 2011), lo cual se cuantifica de la siguiente manera:
w= z PiPjmij
ij
(Ecuacion 5)

donde: P; = frecuencia de la secuencia i



P;= frecuencia de la secuencia ;

7 = proporcién de las diferencias nucleotidicas entre pares de secuencias

Una vez obtenido este dato se podra entonces estimar la diversidad nucleotidica

mediante la siguiente formula:

~_ N ZP.P. .
= N_1Z iPjmij
ij
(Ecuacion 6)

donde: P; = proporcion de las frecuencias ;en la muestra
P; = proporcion de las frecuencias jen la muestra
N = total de secuencias analizadas

ft = diversidad nucleotidica

1.4 Estructura genética

En la naturaleza a menudo las poblaciones se encuentran subdivididas en pequefias unidades
(sub-poblaciones), debido a factores ambientales, procesos geograficos o distintas historias de
vida, entre otros (Balloux y Lugon-Moulin, 2002). Cuando una poblacién es subdividida, los
apareamientos ya no se dan al azar y las subpoblaciones pueden diferenciarse (estructurarse),
dado que el flujo génico dentro y entre las poblaciones disminuye (Hedrick, 2011). Asimismo, la
seleccion natural y la deriva génica también tienen un papel importante en la estructura
poblacional. Asi, la estructura genética refleja el numero de alelos intercambiados (Balloux y
Lugon-Moulin, 2002), el grado de diferenciacién y la distribucion de la variacién genética en las
poblaciones (Hartl y Clark, 2006). Por lo tanto, determinar la estructura genética es importante
para diferentes campos de la biologia como: ecologia, evolucion o genética (Balloux y Lugon-
Moulin, 2002; Hedrick, 2005).

1.5 Estimacion de la estructura genética

Existen diferentes métodos para estimar la estructura genética, los cuales se basan en analizar
las diferencias en las frecuencias alélicas. Algunos métodos solo comparan estadisticamente
tales variaciones, mientras que otros se basan en estimar la proporcion de la variacién genética
dentro y entre las poblaciones (Pifiero, et al. 2008a). Para el analisis se asume, en general, que

los individuos forman poblaciones discretas en un modelo de islas (Rousset, 1997), o bien, que



forman poblaciones con una distribucién continua bajo un modelo de aislamiento por distancia

(Aguirre, 2007). Algunos de los indices para estimar estructura genética son:

+ Coeficientes de F: es uno de los métodos mas utilizados, desarrollado por Wright
(1951, 1965) para un modelo de un locus con dos alelos, basandose en la particion de la
variacién genética en una poblacion subdividida para proporcionar una descripcién clara
de la diferenciacion genética (Hedrick, 2000; Hedrick, 2011). Consiste de tres
coeficientes usados para asignar la variabilidad genética a nivel poblacional (T), sub-
poblacional (S) e individuos (/) (Hedrick, 2000), denotados como: Fsr, Firy Fis,
respectivamente.

El primer componente es el indice de fijacion (Fsr), que es la correlacion entre los genes
de la sub-poblacion y los de la poblacién completa (Excoffier, 2001), lo que permite
medir la variacidon de las frecuencias alélicas entre poblaciones y, por lo tanto, la

diferenciacion genética entre ellas (Aguirre, 2007); se calcula con la siguiente ecuacion:

(Hr — Hy)
Hr

(Ecuacion 8)

Fgr =

donde: Fsr = diferenciaciéon genética
Hr = heterocigosidad esperada en el total de la poblacion

Hs = heterocigosidad esperada dentro de las sub-poblaciones

Cabe mencionar que los valores obtenidos de Fsr siempre seran positivos, y van de 0 a
1: si Fst = 0, significa que no hay diferenciacién y las frecuencias alélicas son iguales en
todas las sub-poblaciones. Por el contrario, si Fsr = 1, las sub-poblaciones son
totalmente diferentes, es decir, poseen todos los alelos diferentes (Hedrick, 2011).

Los componentes restantes, Fisy Fr, son considerados medidas de desviacion
de las proporciones del EHW (Hamilton, 2009; Hedrick, 2011), donde F;sse considera
como la correlacion entre los genes de los individuos dentro de las sub-poblaciones
(Excoffier, 2001):

(Hs — Hyp)

F,c =
IS HS'

(Ecuacion 9)



donde: F;s = coeficiente de endogamia
Ho = heterocigosidad observada dentro de las sub-poblaciones

Hr= heterocigosidad esperada en el total de la poblacién

Mientras que Fr es la correlacion entre los genes de los individuos y los de la poblacion

total (Excoffier, 2001), expresandose de la siguiente manera:

(Hy — Hyp)
Hr

(Ecuacion 10)

Fir =

donde: F;r = endogamia total
Hr = heterocigosidad esperada en el total de la poblacién

Hs = heterocigosidad observada dentro de las sub-poblaciones

Finalmente, los valores positivos obtenidos con ambos coeficientes indican una
deficiencia de heterocigotos y los valores negativos un exceso de éstos (Hedrick, 2000;
Hedrick, 2011).

Gst: método analogo al Fsr llamado coeficiente de diferenciacién genética (Nei, 1973),
util para medir los niveles de variacion entre las sub-poblaciones, en relacién con la
variacion de la poblacion total, pero basado para un locus con alelos multiples,

suponiendo proporciones en EHW (Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Hedrick, 2005):

Hy — Hg
Hr

(Ecuacion 11)

Gsr =

donde: Gsr= coeficiente de diferenciacion genética
Hs=promedio de la heterocigosidad de las sub-poblaciones en EHW

Hr= heterocigosidad total de la poblacion

A diferencia de Fsr, la magnitud de Gsr es particularmente dependiente de la cantidad
de variacion genética de los genes altamente variables, tales como los microsatélites.
Por ello, los datos obtenidos con Gsr no van de 0 a 1 y pueden ser muy pequefos,
incluso si las sub-poblaciones no comparten grupos de alelos (Hedrick, 2005).

Rst: modelo que es relativamente insensible a tasas de mutacion y que se ajusta de

mejor manera a loci que mutan de acuerdo al modelo Stepwise mutational model (SMM,



por sus siglas en ingles), tales como los microsatélites (Balloux y Lugon-Moulin, 2002;
Aguirre, 2007). Este indice fue propuesto por Slatkin (1995) para resolver la
problematica que presentaba el coeficiente Fsr con respecto a las altas tasas de
mutacién que presentan dichos marcadores, ya que tendian a disminuir los valores
obtenidos de estructuracion poblacional o bien sobrestimar el flujo génico (Hedrick,

1999); se define con la siguiente férmula:

S—Sy
S
(Ecuacion 12)

Rgr =

donde: Rsr = varianza total del tamafio de los alelos que se encuentra entre las
poblaciones
Sw = varianza promedio del tamafo de alelos en cada poblacion

S = varianza estimada del tamafio del alelo en todas las poblaciones

Sin embargo, a pesar de las ventajas que tiene este estimador, se ha reportado que
presenta una mayor varianza que otras medidas de diferenciacion (Aguirre, 2007),

ademas que en ocasiones se presenta homoplasia entre los diferente loci.

1.6 Marcadores moleculares

Los diferentes marcadores son comunmente clasificados en tres clases: los que se basan en la
evaluacién de caracteristicas visibles (morfoldgicos), los basados en los productos de los genes
(bioquimicos) y aquellos que se basan en fragmentos de ADN (moleculares) (Semagn, et al.,
2006). Por lo tanto, un marcador molecular es cualquier caracter genéticamente determinado,
es decir una secuencia de ADN. En las ultimas décadas han mostrado ser muy utiles para
detectar el nivel de variacién genética (Chenuil, 2006).

La eleccion del marcador molecular a utilizar debe considerar la pregunta que se
pretende contestar, ya que existe gran variedad de marcadores moleculares, como los
multilocus, tales como los de polimorfismo de ADN amplificados al azar (RAPDs), los de
polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLPs), las secuencias de ADN
mitocondrial (ADNmt) para animales y de cloroplasto en plantas (ADNcp), o bien aquellos
marcadores de un solo locus como los microsatélites o regiones del ADN nuclear (ADNn),

ademas de los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) (Sunnucks, 2000).
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Los marcadores multilocus son muy utiles para resolver diversas preguntas referentes a
las poblaciones, pero han mostrado algunas desventajas: la variacién que detectan puede ser
no heredable, los datos son muy limitados para hacer comparaciones entre otros estudios,
algunos presentan homologias y principalmente, la herencia dominante, la cual interfiere en la
identificacion de individuos heterocigotos. En contraste, los marcadores de un solo locus tienen
herencia codominante, lo cual ayuda a la deteccion tanto de homocigotos como de
heterocigotos, ademas que son mas flexibles, informativos y los datos obtenidos son
comparables (Sunnucks, 2000; Chenuil, 2006). No obstante los mas usados en genética de
poblaciones son el ADNmt, ADNcp y principalmente los microsatélites (Rentaria, 2007).

Los microsatélites son secuencias simples repetidas en tandem que estan presentes
tanto en la region codificadora como en la no codificadora del ADN; éstos han demostrado ser
los marcadores mas convenientes para estudios de poblaciones a nivel genético (Hedrick,
2011), debido a que se caracterizan por tener un alto polimorfismo y poder detectar una alta
variabilidad (u=107) por generacién. También, debido a su herencia codominante, se pueden
calcular las frecuencias genotipicas y alélicas, lo que permite comparar las proporciones de
heterocigotos y homocigotos observadas mediante las proporciones del Equilibrio de Hardy-
Weinberg y de esta forma, evaluar si la poblacion se encuentra sujeta a un proceso evolutivo o
no (Chenuil, 2006). Ademas, son muy efectivos para estimar la estructura poblacional (Fsr y
Rs7), el flujo génico (Nm), relaciones de endogamia (F;s y Fi7), polimorfismo, diversidad alélica,
numero efectivo de alelos, tamafios poblacionales, cuellos de botella, pruebas de paternidad y

consanguinidad, asi como procesos de hibridacién e introgresion (Selkoe y Toonen, 2006).
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2. Antecedentes

2.1 Los Crocodilidae en México

Los cocodrilos forman parte de la clase Reptilia y se les ubica en la subclase de los
Archosauria, dentro del orden Crocodylia que esta conformado por 24 especies, de las cuales
se han dividido en tres familias con base en caracteristicas morfolégicas (Casas-Andreu et al.,
2013). Del total de especies 14 pertenecen a la familia Crocodilidae, ocho a la familia
Alligatoridae y dos a la familia Gavialidae. En cuanto a su distribucién, es comun encontrarles
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo, habitando rios, costas, lagos y pantanos
(McAliley et al., 2006; Roos et al., 2007; Sanchez, 2011; Casas-Andreu et al., 2013).

Estos reptiles presentan cuerpos alargados y robustos, de craneo alargado, hocico largo
con mandibulas fuertemente dentadas y cuello corto. En la parte posterior del cuerpo se
extiende una cola gruesa y lateralmente comprimida, las extremidades son cortas pero
fuertemente desarrolladas, presentando cinco dedos en las extremidades anteriores y cuatro en
las posteriores. Asimismo, estan recubiertos por una piel gruesa y queratinizada, y en la parte
dorsal ostentan inclusiones éseas llamadas osteodermos. Cuentan con un paladar secundario
completo, que presenta una valvula palatal que les permite respirar cuando tienen la boca llena
de agua, de alimento o de ambas cosas (Alvarez del Toro, 1982; Casas-Andreu et al., 2013).

En México se encuentran dos especies de cocodrilo de la familia Crocodilidae, que
también son denominados del Nuevo Mundo, el americano (Crocodylus acutus Cuvier, 1807) y
el de pantano (C. moreletii Dumeril y Bibron, 1851). Una hipétesis indica que estas especies se
diversificaron de C. niloticus Laurenti, 1768 que migraron de Africa hacia América por el
Atlantico (Meredith et al., 2011), cuando esta barrera oceanica era apenas de unos cientos de
kilbmetros en la época del Plioceno (Ford y Golonka, 2003; Brochu et al., 2010).

Actualmente ambas especies se encuentran ampliamente distribuidas en México, por lo
que el cocodrilo americano se distribuye por las costas este y norte de la peninsula de Yucatan,
asi como en los rios Grijalva y Usumacinta (Ernst et al, 1999), por las costas del Pacifico desde
el estado de Sinaloa, pasando por Nayarit, Jalisco, Colima, Oaxaca hasta llegar al estado de
Chiapas, limitandose a las regiones cercanas al mar (Alvarez del Toro, 1974; Thorbjarnarson,
2010), ademas de los rios El Santiago y Balsas (Casas-Andreu y Reyna, 1994). Se distribuyen
en aguas continentales y estuarinas, lagunas costeras y manglares, asi como cuerpos de agua
dulce (Thorbjarnarson, 1989; Ross, 1998; Carvajal et al., 2005). El cocodrilo de pantano se

distribuye en las tierras bajas del Golfo de México, desde el norte de Tamaulipas pasando por
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San Luis Potosi, Veracruz, Tabasco hasta la peninsula de Yucatan, asi como en los estados de
Oaxaca y Chiapas (Dominguez-Laso, 2006; Platt et a/, 2010). Habitan cuerpos de agua dulce
como arroyos, pantanos, ciénagas, lagunas o humedales que se encuentran dentro de bosques
y selvas, ademas de aguas salobres estancadas (Platt y Thorbjarnarson, 2000; Aguilar-Miguel,
2005a; Dominguez-Laso, 2006; Casas-Andreu et al., 2013).

C. acutus se caracteriza por ser un reptil de gran tamafio, generalmente entre 3 y 4m,
pero llegando alcanzar hasta los 7.5m. Las crias recién nacidas pueden alcanzar una longitud
entre 25 a 30 cm. Poseen hocico alargado con cinco dientes premaxilares, 13 maxilares y 15
mandibulares, mientras que la sutura premaxilo-maxilar es de forma arqueada. El niUmero de
escudos postorbitales es de 2 a 4, en una hilera transversal, los nucales en un numero minimo
de 4, en dos pares yuxtapuestos. La coloracion dorsal es grisacea en los adultos y gris con
tonos verdes en juveniles (Alvarez del Toro, 1982; Aguilar-Miguel, 2005b). Por otro lado, C.
moreletii se distingue por ser de tamafio menor (3-3.5 m) y las crias al nacer entre 25 y 30 cm.
Tienen hocico corto y redondeado en la punta, con cinco dientes premaxilares, 13 o 14
maxilares y 15 mandibulares, y una sutura premaxilo-maxilar mas corta que el ancho sumado
de los premaxilares. En el cuello tiene cuatro o0 mas escudos postorbitales y seis 0 mas nucales.
La coloracion de los adultos es pardo oscuro o negro y en los jévenes es variable, por lo regular
moteado de pardo y negro (Alvarez del Toro, 1982; Aguilar-Miguel, 2005a; Casas-Andreu et al.,
2013).

