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RESUMEN

Los manglares son ecosistemas reconocidos mundialmente por su importancia tanto
biolégica como econdmica, por lo cual es necesario promover su conservacion. Sin
embargo, las actividades antropogénicas han generado una fragmentacion que modifica
el funcionamiento y estructura de estos ecosistemas. Este proceso es la principal causa
de pérdida de biodiversidad, y disminucion del tamafo efectivo de las poblaciones, lo que
promueve la pérdida de la variabilidad genética por efecto de la endogamia y deriva
génica. El objetivo de este estudio fue determinar las consecuencias de la fragmentacion
del habitat en la variabilidad y estructura genética de poblaciones de plantulas de
Avicennia germinans distribuidas en diferentes costas de México. En total se muestrearon
240 individuos de ocho poblaciones, a lo largo de la costa del Océano Pacifico, Golfo de
México y Mar Caribe, y se amplificaron 18 microsatélites especificos. Los niveles de
heterocigosidad para A. germinans resultaron altos; sin embargo, se detectaron
diferencias en la riqueza alélica entre las costas del Océano Pacifico y Atlantico. El
analisis de Hardy-Weinberg reveld deficiencia de heterocigos en las ocho poblaciones. El
coeficiente de endogamia (Fis) mostré que existen altos niveles de endogamia dentro de
cada una de las poblaciones. La diferenciacion genética entre poblaciones fue
significativa, mostrando una correlacion positiva entre la distancia genética y geografica
(R?=0.578, p = 0.020). Cabe mencionar que se detectd un “cuello de botella” poblacional
ademas del efecto de la deriva génica y la endogamia como factores decisivos en la
distribucion de la variacidn genética. La extension, el impacto antropogénico e historia
particular de cada poblacion, son factores exclusivos e influyentes en la dinamica
poblacional de cada una de ellas. Los resultados obtenidos indican que es necesario
implementar programas de conservacibn y manejo de recursos para garantizar el
mantenimiento de la variacion genética de la especie para reducir sus posibilidades de

extincion.

Palabras clave: variacion genética, fragmentacion, manglares, Avicennia germinans, estructura

poblacional, microsatélites, conservacion.
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ABSTRACT

Mangrove ecosystems are worldwide recognized for their biological and economical
importance, which makes necessary to promote their conservation. However, human
activities have reduced and fragmented mangrove ecosystems thus negatively affecting
their structure and function. Habitat fragmentation is the main driver of biodiversity loss
and reduction of population sizes that promotes the loss of genetic variation as a result of
inbreeding and genetic drift. This study aims to determine the consequences of habitat
fragmentation on the genetic diversity and population structure of Avicennia germinans
seedlings from different populations distributed along the coasts of Mexico. 240 seedlings
were sampled in eight populations along the coast of the Pacific Ocean, Gulf of Mexico
and Caribbean Sea, each screened for 18 microsatellite loci specific for A. germinans.
High levels of heterozygosity for A. germinans were detected. However, differences in
allelic richness between coasts were detected. The Hardy-Weinberg analysis revealed
heterozygote deficiency in eight populations. High levels of within-population inbreeding
(Fis) were detected. Genetic differentiation among populations was significant, showing a
correlation between genetic and geographic distance. Analysis reveals a bottleneck,
genetic drift and inbreeding in the distribution of genetic variation. Populations particular
history and anthropogenic impact differ between areas. In view of this, it is relevant to
implement conservation programs and environmental management to ensure the

maintenance of genetic variability of A. germinans in order to reduce its risk of extinction.

Key words: genetic variation, fragmentation, mangroves, Avicennia germinans, population

structure, microsatellites, conservation.
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|. INTRODUCCION
I.I Variabilidad genética y fragmentacién

La fragmentacién es un proceso que altera el funcionamiento y la estructura de un habitat
(Mas y Correa 2000; Giri et al. 2011), produciendo una reduccion del area de un
ecosistema, genera subdivisién de las poblaciones remanentes en fragmentos y ocasiona
cambios a nivel genético entre las especies (Ellstrand y Elam 1993; Young et al. 1996;
Nufez-Farfan et al. 2002). Por ello se le considera una de las principales causas de
pérdida de diversidad biolégica y la perturbacion antropogénica de mayor impacto

negativo a nivel genético (Holsinger 2000; DiBattista 2008; Ochoa et al. 2012).

La actual destruccién del habitat tiene como consecuencia la pérdida de la
variacion genética en poblaciones que viven en ambientes perturbados (Améndola 2009).
Los niveles de variacidn genética son resultado de la accidn conjunta de la seleccién
natural, la mutacion y la deriva génica. Se considera que altos niveles de variacion
genética mantienen la viabilidad de las poblaciones ya que les confieren la capacidad de
responder a presiones de seleccion (Amos y Harwood 1998; Castellanos 2009). Las
especies que residen en habitats fragmentados pueden presentar escaso flujo génico
entre poblaciones y un aumento en la endogamia y la deriva génica. Esto reduce la
variacion genética y adaptabilidad de las poblaciones, aumentando sus probabilidades de
extincion (Young et al. 1996; Parrent et al. 2004; Ochoa et al. 2012).

Para comprender la influencia de las fuerzas evolutivas en poblaciones
fragmentadas, se debe considerar a la variacién genética intra e interpoblacional, ya que
esto permite evaluar el efecto de factores histéricos y actuales en la variacion genética,
asi como estimar el estado de conservacion de las poblaciones (Hedrick 2005;
Castellanos 2009).

I.I.I Deriva génica

La deriva génica es la fluctuaciéon aleatoria de frecuencias alélicas de una generacion a
otra; es mas probable que ocurra en poblaciones pequefias (lo cual puede ocurrir en
ambientes fragmentados) promoviendo la pérdida de variacion genética, la fijacion de
alelos e incrementando la diferenciacion entre poblaciones (Hedrick 2005). Por
consiguiente, si el tamafio poblacional es pequefio, el papel de la deriva génica es

preponderante y actua sobre todos los loci (Castellanos 2009). Cuando un alelo se fija, ya
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no cambiara su frecuencia a menos que se introduzca otro alelo en la poblacién por
mutacién o flujo génico; por lo tanto, existe una pérdida de heterocigosidad (Hartl y Clark
1997).

La deriva génica puede eliminar alelos en poblaciones con alta incidencia de
mortalidad estacional o en poblaciones pequefas y aisladas, cuyo tamafio permanece

reducido por razones ecoldgicas o de comportamiento (Hartl 1988; Hartl y Clark 1997).

Las fluctuaciones poblacionales pueden generar “cuellos de botella” en
poblaciones que sufren una reduccion drastica en su tamano, posibilitando el cambio
aleatorio en la frecuencia de los alelos. Por otro lado, cuando un grupo reducido de una
poblacion funda una poblacién nueva, puede ocurrir una disminucion drastica de variacion

genética (Slatkin 1999); este fendmeno se conoce como “efecto fundador”.
[.1.Il Flujo génico

El flujo génico hace referencia al intercambio de alelos entre poblaciones, lo que puede
ocasionar una disminucion en la diferenciacién interpoblacional y aumento en la variaciéon
intrapoblacional (Rousset 1997); actua en poblaciones donde existe un desplazamiento de
gametos, semillas o individuos juveniles o adultos, asi como eventos de extincion y
recolonizacion de poblaciones (Wright 1943; Levin 1981; Slatkin 1985a). Si el flujo génico
interpoblacional es alto, es muy probable que las poblaciones estén evolucionando de
manera conjunta; por el contrario, bajo flujo génico puede contribuir al aislamiento
reproductivo y al establecimiento de linajes evolutivamente independientes (Nei 1973;
Slatkin 1994).

Para conocer la importancia del flujo génico entre las poblacionales, asi como de
las tasas de dispersion, se han generado distintos modelos tedricos (Slatkin 1994; Hedrick
2005):

Modelo general de islas: Modelo basico del flujo génico que supone la existencia
de diversas poblaciones que intercambian individuos independientemente de su distancia,
por lo tanto, se espera que los migrantes tengan una frecuencia génica igual a la del

conjunto de las poblaciones.

Modelo de aislamiento por distancia: En este modelo, la poblacién no es una

unidad panmitica. Los cruzamientos al azar estan limitados por la distancia, de modo que
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los individuos tendran una mayor probabilidad de aparearse con individuos de

poblaciones vecinas.

Modelo stepping-stone: Modelo caracterizado por subdivisiones discretas
conectadas por migracion, en donde cada poblacion intercambia individuos con las
poblaciones cercanas (dos en una dimension, cuatro en dos dimensiones), ademas de

incorporar un criterio de aislamiento por distancia.
I.I.III Endogamia

La endogamia es el cruzamiento de individuos emparentados; ésta puede disminuir la
supervivencia poblacional y aumentar las proporciones de individuos homocigos en una
poblacion (Frankham 2005). La presencia de depresion por endogamia trae consigo
consecuencias perjudiciales sobre la reproduccién, incluyendo la capacidad de
apareamiento, la fecundidad femenina, la supervivencia de juveniles y riesgos de una

pérdida de la diversidad genética (Frankham et al. 2002).

El coeficiente de endogamia, es la probabilidad de que dos alelos en un locus de
un individuo sean idénticos por descendencia (Wayne y Morin 2004; O Grady et al. 2006).
Este coeficiente sefiala el grado de endogamia que existe en una poblacién ademas de
incidir en la probabilidad de extincion de las poblaciones al disminuir la variabilidad

genética dentro de estas (Castellanos 2009).
I.I.IV Seleccién Natural

La seleccién natural modifica las frecuencias de genes asociados a caracteres benéficos
en el éxito reproductivo de los organismos (i.e., fitness) (Mallet 1995; Marone et al. 2002).
Algunas variantes del caracter brindan a los organismos mayor capacidad de sobrevivir y

producir descendencia (Zhou et al. 2011).

Dentro de una poblacion la seleccidon natural opera si existen diferencias entre los

fenotipos en supervivencia y reproduccion (Kingsolver et al. 2001).

Con la finalidad de entender la variacién temporal de las frecuencias genéticas y la
tasa de cambio de frecuencias a causa de la seleccién, se han desarrollado modelos
matematicos, ya que si conocemos la medida de eficacia (fitness) de cada genotipo,
podemos predecir el cambio en la frecuencia de genotipos de una generacion a la
siguiente (Frank 2012).
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La eficacia relativa es la medida de la supervivencia y reproduccion de diferentes
genotipos; cabe mencionar que para cada genotipo se asocia un valor de eficacia (W).
Por otro lado, el coeficiente de seleccién (S) es la reduccion en la eficacia biolégica de
cierto genotipo en comparacién con otro genotipo mejor favorecido por la seleccién (Chen
y Rajewsky 2006).

I.I.V Mutacioén

La mutacion son los cambios en la estructura del ADN que introducen nuevas variantes
génicas en una poblaciéon; es decir, es la fuente de nuevas variantes susceptibles a
heredarse (Droop y Hickinbotham 2011). Es importante considerar que las mutaciones se
producen en los individuos de las poblaciones independientemente de si éstas confieren o
no al organismo alguna ventaja adaptativa, lo que indica que las mutaciones son azarosas
(Watson et al. 2004).

Una mutacion puede afectar a células somaticas, en donde no existira una
herencia a los descendientes del individuo, en cambio, cuando una mutacién afecta a una
célula germinal los efectos pueden permanecer silenciados y/o expresarse en el individuo
y sus descendientes; las mutaciones pueden afectar a un sélo gen (mutaciones
puntuales) o al numero o estructura de los cromosomas (cambios cromosomicos) (Baake
y Wagner 2001).

Cabe mencionar, que deben considerarse dos aspectos de este mecanismo, el
equilibrio mutacional que puede ocurrir en ausencia de otras fuerzas evolutivas, y la

interaccion entre mutacion y seleccion natural (Echols 1982; Saakian y Hu 2004).

Dentro de un equilibrio mutacional, la mutacion se da sélo en una direccion. Esto
constituye una tasa de mutacion directa (forward) y/o inversa (backward), mientras que en
la interaccion mutacion-seleccion natural, el alelo que presente desventaja selectiva va a
disminuir su frecuencia génica y en determinado momento se balancearan la tasa
mutacional y la presion selectiva, lo cual lleva a un equilibrio en las frecuencias génicas de
una poblacion (Adami et al. 2000; Hedrick 2005).

Por otro lado, la reduccion y fragmentacion de ambientes, asi como una restriccion
en su extension, generan un aislamiento entre poblaciones, ocasionando modificaciones
en el ambiente fisico (alteracion de flujos de viento, agua y nutrientes), y biogeografico

(Castellanos 2009), razén por la cual la influencia de factores fisicos y biolégicos son
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indispensables en la variacion demogréafica durante el crecimiento de las especies

juveniles (Osunkoya y Creese 1997; Khan et al. 2013).