Se sabe que los cocodrilianos son carnivoros generalistas y que su alimentaciéon sigue
un patron ontogénico, donde las crias y jévenes consumen principalmente invertebrados
terrestres y acuaticos, mientras que los adultos se alimentan a base de vertebrados (Casas-
Andreu y Barrios-Quiroz, 2003; Casas-Andreu et al., 2013). Alvarez del Toro (1982) reporta que
las crias y jévenes de C. acutus en Chiapas se alimentan de insectos acuaticos y caracoles,
encontrando que en cocodrilos mayores a 1.2 m, la dieta se compone de insectos, peces,
ranas, tortugas, aves y pequefios mamiferos. En cuanto a C. moreletii se ha reportado una
ingesta de 26 diferentes tipos de presas, entre las que se encuentran cangrejos, peces,
anfibios, reptiles, aves, mamiferos silvestres y domésticos (Pérez-Higareda et al., 1989).

En cuanto a reproduccion se conoce que la época reproductiva de C. acutus inicia con el
cortejo en diciembre y enero, por lo que la anidacion comienza a finales de febrero y se
prolonga hasta principios de marzo; la eclosion de las crias se da de mayo a junio (Sigler,
2010). Por el contrario, en C. moreletii, el cortejo va de febrero a marzo, y la anidacion

comienza de marzo a junio, y la eclosion entre junio y septiembre (Casas-Andreu et al., 2011,
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Casas-Andreu et al., 2013). Asimismo, el numero promedio registrado de huevos por nido para
C. acutus es de 27.9 y para C. moreletii de 30 (Aguilar-Miguel, 2005a; Aguilar-Miguel, 2005b).

2.2 Diversidad y estructura genética en cocodrilos

En los estudios sobre diversidad genética de estas especies de cocodrilos se han evaluado
niveles de diversidad y estructura genética en poblaciones naturales, utilizando principalmente
loci de microsatélites. Un ejemplo es el trabajo de Dever et al. (2002) con C. moreletii en el
norte y centro de Belice, quienes encontraron altos niveles de heterocigosidad en distintas
localidades, alta variacion genética entre las localidades y sin evidencias de endogamia. En
cuanto a estructuracion, obtuvieron baja divisidn entre localidades y concluyeron que existe
movimiento frecuente de individuos entre éstas.

En cuanto a C. acutus, Cotroneo (2010) analizé cinco poblaciones a lo largo del Pacifico
en las costas de Costa Rica y enconitré6 que ninguna de éstas estaba en equilibrio, que
presentaban valores moderados de endogamia y diferenciacion significativa. Con ello
concluyeron que a lo largo de las costas de Costa Rica, existe una metapoblacion y no una
poblacién panmictica.

Pacheco (2010) en la Reserva de la Biosfera Ria Lagartos, en Yucatan, analizd
poblaciones de C. moreletii y encontré altos niveles de variacidon genética y observdé que no
existian procesos de endogamia, alto flujo génico y poca estructuracion genética, dado un
movimiento continuo de individuos dentro de las poblaciones. También en la peninsula de
Yucatan, Rodriguez et al (2008) reportan una mayor variacién genética (numero promedio de
alelos por locus y heterocigosidad) en C. acutus que en C. moreletii para las poblaciones
analizadas en dicho trabajo.

Otro estudio realizado en la parte central de Veracruz con poblaciones de C. moreletii
reporta una baja heterocigosidad, ademas de endogamia (Gonzalez-Trujillo et al., 2012);
concluyen que el comportamiento territorial de esta especie, los requerimientos especificos en
cuanto al habitat y la falta de conectividad entre las diferentes poblaciones, podrian estar
contribuyendo a la endogamia y a la subdivision poblacional.

Lo que muestran estos pocos estudios existentes sobre las dos especies de cocodrilos
es que por lo regular las poblaciones muestran tener valores altos de diversidad genética, asi
como ligeros niveles de estructuracion. A pesar de ello, aun falta generar mas informacion al
respecto, ya que hay localidades dentro de la distribucion de estas especies donde aun no se

han evaluado genéticamente sus poblaciones. Tal es el caso del estado de Chiapas, regiéon que
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es de particular importancia por distintas razones: las poblaciones de ambas especies no son
muy abundantes y se ha reportado la introduccién de individuos de C. acutus en poblaciones de
C. moreletii y viceversa, asi como de otras especies de cocodrilo, principalmente, por una
equivocada identificacion (Dominguez-Laso com. pers.; Pacheco-Sierra com. pers.). Ademas,
de que es uno de los dos estados donde también habita el caiman Caiman crocodilus Linnaeus,
1758 (Aguilar-Miguel, 2005c).

2.3 Evidencias de hibridacién en cocodrilos

La hibridacién natural se define como la produccion, en condiciones naturales, de descendencia
a partir del entrecruzamiento de individuos pertenecientes a poblaciones diferenciadas en al
menos un caracter heredable, independiente de su estatus taxonomico. Por lo tanto, las
poblaciones naturales que, como consecuencia de este tipo de eventos, incluyen a individuos
pertenecientes a ambas formas progenitoras, asi como hibridos con diversas genealogias, se
les considera como enjambres hibridos (Arnold, 1997; Gonzales, 2007). Ademas, la hibridacion
natural es mas comun de lo que se esperaria y estda ampliamente identificada en distintos taxa.
Incluso se ha documentado que este proceso puede suceder desde en pocas generaciones
(Jahner et al., 2011) hasta en millones de afos (Gardner, 1997; Gardner y Wei, 2015).

El proceso de hibridacidn comienza cuando individuos no nativos entran en una
poblacion y se aparean con los individuos nativos de ésta, generando una distribucién bimodal
de genotipos, a pesar de ello la poblacién estara conformada principalmente por individuos no
mezclados y por muy pocos hibridos (Kalinowski y Powell, 2015). Sin embargo, si los hibridos
producidos resultan fértiles y los mecanismos de aislamiento reproductivo son débiles, la
hibridizacién puede continuar por varias generaciones, provocando al paso del tiempo eventos
de introgresién en la poblacion, es decir, un flujo constante de genes, como resultado de
repetidos eventos de hibridacién y retrocruzamiento (Gonzales, 2007; Kalinowski y Powell,
2015), lo cual llevara en algun punto a que toda la poblacion sea hibrida y por lo tanto a una alta
diferenciacion con poblaciones de individuos no mezclados.

Las zonas hibridas naturales son consideradas como laboratorios, ya que resultan de
gran interés, debido a que generan individuos recombinantes que proporcionan una oportunidad
para mapear la arquitectura genética del aislamiento reproductivo (Gompert y Buerkle, 2009;
Gompert y Buerkle, 2010). De esta manera, la recombinacién, los individuos mezclados y los

efectos en la adecuacién de las combinaciones genotipicas permiten observar el grado de
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introgresion entre las poblaciones involucradas (Gompert y Buerkle, 2010) y por tanto el
proceso evolutivo de las especies.

En el caso de los cocodrilos, con el uso de marcadores genéticos se ha identificado que
han ocurrido procesos de hibridacién en poblaciones naturales y de cautiverio en diferentes
especies, por ejemplo entre C. siamensis y C. rhombifer (FitzSimmons et al., 2002) y entre C.
acutus y C. rhombifer (Weaver et al., 2008). Asimismo, también se ha encontrado evidencia de
hibridacion entre poblaciones de C. acutus y C. moreletii, con base en loci de microsatélites:
Pacheco-Sierra (2010) analizé a 66 individuos de ambas especies de la Reserva de la Biosfera
Ria Lagartos y encontrd un total de 18 individuos hibridos, nueve con mayor proporciéon hacia
C. moreletii y nueve con mayor proporcion hacia C. acutus, por lo que sugiere que la hibridacion
esta ocurriendo de manera bidireccional.

El estudio de Rodriguez et al. (2008) en la peninsula de Yucatan también reporta un
38.6% de hibridacion en las poblaciones que analizaron, de una muestra de 83 cocodrilos de
ambas especies, de los cuales la mayoria fueron clasificados como F,, es decir hibridos de
segunda generacion o mas.

Finalmente, estos pocos trabajos indican que existen procesos de hibridacién entre
diferentes especies de cocodrilos en poblaciones naturales y de cautiverio, asi como en zonas
de simpatria (FitzSimmons et al., 2002; Cedefio et al., 2008; Rodriguez et al., 2008; Weaver et
al., 2008; Machkour-M’'Rabet et al., 2009; Pacheco-Sierra, 2010). Por lo cual, no se descarta
que pueda estar sucediendo también en las poblaciones de Chiapas, ya que hay sitios como la
Finca Santuario La Esperanza (Villa Flores) donde hubo introduccién de individuos de las dos
especies estudiadas en un cuerpo de agua artificial, pero principalmente de C. moreletii; o bien
de manera accidental por una equivocada identificacion, como en el Canon del Sumidero,
donde se han capturado individuos de C. moreletii, a pesar de ser una poblaciéon que se
caracteriza por la presencia de individuos de la especie C. acutus (Dominguez-Laso com. pers.;
Pacheco-Sierra com. pers.). Por otro lado, hay poblaciones donde no se tiene informacién al
respecto, como la del lago El Aguacate, conformada por individuos de C. moreletii. Por lo tanto,
la informacion genética obtenida de este proceso (hibridacion) en tales poblaciones es de suma
utilidad para la identificacion de hibridos, asi como para plantear adecuadas propuestas de

manejo y conservacion.
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3. Hipétesis

Dado que las tres poblaciones analizadas estan aisladas entre si y el movimiento de
individuos entre éstas debe ser escaso, se esperaria que estén genéticamente
diferenciadas y muestren estructura genética significativa.

Dado que en la poblacion de Villa Flores ha existido introduccion de individuos de ambas
especies, se esperaria encontrar cierto nivel de hibridizacion, mientras que en las otras
dos poblaciones predominaran individuos parentales.

Si en la poblacién de Villa Flores existe hibridacién, ésta presentara niveles mayores de
diversidad genética en comparacion con las poblaciones del Cafidon del Sumidero y El

Aguacate, resultado de la presencia de alelos de ambas especies.

4. Objetivos

4.1 General

Estimar la variacion y estructura genética de individuos de Crocodylus acutus vy

Crocodylus moreletii en tres poblaciones de Chiapas, con base en loci de microsatélites.

4.2 Particulares

Estimar la variacion y la estructura genética dentro y entre poblaciones de C. acutusy C.
moreletii en tres poblaciones de Chiapas.

Determinar si con base en diferencias alélicas y genotipicas se puede diferenciar a los
individuos de cada especie en las poblaciones analizadas de Chiapas.

Determinar si existen procesos de hibridacion e introgresién entre las dos especies en
las poblaciones de Chiapas analizadas.

Con base en los resultados obtenidos, hacer recomendaciones sobre manejo vy

conservacion de estas tres poblaciones.
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5. Materiales y métodos

5.1 Areas de estudio

El estudio se realiz6 en tres zonas del estado de Chiapas (Figura 1):

1)

2)

3)

Finca Santuario La Esperanza, que se localiza en el municipio de Villa Flores (16° 18'
18.53" N, 93° 21' 56.01" O) a una altitud de 550 msnm, con vegetacion predominante de
selva baja y mediana caducifolia, asi como subcaducifolia, ademas de pastizales

naturales e inducidos (http://laesperanzawildlife.com/finca-santuario-la-esperanza/).

Parque Nacional Candn del Sumidero, que se localiza entre los municipios de Tuxtla
Gutiérrez, Chiapa de Corzo, Osumacinta, Soyalé y San Fernando (16° 44" a 16° 56" N,
93° 00" a 93° 11" O); la altitud varia de los 360 a 1720 msnm y la vegetacién esta
conformada principalmente por selva baja caducifolia y bosque de galeria (Pronatura-
Chiapas, 2002; Sigler, 2010)

El lago El Aguacate, que se ubica en el municipio de Juarez (17° 42' 47.54" N, 93° 19'
49.32" O) a una altitud de 120 msnm, con una vegetacién predominante de selva alta

perennifolia y pastizales inducidos (INAFED, 2010).
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Figura 1. Imagen de México y del estado de Chiapas, donde se muestran las poblaciones muestreadas
(Mapas obtenidos de Google Earth, 2015).

5.2 Obtencion de muestras y trabajo de campo

Todas las muestras de sangre y una parte de las de tejido utilizadas en el presente trabajo
fueron proporcionadas por el Bidl. Jeronimo Dominguez Laso y el M. en C. Gualberto Pacheco
Sierra, las cuales fueron colectadas en diferentes monitoreos en los tres sitios de estudio: 21
muestras para Villa Flores, 15 del Canén del Sumidero y 29 de El Aguacate.

Para el trabajo en campo, durante el mes de marzo de 2013 se capturaron, 10 cocodrilos
de Villa Flores y 20 del Cafidn del Sumidero. Asi, junto con las muestras obtenidas de capturas
previas, se obtuvo un total de 31 individuos de Villa Flores, 35 del Candn del Sumidero y 29 de
El Aguacate. El trampeo de individuos se realiz6 durante la noche desde una lancha: si los
individuos eran menores de 1.5 m se atrapaban manualmente, cuando eran mayores a ésta
longitud se capturaban con ayuda de bastones domadores con lazos de metal corredizos. A

cada individuo capturado se le marcd con base en el patron unico de cortes de escamas
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caudales (Dominguez-Laso et al., 2011) y el tejido obtenido se conservo en tubos de 1.5 mi

(Eppendorf®) con etanol al 96% para su procesamiento en el laboratorio (Anexo 1).

5.3 Trabajo de laboratorio

El ADN de los individuos capturados se extrajo con los kits QuickGene DNA Tissue Kit S Mini80
(FUJI FILM) y Quick-gDNA™ Tissue MiniPrep (Zymo Research) cuando las muestras eran de
tejido; para las muestras de sangre se utilizé el kit Quick-gDNA™ Miniprep (Zymo Research)
(Anexo 2). La concentracion de ADN se observo por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 1% (m/v) tefiido con bromuro de etidio (10g/mL) y visualizado con luz UV.

La amplificacion de microsatélites se hizo por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando primers especificos para Crocodylus y marcados con
fluorescencia: Cj16, Cj119, Cj35, Cj127, CUD68, CUJ131, Cj131, Cj109, Cj18, Cj128, Cj391 y
Cj20 (Dever y Densmore, 2001, FitzSimmons et al., 2002) (Anexo 3). El volumen de PCR fue de
7 y 10 uL dependiendo de las condiciones de amplificacion para cada primer (Anexo 4); los
primers que tenian las mismas condiciones, se amplificaron combinados de acuerdo con el
tamano de pares (pb) de cada uno, mientras que otros se hicieron individualmente (Anexo 5).
Para descartar contaminacién se utilizaron controles negativos en cada reaccion. La
genotipificacion de los microsatélites se realizd con la Universidad de lllinois, EUA (UIUC, Core
DNA Sequencing Facility), en un secuenciador capilar ABI PrismszsoxIAnalyzer (Applied
Biosystems®). El genotipo de cada individuo se obtuvo con el programa GeneMarker V2.4.0
(SoftGenetics®). Para la identificacion de los alelos en los cromatogramas se consider6 el pico
mas alto como el alelo, siempre y cuando éste se encontrara dentro o cerca del rango de pb
reportado para el locus. Debido a que los microsatélites son dinucleétidos, la designacion de
alelos se realizdé en pares, por lo que el valor con decimales del tamano de los alelos fue
redondeado siguiendo una conversion para dinucleétidos (Matschiner y Salzburger, 2009; E.
Vazquez-Dominguez com. pers.). Finalmente, en los casos donde no se obtenian
amplificaciones éptimas se modificaron las concentraciones de ADN vy las de Taq polimerasa

durante la PCR (Anexo 4) hasta lograr la amplificacion adecuada.
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5.4 Analisis
5.4.1 Alelos nulos y stuttering”

Para descartar los problemas de alelos nulos y stuttering, los cuales se pueden presentar
cuando la amplificacion en la PCR falla, ya sea porque las regiones de uniéon a los primers
contienen mutaciones que inhiben dicha unién o por que las condiciones de ésta no son las
adecuadas (Selkoe y Toonen, 2006), se utilizé el programa MICRO-CHEKER v2.2.3 (Van
Oosterhout et al., 2004 que detecta y permite corregir dichos errores de genotipificacion al
generar frecuencias alélicas que consideran los alelos nulos encontrados. Este analisis se hizo
para cada locus por poblaciéon, tomando en cuenta como poblacion a cada localidad de

muestreo, con un intervalo de confianza de 95% y 1000 aleatorizaciones.

5.4.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Se analizé la desviacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) entre los loci para cada
poblacion con el programa GenePop v4.3 (Rousset, 2008). Con el mismo andlisis se obtuvo el
coeficiente de endogamia (F;s) con el método de Weir y Cockerham (1984), para cada locus por
poblacion, con el propésito de determinar el exceso o deficiencia de heterocigotos como una
sefial de la desviacién del EHW. La significancia para cada locus se determind con base en los
datos obtenidos en una prueba exacta a partir del analisis de Cadenas de Markov (Guo y
Thompson, 1992), implementando 10,000 demorizaciones, 1,000 “batches” y 10,000 iteraciones
por “batch”. Debido a que el analisis realiza pruebas simultdneas, es necesario ajustar los
valores de probabilidad (P < 0.05) con la finalidad de no rechazar de manera incorrecta la
hipotesis nula, lo cual se hizo por medio de la correccion de Bonferroni (Rice, 1989).

Para evaluar el desequilibrio de ligamiento (DL) entre todas las combinaciones de pares
de loci utilizados, se empled el programa GenePop v4.3 (Rousset, 2008), tomando los mismos

parametros utilizados en la prueba del EWH.

5.4.3 Diversidad genética

Se utilizd el programa GenAlEx v.6.501 (Peakell y Smouse, 2012) para estimar los siguientes
parametros de diversidad genética para cada poblaciéon: niumero observado de alelos (n,),
numero efectivo de alelos (n.), heterocigosis observada (H,), heterocigosis esperada (H,) y la

heterocigosidad de Nei (Hng), la cual es una correccion que proporciona valores mas
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adecuados de diversidad cuando el tamafio de muestra es pequeno (Nei y Roychoudhury,
1974).

5.4 .4 Estructura y diferenciacion genética

Para determinar la estructura genética dentro y entre las poblaciones, asi como la asignacion
de individuos, se utilizé el programa STRUCTURE v2.3.4 (Pritchard et al., 2000), dado que las
tres poblaciones analizadas se encuentran aisladas y con limitado flujo génico entre ellas, se
tomaron los siguientes parametros: 1,000,000 de periodo burn-in, 500,000 de corridas de
Cadenas de Markov, un modelo ancestral “No Admixure Model’ y un modelo de frecuencias
alélicas “Allele Frequencies Independent’; asimismo, se tomé una K de 3 y se realizaron 10
repeticiones independientes para dicho valor.

De manera complementaria se realizé un Analisis Factorial de Correspondencia (AFC)
con el programa GENETIXv4.0.5.2 (Belkhir et al., 2004), con el propésito de obtener una
representacion grafica de los diferentes genotipos y la pertenencia de cada individuo a una de
las tres localidades muestreadas.

Se estimaron los estadisticos F para todos los loci y por locus (Weir y Cockerham, 1984)
comparando las poblaciones de manera pareada con el programa FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet,
1995). Asimismo, se evalud la estructura y diferenciacion genética dentro y entre poblaciones
con los estimadores Fsr (basado en el numero de alelos diferentes entre las poblaciones) y Rsr
(basado en las varianzas de los tamanos de los alelos), los cuales fueron calculados con el
programa Arlequin v3.5.1.3 (Excoffier et al., 2005). Cabe sefialar que, aun cuando el indice Rsr
ha mostrado ser el mas adecuado para el analisis con microsatélites (Slatkin, 1995), éste puede
dar datos erréneos cuando el tamafo de muestra y el numero de loci analizados son pequenos,
por lo que en estos casos es mejor sélo utilizar Fsr (Gaggiotti et al., 1999); por ello se utilizaron
ambos indices.

Para marcadores altamente variables, como los microsatélites, se han propuesto otros
estadisticos como G’sr y Desr, que dependen de la tasa de mutacién pero son insensibles a
otros factores evolutivos que pudieran estar influyendo en los patrones de variacion genética
(Hedrick, 2005; Whitlock, 2011). El parametro G’st se relaciona con la cantidad de variacion
dentro de las sub-poblaciones y de la poblacion en conjunto (Hedrick, 2005), mientras que Dgst
indica la proporcion de diversidad alélica que se encuentra entre las sub-poblaciones, por lo que

aumenta conforme incrementa la divergencia entre éstas (Jost, 2008; Whitlock, 2011). Por lo
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tanto, éstos parametros también fueron calculados utilizando el programa DEMEtics (Gerlach et
al., 2010), el cual esta incluido en la paqueteria R.

Con el fin de determinar la distribucién de la variacion genética, se realiz6 una
evaluacién de niveles jerarquicos por medio del analisis molecular de varianza (AMOVA,;
Excoffier et al., 1992) empleando los parametros Fsr y Rsr con 30,000 permutaciones. Dicho
analisis emplea métodos permutacionales no paramétricos para conocer la distribucién de la
variacion genética entre los diferentes niveles de agrupacion (entre individuos, entre
poblaciones y entre grupos de poblaciones), mediante la particion de la varianza en
componentes de covarianza dados por las diferencias entre poblaciones y entre los individuos
de la poblacion.

Los valores obtenidos mediante el indice Fsr pueden ser sensibles a la presencia de
alelos nulos. Por ello, se estimaron los valores de Fsr considerando alelos nulos con el
programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007), el cual utiliza el algoritmo de correccion para alelos
nulos denominado ENA; se compararon los resultado de Fsr con y sin el efecto de alelos nulos
para todos los loci y por locus, mediante comparaciones pareadas entre poblaciones,
empleando 10,000 réplicas de bootstrap. De igual forma, con el mismo programa se calculé la
distancia genética de Cavalli-Sforza y Edwards (1967), con y sin el efecto de los alelos nulos
entre pares de localidades, con el cual se obtienen genotipos corregidos mediante el algoritmo
INA (Chapuis y Estoup, 2007).

Para evaluar la diferenciacion alélica y genotipica entre las poblaciones de cada sitio de
muestreo, se realizé la prueba exacta de G (Goudet et al., 1996) para la diferenciacion por
poblaciones pareadas por locus, y la prueba de Fisher (Raymond y Rousset, 1995) para todo
los loci en conjunto, utilizando el programa GenePop v4.3. De la misma forma, se aplicé la

correcciéon secuencial de Bonferroni a los valores obtenidos.

5.4.5 Hibridacion e introgresion

El analisis para detectar individuos no mezclados e hibridos se realiz6 utilizando un método de
Maxima Verosimilitud con el programa Introgress, que esta incluido en la paqueteria R
(Gompert y Buerkle, 2010). Dicho analisis genera un indice de hibridacion (h), el cual es un
estimado de la proporcion de alelos que fueron heredados de una de las dos especies no
mezcladas, por lo que una especie es designada como la referente y la otra como la alternativa.
Por otra parte, h toma valores de 0 a 1, correspondiendo a los individuos no mezclados de la

especie alternativa y referente, respectivamente; asimismo éste método maximiza los estimados
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de h al definir intervalos de confianza al 95% (Buerkle, 2005). Por lo tanto, en el analisis a C.
acutus se le consideré como la especie referente y a C. moreletii como la especie alternativa, de
modo que, aquellos individuos que mostraron ser no mezclados, para su clara designacién se
tomaron en cuenta ciertos intervalos de confianza, de 0 a 0.2 en C. moreletiiy de 0.8 a 1 en C.
acutus (Pacheco-Sierra et al., en revision).

Para asignar la categoria (no mezclada o hibrida) a la que pertenecian los individuos de
C. moreletii y C. acutus se utilizé el programa NewHybrids (Anderson y Thompson, 2002), el
cual se basa en un método Bayesiano donde se calcula la probabilidad posterior del nivel de
certeza de que un individuo pertenezca a una categoria hibrida o no. De esta manera, los
individuos de una poblacion pueden asignarse a una de las siguientes categorias: Py 0 P4, que
se refieren a las especies no mezcladas; F; o F,, que hace referencia al niumero generacional
de hibridos; o bien Ry 0 Ry que indican retrocruzas con alguna de las dos especies no
mezcladas. Finalmente, los individuos que presentaron probabilidades posteriores por encima
de 0.50 para una clase genotipica fueron asignados miembros para dicha clase (Rodriguez et
al., 2008).

Nuevamente con el programa Introgress, se calculd el nivel de introgresiéon de los
genotipos entre los individuos de las dos especies mediante el método de clinas gendémicas
(Gompert y Buerkle; 2009; Gompert y Buerkle, 2010), el cual genera clinas consistentes a un
modelo nulo de introgresion neutral y que sirven para estimar las desviaciones que hay entre el
modelo nulo y las clinas gendémicas generadas a partir de los genotipos obtenidos. Ello lo
realiza tomando en cuenta el cambio en las frecuencias de los genotipos a lo largo de un
gradiente de mezcla en el genoma analizado (h), por lo que se puede predecir la probabilidad
de que cierto genotipo resulte de la mezcla en la composicion genética entre un par de
especies, poblaciones divergentes o linajes hibridos (Gompert y Buerkle, 2009).

Debido a que el analisis con Introgress requiere datos genotipicos de las especies no
mezcladas (parentales) para poder calcular los cambios en las frecuencias genotipicas con
respecto a la poblacién mezclada (Gompert y Buerkle, 2010), se incluyeron en el analisis 11
individuos identificados por Pacheco-Sierra et al. (en revision) como genéticamente no
mezclados para la especie C. moreletii de dos poblaciones de San Luis Potosi (Ciénega de
Cabezas y Presa San Diego). Para el caso de individuos genéticamente identificados como no
mezclado de C. acutus, inicialmente se trabajo con individuos de una poblacion de Isla Cozumel
(Pacheco-Sierra et al., en revision); sin embargo, al resultar con una alta diferenciacion genética
con respecto a los individuos del continente, se decidié tomar diez C. acutus del Cafidn del

Sumidero, con proporciones de mezcla menores a 0.05 (q; datos no presentados).
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6. Resultados

6.1 Numero de individuos analizados genéticamente

Cabe mencionar que no se lograron amplificar todos los loci de microsatélites en nueve
individuos de El Aguacate, uno del Canon del Sumidero y uno de Villa Flores, por lo que

genotipificados fueron 20, 34 y 30 muestras, respectivamente (Anexo 1).

6.2 Alelos nulos y “stuttering”

De los 12 microsatélites probados sélo se utilizaron 10, ya que dos resultaron monomoérficos
(CJ131 y CUJ131). A nivel de los sitios de muestreo, los loci analizados en El Aguacate no
mostraron presencia de alelos nulos ni tartamudeos. En cuanto al Cafdén del Sumidero seis loci
(Cj20, CJ18, CJ35, Cj127, Cj16 y CJ119) presentaron alelos nulos y los tres ultimos también
mostraron sefales de tartamudeos, mientras que Villa Flores los loci CJ35 y CJ127 tuvieron

senal de alelos nulos.

6.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Los coeficientes de fijacion (F;s) segun el método de Weir y Cockerham mostraron valores entre
-0.637 y 0.424 en la poblacién de El Aguacate, pero solamente el locus CJ391 mostré una
desviacion significativa del EHW al mostrar un exceso de homodcigos. Para el Candén del
Sumidero (Fis = -0.369 a 0.883) se observé que los loci CJ16, CJ119 y CJ127 tuvieron
igualmente una desviacion significativa del equilibrio, ya que mostraron una deficiencia de
heterécigos, mientras que en Villa Flores (Fis = -0.256 a 0.361) sélo el locus Cj35 tuvo una
desviacion significativa del EHW al mostrar también un exceso de homécigos; en estos dos

ultimos casos puede estar asociado con la presencia de alelos nulos (Tabla 1).
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Tabla 1. Coeficiente de fijacion (F;s) y valores de probabilidad (p) de Weir y Cockerham para cada locus

por poblacion. Se muestra en gris los loci que presentaron alelos nulos.

El Aguacate gzr;()iz:ril Villa Flores
Locus Fis P Fis P Fis P
CJ16 -0.1656 0.9076 0.1942 | 0.0052* 0.2007 0.0015
CJ119 0.3146 0.0248 0.6535 | 0.0007* 0.0169 0.0366
CJ127 0.1364 0.3615 0.4864 0* 0.3612 0.0284
CuD68 0.0788 0.2999 | -0.3695 0.883 0.2105 0.2355
CJ35 -0.1515 1 0.5541 0.0088 1 0.0001*
CJ109 -0.0535 0.7172 0 0.5382 -0.1681 0.0308
CJ18 0.4242 0.0588 0.3615 0.054 -0.0798 1
CJ128 -0.4005 1 -0.1238 0.3106 -0.1382 0.0251
CJ391 0.1941 0.0038* | -0.0596 1 -0.2566 0.9685
CJ20 -0.6379 1 0.2752 0.1302 0.1812 0.02

*P<0.05, con correccion de Bonferroni.