En ambientes naturales, las disimilitudes morfologicas entre individuos juveniles y
adultos pueden no siempre ser visibles; sin embargo, si se realiza un estudio de genética
poblacional, estas diferencias suelen reflejarse en la variabilidad genética poblacional
(Ochoa et al. 2012). Un individuo juvenil encuentra grandes cambios a lo largo de su
desarrollo, especificamente en respuesta a los cambios de luz, agua y nutrientes
(Augspurger y Bartlett 2003). Por consiguiente, si el habitat de dicho individuo, se ve
alterado por diferentes sucesos, las presiones ejercidas por el ambiente pueden llegar a
impulsar el aumento de los niveles de endogamia y deriva génica, asi como disminuir el

flujo génico entre poblaciones (Clarke y Myerscough 1993; Schnabel et al. 1998).

Distintos estudios han relacionado los bajos niveles de variabilidad genética con
alta probabilidad de extincidén, ademas de sugerir que la variacion génica puede disminuir
con la reduccion del area de distribucién geografica de una poblaciéon. Sin embargo, la
fragmentacion no siempre conduce a una pérdida de diversidad genética (Young et al.
1996, Kelly et al. 2000), sino que se mantiene a través del tiempo (Eguiarte et al. 1992;
Collevatti et al. 2001; Céspedes et al. 2003; Hamrick 2004)

De acuerdo con Ellison y Farnsworth (1996), las perturbaciones de origen humano,
como la extraccion de especies y/o recursos naturales, la contaminacién y el cambio
climatico, son perjudiciales para poblaciones de manglares y bosques tropicales, pero no
necesariamente conllevan a una pérdida de variacion genética o una disminucion en
tamano poblacional. Ohsawa e |de (2008), revisaron la distribucién de la variabilidad
génica en poblaciones periféricas de diversas especies de plantas, que al estar
significativamente aisladas presentaron un incremento de deriva génica y endogamia, y
en consecuencia una disminucién de flujo génico. Jump y Pefiuelas (2006) estudiaron a
Fagus sylvatica en Europa, y encontraron que la fragmentacion del habitat de esta
especie ha guiado a las poblaciones a cuellos de botella y un aumento de endogamia, por
lo tanto, una disminucién de variacion genética interpoblacional. Por otro lado, Parrent et
al. (2004) encontraron poblaciones de Datronia caperata en los manglares de Panama
que presentan un alto grado de diversidad genética, aun cuando existen grandes
distancias entre poblaciones en habitats fragmentados. Asimismo, Piotti (2009) explico
que entre mas antigua es la fragmentacion de un habitat, mayor es la pérdida de

variabilidad genética.
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I.Il Marcadores Moleculares

La variabilidad genética puede estimarse mediante varias metodologias, destacandose
entre ellas el uso de marcadores moleculares de ADN, los cuales son biomoléculas
relacionadas a un rasgo genético, tales como proteinas y ADN (Villasmil-Ontiveros et al.
2008).

Debido a sus caracteristicas, se ha incrementado el uso de microsatélites o STR's,
que son secuencias cortas y simples de repeticiones en tandem (alineadas y seguidas) de

aproximadamente 1-6 bp (Graham et al. 2000).

Estos marcadores se caracterizan por ser altamente polimorficos, codominantes,
con altas tasas de mutacioén y facilmente automatizables (Gupta et al. 1994) y en general,
selectivamente neutros; son utilizados para analizar la estructura de las poblaciones,
estimar niveles de variabilidad genética intraespecifica y establecer relaciones

filogenéticas entre especies (Gupta et al. 1996; Ellegren 2004).

I.Ill Los Manglares

El manglar es un ecosistema de formaciones lefiosas, frecuentemente arbustivas o
arborescentes que marca la transicion entre mar y tierra, comunmente situado en
planicies costeras cerca de las desembocaduras de rios, bordes de lagunas costeras y
estuarios (Pinto-Nolla et al. 1995; Garcia et al. 2012). Se caracterizan por recibir la
influencia de agua marina y descargas de agua dulce, ademas de dominar
aproximadamente el 75% de las lineas de costas tropicales y subtropicales en el mundo
(Escamilla 2011).

La diversidad biologica de los manglares se divide en dos grupos, el oriental con
40 especies (Australia, Sureste de Asia, India, Este de Africa y Pacifico Oeste) y el
occidental con ocho especies (Oeste de Africa, Mar Caribe, Florida, Sudamérica y
Pacifico Norte) (Feller y Sitnik 1996). En México predominan poblaciones de cuatro
especies de mangle: Rhizophora mangle (mangle rojo), Laguncularia racemosa (mangle
blanco), Avicennia germinans (mangle negro) y Conocarpus erectus (mangle botoncillo)
(Tomlinson 1986).

Las poblaciones de manglares estan compuestas de especies filogenéticamente
relacionadas (Cerdn-Souza et al. 2012), que, a lo largo del tiempo, se han adaptado a las

diferentes condiciones ambientales del medio costero (Sandoval-Castro et al. 2014).
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Tienen raices especializadas para tolerar y filtrar las altas cantidades de sal, sus semillas
se mantienen fijas en la planta madre y germinan formando un propagulo. Son las unicas
especies arbdreas que completan su ciclo de vida en condiciones de alta salinidad, asi
mismo son susceptibles a cambios ambientales (Rey y Rutledge 2001), por ende, su
capacidad para adaptarse y regenerarse de cualquier tipo de perturbacion, depende de la
dispersioén, la colonizacion y la diversidad genética que se encuentre dentro y entre
poblaciones (Cerén-Souza et al. 2012). Una caracteristica fundamental de los manglares
es su capacidad para colonizar distintos habitats. La dispersion se manifiesta segun las
interacciones fisicas, quimicas y bioldgicas de un area en particular, y depende de los
propagulos, los cuales tienden a consolidarse en aguas someras y/o a desplazarse con

ayuda de las corrientes marinas (Tomilinson 1986; Rey y Rutledge 2001).

Un aspecto importante en la estructura de las poblaciones de manglar, es la
variabilidad de los parametros climatico-meteoroldgicos, asi como las propiedades fisico-
quimicas de las corrientes, olas y surgencias que varian de acuerdo con el gradiente
latitudinal (Foroughbakhch et al. 2004), siendo las caracteristicas delimitantes de la
distribucion de este ecosistema. Los manglares reducen la erosién de la costa al atenuar
los efectos de las olas y corrientes, ofrecen proteccion a los cambios ambientales e
hidrodinamicos, y actuan como refugio de los depredadores para la fauna y flora que
coexiste en este ambiente (Lugo 2002). Son los ecosistemas mas productivos del planeta
al generar 24 t ha' afo de biomasa (Sol-Sanchez et al. 2015) y generan una gran
cantidad de nutrientes y materia organica, los cuales son exportados por las mareas hacia
la franja litoral mas cercana a la costa, donde son aprovechados por pastos marinos y una
variedad de peces y crustaceos que tienen importancia comercial (Zaldivar- Jiménez et al.
2012). Asimismo, estos ecosistemas funcionan como filtros biolégicos que capturan
sedimentos y desechos de rios que finalmente son purificados en el mar (Ezcurra et al.
2009).

Las acciones antropogénicas incrementan las amenazas y riesgos naturales sobre
los manglares (Aung et al. 2013). El conflicto que suponen las actividades humanas sobre
los habitats de dichos organismos, sugieren una pérdida continua de este ambiente
(Nettel-Hernanz et al. 2013). En el transcurro del tiempo y por diversas razones, el area
de este ecosistema ha sido impactada negativamente por eventos de deforestacion o
industrias pesqueras y camaroneras, asi como construcciones urbanas, turismo y

derrames de sustancias quimicas (Valiela et al. 2001; Li et al. 2013). En México, se estima
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una tasa de deforestacién en manglares del 5% anual, eliminando alrededor del 30% de
su extension geografica (Lewis 2005). En el Golfo de México y Mar Caribe, los impactos
ambientales producidos por la actividad camaronera han impactado la calidad del agua,
aumentando los niveles de nitrogeno y fésforo inorganico (Morales-Ojeda y Herrera-
Silveira 2010; Li et al. 2013), generando niveles de acidificacion superiores a los
establecidos en la zona, destruyendo cerca del 38% del area de habitat del manglar
(Garcia et al. 2012).

Dentro del territorio mexicano, los manglares constituyen 770,057 hectareas del
territorio nacional (Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
[CONABIOQO] 2009). La superficie total de este ecosistema ha sido deforestada hasta
perder alrededor del 60% en extension, debido a la industria pesquera y camaronera,
ademas del mal uso de los recursos costeros (Sol-Sanchez et al. 2015). La tasa anual de
pérdida de manglar en el Caribe Mexicano, especialmente en el estado de Quintana Roo
(alrededor de un 12%), es mas alta que en el Pacifico y el Golfo de México (Hirales-Cota
et al. 2010).

La falta de planificacién del desarrollo urbano, industrial y turistico, asi como del
desarrollo agricola, ganadero y acuicola, han desplazado y reducido extensiones
considerables de manglares, razén por lo cual son el ecosistema tropical costero mas
amenazado (Lacerda et al. 1993; Allen et al. 2001; Valiela et al. 2001).
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[. IV Avicennia germinans

Avicennia germinans, también conocido como mangle negro (CONABIO 2009), se
distribuye en las costas tropicales y subtropicales del Pacifico y las costas del Atlantico

del continente americano, asi como al oeste de Africa (Tomlinson 1986).

En México, las poblaciones de esta especie se localizan a lo largo de la costa del
Pacifico Mexicano, en Baja California Sur, Sonora, Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Colima,
Michoacan, Guerrero, Oaxaca, y Chiapas. Mientras que, en el Golfo de Meéxico,
encontramos poblaciones de A. germinans en Tamaulipas, Veracruz, Tabasco,
Campeche, Yucatan y Quintana Roo (Figura 1). Su distribucion se ve influenciada por los
cambios en la topografia, los niveles de inundacién por agua salada y/o salobre y los

niveles de salinidad de los suelos (Jiménez y Lugo 1970).
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Figura 1. Mapa de la distribucion de Avicennia germinans en las costas del Océano Pacifico, Golfo de México y Mar Caribe en el territorio mexicano (llustracién de

David Rafael Rubio Jasso).
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Las poblaciones de mangle negro se caracterizan por presentar arboles de 15 a 30
metros que ademas de ser una importante fuente de nutrientes (Tomlinson 1986; Cruz-
Romero et al. 2011), ofrece refugio para la reproduccién de una gran variedad de
organismos (Parani et al. 1998, Nettel-Hernanz et al. 2013). Cada arbol tiene/presenta
neumatoforos dispuestos radialmente alrededor del tronco. Cabe mencionar que A.
germinans es una especie criptovivipara (semillas que germinan dentro del fruto, cuando
este aun esta adherido al arbol) que se reproduce todo el afio (Suarez y Medina 2005;
Guo et al. 2013). Esta especie presenta tres etapas en su ciclo de vida (Pickens et al.
2011; Figura 2):

o FEtapa de dispersién: los propagulos flotan en el agua salada hasta que llegan a
tierra o se ven varados.

o FEtapa de varamiento: el hipocétilo se extiende desde los cotiledones permitiendo
que las raices penetren y se aferren al sustrato.

o FEtapa de establecimiento de la semilla: aparecen las primeras hojas y el tallo

comienza a acumular tejido lefioso

>
o

Etapa de dispersidn

'
v

Q Etapa de establecimiento

de la semilla
e Q, Etapa de
a=pyrr ~ varamiento . -
ﬁ/‘ FTT R L
N F

Figura 2. Ciclo de vida de Avicennia germinans. (llustracion de David Rafael Rubio Jasso).
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Las poblaciones de A. germinans poseen una importancia economica al ofrecer
productos forestales, de combustion, de construccién y fuente de alimento para
asentamientos humanos cercanos (Dodd et al. 2000; Cerén-Souza et al. 2012). Por otro
lado, la materia organica vegetal desprendida por los arboles y el crecimiento superficial
de las raices, constituyen una fuente significativa de carbono organico hacia el sedimento,
lo cual representa un tercio de la productividad primaria neta (Martinez-Ballesteros et al.
2013).

Conforme los asentamientos humanos han aumentado, poblaciones de A.
germinans han sido transformadas en areas ganaderas y de agricultura, ademas de zonas
de crianza de peces y camarones (Holguin et al. 2001). Hernandez-Cornejo et al. (2005),
estudiaron los usos de los manglares en la laguna Navachiste-San Ignacio-Macapule en
Sinaloa, México, encontrando un uso excesivo de las hojas y madera de A. germinans en
construccion y comercializacion de té; por lo cual se ha reportado una disminucion en la
extensién de esta poblacion. Por otro lado, de acuerdo a Blanco et al. (2012), los
manglares en Colombia se han visto afectado por la tala excesiva y la introduccion y
propagacion de pastizales, lo que ha generado una disminucion y aislamiento poblacional.
R. mangle y A. germinans han sido las especies mas utilizadas en construccion; cabe
mencionar que los manglares mas proximos a asentamientos humanos, son los mas

propensos a ser explotados.

A pesar de su importancia biolégica y sus beneficios ecoldgicos, hoy en dia, las
poblaciones de esta especie son relativamente pequefias y/o fragmentadas (Dodd et al.
2000), por lo cual algunos estudios genéticos en A. germinans sugieren que su diversidad
genética pudo haber disminuido con el paso del tiempo (Maguire et al. 2000, Salas-Leiva
et al. 2009, Nettel-Hernanz et al. 2013, Sandoval-Castro et al. 2014). Duke et al. (1998),
estudiaron poblaciones de la familia Avicenniaceae en el Océano Indo-Pacifico, donde
encontraron mayor diversidad genética entre poblaciones de A. marina y cambios
significativos en las frecuencias génicas, valores altos de endogamia y la presencia de

deriva génica, lo cual fue relacionado con la distribucién continua de las poblaciones.

Por otro lado, Arnaud-Haond et al. (2006) reportan que las poblaciones de A.
marina, en Vietnam, al norte de Filipinas y Australia, presentan baja diversidad y alta
estructura génica, lo que se atribuye a bajos niveles de flujo génico y a la disminucién del
tamafo poblacional. Asimismo, Dodd et al. (2002) analizaron la diversidad genética

existente entre poblaciones de A. germinans localizadas en el Océano Atlantico y el Itsmo
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Centroamericano (CAl). La diversidad genética resultd mayor al este del océano Atlantico,
presentando una diferenciacién entre las poblaciones del Atlantico y del Pacifico, lo que
sugiere que el CAI tuvo una gran influencia en la distribucién de las poblaciones y sigue

influyendo en cuanto su dispersion.

Cerdn-Souza et al. (2005) concluyeron que la variacion genética entre poblaciones
de A. germinans en la Costa Pacifica Colombiana, presenta una diversidad genética

mayor, a la encontrada en otros sitios de distribucion de la especie.

Un manejo adecuado y la conservacion de los recursos naturales en ambientes
fragmentados, requiere estudios que abarquen las consecuencias de la perturbacion
hacia las especies presentes, asi como el impacto generado dentro de la estructura de la
poblacion (White y Boshier 2000, Cayuela et al. 2006). Con base a los conocimientos
previos, este proyecto tiene como objetivo determinar las consecuencias de la
fragmentacion del habitat, en la variabilidad y estructura genética de poblaciones de

plantulas de Avicennia germinans distribuidas en diferentes costas de México.
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Il. OBJETIVOS

[I.I Objetivo General

Determinar las consecuencias de la fragmentacion del habitat en la variabilidad y
estructura genética de poblaciones de plantulas de Avicennia germinans distribuidas en

diferentes costas de México.
[I.Il Objetivos Particulares

e Describir la variacion genética entre las poblaciones de A. germinans en las costas
mexicanas, con la finalidad de proponer medidas para la conservacién de las
poblaciones de esta especie.

o Establecer si existen diferencias genéticas entre poblaciones de A. germinans a lo
largo del territorio mexicano, con el propésito de conocer la estructura genética entre

ellas y a partir de ésta identificar unidades de conservacion.
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l1l. HIPOTESIS

Debido a que las poblaciones de Avicennia germinans a lo largo de las costas mexicanas
han sido explotadas por actividades humanas, reduciendo su extension e incrementando
el aislamiento geografico y potencialmente genético entre poblaciones, se esperaria que
estos procesos pudieran afectar la dispersion de los propagulos y aumentar la distancia
genética conforme aumenta la distancia geografica entre poblaciones, presentando una
disminucién de flujo génico y un posible aumento en la endogamia y deriva génica,

generando una menor variabilidad en plantulas en poblaciones pequenas y aisladas.
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IV.l Area de estudio

IV. METODO

El estudio se llevé a cabo en las costas del territorio mexicano (Figura 3), en ocho

poblaciones situadas en diferentes esteros de México (Tabla 1).

Tabla 1. Nombre, abreviacién, ubicacion y superficie de las ocho poblaciones muestreadas en las costas de

México.
. Latitud (N . Estado de
Poblacion (N) Ubicacion Clave Superficie (ha) .
Longitud (W) conservacion
_ 25.618381 - 25.275685 Sinaloa .
El Caimanero CA 21,728* Medio
108-951846 - 108. 458474 Océano Pacifico
Barra de 19.247447 - 19.101787 Jalisco y Colima .
] BN 622 ** Medio
Navidad 104.724031 - 104.469562 Océano Pacifico
B 13.773673 - 15.650617 Chiapas .
La Encrucijada EN 29,536 * Medio
92.460843 - 93.342546 Océano Pacifico
21.603899 - 21.329444 Quintana Roo
Holbox HB 6,665 ** Alto
87.533299 - 87.014159 Océano Atlantico
) 18.60026 - 20.223083 Quintana Roo
Sian- Ka'an SK 85,719 * Alto
87.409837 - 88.076704 Océano Atlantico
] 21.506536 - 21.624211 Yucatan .
Ria Lagartos RL 1,595 ** Medio
88.10508 - 88.235921 Océano Atlantico
20.27159 - 20.591830 Quintana Roo
Cozumel cz 1,773 ** Alto
86.723734 - 20.591830 Océano Atlantico
21.171224 - 20.847738 Veracruz .
Tuxpan X 4,520 ** Medio
92.298963 - 97.262108 Océano Atlantico
Total 152,158 ha

Superficie del manglar dada por la *Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (2014) y ** Comisién

Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (2010). El estado de conservacion de los manglares

se ha obtenido de la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (2010).
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@ &l caimanero (CA)
@ Barra de Navidad (BN)
@ LaEncrucijada (EN)
@ Hobox (HB)

@ sianKa'an (SK)

@ Cozumel (CZ)

@ Ria Lagartos (RL)

@ Twpan (TX)

Figura 3. Localizacion de las poblaciones en estudio de A. germinans en las costas del Océano Pacifico, Golfo de México y Mar Caribe en el territorio mexicano

(llustracion de David Rafael Rubio Jasso).
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IV.Il Obtencién de muestras

Se colectaron muestras de tejido vegetativo de A. germinans. En total se colectaron de
tres a cinco hojas por individuo de 30 individuos jovenes en cada una de las ocho

poblaciones en estudio.

La colecta se realizé a partir de transectos de tamafio dependiente a la poblacion
(aproximadamente de dos a seis km), presentando una separacion minima entre
individuos de 100 metros. Asimismo, el material vegetal colectado en campo fue
almacenado en nitrogeno liquido hasta el momento de su refrigeracion en el laboratorio.

Las muestras se mantuvieron congeladas a -20°C previo a la extraccion de ADN.
IV.1ll Extraccion de ADN y amplificacién de microsatélites

La extraccion de ADN se realizé utilizando el protocolo del método de bromuro de cetil-
trimetil amonio (CTAB) (Doyle y Doyle 1990) (Anexo 1).

En total se estandarizaron 18 microsatélites nucleares especificos para Avicennia
germinans caracterizados por Nettel et al. (2005), Ceron-Souza et al. (2006, 2012) y Mori
et al. (2010) (Tabla 2).

La amplificacién de las 18 regiones (loci) microsatélites se realizd por medio de la
reaccion en cadena polimerasa (PCR), en volumen final de 20 pL, con distintas
condiciones y ciclos (Cuadro 2). Los marcadores microsatélites fueron enviados a

genotipar a la Universidad de lllinois Urbana-Champaing, Estados Unidos.
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Tabla 2. Condiciones para la reaccion de PCR para cada microsatélite.

Temperatura )
Tamario
No. de acceso de
Nombre def locus Secuencia repetida reportado de Referencia
GeneBank alineamiento
alelos (pb)
(To°C)
Agerm_CT_003 DQ240231 55 [CT]a 412-516 C:c’)ar;- 23;(;16251
Agerm_CAT_004 HQ172890 55 [CAT]s 466-496 c:oar;- 28(?;;3
AgD37 AY741806 50 [GA]21 163-197 Net;lozt al.
Agerm_CT_004 HQ172891 55 [CT]17 331-413 Ceron- Souza
et al. 2006
Agerm_GA_003 HQ172892 55 [GAl1s 334-406 Cerén- Souza
et al. 2006
Agerm_GT_006 HQ172893 55 [GT]1e 308-388 Ceron- Souza
et al. 2006
Agerm_25 HM470026 59.6 [AC] 207 Mo;; :;; al.
Agerm_8 HM470010 65 [TGls 183 Mozr(.) T:) al.
AgT31 AY741800 60 [CAL12[TA.GA[CATAs 198-205 R
Agerm_CA 001  DQ240220 60 [CAL1a 335-391 oo S
AgT1 AY741801 60 [GTAT]s 118-151 Ne‘:)'o‘zf al.
AgD6 AY741807 50 [ATTLN7[GT]1s 207-260 Ne‘;‘(: a.
AgT9 AY741804 50 [CALIGALICAGAls ~ 218-238 "o
AgT4 AY741803 50 [CATAJS[CATG[CATAJs 79-107 N
AgT8 AY741802 50 [TGTAJe 104-112 Ne‘;‘zo‘;f al.
Agerm_CTT_001 DQ240228 55 [CTTls 114-141 C:éar;— ZS:1uzza
Agerm_CA_002 DQ240230 55 [CA]12 310-346 C:;c’)ar;- ZS:1uzza
Agerm_GT_003 DQ240227 55 [GT]v 462-512 Cerén- Souza

etal. 2012
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IV. IV Analisis Estadisticos
e Variacion genética

Para conocer la variacion genética dentro y entre poblaciones se estimd, para cada
poblacion, el numero promedio de alelos por locus y riqueza alélica (A), al igual que la
proporcion de loci polimorficos (P). Se calculéd la heterocigosidad esperada (He) y la
observada (Ho) por locus, por poblacion (Hs) y a nivel especie (Hr), asi como las
desviaciones del equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) para cada locus, evaluadas con
pruebas exactas por medio del método de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC), con
10,000 desmemorizaciones, 20 batches (tratamientos por lote) y 10,000 interacciones por
tratamiento, con el programa GENEPOP version 4.5 (Rousset 2008). Las desviaciones del
equilibrio de H-W para todos los loci en conjunto se evaluaron en cada poblacion usando

el método de Fisher.

Se analizé la presencia de alelos nulos con el software MicroChecker version 2.2.3
(Oosterhout et al. 2004), por medio del método de Brookfield (1996). Este programa
puede identificar si existe una deficiencia de heterocigos debido a endogamia, efecto

Wahlund o alelos nulos (Van Oosterhout et al. 2004).

Por otra parte, la prueba de desequilibrio de ligamiento se realizo por la estimacion
de la independencia de genotipos por cada par de loci dentro de cada poblacién,
utilizando una aproximacion del método de MCMC con condiciones iniciales de 10,000
dememorizaciones, 10 batches y 10,000 interacciones por tratamiento, con el programa
GENEPORP version 4.5 (Rousset 2008).

Se realizd la estimacion del coeficiente de endogamia para A. germinans (Fir) y
para cada poblacion y para cada locus (Fis) de acuerdo a las ecuaciones de Nei (1987),

con el programa ARLEQUIN version 3.5 (Excoffier y Lischer 2010).

Se utilizé el programa BOTTLENECK (Piry et al. 1999) para detectar cuellos de
botella utilizando los modelos de mutacién paso a paso (SMM) y mutacién en dos fases
(TPM); el andlisis incluye tres pruebas estadisticas, de significancia, de diferencia
estandarizada y de Wilcoxon, ademas, se programaron 10,000 repeticiones para calcular

el nivel de significancia.
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e Estructura genética

La estructura genética fue descrita con el programa ARLEQUIN version 3.5
(Excoffier y Lischer 2010), al calcular la medida de diferenciacién genética Rsr que es
equivalente a la Fsr de Wright. Esta medida de diferenciacion es mas recomendada al
estimar estructuracién cuando se utilizan microsatélites, debido a que considera el modelo
de mutacion paso por paso (Stepwise Mutation Model, SMM) y el tamafo de los alelos al
calcular la varianza (Michalakis y Excoffier 1996). Se obtuvo un dendograma partiendo de

la distancia genética de Nei con el programa TFPGA version 1.3 (Miller 1997).