En la poblacién de El Aguacate no se encontré desequilibrio de ligamiento (DL)
significativo para ningun par de loci. Sin embargo, en la poblacion del Cafién del Sumidero se
observé DL significativo para 11 pares de loci (CJ119/CUD68, CJ16/CJ35, Cj127/CJ35,
CuUD68/CJ35, CJ16/CJ109, CJ127/CJ109, CUD68/CJ18, CJ35/CJ18, (CJ109/CJ128,
CJ127/CJ20 y CJ109/CJ20) y cuatro pares de loci en Villa Flores (CJ127/CJ35, CJ127/CJ18,
CJ35/CJ18, CJ16/CJ20), por lo que estos loci no segregan de manera independiente en la
recombinacion genética. Cabe destacar que estos resultados fueron obtenidos para cada sitio
de muestreo a partir de un total de 45 combinaciones posibles (P < 0.05 con correccién

secuencial de Bonferroni; Anexo 6).

6.4 Diversidad genética

Los analisis de diversidad genética mostraron que de las tres poblaciones, el Cafidn del
Sumidero mostré un mayor numero de alelos observados, seguido de Villa Flores y El
Aguacate. En cuanto a los alelos efectivos, igualmente el Canoén del Sumidero fue donde se
encontré el mayor niumero de alelos (2.6) y en el Aguacate el menor numero (2.4). Ademas en
el Candn del Sumidero se observé el mayor numero de alelos privados en seis loci diferentes y

el menor en El Aguacate (Tabla 2).
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Para los valores de heterocigosidad observada (H,) y esperada (H,) promedio, Cafién
del Sumidero presento los valores menores (0.432 y 0.501), en comparacién con El Aguacate
(0.565 y 0.538), y Villa Flores (0.510 y 0.543). Lo cual también se observo con los valores de
heterocigosidad esperada de Ng, (Hyg) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de diversidad genética por locus para las tres poblaciones de cocodrilo analizadas.

Poblacion Locus N n, ne Ae H, H, Hye

CJ16 20 2.000 1.724 0 0.500 0.420 0.431

CJ119 20 3.000 2.740 0 0.450 0.635 0.651

CJ127 20 5.000 1.818 1 0.400 0.450 0.462

CUDG68 20 4.000 2.730 1 0.600 0.634 0.650

CJ35 20 3.000 1.515 0 0.400 0.340 0.349

El Aguacate CJ109 20 3.000 2.847 0 0.700 0.649 0.665

CJ18 20 3.000 1.504 0 0.200 0.335 0.344

CJ128 20 4.000 2.116 0 0.750 0.528 0.541

CJ391 20 8.000 4.598 3 0.650 0.783 0.803

CJ20 20 6.000 2.532 0 1.000 0.605 0.621

Media 20 4.100 2.412 0.5 0.565 0.538 0.552

SE 0 0.567 0.293 0.217 | 0.071 0.047 0.048

CJ16 34 8.000 4.000 3 0.588 0.750 0.761

CJ119 34 4.000 1.199 0 0.059 0.166 0.168

CJ127 34 9.000 2.919 4 0.324 0.657 0.667

CUDG68 34 4.000 2.938 0 0.912 0.660 0.669

. CJ35 34 3.000 1.475 0 0.147 0.322 0.327
Candn del

Sumidero CJ109 34 4.000 1.353 1 0.265 0.261 0.265

CJ18 34 7.000 2.061 4 0.353 0.515 0.522

CJ128 34 12.000 6.663 5 0.971 0.850 0.863

CJ391 34 4.000 1.237 0 0.206 0.192 0.194

CJ20 34 7.000 2.714 1 0.441 0.631 0.641

Media 34 6.200 2.682 1.8 0.432 0.501 0.509

SE 0 0.917 0.546 0.341 0.099 0.079 0.080

CJ16 30 6.000 2.889 1 0.533 0.654 0.665

CJ119 30 7.000 3.333 3 0.700 0.700 0.712

CJ127 30 6.000 2.041 1 0.333 0.510 0.519

CuD68 30 5.000 2.635 1 0.500 0.621 0.631

Villa Flores CJ35 30 2.000 1.220 0 0.000 0.180 0.183

CJ109 30 5.000 2.835 2 0.767 0.647 0.658

CJ18 30 3.000 1.270 0 0.233 0.213 0.216

CJ128 30 9.000 3.255 1 0.800 0.693 0.705

CJ391 30 5.000 1.991 1 0.633 0.498 0.506

CJ20 30 6.000 3.550 0 0.600 0.718 0.731

Media 30 5.400 2.502 1 0.510 0.543 0.553

SE 0 0.618 0.264 | 0.172 | 0.080 0.062 0.064

N = tamafo de muestra, n, = alelos observados, n, = alelos efectivos, Ae = numero de alelos privados, H,
= heterocigosidad observada, H, = heterocigosidad esperada, Hyg = heterocigosidad esperada de Nei,

SE = error estandar.
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6.5 Estructura y diferenciacion genética

Con el andlisis de STRUCTURE (A = -1814.3; Figura 2) se asignaron a los individuos de El
Aguacate y de Villa Flores a una misma poblacion (verde), lo cual puede deberse a similitudes
genéticas al tratarse de poblaciones de la misma especie, es decir, C. moreletii. En cuanto al
Canodn del Sumidero, ésta fue asignada como una poblacién diferente, debido a que ésta se
encuentra conformada principalmente por C. acutus (rojo); sin embargo algunos individuos
(G009, G226, Copoya y G260) fueron asignados como individuos pertenecientes a las
poblaciones de C. moreletii (verde). Cabe resaltar que algunos cocodrilos de Villa Flores
(CQ290, CQ291 y CQ292), asi como del Candn del Sumidero (G191 y CQ69) fueron asignados

con proporciones altas a una poblacién diferente a las anteriores (azul).
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Figura 2. Proporciones de pertenencia genética para C. moreletii y C. acutus. En el eje “x” estan
sefalados los individuos analizados, ademas de las poblaciones donde se capturd a cada uno de estos.

El eje “y” representa el porcentaje de pertenencia de cada individuo.

El Analisis Factorial de Correspondencia también mostré6 que los cocodrilos de El
Aguacate y Villa Flores son agrupados cercanamente. Por otro lado, los individuos del Cafién
del Sumidero, igualmente, se separan de estas dos poblaciones; asimismo se observa como
algunos individuos de esta poblacién son agrupados con C. moreletii. Del mismo modo, hay
individuos de Villa Flores y Canén del Sumidero que se agrupan como en el andlisis realizado
con STRUCTURE, como si se tratara de una diferente poblacién con caracteristicas genéticas

distintas a las dos especies (Figura 3).
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Figura 3. Analisis Factorial de Correspondencia (AFC) de las poblaciones de cocodrilo analizadas. Los
cuadros amarillos representan a los individuos de El Aguacate, los azules de Villa Flores y los blancos del

Cafon del Sumidero. El Eje “x” explica el 13.34% de varianza y el Eje “y” el 7%.

Con los coeficientes F las comparaciones pareadas entre El Aguacate y el Cafén del
Sumidero mostraron un valor de F;r considerando todos los loci de 0.382 y el de F;s de 0.083, lo
que indica que hay un déficit de heterdcigos (Anexo 7), mientras que Fsr fue de 0.326 (Tabla 3).
Lo observado entre Villa Flores y Cafién del Sumidero y entre Villa Flores y EI Aguacate fueron
valores similares con evidencia de déficit de heterécigos, y un Fsr de 0.293 para el primer caso
y el valor mas bajo de Fsr (0.033) para la segunda comparacion. De tal forma que la mayor
diferenciacion nuevamente se observa entre Canoén del Sumidero y las otras dos poblaciones
(Tabla 3).

Los valores con G’st ¥ Dgy, similar a lo encontrado con Fsr, mostraron que las
poblaciones de El Aguacate y el Canon del Sumidero presentaron la mayor diferenciacion
genética (0.198 y 0.538, respectivamente), seguido de las poblaciones de Cafdén del Sumidero
y Villa Flores, (G’st = 0.182; Dey = 0.480), mientras que Villa Flores y El Aguacate mostraron la
menor diferenciacion genética (0.015 y 0.052) (Tabla 3). Lo cual también se observé en cada

locus (Anexo 8).
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Tabla 3. Estadisticos Fsr, G’stYy Des Obtenidos para todos los loci.

Comparaciones

El Aguacate y Villa Flores y Cainoén del Sumidero y
Canoén del Sumidero El Aguacate Villa Flores
FST ’ST DEst FST ’ST DEst FST ,ST DEst
T000s10s | 0325 | 0198 | 0.538 | 0.033 | 0.015 | 0.052 | 0292 | 0.182 | 0.480
IC (95%) 0.224- | 0.193- | 0.516- | 0.012- | 0.010- | 0.037- | 0.169- | 0.178- | 0.460-
° 0.438 | 0.205 0.568 0.054 0.022 0.074 0.451 | 0.189 | 0.505

En negritas se muestran los valores significativos (P<0.05). IC = intervalos de confianza.

El analisis de varianza molecular (AMOVA), con base en los estimadores Fsr mostré que

el 69.01% de la variacion genética se encuentra dentro de los individuos, mientras que el

24.87% de ésta se encuentra entre poblaciones (grupos) y el 6.12% entre los individuos dentro

de las poblaciones (Tabla 4a). Los resultados obtenidos con el coeficiente Rsr fueron similares,

obteniendo porcentajes de 71.77% y 34.77% para dentro de los individuos y entre poblaciones,

respectivamente (Tabla 4b),

Tabla 4. AMOVA basado en los valores estimados de Fsr(a) y Rst (b).

Fuente de Glrzados de Suma de Componentes Porcentaje de
e ibertad . . i 70 P
variacion (9.1) cuadrados de la variacién variacién (%)
(a)
Entre
poblaciones 2 102.841 0.88614 24.87 0.000*
(grupos)
Entre individuos
dentro de las 81 234.432 0.21795 6.12 0.000*
poblaciones
Dentro de los 84 206.500 2.45833 69.01 0.000*
individuos
Total 167 543.774 3.56242 100
(b)
Entre
poblaciones 2 37102.951 328.63575 34.76 0.000*
(grupos)
Entre individuos
dentro de las 81 44935.216 -61.82451 -6.54 0.982
poblaciones
Dentro de los 84 56986.000 678.40476 71.77 0.001*
individuos
Total 167 139024.167 945.21601 100
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Los valores calculados para todos los loci mediante el coeficiente Fsr con la correccion
ENA para alelos nulos, concordaron con los datos obtenidos por el método de Weir y
Cockerham (1984): ambos mostraron que las poblaciones El Aguacate y Villa Flores tienen una
mayor diferenciacion con respecto al Cafidn del Sumidero y muy poca entre ellas (Tabla 5); sin
embargo, también se observé que con esta correccién, un menor numero de loci mostraron
diferenciacion genética significativa (Anexo 9). Se observo el mismo patron con las distancias
genéticas de Cavalli-Sforza y Edwards (1967), tanto para todos los loci (Tabla 6) como por locus

(Anexo 10), la cual emplea la correccion INA para alelos nulos.

Tabla 5. Coeficiente Fsr para todos los loci con y sin correccion ENA para alelos nulos.

Comparaciones
El Aguacate y Villa Flores y Cainoén del Sumidero y
Cainén del Sumidero El Aguacate Villa Flores
Fsr Fsr Fsr Fsr Fsr Fsr
(sl/c) (c) (s/c) (c) (s/c) (c)
Tocos los 0.325 0.31 0.032 0.035 0.292 0.264
IC (95%) 0.246- 0.408 | 0.237-0.386 | 0.016-0.048 | 0.019-0.054 | 0.188-0.406 | 0.172- 0.366

s/c = sin correcciodn, ¢ = con correccion, IC = Intervalo de confianza.

Tabla 6. Distancias genéticas pareadas de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) (D) para todos los loci con y

sin correccion INA para alelos nulos.

Comparaciones
El Aguacate y Villa Flores y Canén del Sumidero y
Cainén del Sumidero El Aguacate Villa Flores
D (s/c) D (c) D (s/c) D (c) D (s/c) D (c)
Tocos los 0.523 0.535 0.286 0.323 0.480 0.474
0.462- 0.291-
IC (95%) 0.452- 0.597 0.609 0.252- 0.327 0.358 0.409-0.551 0.409-0.539

s/c = sin correccion, ¢ = con correccion, IC = Intervalo de confianza.

El analisis de diferenciacion alélica y genotipica mostré que para la comparacion entre
Cafion del Sumidero, ya sea con El Aguacate o Villa Flores, fueron significativas para todos los
loci, mientras que entre éstas dos ultimas sélo dos loci fueron significativos. EI mismo patron se
observé cuando se realizd el analisis considerando todos los loci en conjunto (Anexo 11). Esto
indica que hay una clara diferenciacion genética entre las dos especies en las poblaciones

analizadas.
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6.6 Hibridacion e introgresion

El indice de hibridacion mostré que la mayoria de los individuos de la poblacion de ElI Aguacate
y Villa Flores, ambas de C. moreletii (especie alternativa), comparten cierta proporcién genética
con C. acutus (especie referente), por lo que se les consideré como hibridos; por otra parte,
s6lo un individuo de cada poblacion (CQ2 y CQ33, respectivamente) fue identificado como no
mezclado. Para el Cafién del Sumidero varios individuos fueron identificados como no
mezclados para C. acutus; sin embargo algunos tuvieron mayores proporciones genéticas para
C. moreletii (G009, G226, Copoya, G260, G191 y Loquito), mientras que otros cocodrilos

mostraron compartir bajas proporciones con ésta especie (Figura 4; Anexo 12).
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Figura 4. Representacion grafica del indice de hibridacion. El eje “x” indica los individuos analizados de
cada poblaciones y el eje “y” muestra el indice de hibridacién (h). Las lineas verticales negras indican los

intervalos de confianza para cada cocodrilo.

La asignacion de los individuos con NewHybrids sitlio a muy pocos en una clasificacion
hibrida, por lo que la mayoria de los cocodrilos de El Aguacate y Villa Flores fueron
categorizados como no mezclado de C. moreletii, aunque en Villa Flores dos individuos se
clasificaron como C. acutus y otro mas como una retrocruza con C. acutus. Para el Cafnon del
Sumidero cinco cocodrilos fueron clasificados como no mezclados para C. moreletii y otro mas
como una retrocruza con C. acutus (Figura 5; Anexo 13). También en el analisis se incluyeron
los datos de los individuos no mezclados de C. moreletii de las dos poblaciones de San Luis
Potosi, con la finalidad de corroborar la categorizacion de estos.
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Figura 5. Asignacion de la clasificacion hibrida. En el eje “x” se muestra cada uno de los individuos de las

9

poblaciones analizadas. En el “y” se indican las frecuencias genotipicas de las diferentes categorias. C.
acutus (P0), C. moreletii (P1), hibridos F; (F1), hibridos F, (F2), retrocruza con C. acutus (RO) y

retrocruza con C. moreletii (R1).