Cabe mencionar, que se realiz6 un analisis de varianza molecular espacial
(SAMOVA) con el programa SAMOVA version 2.0 (Dupanloup 2002); este analisis integra
las coordenadas geograficas para determinar una organizacién que explique la variaciéon y
estructuracion de las poblaciones a partir de la estructura geografica. Se utilizaron las
condiciones predeterminadas por el programa partiendo de K =2 a K= 7, donde K es el

numero de grupos posibles.

Se estimé el numero de migrantes por generacion (Nm) al obtener el numero
efectivo de migrantes de acuerdo a Slatkin (1985), basada en la utilizacion de alelos

unicos (exclusivos o privados) y usando los valores de Rst: Nm = (1-Rst) / (4RsT).

Con el programa GENECLASS versién 2.0 (Piry et al. 2004), se calcul6 el numero
de migrantes entre poblaciones teniendo en cuenta la precision de asignacion de
individuos en dichas poblaciones; la deteccion de migrantes en primera generacion se
calculd con la probabilidad de: L = L_home / L_max, por el método bayesiano de Rannala
y Mountain (1997), con una probabilidad de 100,000 individuos y una probabilidad de
0.001.

Se efectud un anadlisis de correlacion entre distancia genética (Rs7) y distancia
geogréfica con el programa XLSTAT (Addinsoft 1995-2007), con la finalidad de describir la
acumulacion de diferencias genéticas poblacionales tomando en cuenta una dispersion
geogréfica restringida (Tejada et al. 2013). Para determinar su asociacion, se realizé una
prueba de Mantel con 10,000 permutaciones, que compara directamente las matrices de
distancia genética y geogréfica, y evalua si dichas matrices presentan correlacién o no al
mostrar la relacion del flujo génico entre pares de poblaciones, e inferir la posible

existencia de endogamia y deriva génica.
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V. RESULTADOS

= Variacion genética

Se analizaron un total de 240 individuos de ocho poblaciones. La Hr de A.
germinans fue de 0.589 con un polimorfismo de 0.816. El niumero total de alelos fue de
240, mientras que el nimero promedio de alelos por locus fue de 7.75. El coeficiente de
endogamia para todas las poblaciones fue alto y significativamente diferente de cero (Fir =

0.485; p = 0.001), lo que sugiere un déficit global de heterocigos en cada poblacion.

Los dieciocho microsatélites analizados en esta investigacion fueron todos
polimérficos en las poblaciones ElI Caimanero, Barra de Navidad, Holbox y Sian Ka’an;
mientras que, para La Encrucijada, tres de los marcadores resultaron monomorficos
(Agerm_8, AgD6 y AgT9); en Ria Lagartos (AgT4), Cozumel (Agerm_25) y Tuxpan (AgD6)
s6lo uno de ellos no presenté variacion alguna (Anexo 2). Las poblaciones con una mayor
proporcion de loci polimérficos son ElI Caimanero, Barra de Navidad y Sian Ka'an (P =
1.0), mientras que La Encrucijada y Tuxpan (P = 0.833) son las poblaciones con el nivel

mas bajo de polimorfismo (Tabla 3).

Se calculd la variabilidad genética por medio de Hs, que resultdé mayor que H,en la
mayoria de las poblaciones a excepcion de La Encrucijada (Ho = 0.564) y Ria Lagartos
(Ho = 0.576); siendo Cozumel (CZ = 0.664) la poblacién con mayor variabilidad genética,
seguida de Sian Ka'an (SK = 0.657), Holbox (HB = 0.591) y Tuxpan (TX = 0.591). Las
poblaciones que presentan una menor variabilidad genética son Ria Lagartos (RL =
0.558), seguida de La Encrucijada (EN = 0.554) y por ultimo la poblacién con menos
variacion es El Caimanero (CA = 0.526). Al realizar el andlisis de Hardy-Weinberg por
poblacion se observé que las ocho poblaciones presentaron desviaciones significativas
del equilibrio (Tabla 3).

Los valores del coeficiente de endogamia (F;s) sugieren que las ocho poblaciones
presentaron deficiencia de heterocigos significativa, con valores de 0.068 hasta 0.876. El
valor mas alto de Fisfue dentro de la poblacion de Cozumel (0.420), mientras que el mas
bajo fue en Tuxpan (0.347). Todos fueron significativamente diferentes de cero (p< 0.05),
es decir que es probable que haya endogamia dentro de las poblaciones o una

estructuracion en las poblaciones posiblemente debido al efecto Wahlund (Tabla 3).
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Tabla 3. Medidas de variabilidad genética para las ocho poblaciones de A. germinans a lo largo del territorio
mexicano. N = Numero de individuos por poblacion; Hs = Heterocigosidad esperada; H; = Heterocigosidad
observada; P= Polimorfismo; Na = Numero promedio de alelos por locus; Fis = coeficiente de endogamia; *p <
0.05.

Poblacién N Hs Hi P (0.95) Na Fis (p)
CA 30 0.526 0.353 1.00 6.94 0.39 (0.065)
BN 30 0.571 0477 1.00 7.33 0.37 (0.016)*
EN 30 0.554 0.564 0.833 5.66 0.372 (0.01)*
HB 30 0.591 0.417 0.888 8.16 0.369 (0.059)
SK 30 0.657 0.459 1.00 7.83 0.361 (0.127)
RL 30 0.558 0.576 0.888 7.27 0.383 (0.035)
Ccz 30 0.664 0.396 0.944 8.77 0.42 (0.406)
X 30 0.591 0.448 0.833 10.11 0.347 (0.029)*

CA = El Caimanero; BN = Barra de Navidad; EN = La Encrucijada; HB = Holbox; SK = Sian Ka'an; RL = Ria
Lagartos; CZ = Cozumel; TX = Tuxpan.

Por otro lado, se observo la presencia de alelos nulos para los dieciocho
microsatélites en las ocho poblaciones estudiadas, en un rango de 0.012
(Agerm_CTT_001) hasta 0.159 (AgD37). Al no encontrar valores significativos (> 0.2), se
sugiere que los alelos nulos no son relevantes para explicar una deficiencia de
heterocigos. En las poblaciones, la frecuencia promedio de alelos nulos fue de 0.117 para
El Caimanero, seguido de 0.096 en Holbox, 0.087 en La Encrucijada, 0.085 en Cozumel,
0.081 en Sian Ka’'an, 0.069 en Tuxpan, 0.064 en Ria Lagartos y 0.055 en Barra de
Navidad (Anexo 3).

Se detectd un cuello de botella bajo dos modelos de mutacién (TPM y SMM). Los
resultados sugieren que hay una desviacion del equilibrio mutacién-deriva (He > Heq)
dentro de todas las poblaciones (Anexo 4). Las pruebas estadisticas indican que existe un
exceso significativo de heterocigos para las ocho poblaciones, lo que sugiere que estas
poblaciones han pasado por cuellos de botella (Tabla 4). Los resultados obtenidos con el
modelo TPM (prueba de significancia y de Wilcoxon) sugieren un cuello de botella en las
poblaciones ElI Caimanero, Barra de Navidad y La Encrucijada, mientras que el modelo

SMM sugiere un cuello de botella en la mayoria de las poblaciones (prueba de Wilcoxon).

Se observo que todas las poblaciones y todos los loci analizados se encuentran en
desequilibrio de ligamiento. La poblacibn con mayor numero de comparaciones
significativas de desequilibrio es Ria Lagartos (24), seguida de Tuxpan (12) y Barra de
Navidad (10); mientras que El Caimanero, La Encrucijada y Cozumel (9 comparaciones),
Sian Ka’'an (7 comparaciones) y finalmente Holbox (3 comparaciones) presentan pocos

casos de desequilibrio. El locus Agerm_CT_003 presenta desequilibrio de ligamiento
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respecto a una mayor cantidad de loci, en total 9, seguido de Agerm_CAT 004,
Agerm_GT_006 y Agerm_8 con 8 loci cada uno (Anexo 5). Sdlo cuatro loci presentaron
exceso de heterocigos: Agerm_GA_003, AgT9, Agerm_CTT_001 y Agerm_CA_002, para
todas las poblaciones. El coeficiente de endogamia (Fis) mas alto lo presento el locus
Agerm_25 (0.652), seguido de Agerm_CT_004 (0.632) y Agerm_8 (0.556), mientras que
los mas bajos son los loci AgD37 (0.11), Agerm_CA_002 (0.059) y Agerm_GA_003 (0.034;
Anexo 2).

Los loci AgT31, Agerm_CA _001, AgT9, Agerm_CTT_001, Agerm_GT_003
coinciden en que Cozumel es la poblacion que presenta los niveles mas altos de HkE,
mientras que Agerm_CT_003, Agerm_CAT_004, AgT31, Agerm_CTT_001 sugieren que El
Caimanero es la poblacién con los niveles de He mas bajos.

Tabla 4. Estimacién de cuellos de botella de acuerdo al modelo de mutaciéon en dos fases (TPM) y paso a

paso (SMM). En gris se observan los valores de p significativos. n = 2N; ko = numero de alelos; He =
heterocigosidad esperada; p = valor de significancia (*p <0.05).

Prueba de diferencias

Prueba de significancia Prueba de Wilcoxon

estandarizada

n Ko He prPm Psmm PrPm Psmm PrPm Psmm
CA 60 6.94 0.536 0.001 0.00003 0.000 0.000 0.0002 0.00005
BN 60 7.33 0.581 0.001 0.00003 0.000 0.000 0.002 0.00007
EN 60 567 0.564 0.579 0.101 0.376 0.00001 0.761 0.302
HB 60 8.17 0.601 0.094 0.0005 0.00002 0.000 0.059 0.0006
SK 60 7.83 0.668 0.480 0.164 0.006 0.000 0.369 0.053
RL 60 7.33 0.569 0.164 0.005 0.081 0.000 0.132 0.00005
cz 60 8.78 0.676 0.094 0.000006 0.048 0.000 0.073 0.001
TX 60 10.11 0.601 0.0005 0.000 0.000 0.000 0.0001 0.000008

CA = El Caimanero; BN = Barra de Navidad; EN = La Encrucijada; HB = Holbox; SK = Sian Ka’'an; RL = Ria
Lagartos; CZ = Cozumel; TX = Tuxpan.
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= Estructura genética

Al realizar el analisis de la prueba exacta de diferenciacion poblacional se
observaron valores de Rst entre 0.339 a 0.977, siendo todos significativos (p < 0.05), lo
que indica que existe alta diferenciacion genética entre todas las comparaciones entre

poblaciones (Tabla 5).

Se estimaron los valores de distancia genética de Nei, que presentaron un
gradiente de 0.244 hasta 0.852 (Anexo 6). En el dendograma obtenido con el algoritmo
Neighbor-joining a partir de las distancias genéticas de Nei (Figura 4) se observan cuatro
grupos diferentes. El grupo compuesto por Cozumel y Ria Lagartos tienen el soporte
estadistico mas alto (68%); asi mismo, se observa la cercania entre Barra de Navidad y El
Caimanero con una consistencia del 33%, a diferencia de su relacién en conjunto con La
Encrucijada (45%), seguidos del conjunto entre Sian Ka'an y Holbox (26%). Los
resultados sugieren que Tuxpan es la poblacion que mas se diferencia de todas las

poblaciones.

La distancia genética presenta una correlacién positiva y significativa (R? = 0.578;
p = 0.02) con la distancia geografica, de manera que a mayor distancia observamos que
hay niveles mas altos de diferenciacion, por lo tanto, se apoya el modelo de aislamiento
por distancia (Figura 5). Sin embargo, no existe una correlacion entre el flujo génico y la
distancia geografica.

Tabla 5. Valores de Rsr. Método de distancia: suma de diferencias de tamafio cuadradas. Debajo de la
diagonal valores de Rsr; por encima de la diagonal valores de p. (Valor de significancia p <0.05).

CA BN EN HB SK RL cz TX
CA 0.000 0.028 0.039 0.007 0.015 0.0007 0.0002 0.0005
BN 0.612 0.000 0.044 0.016 0.005 0.021 0.006 0.019
EN 0.977 0.962 0.000 0.031 0.036 0.0007 0.042 0.032
HB 0.961 0.944 0.450 0.000 0.041 0.034 0.013 0.093
SK 0.709 0.483 0.975 0.956 0.000 0.023 0.0007 0.0007
RL 0.896 0.625 0.976 0.955 0.801 0.000 0.008 0.006
cz 0.858 0.850 0.541 0.571 0.849 0.864 0.000 0.041
X 0.774 0.441 0.958 0.339 0.537 0.842 0.842 0.000

CA = El Caimanero; BN = Barra de Navidad; EN = La Encrucijada; HB = Holbox; SK = Sian Ka'an; RL = Ria
Lagartos; CZ = Cozumel; TX = Tuxpan.
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En poblaciones de A. germinans, cuando K = 4, encontramos un valor de ®c¢r
menor y significativo (p = 0.001) comparado con las demas K, lo cual propone que las
poblaciones se distinguen en cuatro grupos: (1) grupo 1: Barra de Navidad, Sian Ka’an,
Holbox y Cozumel; (2) grupo 2: La Encrucijada y Tuxpan; (3) grupo 3: Ria Lagartos; (4)
grupo 4: El Caimanero. Sin embargo, cabe mencionar que todos los valores de K fueron

significativos (p < 0.05; Tabla 7).

El numero de migrantes por generacion (Nm) con respecto a los valores de Rsr se
encuentra en un rango de 0.00573 a 0.26715 (Tabla 6). El flujo génico entre poblaciones
resultd bajo ya que todas las comparaciones entre poblaciones presentan un numero de

migrantes menor a uno.

Por otra parte, se registré6 un migrante de la poblaciéon Holbox (HB) a Sian Ka’an
(SK; p < 0.05) con el 21% de asignacion a SK, por lo cual se supone que el flujo génico

entre poblaciones es bajo.

Tabla 6. Matriz con valores de flujo génico (Nm = 1- Rs1/4Rst)

CA BN EN HB SK RL Ccz X
CA  0.000
BN  0.158 0.000
EN  0.005 0.009 0.000
HB 0.01 0.014 0.304 0.000
SK  0.102 0.267 0.006 0.011 0.000
RL  0.028 0.149 0.006 0.011 0.062 0.000
Cz 0.041 0.043 0.211 0.187 0.044 0.039 0.000
T™X  0.072 0.316 0.01 0.486 0.215 0.046 0.046 0.000

CA = El Caimanero; BN = Barra de Navidad; EN = La Encrucijada; HB = Holbox; SK = Sian Ka’'an; RL = Ria
Lagartos; CZ = Cozumel; TX = Tuxpan.
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Tabla 7. Porcentajes de variacion en niveles jerarquicos estimados en cada grupo K para A.
= varianza entre grupos con respecto a la varianza total. *p < 0.05 = valor de significancia.

germinans. Pcr

Entre
Estructura (poblacion en cada poblaciones Dentro de
) Entre grupos
grupo) dentro de poblaciones
grupos

Pcr (p)

Grupo 1(EN, RL, TX)
2 7.24 10.41 82.35
Grupo 2 (CA, BN, HB, SK, CZ)

Grupo 1 (EN, TX)
3 Grupo 2 (CA, BN, HB, SK, CZ) 7.76 7.02 85.22
Grupo 3 (RL)

Grupo 1 (BN, HB, SK, CZ)
Grupo 2 (EN, TX)
4 Grupo 3 (RL) 9.14 5.50 85.36
Grupo 4 (CA)

Grupo 1 (RL)
Grupo 2 (EN, TX)
Grupo 3 (CA)
5 10.33 5.08 84.59
Grupo 4 (HB)

Grupo 5 (BN, SK, C2)

Grupo 1 (TX)
Grupo 2 (EN)
Grupo 3 (BN, SK, C2)
6 Grupo 4 (HB) 10.7 5.80 83.50
Grupo 5 (RL)
Grupo 6 (CA)

Grupo 1 (EN)
Grupo 2 (BN, SK)
Grupo 3 (HB)
7 Grupo 4 (TX) 11.4 6.30 82.30
Grupo 5 (CZ)
Grupo 6 (RL)
Grupo 7 (CA)

0.823 (0.017)

0.852 (0.008)

0.853 (0.0009)*

0.845 (0.0019)

0.835 (0.038)

0.822 (0.011)

CA = El Caimanero; BN = Barra de Navidad; EN = La Encrucijada; HB = Holbox; SK = Sian Ka’'an; RL = Ria

Lagartos; CZ = Cozumel; TX = Tuxpan.
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VI. DISCUSION

Debido a que la pérdida de variabilidad genética tiene un impacto negativo sobre la
viabilidad y adaptabilidad de las especies (Young et al. 1996; Parrent et al. 2004; Ochoa
et al. 2012), es importante comprender la participacién de las fuerzas evolutivas (Hedrick
2005) dentro y entre poblaciones, con la finalidad de entender los aspectos historicos y
actuales que influyen en el funcionamiento y en la estructura de las poblaciones (Hedrick
2005; Castellanos 2009). En habitats fragmentados, las poblaciones se ven comunmente
afectadas por actividades antropogénicas, situacion que frecuentemente acelera la
disminucion de variabilidad genética y acelera la diferenciacion y estructuracién genética
(Ellstrand y Elam 1993; Young et al. 1996; Giri et al. 2011).

Para comprender las consecuencias de la fragmentacion en un habitat es
importante realizar trabajos sobre la variabilidad genética de distintas especies y entre
poblaciones de una especie; tal es el caso de los manglares. En México se ha realizado
un estudio de genética poblacional con individuos adultos de Avicennia germinans
(Sandoval-Castro et al. 2014), siendo esta tesis el primer estudio que se realiza con
plantulas de ésta especie. Esto implica conocer la informacién genética de los individuos
jévenes que conforman las poblaciones de A. germinans y a su vez inferir los factores que

han influido en la actual dinamica poblacional (Rabinowitz 1978; Delgado et al. 2001).

La variabilidad genética de las plantulas de A. germinans es alta (Hr = 0.589) en
comparacion con los resultados obtenidos en adultos de esta misma especie (Sandoval
Castro et al. 2014; Hr = 0.26). Asimismo, se observd que el numero de alelos registrados
para esta especie en las costas mexicanas fue alto. Sandoval-Castro et al. (2014),
encontraron 93 alelos en A. germinans, de los cuales 35.5% corresponde al Atlantico,
35.5% al Pacifico y 29% en comun para ambas costas, en contraste con los 240 alelos
encontrados en este estudio, de los cuales, 63.4% pertenecen al Atlantico, 30% al
Pacifico y 6.6% en comun; cabe mencionar que el uso de los microsatélites especificos
utiizados en ambas investigaciones difiere en numero, siendo de siete y 18,
respectivamente. Estos altos niveles de variacion genética pueden relacionarse con la
etapa de desarrollo de la especie, ya que no todas las plantulas sobreviven y se
reproducen, sin embargo, al muestrearse en esta etapa de desarrollo se pueden obtener
variaciones genéticas que no encontramos en individuos adultos; ademas, es importante
considerar el efecto de los altos niveles de polimorfismo arrojados por los microsatélites

utilizados dentro de la investigacion. El uso de microsatélites es relevante para la
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estimacion de variacién genética, ya que los valores de He y A obtenidos con otros
marcadores para el género Avicennia (Dodd et al. 2002; Giang et al. 2003; Ceron-Souza

et al. 2006) son menores a los obtenidos con este marcador.

Por otro lado, las diferencias encontradas entre plantulas y adultos de A.
germinans puede deberse principalmente a las diferencias entre las areas geograficas en
las que se localizan las poblaciones estudiadas en cada una de las investigaciones;
ademas, las caracteristicas geograficas en las costas del Océano Pacifico no permiten la
formacion de muchas lagunas costeras, a diferencia del Océano Atlantico. Es importante
considerar las diferencias morfolégicas entre los manglares del Mar Caribe, en donde se
aprecian individuos frondosos vy altos, y del Océano Pacifico, que son individuos de menor
tamano, pigmentacion opaca y menor cantidad de hojas y ramas (Clarke et al. 1991,
Salazar-Vallejo 2000), caracteristicas posiblemente relacionadas a las variantes genéticas

persistentes en determinado habitat.

Todas las poblaciones se encontraron fuera del equilibrio de Hardy-Weinberg
debido a una deficiencia de heterocigos. Una desviacion significativa del equilibrio sugiere
que tanto la deriva génica como la endogamia y la seleccion natural estan actuando en las
poblaciones (Castellanos 2009; Fox y Reed 2010). Los valores del coeficiente de
endogamia (F;s) indicaron valores significativos para 14 loci en las ocho poblaciones; es
importante resaltar que estos valores son mayores a los reportados para A. germinans en
los estudios realizados en adultos por Salas-Leiva et al. (2009), Ceron-Souza et al. (2012)
y Nettel et al. (2013), alrededor de las costas del Pacifico y Atlantico. Los niveles de Fis
distintos y mayores en plantulas respecto a los adultos, sugieren que la seleccién natural
puede estar eliminando a los individuos con mayor endogamia, reduciendo su numero en
la poblacion adulta. Sin embargo, si la fragmentacién ha reducido el nimero de parejas
potenciales, puede aumentar la endogamia y esto podria ser el resultado de apareamiento

entre parientes (Marone et al. 2002; Zhou et al. 2011).

Si consideramos que los manglares son susceptibles a cambios ambientales, la
perturbacion en las poblaciones de A. germinans, ademas de ocasionar un aislamiento
entre ellas, puede afectar la dinamica de dispersién de los propagulos. Por lo tanto,
podemos asociar altos niveles de Fis a efectos negativos de la deriva génica en
poblaciones pequefias 0 a la fragmentacion del habitat, asi como un apareamiento
panmictico dentro de las poblaciones (Bacén 1993; Charlesworth y Willis 2009; Fox y

Reed 2010), un cuello de botella y/o escaso flujo génico. La evidencia de desequilibrio de
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ligamiento en las poblaciones de A. germinans indica que no hay apareamientos al azar,
lo cual se relaciona a su vez con los altos niveles de F;s en cada una de las poblaciones.
Asimismo, al presentarse una reduccién en el tamafo poblacional, la deriva génica
causaria fluctuaciones aleatorias de las frecuencias alélicas ocasionando un aumento de
desequilibrio de ligamiento (Kimura y Ohta 1971; Ohta 1982; Slatkin 2008).

Las poblaciones Cozumel, Sian Ka'an y Holbox presentaron altos niveles de Hs
(0.6641, 0.6573 y 0.5916, respectivamente), en comparaciéon con Tuxpan, Barra de
Navidad, Ria Lagartos, La Encrucijada y El Caimanero (0.5915, 0.5585, 0.5547 y 0.5267,
respectivamente). Sin embargo, estos valores de Hs son mayores a los obtenidos para A.
germinans por Cerdon-Souza et al. (2006) y Salas-Leiva et al. (2009) en Colombia, vy
Sandoval-Castro et al. (2014) en México. Los resultados obtenidos sugieren que, al
encontrar altos niveles de F;s en cada una de las poblaciones, asi como altos niveles de
Hs, las poblaciones se han visto expuestas a cuellos de botella intensos por un periodo de
tiempo corto (Allendorf y Luikart 2008).

De acuerdo a Cerén-Souza et al. (2012) y Salas-Leiva et al. (2009), las
poblaciones de A. germinans en el mar Caribe, presentan un nivel de heterocigosidad
mayor a las de la costa del Pacifico, lo cual coincide con los resultados aqui obtenidos.
Estas diferencias genéticas entre costas pueden deberse al impacto antropogénico que
las areas han sufrido (Hirales-Cota et al. 2010). A pesar de que las poblaciones de A.
germinans en el Golfo de México y el Caribe mexicano se han visto devastadas por el
desarrollo turistico acelerado (Hirales-Cota et al. 2010), en el Océano Pacifico los
bosques de mangle negro son utilizados para fines de crecimiento urbano y agropecuario
(Romero-Berny et al. 2015), ademas de contar con menos areas protegidas de manglares
y por lo tanto presentar tasas elevadas de deforestacion para el crecimiento turistico
(Carrillo-Bastos et al. 2008; Hirlaes-Cota et al. 2010). Asimismo, las diferencias en
diversidad genética entre costas podrian ser histéricas, antes del cierre del ltsmo

centroamericano hace aproximadamente 3.5 millones de afios (Dodd et al. 2002).