De los 10 loci utilizados en el analisis de clinas gendmicas, siete se desviaron
significativamente de las clinas esperadas bajo el modelo neutral (Figura 6; P>0.05); sin
embargo ninguno mostré patrones utiles para identificar introgresion, esto debido al exceso de
homocigotos identificados para ambas especies. A pesar de ello, se pudo observar que en
algunos loci hubo una gran presencia de heterocigotos, ademas de homocigotos (Figura 7), no
obstante los datos de estos se deben de tomar con precaucion al no ser constantes, por lo que
no se puede indicar de manera precisa el grado de introgresién en estos loci. Por otro lado, este
método ademas de analizar el patron de introgresién también sirve para observar si los loci se
encuentran bajo la accién de algun tipo de seleccion natural (Gompert y Buerkle, 2009); sin
embargo las desviaciones encontradas en las clinas no muestran evidencia consistente de que

algun locus se encuentre bajo seleccién natural (Figura 6).
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Figura 6. Clinas gendmicas de los 10 loci de microsatélites utilizados para el analisis. EIl nombre del locus
y el valor de P se muestran para cada grafica (*P<0.05). Valores del indice de hibridacién de cero
corresponden a individuos no mezclados para C. moreletii, mientras que valores de 1 indican individuos
no mezclados de C. acutus. Se muestran los intervalos de confianza al 95% de los homocigotos
esperados de C. moreletii (verde oscuro) y de los heterocigotos esperados (verde claro). La linea solida
hace referencia a los homocigotos observados de C. moreletii y la linea punteada a los heterocigotos
observados. Los circulos indican los datos genotipicos observados e ilustran la relacion entre el indice
de hibridacion y las tres clases genotipicas: homocigotos de C. moreletii (arriba), heterocigotos (en

medio) y homocigotos de C. acutus (abajo).

34



Cainon del
Sumidero

Villa Flores

El Aguacate

00 05 10

CcJ109
CJ127
CcuD68
CJ16
cJ18
CJ20
CJ35
CJ128
CJ119
CJ391

Figura 7. Patrones de introgresion para todos los loci (eje x) e individuos de las poblaciones analizadas
(eje y). Cada rectangulo denota un genotipo de un individuo para un locus: homocigoto de C. moreletii
(verde oscuro), heterocigoto (verde intermedio) y homocigotos de C. acutus (verde claro). El grafico a la

derecha muestra la proporcion del genoma heredado de la especie referente (C. acutus) a cada individuo

(h).
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7. Discusion

El presente estudio es el primero que analiza la diversidad, estructura genética y niveles de
hibridacion de C. moreletii y C. acutus en el estado de Chiapas, con base en loci de
microsatélites. Asimismo, las poblaciones estudiadas representan un modelo ideal de estudio,
dado que permitieron corroborar la prediccion de que albergaban individuos genéticamente

reconocibles como especies no mezcladas, permitiendo identificar hibridos con gran certeza.

7.1 Diversidad y estructuracion genética

La variabilidad genética de las poblaciones estudiadas mostréo valores mas altos de
Heterocigosidad (El Aguacate: H, = 0.565 y H, = 0.538; Villaflores: H, = 0.510 y H, =
0.543) pero similares en cuanto al nimero promedio de alelos (n, = 4.1 y 54,
respectivamente) en comparacién con lo registrado para C. moreletii por Rodriguez et al.
(2008) en la peninsula de Yucatan (H, = 0.31y H, = 0.39; n, = 4.1) y por Gonzalez-Trujillo et al.
(2012) en el centro de Veracruz (H, = 0.32 y H, = 0.44; n, = 3.6). Por otro lado, Pacheco-Sierra
(2010) reporta valores mas altos de heterocigosidad y de nimero promedio de alelos para la
misma especie (H, = 0.900-1.000 y H, = 0.657-0.763; n, = 4.4-11), ello en poblaciones ubicadas
en la Reserva de la Biosfera Ria Lagartos, Yucatan. Por otro lado, C. acutus mostré valores
ligeramente menores de heterocigosidad, pero mayores en cuanto a numero promedio de alelos
(Ho, = 0.426, H, = 0.500 y n, = 6.2) respecto a lo reportado por Weaver et al. (2008) en
poblaciones de cautiverio en Cuba (H, = 0.49 y H, = 0.57; n, = 4) y por Rodriguez et al. (2008)
en la peninsula de Yucatan (H, = 0.51 y H, = 0.59; n, = 4.5). De esta manera, se aprecia que
las poblaciones analizadas de C. acutus y C. moreletii de Chiapas, aunque habitan cuerpos de
agua relativamente confinados, los niveles de diversidad genética son similares a lo reportado
para las dos especies en otras regiones y habitats.

Los analisis de estructuracién mostraron que las poblaciones de C. moreletii tienen una
alta diferenciacion con respecto a la de C. acutus. Del mismo modo, con los estadisticos
evaluados (Fst, G’st Yy Des) se confirma la alta estructuracion genética entre estas especies, en
concordancia con los valores de distancia genética. Es mas, las estimaciones con y sin
correccion para alelos nulos fueron similares y los analisis de diferenciacion genotipica y alélica

indican que cada especie mantiene composiciones genéticas unicas.
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Como se observo, El Aguacate y el Cafion del Sumidero registraron los valores mas
altos de diferenciacion y distancia genética (0.311 y 0.535, respectivamente), lo cual concuerda
con lo reportado por Rodriguez et al. (2008), quienes encontraron una separacién profunda
entre los individuos de ambas especies (analizadas por medio de un arbol de neighboor-joining
basado en las distancias pareadas); Cedefio-Vazquez (2008) reporta el mismo patrén para las
dos especies utilizando datos de ADN mitocondrial. EI mismo escenario se encontré entre Villa
Flores y Cafnon del Sumidero, pero con valores menores de Fsr(0.264) y de distancia genética
(0.474) en comparacion con lo obtenido comparando El Aguacate.

Los datos también mostraron que ElI Aguacate y Villa Flores tienen una baja
diferenciacion, indicando que pertenecen a una misma; sin embargo, esto no podria ser posible
por la amplia distancia que existe una de oftra, dificultando asi el movimiento y flujo génico
entres estas. Dichas similitudes podrian explicarse si se toma en cuenta que estos cocodrilos
comparten proporciones genéticas al ser la misma especie (C. moreletii), por lo que se estaran
mas cercanos genéticamente. Por lo tanto, las tres poblaciones fueron consideras como
distintas, solo geograficamente hablando. Cabe resaltar, que dicha diferenciacion entre estas
poblaciones es mayor que la reportada por Pacheco-Sierra (2010) para la misma especie en las
poblaciones de la Reserva de la Biosfera Ria Lagartos, lo cual puede estar relacionado con el
hecho de que hay movimiento de individuos y flujo génico entre las poblaciones de la reserva,
mientras que entre El Aguacate y Villa Flores muy dificilmente podria haberlo.

Hay que tomar en cuenta que Villa Flores no es una poblacién natural, por lo que los
cocodrilos que la conforman fueron introducidos; asimismo se encuentra rodeada en su mayoria
de grandes extensiones de potreros y pastizales. Por otro lado, la poblacién de Candn del
Sumidero quedd relativamente aislada después de la construccion de la Presa Hidroeléctrica
Manuel Moreno Torres (“Chicoasén”), con lo que se interrumpié en su mayoria la migracion con
otras poblaciones ubicadas rio abajo después de la cortina de la presa (Sigler, 2010). Asi,
aunque se conoce que los cocodrilos son animales que pueden desplazarse distancias largas,
ya sea por medio acuatico o terrestre (Vasconcelos et al., 2006; Pacheco-Sierra, 2010) en
busca de hembras para aparearse, como mecanismo para evitar la competencia antes del
apareamiento, o para la busqueda de mejores sitios de anidamiento donde haya alimento
(hembras; Tucker et al., 1998), ello es poco probable que ocurra entre Villa Flores y Cafon del
Sumidero, dado el aislamiento (distancia) considerable entre éstas y por las barreras
geogréficas presentes en las localidades donde habitan. En cuanto a la poblacién de El

Aguacate, tampoco es factible el movimiento de individuos con las otras dos, pero si con
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poblaciones cercanas de C. moreletii, ubicadas en El Caracol y en el Arroyo San Vicente
(CONABIO, 2011).

7.2 Hibridacidén en las poblaciones de Chiapas estudiadas

En los ultimos afios se ha comprobado que ocurren eventos de hibridacién en diferentes
especies de cocodrilo, tanto de manera natural como en poblaciones en cautiverio
(FitzSimmons et al., 2002; Ray et al., 2004; Cedefo-Vazquez et al., 2008; Rodriguez et al.,
2008; Weaver et al., 2008; Pacheco-Sierra, 2010). Lo cual se confirma en el presente estudio,
ya que en las tres poblaciones analizadas, en el estado de Chiapas, se encontraron evidencias
de hibridacion.

Se sabe que un factor que puede generar un aumento en el desequilibrio de ligamiento,
es la mezcla de poblaciones, ya que una simple combinacién de frecuencias genéticas
diferentes, provocara un cambio en éstas, generando desviaciones al EHW (Freeman y Herron,
2002). Por lo tanto, es muy comun encontrar evidencias de desequilibrio de ligamiento en zonas
donde han ocurrido procesos de hibridacién (Durand et al., 2009; Gompert y Buerkle., 2009), lo
cual se pudo corroborar en el Canén del Sumidero y Villa Flores, donde diferentes pares de
locus presentaron evidencias de desequilibrio. Por otro lado, en ElI Aguacate no se encontro
desequilibrio de ligamiento, posiblemente, porque en esta poblacién quizas los procesos de
hibridacion lleven ocurriendo mas tiempo, provocando que al paso de las generaciones
disminuya constantemente el desequilibrio (Freeman y Herron, 2002); por lo que podria decirse,
que por ello, aun es posible detectarlo en los loci de Villa Flores, ya que en esta poblacién los
eventos de hibridacidon no sobrepasan las dos o tres generaciones (Pacheco-Sierra com. pers).
Asimismo, la presencia del desequilibrio de ligamiento en los pares de loci, puede ser un
indicativo de que hay presiones de seleccion actuando en dichas zonas.

Oftro punto a sefialar, son los valores de H, y H, en C. moreletii, ya que fueron mas altos
en comparacion a los de C. acutus, lo cual pudo haber sido por el efecto de los hibridos, debido
a que en estas poblaciones (ElI Aguacate y Villa Flores) la mayoria de los individuos se
identificaron como mezclados y se ha reportado que cuando hay una combinacién de alelos y
genotipos de dos especies diferentes, es muy comun que la variabilidad genética aumente
(Machkour-M’'Rabet et al., 2009). De esta manera, se puede decir que por ende, dichas
poblaciones no mostraron alta diferenciacion genética, ya que ademas de compartir
proporciones genéticas de C. moreletii, también comparten algunas con C. acutus,

acercandolas genéticamente aun mas. Por otra parte, los individuos que se asignaron
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pertenecientes a una tercera poblacion, fue porque se trataba de los hibridos con mayores
proporciones de mezcla genética.

De las tres poblaciones, Villa Flores era la Unica que se esperaba que tuviera individuos
hibridos, ya que al ser una poblaciéon no natural y debido al desconocimiento de las diferencias
morfoldgicas, hace anos en este sitio se introdujeron ambas especies en el cuerpo de agua
artificial, facilitando de esta manera los apareamientos entre éstas (Dominguez-Laso com.
pers). Por ofra parte, El Aguacate, que se creia conformada totalmente de C. moreletii, casi
todos sus individuos analizados fueron hibridos, lo cual puede deberse a la migracion y flujo
génico que puede tener ésta poblacion con otras cercanas, como la de El Caracol, localidad
donde se ha registrado también la presencia de hibridos (Pacheco-Sierra et al., en revision), por
lo que se piensa que esto seria lo que estuviera favoreciendo la formacién de hibridos en dicha
poblacion, no obstante para comprobar esta hipotesis en necesario medir el flujo génico entre
éstas.

La poblacion de C. acutus del Candén del Sumidero, fue la que presento, de las dos
especies, el mayor numero de individuos no mezclados; sin embargo aquellos que mostraron
proporciones genéticas mas cercanas a C. moreletii, fueron individuos que por una equivocada
identificacion morfoldgica, en afios pasados, se introdujeron a esta poblacion, pero que después
de localizarse nuevamente en el sitio, fueron removidos y colocados en cautiverio en el Museo
del Cocodrilo del Zoolégico ZOOMAT (Dominguez-Laso com. pers), pese a ellos no se descarta
la posibilidad de que haya mas individuos hibridos en esta poblacién. Los datos obtenidos en el
presente estudio indican que de las dos especies, C. moreletii es la que presento mas
individuos hibridos, lo cual concuerda con lo encontrado por Pacheco-Sierra et al (en revision),
quienes indican que muchas poblaciones de esta especie presentan evidencias de hibridacion.

Aunque se detectaron individuos hibridos en ambas especies, la categorizacién de estos
fue limitada, ya que muchos se asignaron como no mezclados para la especie que pertenecian;
pese a ello hubo ciertas concordancias con los datos del indice de hibridacién, ya que los
individuos que mostraron las proporciones mas altas hacia la especie contraria perteneciente,
fueron detectados también como hibridos e incluso algunos se les categorizé como retrocruzas.
Sin embargo, estos datos se deben de tomar con cautela, ya que se ha visto que los métodos
de inferencia Bayesiana por su misma complejidad, pueden afectar la interpretabilidad y la
exactitud de los datos de hibridacion (Buerkle, 2005), sobrestimandolos (Payseur et al., 2004) o
bien subestimandolos como pudo haber ocurrido en el presente analisis.

El patrén de introgresion no se logré determinar, principalmente, por las pocas

generaciones que llevan dandose los eventos de hibridacién, ya que para observar un patron
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claro de introgresidbn es necesario que hayan transcurrido muchas generaciones de
entrecruzamientos hibridos (>40; Pacheco-Sierra com. pers.). Lo cual no ha sucedido, al menos
en Villa Flores, sitio donde se sabe que a lo mucho estos eventos llevan sucediendo tres
generaciones, por lo que se infiere que en el Cafién del Sumidero y El Aguacate, la hibridacion
igualmente no lleve muchas generaciones, pero si un numero mayor que Villa Flores, esto al ser
poblaciones naturales. Otros factores que pudieron influir en los resultados obtenidos, fue el
numero de muestras, asi como el nimero de loci de microsatélites utilizados, porque a pesar de
que el método es algo sencillo, este puede mostrar un patrén mas real al trabajar con valores
de muestras y de loci mucho mayores a los utilizados en el presente estudio (Gompert y
Buerkle, 2010).

Finalmente, el analisis para evaluar loci sujetos a seleccién, por efecto de la hibridacion,
(Gompert y Buerkle, 2009; Gompert y Buerkle, 2010) no mostré evidencias de ello, por lo que
no se pudo definir si la seleccion es un proceso que esté sucediendo en estas poblaciones. Sin
duda es necesario contar con un mayor numero de loci de microsatélites para poder evaluar
cuidadosamente este aspecto. Sin embargo, no hay que perder de vista que el hecho de que
existan apareamientos entre las dos especies, genera muchos cambios en las frecuencias
genéticas de los individuos en las poblaciones analizadas, los cuales podria provocar diferentes
efectos, en futuras generaciones, en la evolucién tanto de los hibridos como de las especies no

mezcladas.