Las poblaciones de A. germinans han experimentado reduccién en su tamafio
efectivo poblacional a causa de un cuello de botella. Los resultados coinciden con la
historia de estas poblaciones; antes eran mas extensas y continuas y, con el paso del
tiempo, han sufrido fragmentacién a causa de actividades antropogénicas (Blanco et al.
2012). La fragmentacion de las poblaciones de mangle negro esta registrada desde los
afnos 1950 a la fecha (Calderdn et al. 2009; Blanco et al. 2012). En Barra de Navidad, el
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impacto negativo mas sobresaliente en la poblacion de mangle negro fue la construccion
del aeropuerto internacional de Manzanillo al sur del sitio del manglar, ademas, la
construccion de hoteles data desde 1960 y el aumento de la actividad turistica fue de
1970 a 1990 (Téllez-Garcia y Valdez-Hernandez 2012). La Encrucijada, es considerado
como el estuario con mayor productividad y mejor desarrollado del Pacifico, sin embargo,
existen zonas de presidn ganadera sobre el corredor de manglar desde 1972 (Orihuela et
al. 2004); dentro de El Caimanero se ha excedido la deforestacion para la construccion y
asentamientos humanos, ademas de continuos establecimientos de granjas camaroneras
e industrias salineras que ocasionan cambios en la calidad de agua (Navarro-Rodriguez
et al. 2010). En Cozumel la deforestacion de A. germinans por parte de los asentamientos
humanos cercanos (Zaldivar-Jiménez et al. 2004; Moreno 2013) ha ocasionado pérdida
de extensién geografica, asi como la construccion de zonas hoteleras. En Sian Ka'an, a
pesar de ser patrimonio natural, el aumento de las actividades socioeconémicas como la
pesca, el turismo, la agricultura y ganaderia han contribuido a la disminucion de
poblaciones de esta especie (Smardon 2009). En Holbox, los cambios de uso de suelo y
la afectacion de calidad de agua debido a los excesos de sedimentos de la deforestacion
ocasionan una pérdida significativa dentro de las poblaciones de mangle negro
(Rodriguez-Zuniga 2000; Moreno 2013). En Tuxpan existe un dafio por embarcaciones
petroleras y descarga de aguas residuales (Williams-Linera et al. 2002; Utrera-Lopez y
Moreno-Casasola 2008). En Ria Lagartos, la poblacion de A. germinans es utilizada como
combustible aumentando los niveles de contaminacion en el estero, ademas, existe una

acentuacioén en la construccién de carreteras y hoteles (Agraz-Hernandez et al. 2009).

Por todo lo anterior, las evidencias de pérdida de variabilidad genética debido a
cuellos de botella, se relacionan ademas a los altos niveles de endogamia (Arnaud-
Haond et al. 2006), posible baja densidad de polinizadores, ocasionada por la
modificacion y reduccién de zonas de nidificacién y fuente de alimento, asi como a las
restricciones ambientales, como la temperatura, salinidad, niveles de inundacién, entre
otros, que afectan la propagacién de semillas (Rabinowitz 1978; Delgado et al. 2001).
Para discernir entre los patrones actuales e histéricos que pueden explicar el cuello de
botella, es necesario realizar analisis con otros marcadores moleculares como los SNPs
(Single Nucleotide Polymorphism) que permiten una estimacion con mas detalle de la
variabilidad genética (Frankham et al. 2005; Vali et al. 2008).

La diferenciacién genética presentd valores significativos para todas las
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poblaciones. Hernandez-Cornejo et al. (2005) reportaron que se pueden observar altos
niveles de diferenciacion genética en lugares donde las poblaciones se vieron
fragmentadas por eventos antropogénicos, como es el caso del género Avicennia. Ceron-
Souza et al. (2012) y Sandoval-Castro et al. (2014) encontraron niveles altos de
diferenciacion en poblaciones de mangle negro, la cual se ha atribuido a la geomorfologia
de las costas, asi como a la capacidad de dispersién de los propagulos, la cual se ve
restringida cuando la distancia aumenta (Cerén-Souza et al. 2012); esto conlleva a una
estructuracion significativa entre poblaciones. Cabe mencionar, que la diferenciaciéon
genética entre las poblaciones de la presente investigacion, presenté una correlacién
significativa con la distancia geografica, sin embargo, el escaso flujo génico no mostré
relacion significativa con la distancia geografica, lo cual puede atribuirse al hecho de que
los propagulos se estén dispersando adecuadamente, sin embargo, es posible que no se
establezcan o no sobrevivan debido a las condiciones climaticas y meteoroldgicas, asi
como a las condiciones especificas del suelo en cada una de las poblaciones, ya que
estas condiciones pueden no ser las necesarias para el establecimiento de las semillas
(Rabinowitz 1978; Delgado 2001; Wiasiuk et al. 2003).

Es importante mencionar que el modelo de equilibrio mutacion-deriva establece
que un migrante por poblacion es suficiente para mantener homogeneidad y conectividad
entre poblaciones. Sin embargo, otros autores han sugerido que de tres a cinco individuos
son necesarios para prevenir una diferenciacién genética (Wright 1969; Lacy 1987; Young
y Clarke 2000). Es preciso sefalar que el flujo génico se considera un factor primordial en
el mantenimiento de la variabilidad genética (Wright 1943; Rousset 1997; Hedrick 2005),
porque tiene el potencial de homogenizar las poblaciones y minimizar los efectos de la
deriva génica y la endogamia, es decir, reduce el impacto de la fragmentacién del habitat
(Cintron y Scheaffer-Novelli 1984; Jiménez 1992; Escamilla 2011). No obstante, se
sugiere un efecto de la deriva génica, ya que este proceso contrarresta los efectos del
flujo génico y en poblaciones pequefias se observa una disminucion abrupta de alelos
(Frankham et al. 2002).

El analisis de estructura genética sefiala de forma significativa que la mayor parte
de la variacion genética total fue atribuible entre los grupos (Cuadro 7). Ademas el
dendograma mostré nodos con soportes de las ramas estadisticamente robustos para los
cuatro grupos diferentes que se conformaron (Figura 4), por lo que se propone que las
poblaciones de A. germinans presentan una estructuracion definida, lo cual puede ser

resultado del escaso flujo génico entre poblaciones y la conectividad previa a la
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fragmentacion del habitat, asi como la presién de la deriva génica, que detectamos por las
reducciones del tamafo poblacional, y la endogamia que han deteriorado la variabilidad
genética. Cabe sefalar que se han realizado traslados de plantulas de A. germinans de
Quintana Roo a Veracruz, Colima y Nayarit, con la intencidon de recuperar la extensién de
los manglares (Martinez-Garcia observacion directa en campo), esto se refleja en los
resultados de los analisis de los genotipos. Sin embargo, es probable que la asignacién se
deba a la similitud de las frecuencias alélicas de los individuos y no por ser estrictamente
procedentes de la misma area geografica (Jiménez 1992; Yanez et al. 1993; Castellanos
2009).

De acuerdo a los conocimientos previos a la realizacion de esta investigacion, se
esperaba encontrar una menor variacién genética en las poblaciones colindantes con el
Océano Pacifico, asi como en Cozumel, debido a las continuas intervenciones
antropogénicas en estas zonas. Los resultados obtenidos reafirman estos supuestos, ya
que Barra de Navidad y ElI Caimanero son poblaciones altamente perturbadas vy
presentaron bajos niveles de Hs, sin embargo, Cozumel no presenta una disminucion
significativa de diversidad genética a pesar de haber sufrido grandes impactos negativos
en su ambiente. Asimismo, el escaso flujo génico esperado coincide con los resultados
obtenidos, asi como la presencia de altos niveles de endogamia y un efecto de deriva

geénica.

El aumento de las actividades antropogénicas juega un papel determinante en la
estructura de los manglares. México ha experimentado una rapida transformacion en la
productividad y biodiversidad de poblaciones de A. germinans (Agraz-Hernandez et al.,
2010). De acuerdo con Calderon et al. (2009) la pérdida de superficie de manglar para el
Pacifico en 1976 fue de 31%, y para el afio 2000, del 38%. Dadas estas cifras, se
proyecta que en 25 afios se habra perdido alrededor del 50% de cobertura de manglar en

México.

La proteccion de poblaciones de A. germinans es necesaria para la permanencia y
recuperacion de los manglares de México y de las especies amenazadas y endémicas
asociadas a ellos. Por lo tanto, es necesario elaborar programas de manejo que
incrementen la variabilidad genética y la conectividad entre poblaciones. Cabe mencionar,
que las poblaciones del mar Caribe representan un reservorio de diversidad y los mas
altos niveles de variabilidad genética, por lo cual es necesario protegerlas. Esta

investigacion sugiere que debido a la acelerada tasa de destruccién de estas poblaciones
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por diversos factores (en especifico el crecimiento urbano), es necesario llevar a cabo

reubicaciones y dispersion entre poblaciones con los niveles mas bajos de variacion.

Es por ello que, describir la importancia de los ecosistemas de manglar, establecer
la conexion entre poblaciones, promover la dispersion de propagulos y recolonizacion de
las areas mas afectadas, asi como destacar la funcién de las Areas Naturales Protegidas
como instrumento de politica ambiental, contribuira a la difusién de los mecanismos de
conservacion, proteccion y aprovechamiento del recurso con base en las evidencias

arrojadas por distintos trabajos de investigacion.
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VII. CONCLUSIONES

Sabemos que las poblaciones de Avicennia germinans se han visto afectadas por la
fragmentacion del habitat. Por lo tanto, evaluar el posible efecto que ha tenido la
fragmentacion sobre las poblaciones de mangle negro es importante para su

conservacion y el objetivo de esta investigacion.

= La variabilidad genética (Hr) de poblaciones de plantulas de A. germinans es alta con
respecto a lo observado en las poblaciones de adultos en la investigacién de
Sandoval-Castro et al. 2014. Sin embargo, teniendo en cuenta el numero de
microsatélites utilizados en esta investigacién, Hres baja.

= La riqgueza alélica en la costa del Océano Pacifico es menor que la obtenida en la
costa del Océano Atlantico.

= |La escaza conectividad entre poblaciones, la fragmentacion del habitat y la presencia
de cuellos de botella, han promovido la pérdida de variabilidad genética debido al
apareamiento entre individuos emparentados, como lo sugieren los valores
significativos del coeficiente de endogamia.

= Las poblaciones analizadas se encontraron diferenciadas genéticamente, sobre todo
entre costas.

= La distancia genética y geografica tienen una relaciéon directa y significativa. Por lo
tanto, la distancia geogréfica afecta los procesos genéticos que determinan los niveles
de variabilidad genética.

= En las poblaciones de A. germinans se identificaron cuatro unidades genéticas; su
extension, el impacto antropogénico y su historia particular son factores exclusivos de
cada area. Sin embargo, la tendencia hacia la disminucion de la variabilidad, asi como
la presencia de endogamia y una estructuracion definida entre poblaciones, sugieren
que es necesario proteger estos sitios.

= Es de suma importancia implementar programas de conservacion y manejo de
recursos; asi mismo establecer métodos para aumentar la conexién entre poblaciones

y promover la dispersion de propagulos.

Estos resultados ofrecen una perspectiva significativa de la situacion de A. germinans en
el pais. Por lo tanto, es necesario realizar mas estudios genéticos con otros marcadores
moleculares, con la finalidad de conocer la variabilidad genética de todas las poblaciones
de mangle negro en el Océano Pacifico y Atlantico, y asi conocer la dinamica poblacional

entre ellas y disminuir el riesgo de extincion de la especie.
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ANEXOS
Anexo 1.
Método de extraccion de ADN con la solucion CTAB

Moler aproximadamente 1 g de tejido foliar en TissueLyser II- QIAGEN hasta

obtener un polvo fino, eliminando el maximo de fibras.

Agregar 1 mL de buffer CTAB 2X. Moler y pasar todo a un tubo Eppendorf de
2.0 mL.

Incubar en bafo maria a 60°C durante 1 hora.

Centrifugar a 10,000 rpm por 8 minutos y trasladar el sobrenadante a un tubo

nuevo.

Anadir a cada tubo 500 pL de cloroformo:octanol 24:1, agitar hasta

homogeneizar y centrifugar a 7000 rpm durante 12 minutos a 4°C.

Trasladar 500 pL del sobrenadante a un tubo nuevo. Este paso es fundamental

para obtener un ADN limpio.

Precipitar el ADN con 500 pL de isopropanol frio y dejar reposar 24 horas a -
20°C.

Centrifugar a 9000 rpm durante 5 minutos a 4°C y eliminar el sobrenadante.

Limpiar el pellet agregando 1 mL de Etanol al 70% frio y centrifugar a 7000 rpm

durante 5 minutos a 4°C.
Eliminar el sobrenadante y dejar secar la muestra.

Resuspender la pastilla con 100 pL de agua.
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Anexo 2

Loci utilizados en las ocho poblaciones de A. germinans. Heterocigosidad esperada (Hg), heterocigosidad observada (Ho), riqueza
alélica (A), porcentaje de loci polimorficos (P), coeficiente de endogamia (Fis).

CA BN EN HB SK RL Ccz X Fis por locus

N 30 30 30 30 30 30 30 30

Agerm_CT_003
He 0.207 0.787 0.783 0.91 0.749 0.946 0.918 0.819
Ho 0.074 0.733 0.892 0.483 0.103 0.925 0.392 0.8 0288
A 4 6 6 14 6 21 19 12 ’
Fis 0.276 0.321 0.348 0.25 0.33 0.33 0.33 0.238

Agerm_CAT_004
He 0.466 0.829 0.909 0.896 0.846 0.914 0.857 0.895
Ho 0.259 0.666 0.642 0.258 0.413 0.851 0.285 0.333 0.451
A 6 12 15 15 9 15 13 18 ’
Fis 0.451 0.489 0.475 0.405 0.441 0.421 0.505 0.419

AgD37

He 0.731 0.761 0.853 0.314 0.892 0.916 0.257 0.914
Ho 0.925 0.866 0.928 0.129 0.689 0.888 0.00 0.633 011
A 5 10 8 5 12 14 3 20 ’
Fis 0.163 0.152 0.145 0.079 0.087 0.069 0.124 0.068

Agerm_CT_004
He 0.631 0.578 0.469 0.89 0.915 0.645 0.757 0.904
Ho 0.222 0.133 0.142 0.225 0.275 0.592 0.321 0.3 0.632
A 8 9 5 15 15 8 9 16 ’
Fis 0.628 0.614 0.625 0.607 0.617 0.638 0.69 0.638

Agerm_GA_003
He 0.696 0.757 0.624 0.839 0.816 0.648 0.888 0.909
Ho 0.777 0.733 0.607 0.967 0.793 0.814 0.964 0.733 0034
A 7 8 7 14 11 8 14 17 :
Fis *-0.024 *-0.044 *-0.041 *-0.013 *-0.044 *-0.076 *-0.007 *-0.025

Agerm_GT_006
He 0.468 0.837 0.386 0.728 0.844 0.542 0.761 0.95
Ho 0.148 0.833 0.178 0.516 0.551 0.518 0.357 0.5 0.349
A 5 10 3 10 9 6 7 24 ’
Fis 0.32 0.413 0.335 0.358 0.349 0.321 0.378 0.32

Agerm_25
He 0.33 0.646 0.74 0.063 0.224 0.208 Monomérfico 0.033
Ho 0.222 0.1 0.00 0.00 0.034 0.222 0.033 0.652
A 4 11 5 2 4 4 1 2 ’
Fis 0.818 0.707 0.627 0.742 0.739 0.762 0.814 0.75
Agerm_8
He 0.474 0.752 Monomérfico 0.063 0.193 0.208 0.287 0.066
Ho 0.333 0.266 0.00 0.00 0.222 0.071 0.666 0556
A 9 11 1 2 3 4 3 3 ’
Fis 0.625 0.492 0.554 0.573 0.505 0.573 0.608 0.521
AgT31

He 0.403 0.517 0.602 0.715 0.597 0.598 0.742 0.551
Ho 0.037 0.333 0.321 0.193 0.206 0.555 0.142 0.3 0.359
A 4 7 10 7 8 7 8 7
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Fis 0.539 0.329 0.331 0.297 0.326 0.376 0.368 0.308
Agerm_CA_001
He 0.67 0.661 0.852 0.879 0.812 0.895 0.935 0.831
Ho 0.111 0.466 0.607 0.451 0.551 0.888 0.535 0.833 043
A 5 8 11 13 13 14 20 12 ’
Fis 0.346 0.443 0.425 0.415 0.501 0.462 0.430 0.423
AgT1
He 0.684 0.377 0.723 0.601 0.8 0.037 0.733 0.667
Ho 0.037 0.266 0.392 0.29 0.724 0.037 0.392 0.5 032
A 5 5 6 8 7 2 7 9 ’
Fis 0.283 0.274 0.321 0.36 0.328 0.321 0.419 0.254
AgD6
He 0.673 0.494 Monomérfico 0.241 0.48 0.535 0.498 Monomérfico
Ho 0.37 0.233 0.258 0.344 0.629 0.178 0.32
A 10 8 1 7 8 6 5 1 ’
Fis 0.283 0.274 0.321 0.36 0.328 0.321 0.419 0.25426
AgT9
He 0.419 0.599 Monomérfico 0.508 0.508 0.535 0.739 0.12825
Ho 0.296 0.9 0.00 1.00 0.37 0.5 0.13333 025
A 9 4 1 2 2 6 5 3 :
Fis *-0.322 *-0.191 *-0.25 *-0.108 *-0.119 *-0.258 *-0.347 *-0.40708
AgT4
He 0.39 0.219 0.646 0.776 0.661 Monomérfico 0.729 0.78814
Ho 0.407 0.2 0.071 0.516 0.551 0.642 0.66667 0277
A 8 5 3 7 5 1 8 9 ’
Fis 0.307 0.288 0.17 0.262 0.297 0.306 0.277 0.30894
AgT8
He 0.622 0.272 0.646 0.543 0.651 0.844 0.774 0.64350
Ho 0.481 0.066 0.75 0.516 0.103 0.851 0.535 0.63333 0205
A 4 4 4 4 4 10 8 6 ’
Fis 0.216 0.185 0.274 0.24 0.12 0.25 0.26 0.20132
Agerm__CTT_001
He 0.396 0.524 0.666 0.769 0.673 0.758 0.781 0.68983
Ho 0.296 0.733 0.678 0.645 0.862 0.925 0.857 0.93333 0.131
A 10 4 6 11 9 10 8 9 ’
Fis *-0.161 *-0.099 *-0.147 *-0.188 *-0.108 *-0.095 *-0.116 *-0.13747
Agerm_CA_002
He 0.75 0.625 0.639 0.643 0.750 0.452 0.665 0.60056
Ho 0.925 0.933 0.892 0.741 0.586 0.481 0.53535 0.33333 0.059
A 1 4 3 4 7 4 5 5 ’
Fis *-0.028 *0.007 *-0.009 *-0.042 *-0.106 *-0.129 *-0.057 *-0.094
Agerm_GT_003
He 0.643 0.22 0.623 0.438 0.617 0.814 0.842 0.434
Ho 0.444 0.133 0.678 0.322 0.482 0.851 0.428 0.333 0214
A 9 6 7 7 9 9 15 9 ’
Fis 0.199 0.205 0.261 0.208 0.213 0.212 0.264 0.152
P 1.00 1.00 0.833 0.888 1.00 0.888 0.944 0.833
Fis por poblacién 0.39 0.37 0.372 0.369 0.361 0.383 0.42 0.347
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Anexo 3

Estimacion de maxima verosimilitud de la frecuencia de alelos nulos para los dieciocho microsatélites y ocho poblaciones de A.

germinans
Locus CA BN EN HB SK RL Ccz Promedio
locus
Agerm_CT_003 0.008 0.044 0.104 0.039 0.148 0.049 0.030 0.214 0.0795
Agerm_CAT_004 0.112 0.018 0.1M11 0.184 0.134 0.145 0.091 0.029 0.1030
AgD37 0.193 0.061 0.294 0.134 0.194 0.121  0.158 0.124 0.1598
Agerm_CT_004 0.092 0.053 0.157 0.293 0.227 0.068 0.245 0.074 0.1511
Agerm_GA_003 0.035 0.000 0.042 0.000 0.004 0.045 0.000 0.020 0.0182
Agerm_GT_006 0.240 0.027 0.014 0.032 0.213 0.077 0.236 0.118 0.1196
Agerm_25 0.240 0.193 0.034 0.093 0.119 0.053 0.090 0.006 0.1035
Agerm_8 0.020 0.033 0.003 0.098 0.016 0.000 0.153 0.213 0.0670
AgT31 0.162 0.159 0.102 0.002 0.163 0.025 0.121 0.000 0.0917
Agerm_CA 001 0.113 0.067 0.034 0.063 0.027 0.163 0.193  0.053 0.0891
AgT1 0.193 0.050 0.116 0.244 0.025 0.046 0.018 0.052 0.0930
AgD6 0.202 0.028 0.181 0.213 0.029 0.109 0.080 0.117 0.1198
AgT9 0.161 0.003 0.043 0.004 0.044 0.057 0.057 0.003 0.0465
AgT4 0.082 0.041 0.000 0.094 0.000 0.058 0.000 0.054 0.0411
AgT8 0.148 0.078 0.050 0.044 0.000 0.061 0.073 0.017 0.0506
Agerm_CTT_001 0.003 0.012 0.006 0.028 0.016 0.001 0.005 0.030 0.0126
Agerm_CA 002 0.029 0.043 0.194 0.139 0.003 0.081 0.012 0.031 0.0665
Agerm_GT_003 0.083 0.094 0.089 0.034 0.104 0.003 0.038 0.094 0.0673

Promedio poblacion  0.1175 0.0557 0.0874 0.0965 0.0814 0.0645 0.0852 0.0693
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Estimacion de cuellos de botella de acuerdo al modelo de mutacién en dos fases (TPM) y paso a paso (SMM).

Anexo 4

TPM SMM
Poblacion n Ko He Heq d.e p Heq d.e p
CA 60 6.94 0.536 0.503 0.086 0.107  0.452 0.06 0.093
BN 60 7.33 0.581 0.508 0.085 0.18 0.557 0.058  0.955
EN 60 5.67 0.564 0.55 0.081 0.163 0492 0.059 0.135
HB 60 8.17 0.601 0.574 0.075 0.202 0511 0.066  0.139
SK 60 7.83 0.668 0637 0.139 0.161 0.648 0.059 0.198
RL 60 7.33 0.569 0.526 0.101 0.187 0.564 0.054 0.157
Ccz 60 8.78 0.676 0.598 0.07 0.272  0.637 0.05 0.118
TX 60 10.11 0.601 0.6 0.066 0.167 0544 0.049  0.058

n = 2N; ko = nimero de alelos; He = heterocigosidad esperada; Heq = Heterocigocidad en equilibrio mutacion-deriva; d.e = desviacion estandar; p = valor de

significancia (p <0.05).
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Anexo 5

Valores de p resultado de la prueba de desequilibrio de ligamiento entre los pares de loci analizados en las poblaciones de A.
germinans en las costas de México. Se muestran en negritas y * el valor de p correspondiente a los pares de loci que se encuentran
en desequilibrio de ligamiento.

Locus 1 Locus 2 CA BN EN HB SK RL cz X
Agerm_CT_003 Agerm_CAT 004  0.006* 0.000 0.047* 0.269 0.003* 0.201 0.953 0.079
Agerm_CT_003 AgD37 0.125 0.938 0.073 0.863 0.470 0.258 0.303 0.424
Agerm_CT_003  Agerm_CT_004 0.757 0.116 0.577 0.047* 0.021* 0.927 0.676 0.045*
Agerm_CT 003  Agerm_GA_003 0.361 0.436 0.119 0.537 0.943 0.089 0.387 0.795
Agerm _CT 003  Agerm_GT_006 0.872 0.982 0.012* 0.275 0.956 0.917 0.575 0.837
Agerm_CT_003 Agerm_25 0.020* 0.516 0.585 0.619 0.186 0.024* 0.000 1.000
Agerm_CT_003 Agerm_8 1.000 0.761 0.000 1.000 0.409 0.057 0.966 0.716
Agerm_CT_003 AgT31 0.663 0.652 0.821 0.664 0.222 0.448 0.552 0.897
Agerm_CT_003  Agerm_CA_001 0.724 0.487 0.929 0.929 0.561 0.292 0.426 0.328
Agerm_CT_003 AgT1 0.721 0.023* 0.367 0.554 0.266 0.000 0.655 0.576
Agerm_CT_003 AgD6 0.684 0.298 0.000 0.811 0.480 0.140 0.027* 0.000
Agerm_CT_003 AgT9 0.400 0.518 0.000 1.000 1.000 0.038* 0.072 0.014*
Agerm_CT_003 AgT4 0.630 0.117 0.706 0.471 0.911 0.000 0.949 0.894
Agerm_CT_003 AgT8 0.872 0.760 0.889 0.340 0.699 0.373 0.560 0.682
Agerm_CT_003 Agerm_CTT_001  0.065 0.455 0.010* 0.936 0.496 0.949 0.007* 0.838
Agerm_CT_003  Agerm_CA_002 0.599 0.506 0.533 0.478 0.327 0.449 0.380 0.720
Agerm_CT_003  Agerm_GT_003 0.214 0.227 0.552 0.083 0.839 0.712 0.617 0.939

Agerm_CAT_004 AgD37 0.196 0.226 0.070 0.973 0.153 0.000 0.584 0.079

Agerm_CAT 004 Agerm_CT_004 0.799 0.002* 0.171 0.142 0.618 0.176 0.465 0.172

Agerm_CAT 004 Agerm_GA_003 0.929 0.082 0.671 0.503 0.813 0.981 0.074 0.405

Agerm_CAT 004 Agerm_GT_006 0.225 0.438 0.176 0.282 0.529 0.288 0.353 0.967

Agerm_CAT 004  Agerm_25 0.583 0.534 0.107 0.640 0.525 0.002* 0.000 0.932

Agerm_CAT_004 Agerm_8 0.212 0.704 0.000 0.454 0.441 0.004* 0.638 0.666

Agerm_CAT_004 AgT31 0.193 0.262 0.045* 0.394 0.730 0.302 0.490 0.258

Agerm_CAT 004 Agerm_CA_001 0.793 0.002* 0.220 0.048 0.506 0.453 0.768 0.378
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Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
Agerm_CAT_004
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
AgD37
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004