7.3 Aspectos de conservacion

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que existe una diferenciacion
genética significativa entre C. moreletii y C. acutus. Asimismo, se reporta que en las tres
poblaciones analizadas hay evidencias de hibridacién, pero que a pesar de ello, cada especie
conserva caracteristicas genéticas propias, es decir, de las especies no mezcladas; asi como
buenos niveles de variacion genética.

Con los datos de hibridacién se pudo identificar que el Canén del Sumidero, fue la
poblacion que presento un mayor numero de individuos no mezclados, por lo que es de suma
importancia mantenerla como primordial para proyectos de manejo y conservacion, ya que no
se descarta la posibilidad de que todavia se encuentren individuos hibridos en ella; asimismo,
esto indica que dicha poblacién no se ha visto tan afectada por la hibridacién, como las de C.
moreletii analizadas, donde la mayoria de los cocodrilos fueron hibridos. Lo cual llama mucho la

atencion, debido a que en El Aguacate no se esperaba encontrar altos niveles de mezcla
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genética, por lo que es necesario continuar estudiandola para enfocar mejores planes de
manejo, en lo que respecta a la identificacion y remocién de hibridos. Por otro lado, Villa Flores
resulta interesante, porque al ser una poblacion no natural, se podria considerar como un
laboratorio para observar como los apareamientos hibridos afectan a la evolucion de estos
individuos a través del tiempo.

Se ha documentado que en cocodrilos, la hibridacion puede complicar la correcta
identificacion de especies, cuando sélo se basa en caracteristicas morfolégicas (Weaver et al.,
2008; Pacheco-Sierra et al. en revision). Es por ello, la gran importancia de los estudios
genéticos en poblaciones naturales, de éstas y otras especies, ya que al conjuntar informacion
morfoldgica y genética, se tiene mayor certeza no solo para la identificacion de especies, sino
también para la asignacion de individuos y la interpretacion ancestral.

Por lo tanto, los resultados obtenidos resaltan la importancia de identificar qué
poblaciones de estas especies son hibridas y cuales no, no solamente de Chiapas, sino a lo
largo de su distribucion, para que los ejercicios y metas de conservacion se enfoquen a ambas,
pero siguiendo estrategias diferentes, ya que en las poblaciones con evidencias de hibridacion
lo mas recomendable seria remover a los supuestos hibridos. Mientras que en las no
mezcladas seria evitar la introduccion de éstos, con la finalidad de mantener la variabilidad
genética propia de cada especie. Asimismo, se deben estudiar las poblaciones hibridas con
mayor énfasis, para determinar en qué direccion se estan dando los procesos de introgresion,
asi como evaluar y establecer el efecto de las fuerzas evolutivas en los cambios de las
frecuencias genotipicas en el curso de su evolucién de esto reptiles. Dado que el proceso de
hibridacion puede generar una reduccion de la diversidad de especies, provocando la pérdida
de una especie involucrada cuando la introgresion ocurre con mayor frecuencia en contra de
una de las especies o bien la pérdida de ambas como resultado de la formaciéon de una nueva
especie hibrida (Carling y Thomassen, 2012).

Por ultimo, la informacién obtenida en el presente estudio no solo resulta valiosa para el
conocimiento de la genética e hibridacion de C. moreletiiy C. acutus en el estado de Chiapas,
sino que brinda informacion determinante para los programas de manejo y conservacion. Aun
mas, al conjuntar esta informacién con la ecoldgica y ambiental, se podran generar mejores

propuestas y planes para la conservacion de estos carismaticos e impresionantes reptiles.
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8. Conclusiones

La diversidad genética en las poblaciones estudiadas del estado de Chiapas fueron
ligeramente mayores en C. moreletii respecto a lo observado en C. acutus. Asimismo,
las poblaciones analizadas mostraron valores similares a otras que habitan en diferentes
habitats, incluso a pesar de estar aisladas.

De las tres poblaciones, El Aguacate, fue la que presentd los mayores niveles de
diversidad genética

Existe una fuerte estructuracion y diferenciacion genética entre las poblaciones de C.
moreletii (El Aguacate y Villa Flores) y C. acutus (Canén del Sumidero), lo que ha
permitido que conserven caracteristicas genéticas unicas de cada una.

Villa Flores y Cafidn del Sumidero son poblaciones aisladas, por lo que el flujo génico
con otras poblaciones es poco factible o nulo, mientras que El Aguacate puede tener
intercambio de individuos con otras poblaciones cercanas de C. moreletii.

Se encontré evidencias de hibridacion en todas las poblaciones analizadas, pero en
mayor proporcion en El Aguacate y Villa Flores, las cuales correspondian a poblaciones
de C. moreletii.

No se logro categorizar de una marea clara a qué clase de hibridos correspondian los
individuos con evidencias de mezcla genética.

No fue posible encontrar un patrén de introgresion consistente en los loci utilizados, ni
corroborar si alguno de éstos estaba bajo seleccién natural.

La informacién genética obtenida de estas poblaciones sera de gran utilidad para
generar mejores propuestas de manejo y conservacion, para éstas y otras poblaciones

de cocodrilo del estado de Chiapas.
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10. Anexos

Anexo 1. Inventario de muestras utilizadas en el presente estudio

Tipo de

Colectado en

# ID Especie muestra salida de campo Localidad Microsatélites
1 cQ1 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
2 CQ2 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
3 CQ3 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
4 CQ4 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
5 CQ5 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
6 CQ6 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
7 CQ200 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
8 CQ201 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
9 CQ202 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
10 CQ203 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
11 CQ204 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
12 CQ205 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
13 CQ206 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
14 CQ207 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
15 CQ209 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
16 CQ210 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
17 CQ212 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
18 CQ213 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
19 CQ216 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
20 CcQ217 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate Si
21 CQ218 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
22 CQ208 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
23 CQ211 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
24 CQ214 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
25 CQ215 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
26 CQ219 Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
27 | CQO001 (A) | Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
28 | CQO001 (B) | Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
29 | CQO001 (C) | Crocodylus moreletii Escama No El Aguacate N/A
30 G009 Crocodylus moreletii Sangre No gifr]r?igedril Si
31| G191 ; Sangre No girr‘:lgedri' Si
32| G226 ; Sangre No girr‘:lgedri' Si
33| G260 ; Sangre No girrﬁgfril si
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Canodn del

34 Copoya Crocodylus moreletii Sangre No Sumidero Si
. . Carion del :
35 Loquito Hibrido Sangre No Sumidero Si
36 CQ66 Crocodylus acutus Escama No Cano_n del Si
Sumidero
37 CQ501 Crocodylus acutus Escama No Cano_n del Si
Sumidero
38 CQ502 Crocodylus acutus Escama No Cano_n del Si
Sumidero
39 CQ503 Crocodylus acutus Escama No Cano_n del Si
Sumidero
40 CQ505 Crocodylus acutus Escama No Cano_n del Si
Sumidero
41 CQ506 Crocodylus acutus Escama No Canqn del Si
Sumidero
42 CQ509 Crocodylus acutus Escama No Canqn del Si
Sumidero
43 CQ521 Crocodylus acutus Escama No Canqn del Si
Sumidero
Carion del :
44 CQ559 Crocodylus acutus Sangre No Sumidero Si
45 CQ900 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
46 CQ901 Crocodylus acutus Escama Si Cano_n del Si
Sumidero
47 CQ902 Crocodylus acutus Escama Si Cano_n del Si
Sumidero
48 CQ903 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
49| CQ904 | Crocodylus acutus Escama si Cafion del si
Sumidero
50 | CQQ05 | Crocodylus acutus Escama si Cafion del si
Sumidero
51| CQ906 | Crocodylus acutus Escama si Cafion del si
Sumidero
52 CQoo7 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
53 CQ69 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
54 CQ68 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
55 cQrvr Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
56 CQa1 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del N/A
Sumidero
57 CQ93 Crocodylus acutus Escama Si Canqn del Si
Sumidero
58| CQo7 Crocodylus acutus Escama si Cafion del si
Sumidero
59| CQ105 | Crocodylus acutus Escama si Cafion del si
Sumidero
60| CQ149 | Crocodylus acutus Escama si Cafion del si
Sumidero
61 CQ201 Crocodylus acutus Escama Si Canén del Si
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Sumidero

62 CQ226 Crocodylus acutus Escama Si %irrﬁg;il Si
63 CQ256 Crocodylus acutus Escama Si %irrﬁg;il Si
64 CQ320 Crocodylus acutus Escama Si giﬁg;ﬁl Si
65 CQ3 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
66 CQ4 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
67 CQ6 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
68 cQ7 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
69 CcQs8 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
70 cQ1o Crocodylus moreletii Sangre No Villa Flores Si
71 cQn Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
72 CQ24 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
73 CQ29 Crocodylus moreletii Ezgigrz y No Villa Flores Si
74 CQ32 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
75 CQ33 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
76 CQ35 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
77 CQ37 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
78 CQ38 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
79 CcQ41 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
80 CQ290 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
81 CQ291 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
82 CQ292 Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
83 CQ31 Crocodylus moreletii Ezgi;nrz y Si Villa Flores Si
84 CQ36 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
85 CQ51 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
86 CQ53 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores N/A
87 CQ56 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
88 CQ57 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
89 CQ58 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
90 CQ59 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
91 CQ60 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
92 CQ61 Crocodylus moreletii Escama Si Villa Flores Si
93 CQ50E Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
94 CQ51E Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si
95 CQ52E Crocodylus moreletii Escama No Villa Flores Si

N/A = Numero total de loci no amplificados, Si = Numero total de loci amplificados.
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Anexo 2. Extraccion de DNA

Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial Quick Gene DNA Tissue Kit S de la marca Fujifilms

Life Science® a partir de muestras de tejido.

Anadir un fragmento de tejido de entre 5 y 10 mg, secarlo brevemente
sobre papel absorbente y colocarlo en un tubo de 1.5 mL. Macerar o
desgarra un poco el tejido.

Adicionar 180 pL de solucién de lisis (MDT) y 20 uL de Proteinasa K (EDT), vortexear brevemente
durante unos segundos e incubar a 55 °C hasta que se disuelva el tejido. Periédicamente
vortexear durante el tiempo de degradacién. Dependiendo del estado del tejido puede llevar
desde 30 min, hasta una noche.

En seguida centrifugar a 10000 rpm por 3 min a temperatura ambiente (-25
°C) y rescatar el sobrenadante en un tubo nuevo.

l

Agregar 180 pL de soluciéon LTD (¢,?), vortexear unos segundos e incubara a 70°C durante 10
min. Posteriormente adicionar 240 uL de etanol >96% y poner unos segundos en spin.

l

Transferir el lisado a las columnas y realizar una primera presurizacion hasta que todo el liquido
haya pasado por la membrana de la columna. Colocar el Mini 80 en posicion de WASH.

l

Agregar 750 pL de la solucion de lavado (WDB) a la columna sin tocar la
membrana. Realizar este lavado tres veces consecutivas.

l

Adicionar a la columna 120 pyL de solucién de elucion (CDT), agregarlo en dos
repeticiones de 60 uL, para recuperar el DNA de la membrana y presurizar hasta pasar
todo el liquido por la columna.

Almacenar el DNA a -20 °C
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Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial Quick-gDNATMMiniPrep de la marca Zymo Research

a partir de muestras de sangre.

En un tubo de 1.5mL agregar 400uL de Genomic Lysis Buffer y un
pequefio pedazo de sangre de 5 mm?aproximadamente.

l

Vortexear de 4 a 10 segundos y dejar reposar de 5 a 25 minutos
a temperatura ambiente, dependiendo como vaya la lisis.

l

Transferir la mezcla a una columna Zymo-Spin™ en un tubo
colector y centrifugar a 10000rpm por un minuto. Descartar el
tubo colector con el fluido.

Transferir nuevamente la columna a un nuevo tubo colector. Agregar
200uL de Buffer Pre-Wash a la columna y centrifugar 10000rpm por un

minuto.

Agregar 500uL de g-DNA Wash Buffer a la columna. Centrifugar
a 10000rpm por un minuto.

Colocar la columna en un tubo de microcentrifuga limpio. Agregar 120uL de
DNA Elution Buffer a la columna.

Incubar por 5 minutos a temperatura ambiente y después centrifugar a maxima
velocidad por 30 segundos (contarlos después de que se haya alcanzado la
maxima velocidad en la centrifuga).

Almacenar el DNA a -20°C
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Protocolo de extraccion de DNA con el kit comercial ZR Genomic DNA™-Tissue MiniPrepde la marca

Zymo Research a partir de muestras de tejido.

En un tubo de microcentrifuga agregar 95 pL de H,0, 95 uL 2X Digestion Buffer
y 10 pL de Proteinasa K. Asimismo agregar un fragmento de tejido < 25 mg.

Mezclar por vortexeo e incubar a 55°C por 1-3 horas.
Dependiendo del estado de la muestra la digestién llevar un dia

completo.

Agregar 700 uL de Genomic Lysis Buffer al tubo y mezclar por
vortexeo. En seguida centrifugar a 10000 rpm por un min para
remover los desechos insolubles.

l

Transferir el sobrenadante a una columna Zymo-Spin™ en un tubo colector y
centrifugar a 10000 rpm por un min.

Agregar 200 pyL de DNA Pre-Wash Buffer a la columna en un nuevo tubo
colector y centrifugar a 10000 rpm por un min.

l

Agregar 400 pL de g-DNA Wash Buffer a la columna y centrifugar
dos veces a 10000 rpm por un min.

l

Transferir la columna a un tubo de microcentrifuga limpio. Adicionar 60 pL de
DNA Elution Buffer a la columna.

Dejar incubar el tubo por 2-5 min a temperatura ambiente y centrifugar a
maxima velocidad por 30 seg (contarlos después de que se haya alcanzado la
maxima velocidad en la centrifuga).