AgT1l
AgD6
AgT9
AgT4
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_CT_004
Agerm_GA_003
Agerm_GT_006
Agerm_25
Agerm_8
Agerm_CA_001
AgT1
AgD6
AgT9
AgT4
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_GA_006
Agerm_25
Agerm_8
AgT31
Agerm_CA_001
AgT1l
AgD6
AgT9
AgT4
AgT8

0.489
0.799
0.396
0.286
0.823
0.061
0.479
0.088
0.301
0.272
0.203
0.995
0.381
0.245
0.670
0.643
0.731
0.799
0.763
0.179
0.193
0.313
0.308
0.005*
0.392
0.186
0.982
0.742
0.460
0.079
0.934
0.420

0.082
0.438
0.420
0.651
0.580
0.717
0.599
0.660
0.104
0.027*
0.154
0.385
0.446
0.297
0.952
0.699
0.166
0.332
0.841
0.791
0.710
0.897
0.740
0.000
0.000
0.674
0.452
0.337
0.511
0.153
0.347
0.227

0.418
0.000
0.000
0.833
0.768
0.359
0.979
0.538
0.420
0.154
0.474
0.056
0.000
0.124
0.451
0.266
0.000
0.000
0.234
0.631
0.044*
0.648
0.225
0.573
0.007*
0.538
0.000
0.252
0.412
0.280
0.000
0.000

0.496
0.901
1.000
0.759
0.043*
0.077
0.548
0.966
0.708
0.721
0.671
1.000
1.000
0.057
0.429
0.556
0.309
1.000
0.114
0.746
0.853
0.109
0.528
0.045*
0.074
0.970
0.671
0.267
0.808
0.718
0.934
1.000

0.235
0.009*
1.000
0.171
0.463
0.772
0.180
0.988
0.610
0.981
0.886
0.188
0.801
0.594
0.466
0.765
0.110
1.000
0.943
0.542
0.865
0.321
0.182
0.000
0.000
0.127
0.350
0.455
0.124
0.056
0.769
1.000

0.000
0.450
0.004*
0.000
0.063
0.207
0.063
0.365
0.104
0.197
0.168
0.022*
0.400
0.095
0.229
0.000
0.502
0.019*
0.000
0.002*
0.097
0.375
0.479
0.045*
0.107
0.023*
0.859
0.179
0.070
0.000
0.054
0.025*

0.145
0.473
0.319
0.275
0.229
0.847
0.152
0.152
0.694
0.361
0.478
0.000
0.438
0.636
0.307
0.876
0.829
0.589
0.696
0.737
0.068
0.405
0.365
0.020*
0.001*
0.000
0.581
0.302
0.441
0.486
0.999
0.975

0.006*
0.000
0.224
0.974
0.975
0.576
0.569
0.947
0.431
0.443
0.405
0.649
0.082
0.362
0.153
0.162
0.000
0.310
0.863
0.221
0.589
0.067
0.704
0.242
0.309
0.214
0.080
0.337
0.366
0.428
0.000
0.202
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Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_CT_004
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GA_003
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_GT_006
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25

Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_GT_006
Agerm_25
Agerm_8
AgT31
Agerm_CA_001
AgTl
AgD6
AgT9
AgT4
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_25
Agerm_8
AgT31
Agerm_CA_001
AgT1
AgD6
AgT9
AgT4
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_8
AgT31
Agerm_CA_001
AgT1l

0.715
0.152
0.725
0.576
0.843
0.259
0.202
0.980
0.690
0.321
0.061
0.000
0.222
0.617
0.725
0.346
0.440
0.947
0.856
0.556
0.768
0.705
0.625
0.595
0.328
0.099
0.003*
0.559
0.266
0.057
0.271
0.868

0.343
0.917
0.331
0.416
0.799
0.000
0.395
0.198
0.697
0.537
0.757
0.220
0.903
0.125
0.243
0.485
0.858
0.773
0.626
0.021*
0.528
0.534
0.891
0.370
0.585
0.406
0.850
0.135
0.638
0.603
0.118
0.812

0.970
0.945
0.927
0.409
0.862
0.051
0.332
0.000
0.748
0.471
0.677
0.000
0.000
0.874
0.915
0.244
0.069
0.614
0.488
0.000
0.739
0.103
0.161
0.000
0.000
0.024*
0.617
0.366
0.401
0.407
0.000
0.836

0.603
0.269
0.220
0.281
0.213
0.430
1.000
0.643
0.763
0.684
0.497
1.000
1.000
0.948
0.344
0.194
0.252
0.410
1.000
0.434
0.809
0.740
0.424
0.496
1.000
0.754
0.367
0.115
0.598
0.341
1.0000
0.889

0.775
0.566
0.759
0.935
0.346
0.000
0.916
0.689
0.764
0.279
0.516
0.456
1.000
0.118
0.311
0.424
0.882
0.425
0.524
0.816
0.344
0.524
0.040*
0.729
1.000
0.549
0.371
0.790
0.624
0.126
1.000
0.590

0.000
0.074
0.384
0.185
0.560
0.824
0.519
0.313
0.322
0.824
0.000
0.224
0.373
0.000
0.493
0.786
0.702
0.897
0.467
0.464
0.950
0.019*
0.000
0.140
0.049*
0.000
0.001*
0.180
0.043*
0.177
1.000
0.231

0.349
0.965
0.630
0.684
0.963
0.040*
0.000
0.724
0.589
0.738
0.524
0.679
0.610
0.724
0.416
0.364
0.855
0.394
0.000
0.858
0.689
0.568
0.653
0.855
0.571
0.150
0.814
0.260
0.501
0.851
0.000
0.000

0.809
0.708
0.272
0.897
0.827
0.117
0.271

0.016*

0.285
0.827
0.194
0.000
0.875
0.279
0.317

0.008*

0.919
0.287
0.229
0.062
0.167
0.279
0.555
0.000
0.817
0.373
0.926

0.008*

0.262
0.946
1.000
1.000
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Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_25
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
Agerm_8
AgT31
AgT31
AgT31
AgT31
AgT31
AgT31
AgT31
AgT31
AgT31
Agerm_CA_001
Agerm_CA_001
Agerm_CA_001
Agerm_CA_001
Agerm_CA_001
Agerm_CA_001

AgD6

AgT9

AgT4

AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003

AgT31
Agerm_CA_001

AgTl

AgD6

AgT9

AgT4

AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_CA_001

AgT1

AgD6

AgT9

AgT4

AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003

AgTl

AgD6

AgT9

AgT4

AgT8
Agerm_CTT_001

0.058
0.095
0.218
0.142
0.829
0.912
0.147
0.590
0.811
0.030*
0.559
0.266
0.057
0.271
0.058
0.095
0.218
0.142
0.829
0.912
0.147
0.590
0.811
0.003*
0.795
0.455
0.238
0.254
0.430
0.704
0.802
0.026*

0.507
0.891
0.018*
0.909
0.731
0.401
0.017*
0.676
0.578
0.850
0.135
0.638
0.118
0.812
0.507
0.891
0.018*
0.909
0.731
0.401
0.017*
0.676
0.578
0.278
0.614
0.150
0.913
0.583
0.747
0.708
0.676
0.414

0.316
0.043*
0.000
0.000
0.617
0.930
0.825
0.485
0.278
0.617
0.366
0.401
0.407
0.000
0.836
0.316
0.043*
0.000
0.000
0.617
0.930
0.825
0.485
0.578
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000

0.863
0.132
0.069
1.000
0.236
1.000
0.067
1.000
1.000
0.367
0.115
0.598
0.341
1.000
0.889
0.863
0.132
0.069
1.000
0.236
1.000
0.067
1.000
1.000
0.883
0.865
1.000
1.000
1.000
0.972
0.561
0.316

0.738
0.845
0.705
1.000
0.666
0.986
0.630
0.541
0.063
0.371
0.790
0.624
0.126
1.000
0.590
0.730
0.845
0.705
1.000
0.666
0.986
0.630
0.541
0.063
0.043*
0.172
0.483
0.088
1.000
0.004*
0.703
0.058

0.065
0.000
0.851
0.014*
0.000
0.119
0.844
0.271
0.047*
0.001*
0.180
0.043*
0.177
1.000
0.231
0.065
0.000
0.851
0.014*
0.000
0.119
0.844
0.271
0.047*
0.470
0.766
0.000
0.430
0.256
0.000
0.812
0.683

0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.814
0.260
0.501
0.851
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.042*
0.599
0.042*
0.584
0.392
0.802
0.583
0.876
0.225
0.661

0.544
1.000
0.000
1.000
1.000
1.000
0.364
0.189
0.366

0.001*

0.180
0.430
0.177
1.000
0.231
0.065
0.000
0.851

0.014*

0.000
0.119
0.844
0.271

0.047*

0.368
0.599
0.475
0.000
1.000
0.482
0.072
0.086
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Agerm_CA_001
Agerm_CA_001
AgT1
AgT1
AgT1
AgT1
AgT1
AgT1
AgT1
AgD6
AgD6
AgD6
AgD6
AgD6
AgD6
AgT9
AgT9
AgT9
AgT9
AgT9
AgT4
AgT4
AgT4
AgT4
AgT8
AgT8
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002

Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
AgD6
AgT9
AgT4
AgT8
Ager_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
AgT9
AgT4
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
AgT4
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
AgT8
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_CTT_001
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_CA_002
Agerm_GT_003
Agerm_GT_003

0.581
0.070
0.513
0.340
0.302
0.216
0.031*
0.498
0.092
0.249
0.078
0.114
0.550
0.323
0.405
0.774
0.649
0.686
0.486
0.420
0.425
0.196
0.311
0.005*
0.256
0.207
0.234
0.192
0.702
0.329

0.779
0.216
0.324
0.737
0.358
0.364
0.172
0.260
0.705
0.687
0.975
0.738
0.808
0.311
0.001*
0.515
0.903
0.675
0.658
0.689
0.848
0.753
0.587
0.262
0.400
0.485
0.404
0.518
0.387
0.154

0.000
0.000
0.234
0.824
0.000
0.000
0.746
0.476
0.110
0.937
0.496
0.967
0.000
0.000
0.656
0.753
0.490
0.334
0.506
0.000
0.000
0.500
0.185
0.191
0.290
0.453
0.000
0.000
0.000
0.000

0.527
0.070
0.051
0.482
0.704
1.000
0.803
0.800
0.663
0.112
0.771
0.106
0.609
1.000
0.884
0.680
0.335
0.691
0.589
0.272
1.000
0.605
0.879
0.145
0.175
0.291
1.000
0.195
0.951
0.271

0.698
0.936
0.463
0.254
0.231
1.000
0.094
0.858
0.071
0.342
0.624
0.388
0.711
1.000
0.354
0.471
0.562
0.458
0.528
0.576
1.000
0.000
0.000
0.000
0.000
0.064
0.000
0.103
0.616
0.002*

0.272
0.643
0.417
0.000
0.744
0.400
0.000
0.549
0.081
0.974
0.009*
0.000
0.787
0.017*
0.000
0.038*
0.225
0.863
0.331
0.000
0.000
0.232
0.120
0.368
0.011*
0.188
0.090
0.602
0.999
0.093

0.732
0.917
0.021*
0.722
0.082
0.722
0.806
0.788
0.562
0.735
0.984
0.605
0.052
0.264
0.038*
0.569
0.059
0.971
0.469
0.462
0.496
0.477
0.768
0.422
0.046*
0.962
0.000
0.927
0.533
0.547

0.988
0.310
0.187
0.099
0.000
0.642
0.042*
0.649
0.102
0.122
0.902
0.009*
0.268
0.876
0.507
0.773
0.004*
0.955
0.000
0.479
0.000
0.605
0.879
0.145
0.175
0.291
1.000
0.195
0.951
0.271
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Anexo 6

Matriz de distancias genéticas de Nei entre poblaciones de A. germinans.

CA BN EN HB SK RL Ccz X
CA 0.000
BN 0.500 0.000
EN 0.691 0.451 0.000
HB 0.788 0.705 0.678 0.000
SK 0.823 0.794 0.741 0.244 0.000
RL 0.852 0.746 0.765 0.519 0.547 0.000
Ccz 0.743 0.711 0.761 0.425 0.415 0.362 0.000
X 0.707 0.662 0.639 0.397 0.364 0.420 0.390 0.000
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