Almacenar el DNA a -20°C
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Anexo 3. Microsatélites utilizados para C. acutus y C. moreletii

Primer Secuencia 5°-3' Fluorescencia | Ta (°C) Intervalo
reportado
F: CATGCAGATTGTTATTCCTGATG 139.186
Cj16 R: TGTCATGGTGTCAATTAAACTC 6-FAM™ 58
F: CCCATAGTTTCCTGTTACCTG 338380
Cj127 | R: GTTTCCCTCTCTGACTTCAGTGTTG HEX™ 58
F: GTTTGCTGTGGAATGTTTCTAC 176192
Cj119 | R: CGCTATATGAAACGGTGGCTG HEX™ 58
F: GTCCCTTCCAGCCCAAATG Monomérico
CUJ131 | R: CGTCTGGCCAGAAAACCTGT HEX™ 58
F: GCTTCAGCAGGGGCTACC 110-134
CUD68 | R: CTGGGGAAACTGCACTTTAGG 6-FAM™ 58
F: GTTTAGAAGTCTCCAAGCCTCTCAG 146-166
Cj35 R: CTGGGGCAAGGATTTAACTCTC 6-FAM™ 58
F: GTTTGTCTTCTTCCTCCTGTCCCTC Monomérfico
Cj131 R: AAATGCTGACTCCTACGGATGG 6-FAM™ 60
F: GTATTGTCAACCCCACCGTGTC 362374
Cj109 | R: GTTTCCCCTCCACAGATTTACTTGC 6-FAM™ Td
F: ATCCAAATCCCATGAACCTGAGAG 190-204
Cj18 R: CCGAGTGCTTACAAGAGGCTGG HEX™ Td
F: ATTGGGGCAGATAAGTGGACTC 991.257
Cj128 R: GTTTCTTGCTTCTCTTCCCTACCTGG HEX™ Td
F ATGAGTCAGGTGGCAGGTTC 144178
C391 R CATAAATACACTTTTGAGCAGCAG 6-FAM™ Td
F: ACAATGGGGATCAGTGCAGAG 151-201
Cj20 R: GTTTCAAATCCACAGTCATATAGTCC 6-FAM™ 58
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Anexo 4. Concentracion y volumen de los reactivos para la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Reactivos Concentraciones Volumen (uL)
- . *[MgCl,]= | +[MgCl,]= -[MgCl,]= 2mM
Iniciales Finales [1 .gmM] [ 2 : [Ta[xq %ol]]=0.1U/pL
Agua 3.445 3.375 4.15
Buffer 10X 1X 0.7 0.7 1
MgCl, 50mM 1.5-2mM 0.21 0.28 0.4
DNTPs 2mM 0.25mM 0.875 0.875 1.25
Primer F 10uM 0.5uM 0.35 0.35 0.5
Primer R 10uM 0.5uM 0.35 0.35 0.5
Taq pol 5U/uL 0.05-0.1U/uL 0.07 0.07 0.2
ADN 1 1 2
Volumen final 7 7 10

Simple. * Indica el volumen de cada reactivo para la amplificacién del locus CJ131. + Indica el volumen
de cada reactivo para la amplificacién de los loci CJ16, CJ127, CJ119, CUJ131, CUD68, CJ35, CJ109,
CJ18, CJ128, CJ391 y CJ20. — Indica el volumen de cada reactivo para la amplificacién de los loci CJ16,
CJ127, CJ119, CUD68, CJ109, CJ128, CJ391 y CJ20 en muestras dificiles.

Reactivos Concentraciones *Volumen (uL) +Volumen (pL)
Iniciales Finales
Agua 3.25 4.25
Buffer 10X 1X 1.00 1
MgCl, 50mM 2mM 0.40 04
DNTPs 2mM 0.2mM 1.25 1.25
Primer F 10uM 0.5uM 0.50 0.5
Primer R 10uM 0.5uM 0.50 0.5
Primer F 10uM 0.5uM 0.50 0.5
Primer R 10uM 0.5uM 0.50 0.5
Primer F 10uM 0.5uM 0.50 -
Primer R 10uM 0.5uM 0.50 -
Tag pol 5U/uL 0.05U/uL 0.1 0.1
ADN 1 1
Volumen final 10 10

Multiplex. * Indica el volumen de cada reactivo para la amplificacion en conjunto de los loci CJ16, CJ127 y

CJ119, asi como para los loci CUJ131, CUD68 y CJ35. + Indica el volumen de cada reactivo para la

amplificacion en conjuntos de los loci CJ109 y CJ18, ademés de los loci CJ128 y CJ391.
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Anexo 5. Condiciones del termociclador para la amplificacion de microsatélites por medio de la Reaccion

en Cadena de la Polimerasa (PCR)

| | |

| | |

94°C | 94°C | I

72¢ 1 72¢ 1

2min | 30seg | |

: 45seg : 5min 4

| | |

| | |

| | |

| | |

| ) | |

| 1min 1 |

i | |

| | |

| | |

| | |

1ciclo 1 35 ciclos I 1ciclo |
| | | w

| | |

| | |

Simple. Temperaturas y niumeros de ciclos de amplificacion utilizados para el locus CJ131.

| | |

| | |

94°C | 94°C I |

72¢ 1 720¢ |

2min | 30seg l |

: 45seg : 5min |

i | i

i | i

| i |

| i |

| | |

: 1min : :

| | |

| | |

| 1 |

1ciclo | 35 ciclos I 1ciclo |
| | | w

| | |

| | |

Simple. Temperaturas y numeros de ciclos de amplificacion utilizados para los loci CJ16, CJ127, CJ119,
CUJ131, CUD68, CJ35 Y CJ20.

61



' [ ' '
| | | |
94°c | 94°C 1 o94cC | i
! 72°C 1 72°C l
! 30se l 1
| 7eed 1 I
I 1 45seg | 5min
i | | i
| | | |
| " i | |
| 1min | 55°C | |
| | | :
I I 1min I
| | | |
| | i |
| | i |
| 23 ciclos | | |
1 ciclo 1 *Disminuyendo l 15 ciclos 11 ciclo|
i medio grado por 1 | i w
| | | i
| | | i

Touchdown. Temperaturas y numeros de ciclos de amplificaciéon utilizados para los loci Cj109, CJ18,
CJ128 y CJ391.
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Anexo 6. Valores de desequilibrio de ligamiento para todas las combinaciones de loci posibles

El Aguacate Cainoén del Sumidero Villa Flores

Pares de loci P S. E. P S.E. P S. E.
CJ16 CJ119 0.460 0.000 0.010 0.000 0.001 0.000
CJ16 CJ127 0.003 0.000 0.0117 0.000 0.054 0.000
CJ119 CJ127 0.140 0.000 0.029 0.000 0.001 0.000
CJ16 CUD68 0.123 0.000 0.002 0.000 0.279 0.002
CJ119 CcuD68 0.047 0.000 0.001* 0.000 0.014 0.000
CJ127 CcuD68 0.291 0.001 0.024 0.000 0.014 0.000
CJ16 CJ35 0.644 0.000 0.001* 0.000 0.026 0.000
CJ119 CJ35 0.087 0.000 0.045 0.000 0.009 0.000
CcJ127 CJ35 0.044 0.000 0.000* 0.000 0.000* 0.000
CuUD68 CJ35 0.816 0.000 0.000* 0.000 0.003 0.000
CJ16 CJ109 0.683 0.000 0.000* 0.000 0.041 0.000
CJ119 CJ109 0.242 0.000 0.034 0.000 0.283 0.003
CcJ127 CJ109 0.180 0.000 0.000* 0.000 0.017 0.000
CUD68 CJ109 0.102 0.000 0.045 0.000 0.152 0.001
CJ35 CJ109 0.351 0.000 0.004 0.000 0.007 0.000
CJ16 CJ18 0.888 0.000 0.091 0.001 0.100 0.000
CJ119 CJ18 0.982 0.000 0.031 0.000 0.075 0.000
CcJ127 CJ18 0.269 0.001 0.001 0.000 0.000* 0.000
CuD68 CJ18 1 0 0.001* 0.000 0.001 0.000
CJ35 CJ18 0.584 0.000 0.000* 0.000 0.000* 0.000
CJ109 CJ18 0.112 0.000 0.102 0.000 0.007 0.000
CJ16 CJ128 0.215 0.000 0.014 0.000 0.051 0.001
CJ119 CJ128 0.015 0.000 0.497 0.003 0.026 0.001
CcJ127 CJ128 0.019 0.000 0.003 0.000 0.008 0.000
CUD68 CJ128 0.099 0.000 0.148 0.002 0.161 0.002
CJ35 CJ128 0.972 0.000 0.004 0.000 0.010 0.000
CJ109 CJ128 0.156 0.000 0.000* 0.000 0.805 0.002
CJ18 CJ128 0.469 0.000 0.025 0.000 0.049 0.000
CJ16 CJ391 0.017 0.000 0.011 0.000 0.036 0.000
CJ119 CJ391 0.656 0.001 0.065 0.000 0.019 0.000
CJ127 CJ391 0.473 0.001 0.033 0.000 0.003 0.000
CUD68 CJ391 0.453 0.001 0.225 0.001 0.197 0.001
CJ35 CJ391 0.777 0.000 0.098 0.000 0.083 0.000
CJ109 CJ391 0.408 0.001 0.182 0.000 0.036 0.000
CJ18 CJ391 0.568 0.001 0.083 0.000 0.286 0.001
CJ128 CJ391 0.972 0.000 0.092 0.001 0.007 0.000
CJ16 CJ20 0.492 0.000 0.021 0.000 0.000* 0.000
CJ119 CJ20 0.120 0.000 0.001 0.000 0.017 0.000
CJ127 CJ20 0.222 0.001 0.000* 0.000 0.001 0.000
CUD68 CJ20 0.935 0.000 0.108 0.001 0.024 0.000
CJ35 CJ20 0.032 0.000 0.092 0.000 0.015 0.000
CJ109 CJ20 0.511 0.001 0* 0 0.286 0.001
CJ18 CJ20 0.663 0.001 0.138 0.0018 0.033 0.000
CJ128 CJ20 0.201 0.000 0.030 0.001 0.003 0.000
CJ391 CJ20 0.207 0.001 0.007 0.000 0.072 0.000

*P < 0.05 con correccién secuencial de Bonferroni. P = Promedio y S. E. = Desviacién estandar.
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Anexo 7. Estadisticos F por locus obtenidos mediante el método de Weir y Cockerham

Comparaciones

El Aguacate y

Villa Flores y

Caién del Sumidero y

Canén del Sumidero El Aguacate Villa Flores

Locus Fir Fsr Fis Fir Fsr Fis Fir Fsr Fis
CJ16 0.361* | 0.284* | 0.107* | 0.152* | 0.065 0.092* | 0.353* | 0.194* | 0.197*
CJ119 0.600 | 0.315* | 0416 | 0.155* | 0.029* | 0.130* | 0.370* | 0.257* | 0.152*
CJ127 0.613 | 0.368* | 0.388 0273 | -0.007 0.278 0.633 | 0.350* | 0436
CUD68 | -0.040 | 0.139 | -0.207 | 0.164* | 0.008 0.157* | 0.113 | 0.198* | -0.105
CJ35 0.697 | 0576 | 0.285* | 0.369 0.011 0.362 0.901 | 0.668 | 0.702
CJ109 0.396* | 0.416* | -0.034* | -0.068 | 0.048* | -0.122 | 0.167* | 0.253* | -0.116
cJ18 0675 | 0476 | 0380 | 0.188* | 0.011 0.179* | 0645 | 0533 | 0.241*
CJ128 0.063 | 0217 | -0196 | -0210 | 0.012* | -0225 | 0032 | 0143 | -0.130
CJ391 0.357* | 0.272* | 0.116* | 0.052* | 0.076 | -0.026* | 0.015 | 0.477* | -0.197
CJ20 0.142 | 0.181 | -0.047* | -0.065 | 0.039* | -0.109 | 0.309* | 0.104 | 0.228*
Toci'ggi los | 0.382¢ | 0.326* | 0.083* | 0.069* | 0.033* | 0.037* | 0.375* | 0.293* | 0.116*
C (99%) | 0172~ | 0224- | -0090- | -0055- | 0012- | -0.090- | 0.152- | 0.169- | -0.064-
0 0.582 | 0.438 | 0.289 0.199 0.054 0.180 0.610 | 0.451 0.317

* indica los valores que se encontraron dentro de los intervalos de confianza. IC = Intervalo de confianza.

64




Anexo 8. Estadisticos de diferenciacion genética de G’sr y Dey para cada locus

Comparaciones

El Aguacate y

Villa Flores y

Cainoén del Sumidero y

Cainoén del Sumidero El Aguacate Villa Flores
Locus G’ST P DEst P ’ST P DEst P G’ST P DEst P
CJ16 0.177 0.003* 0.641 0.003* 0.036 0.024* 0.092 0.057 0.109 0.003* 0.615 0.003*
CJ119 0.165 0.003* 0.274 0.003* 0.016 0.230 0.070 0.233 0.143 0.003* 0.262 0.003*
CJ127 0.238 0.003* 0.837 0.003* -0.000 1.000 -0.000 1.000 0.216 0.003* 0.831 0.003*
CuD68 0.072 0.003* 0.304 0.003* 0.005 0.536 0.020 0.617 0.108 0.003* 0.454 0.003*
CJ35 0.404 0.003* 0.693 0.003* 0.008 0.539 0.006 0.509 0.510 0.003* 0.713 0.003*
CJ109 0.239 0.003* 0.544 0.003* 0.023 0.117 0.093 0.087 0.140 0.003* 0.279 0.003*
CJ18 0.326 0.003* 0.712 0.003* 0.006 0.602 0.005 0.590 0.370 0.003* 0.662 0.003*
CJ128 0.126 0.003* 0.688 0.003* 0.004 0.371 0.013 0.404 0.076 0.003* 0.605 0.003*
CJ391 0.135 0.003* 0.310 0.003* 0.036 0.036* 0.144 0.015* 0.093 0.003* 0.110 0.003*
CJ20 0.099 0.003* 0.381 0.003* 0.019 0.075 0.082 0.069 0.05656 0.003* 0.265 0.003*

*P < 0.05 con correccion secuencial de Bonferroni.
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Anexo 9. Coeficiente Fsr por locus con y sin correccion ENA para alelos nulos

Comparaciones

El Aguacate y

Villa Flores y

Caién del Sumidero y

Canén del Sumidero El Aguacate Villa Flores
Fsr Fsr Fsr Fsr Fsr Fsr

Locus (slc) (c) (slc) (c) (slc) (c)
CJ16 0.284* 0.285* 0.065 0.079 0.193* 0.177*
CJ119 0.315* 0.245* 0.028* 0.025* 0.256* 0.192*
CJ127 0.368* 0.366* -0.006 0.004 0.349* 0.304*
CUD68 0.138 0.136 0.008 0.008 0.197* 0.190*
CJ35 0.575 0.540 0.011 0.005 0.668 0.567
CJ109 0.415 0.415 0.048* 0.048" 0.252* 0.254*
CJ18 0.475 0.425 0.010 0.035% 0.532 0.521
CJ128 0.216 0.216 0.012 0.013 0.143 0.141
CJ391 0.272* 0.298* 0.075 0.082 0177 0177
CJ20 0.180 0.171 0.039* 0.034* 0.104 0.090
Todos 0.325* 0.311* 0.032* 0.035* 0.292* 0.264*
los loci

(9'5C% ) | 0:246-0.408 | 0.237-0.386 | 0.016-0.043 | 0.019-0.054 | 0.188-0406 | 0.172-0.366

* indica los valores que se encontraron dentro de los intervalos de confianza. IC = Intervalo de confianza,

s/c = sin correccién y ¢ = con correccion.

Anexo 10. Distancias genéticas pareadas de Cavalli-Sforza y Edwards (1967) (D) por locus con y sin

correccion INA para alelos nulos

Comparaciones

El Aguacate y

Villa Flores y

Cainén del Sumidero y

Canén del Sumidero El Aguacate Villa Flores
Locus D D D D D D
(slc) (c) (s/c) (c) (slc) (c)
CJ16 0.616 0.624 0.363 0.399 0.564 0.542
CJ119 0.364 0.361 0.300* 0.294* 0.363 0.376
CJ127 0.721 0.747 0.319* 0.365 0.703 0.654
CUD68 0.365 0.374 0.280* 0.280 0.370 0.382
CJ35 0.498* 0.557* 0.204 0.354* 0.534* 0.529*
CJ109 0.453* 0.453 0.235 0.241 0.344 0.347
CJ18 0.677 0.651 0.219 0.286 0.561 0.592
CJ128 0.638 0.638 0.274* 0.283 0.543* 0.542
CJ391 0.447 0.475* 0.398 0.415 0.321 0.321
CJ20 0.451 0.470* 0.267* 0.311* 0.495* 0.459*
Todos 0.523* 0.535 0.286* 0.323* 0.480* 0.474*
los loci
IC 0.462- 0.291- 0.409-
(95%) 0.452- 0.597 0.609 0.252- 0.327 0.358 0551 0.409-0.539

* indica los valores que se encontraron dentro de los intervalos de confianza. IC = Intervalo de confianza,

s/c = sin correccién y ¢ = con correccion.
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Anexo 11. Diferenciacion alélica y genotipica entre poblaciones por locus

Comparaciones

El Aguacate y
Caifién del Sumidero

Villa Flores y
El Aguacate

Cainoén del Sumidero y
Villa Flores

Diferenciacion Diferenciacion Diferenciacion Diferenciacion Diferenciacion Diferenciacion
alélicas genotipica alélicas genotipica alélicas genotipica
Locus P S.E. P S.E. P S.E. P S.E. P S.E. P S.E.
CJ16 | 0.00000* | 0.000 0.00003 0.000 0.00050* 0.000 0.00238* 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ119 | 0.00000* | 0.000 0.00000* 0.000 0.01137 0.000 0.04335 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ127 | 0.00000* | 0.000 0.00000* 0.000 0.02910 0.000 0.07453 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CUD68 | 0.00000* | 0.000 0.00000* 0.000 0.02236 0.000 0.03239 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ35 | 0.00000* 0.000 0.00000* 0.000 0.04534 0.000 0.08725 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ109 | 0.00000* 0.000 0.00000* 0.000 0.02008 0.000 0.01911 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ18 | 0.00000* 0.000 0.00000* 0.000 0.04825 0.000 0.05683 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ128 | 0.00000* 0.000 0.00000* 0.000 0.18297 0.000 0.26150 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ391 | 0.00000* 0.000 0.00000* 0.000 0.00005* 0.000 0.00081* 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
CJ20 | 0.00000* 0.000 0.00000* 0.000 0.03437 0.000 0.09423 0.000 0.00000* | 0.000 | 0.00000* 0.000
Todos Highly Highly 0.00000* 0.00000* Highly Highly
los loci sign. sign. ) ) sign. sign.

*P < 0.05 con correccion secuencial de Bonferroni. P = Promedio y S. E. = Desviacién estandar.
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Anexo 12. Valores del indice de hibridacién e intervalos de confianza (95%) para las tres poblaciones

Poblacion ID H Inferior Superior
CQ1 | 0.3444576 | 0.1033989 | 0.6481996
CQ3 | 0.1728817 | 0.0301285 | 0.4431643
CQ5 | 0.3333333 | 0.095785 | 0.6442321
CQ6 | 0.309017 | 0.0583113 | 0.6781683
CQ202 0 0 0.2836901
CQ205 | 0.2264512 | 0.0153107 | 0.623846
CQ201 | 0.3420351 | 0.1264214 | 0.6095575
CQ206 | 0.2518398 | 0.0471241 | 0.5792981
CQ204 | 0.2397713 | 0.0438333 | 0.564516

El Aguacate | cQ207 | 0.3467152 | 0.1285528 | 0.6154063
CQ200 | 0.3273313 | 0.0742427 | 0.659441
CQ4 | 0.2978033 | 0.0593655 | 0.639228
cQ218 0 0 0.3298238
CQ212 | 0.2017078 | 0.0354435 | 0.5040659
CQ216 | 0.1471057 | 0.0248691 | 0.3955647
CQ203 | 0.1875 | 0.0485753 | 0.4224319
cQ2 0 0 0.1921381
CQ209 | 0.4093223 | 0.1825869 | 0.6605117
CQ217 | 0.1683814 | 0.0290293 | 0.4371605
CQ213 | 0.4136203 | 0.1706151 | 0.6903094
CQ33 0 0 0.1849329
CQ35 | 0.1994322 | 0.0144007 | 0.5617581
CQ38 | 0.4462249 | 0.1374084 | 0.7833433
CQ41 0 0 0.3519972
CQ24 | 0.3088163 | 0.0919359 | 0.5996225
CQ32 | 0.3968858 | 0.1420936 | 0.6986367
CQ37 | 0.2104899 | 0.0370718 | 0.5233427
CQ31 | 0.2997408 | 0.0826705 | 0.6078069
CQ29 | 0.1937129 | 0.0339611 | 0.486517
CQ36 | 0.1299077 | 0.0075599 | 0.4431236
cQ10 0 0 0.2364119

Villa Flores | CQ57 | 0.4342585 | 0.1624411 | 0.7309134
CQ59 | 0.3285282 | 0.0821775 | 0.6401118
CQ58 | 0.1683814 | 0.0290293 | 0.4371605
CQ51 | 0.2507302 | 0.0674137 | 0.5309791
CQ56 | 0.2996652 | 0.1027513 | 0.5673454
CQB0 | 0.210436 | 0.0150425 | 0.5957139
CQ61 | 0.3899376 | 0.1067923 | 0.7094566
50 Esp | 0.106316 | 0.0059209 | 0.3938791
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51 Esp 0 0 0.2364119
52 Esp | 0.4112633 | 0.1768201 | 0.6742348
CQ 290 | 0.7056506 | 0.4075136 | 0.9177249
CQ291 | 0.83863 | 0.5779235 | 0.9723034
CQ292 | 0.8772351 | 0.5594567 | 0.9930929
3 0.3486732 | 0.1408338 | 0.6040692
4 0.5353254 | 0.2645046 | 0.7880686
6 0.246928 | 0.0669425 | 0.5199314
7 0.4153646 | 0.1899509 | 0.6664382
8 0.3846713 | 0.1387341 | 0.6770683
11 0.113008 | 0.0065129 | 0.3964908
G009 | 0.2898979 | 0.0553705 | 0.6390504
G226 | 0.2929474 | 0.0815872 | 0.5912926
Copoya | 0.2521198 | 0.0463432 | 0.588682
G260 | 0.3999255 | 0.1669263 | 0.6665572
G191 | 0.6845378 | 0.3581801 | 0.9139121
Loquito | 0.6258082 | 0.3344671 | 0.8642589
CQ559 | 0.9260535 | 0.7171795 | 0.9959002
CQ900 | 0.9467591 | 0.7807925 | 0.9970997
CcQ149 1 0.8458034 1
CQ201 1 0.8657577 1
cQ97 1 0.8458034 1
Cafion del | CQ105 1 0.8458034 1
Sumidero | cqgg | 0.9070152 | 0.640606 | 0.9949076
CQ226 1 0.8624536 1
CQ320 1 0.8657577 1
CQ256 1 0.8458034 1
CQ69 | 0.9275715 | 0.7120829 | 0.9960677
CQ505 1 0.8657577 1
CQ502 1 0.8621085 1
CQ521 1 0.8817807 1
CQ501 1 0.8947086 1
CQ906 | 0.9355239 | 0.7432019 | 0.9964924
cQ907 1 0.8504725 1
CQ66 | 0.8660254 | 0.6338608 | 0.9775057
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Anexo 13. Frecuencias genotipicas de las diferentes categorias hibridas

ID PO P1 F1 F2 RO R1
SLO1 0 0.99992 0 0.00002 0 0.00007
SL02 0 0.99996 0 0.00001 0 0.00003
SLO3 0 0.99993 0 0.00002 0 0.00005
SL04 0 0.99995 0 0.00001 0 0.00004

San Luis
Botosi SLO5 0 0.99996 0 0.00001 0 0.00003
SL06 0 0.99993 0 0.00002 0 0.00005
SLO7 0 0.99995 0 0.00001 0 0.00003
SLO08 0 0.99993 0 0.00002 0 0.00005
SL09 0 0.99995 0 0.00002 0 0.00003
SL10 0 0.99993 0 0.00003 0 0.00004
SL11 0 0.99981 0 0.00005 0 0.00013
cQ1 0 0.99959 0 0.00008 0 0.00034
cQ3 0 0.99992 0 0.00003 0 0.00005
CQ5 0 0.99984 0 0.00003 0 0.00013
CQ6 0 0.99746 0 0.00027 0 0.00227
CQ202 0 0.99975 0 0.00004 0 0.0002
CQ205 0 0.99435 0 0.00096 0 0.00469
CQ201 0 0.99964 0 0.00007 0 0.00029
CQ206 0 0.99207 | 0.00037 | 0.00103 0 0.00652
CQ204 0 0.99963 0 0.00006 0 0.00031
El Aguacate | cq207 0 0.99441 0 0.00114 0 0.00446
CQ200 0 0.99879 0 0.00024 0 0.00098
CQ4 0 0.99954 0 0.0001 0 0.00036
cQ218 0 0.99989 0 0.00004 0 0.00007
CcQ212 0 0.99977 0 0.00004 0 0.00019
CQ216 0 0.9999 0 0.00002 0 0.00008
CQ203 0 0.98214 0 0.00805 0 0.0098
cQ2 0 0.99993 0 0.00003 0 0.00005
CQ209 0 0.99859 0 0.00042 0 0.00099
cQ217 0 0.99956 0 0.00004 0 0.00039
cQ213 0 0.99735 | 0.00001 | 0.00053 0 0.0021
CQ33 0 0.99991 0 0.00003 0 0.00006
cQ35 0 0.99976 0 0.00007 0 0.00018
CQ38 0 0.99969 0 0.00006 0 0.00026
CQ41 0 0.99982 0 0.00004 0 0.00013
cQ24 0 0.9996 0 0.00007 0 0.00033
CQ32 0 0.99684 0 0.00059 0 0.00257
CQ37 0 0.99977 0 0.00006 0 0.00018
cQ31 0 0.99978 0 0.00004 0 0.00018
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CQ29 0 0.99992 0 0.00003 0 0.00005
CQ36 0 0.9998 0 0.00003 0 0.00016
cQ10 0 0.99984 0 0.00004 0 0.00011
cQ57 0 0.99989 0 0.00003 0 0.00008
CQ59 0 0.99927 0 0.00019 0 0.00054
CQs58 0 0.99984 0 0.00003 0 0.00013
cQ51 0 0.99977 0 0.00004 0 0.00019
CQ56 0 0.99981 0 0.00004 0 0.00016
CQ60 0 0.99916 0 0.0002 0 0.00065
_ CQ61 0 0.99957 0 0.0001 0 0.00033
Villa Flores ™~ c0E 0 0.99981 0 0.00004 0 0.00015
CQ51E 0 0.9999 0 0.00005 0 0.00005
CQ52E 0 0.99915 0 0.00022 0 0.00063
CQ290 | 0.00484 0 0.00005 | 049151 | 050357 | 0.00003
CQ291 | 066643 0 0 0.01775 | 0.31583 0
CQ292 | 0.7483 0 0.00013 | 001968 | 023188 0
ca3 0 0.99916 0 0.0001 0 0.00074
cQ4 0 0.99538 0 0.00142 0 0.0032
cQs6 0 0.9995 0 0.00005 0 0.00045
ca7 0 0.99875 0 0.0002 0 0.00105
cas 0 0.99982 0 0.00002 0 0.00016
cal 0 0.99978 0 0.00004 0 0.00017
G009 0 0.99983 0 0.00004 0 0.00013
G226 0 0.9998 0 0.00004 0 0.00015
Copoya 0 0.99944 0 0.00014 0 0.00042
G260 0 0.99949 0 0.00008 0 0.00042
G191 0 0.98727 0 0.00644 0 0.00628
Loquito | 0.00044 | 000123 | 022167 | 027467 | 0.47486 | 0.02714
CQ559 | 0.98326 0 0 0.00035 | 0.01638 0
CQo00 | 0.99768 0 0 0.00004 | 0.00228 0
CQo03 | 0.99961 0 0 0.00003 | 0.00036 | 0.00001
CQ904 | 0.99945 0 0 0.00002 | 0.00052 | 0.00001
CQ149 | 0.99874 0 0 0.00004 | 0.00121 | 0.00001
CQ201 0.9993 0 0 0.00003 | 0.00067 0
CQo7 | 099933 0 0 0.00003 | 0.00064 0
Cafién del | €Q105 | 0.99929 0 0 0.00003 | 0.00067 0
Sumidero | CQ77 | 0.99837 0 0 0.00004 | 0.0016 0
cQs68 0.9566 0 0 0.00069 | 0.04271 0
CQ226 | 099617 0 0 0.00008 | 0.00375 0
CQ320 | 0.99927 0 0 0.00003 | 0.00069 0
CQ256 | 0.9992 0 0 0.00003 | 0.00076 0

71




CQ905 0.9996 0 0 0.00002 0.00037 0.00001
CQ93 0.99948 0 0 0.00003 0.00048 0
CQ69 0.99053 0 0 0.0001 0.00937 0

CQ901 0.99876 0 0 0.00004 0.0012 0

CQo02 0.99906 0 0 0.00004 0.00091 0

CQ506 0.99948 0 0 0.00003 0.00049 0

CQ506 0.99926 0 0 0.00003 0.0007 0

CQ502 0.999 0 0 0.00003 0.00096 0

CQ521 0.99924 0 0 0.00003 0.00073 0

CQ501 0.99921 0 0 0.00003 0.00076 0

CQ906 0.99142 0 0 0.00013 0.00844 0.00001

CQo07 0.99418 0 0 0.00007 0.00575 0
CQ66 0.74498 0 0 0.01102 0.244 0

CQ509 0.99793 0 0 0.00005 0.00201 0

CQ503 0.99945 0 0 0.00003 0.00052 0

PO = C. acutus, P1 = C. moreletii, F1 = Hibridos F;, F2 = Hibridos F,, R1 = Retrocruza con C. acutus y

R2 = Retrocruza con C. moreletii.
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