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Resumen

Una especie invasora es aquélla que ha sido transportada y liberada fuera de su rango de distribucion
natural y que ha establecido poblaciones reproductivamente activas. La genética de poblaciones
permite evaluar el estado de invasién y la dindmica poblacional de las especies invasoras. Los
roedores comensales del hombre Rattus rattus y Mus musculus constituyen el principal taxén
introducido en islas. Nuestro objetivo fue determinar la estructura y diversidad genética de estas dos
especies de roedores invasores en Isla Cozumel. Se amplificaron 10 loci de microsatélites, se
definieron grupos genéticos con un método Bayesiano y se obtuvieron estimadores de diversidad,
estructura, flujo génico, cuello de botella y relaciones de parentesco. Los resultados mostraron
diversidad genética moderada, acorde con lo esperado en especies invasoras y sobre todo en islas: R.
rattus (Na=6.5, Ho=0.447, He=0.595) y M. musculus (Na=10, Ho=0.569, He=0.768). La poblacién de
Rattus rattus se diferencidé en tres grupos genéticos (Fs=0.159, Rsr=0.288): zona urbana, zona de
vegetacién conservada y la frontera entre estos dos ambientes, con tasas de migraciéon y flujo génico
diferencial. Contrario a lo esperado, el flujo génico fue mayor en hembras que en machos. Mus
musculus estuvo confinado a la ciudad de San Miguel y Relleno Sanitario. Se detectaron tres grupos
genéticos (Fsr= 0.128, Rs=0.169) cuya distribucién espacial se correlaciond con los pulsos de
crecimiento y urbanizacién de la ciudad, donde el flujo génico fue mayor entre las zonas mads
antiguas. La tasa de migracion en M. musculus fue mayor en machos que en hembras, lo que es
congruente con filopatria. Dado el estado de invasidon de ambas especies es imperante establecer
medidas que impidan nuevas introducciones, que controlen la densidad poblacional y que limiten su
dispersion. Se sugiere hacer andlisis genéticos mas profundos para determinar las poblaciones de
origen y la viabilidad de una estrategia de erradicacion.



1. Introduccién

1.1 Especies invasoras

Si una especie esta presente, en un momento dado, fuera de su area natural de distribucion, se le
conoce como exdtica y ésta puede o no convertirse en una invasora (Alvarez-Romero et al., 2008).
Una especie invasora es aquélla que ha sido transportada y liberada fuera de su area de distribucidn
natural, ya sea de forma intencional o no, que se ha dispersado exitosamente a partir de la zona
donde fue introducida y ha establecido poblaciones reproductivamente activas y auto-sotenibles a
través del tiempo (Kraus, 2009; Blackburn et al., 2011). También se considera si la especie ha tenido
efectos negativos sobre otras especies, ecosistemas o factores asociados a bienes y servicios de
interés humano (Kraus, 2009).

La globalizacién, mediante el intercambio comercial y el transporte, ha acelerado y facilitado
los procesos de invasion bioldgica en las ultimas décadas. Pese a la dificultad de establecer como
causa Ultima la relacion entre especies invasoras y la extincién de especies nativas (Gurevitch y
Padilla, 2004); actualmente la introduccién de especies es considerada la segunda causa de pérdida
de biodiversidad a nivel mundial y la primera de extincion de especies en islas (Abdelkrim et al.,
2005, 2007). En consecuencia, la introduccion de especies se estd traduciendo en una
homogenizacién bidtica, es decir, en el remplazo de especies nativas por invasores generalistas
(Prenter et al., 2004). Por todo ello, las especies invasoras son un problema de incalculables
consecuencias sobre la biodiversidad mundial, con costos biolégicos pero también econémicos.

El proceso de colonizacién de una especie invasora se divide en varias etapas (Williamson,
1996): a) adquisicidon de un propdgulo, b) introduccidon o transporte, c) establecimiento, d) expansion
demografica. La adquisicion del propagulo tiene lugar en su drea de distribucién natural o en un area
previamente invadida. El transporte permite superar las barreras geograficas y puede ser activo o
pasivo dependiendo de la capacidad de dispersién del organismo, su historia de vida, el paisaje y la
influencia humana (Lambrinos, 2004; Blackburn et al., 2011). El establecimiento consiste en una fase
“lag”, es decir, en un crecimiento exponencial de la poblacidn, y es en esta fase donde puede darse la
adaptacion, la cual determinara el éxito o fracaso de la invasidn (Suarez y Tsuisui, 2008; Lawson et
al., 2011). El establecimiento exitoso de una especie depende de las condiciones climaticas, los
nichos potenciales vacios, las interacciones bidticas y del tamafio del propangulo (nimero de
individuos introducidos); por tanto, la probabilidad de un establecimiento exitoso es baja y por el
contrario existe una alta probabilidad de extincién (Calmet et al., 2001; Vazquez-Dominguez et al.,
2012). La expansidon demogréfica o propagacion se refiere a la colonizacién de nuevas localidades, es
la etapa mas estudiada debido a que determina la abundancia, estructura y el impacto de las

especies invasoras (Torchin y Michell, 2004; Blackburn et al., 2011).



De acuerdo a Suarez y Tsuisui (2008) durante los procesos ecolégicos de dispersion vy
colonizacién, los organismos se enfrentan a diferentes retos, de manera que el tipo e intensidad de
las fuerzas evolutivas a las que se ven sometidos varian significativamente. Esto puede conducir a
experimentar cambios evolutivos rapidos en morfologia, conducta e historia de vida, entre otros. Por
ejemplo, M. musculus helgolandicus en isla Helgoland presenta cambios morfoldgicos y moleculares
pese a que la colonizacidn es reciente, 400 afios aproximadamente (Babiker y Tautz, 2015;), lo mismo
ocurre para M. musculus en Islas Faroe cuya colonizacién fue hace 2800 afios (Jones et al., 2011).

En términos genéticos, la composicion y estructura espacial de las poblaciones invasoras en
general estan fuertemente influenciadas por los patrones de introduccién y dispersion (Konecny et
al., 2013), asi como por la dindmica de las poblaciones subsecuente a la introduccidn, es decir, si
pasan por procesos de expansion o contracciéon poblacional, procesos selectivos y adaptativos, y
otros (Duglosh y Parker, 2008). Normalmente, las especies invasoras se establecen a partir de pocos
individuos, conocido como la(s) poblacidn(es) fundadora(s). Dado un tamafo poblacional pequefio,
es frecuente una disminucidn de variacién genética (efecto fundador), resultado de cuellos de
botella, deriva génica, incremento en los niveles de endogamia, asi como en las presiones selectivas
locales (Duglosh y Parker, 2008). Todo ello tiene como consecuencia una disminucién, cominmente
drastica de los niveles de diversidad alélica y de heterocigocidad, ademds de una marcada
diferenciacidn genética respecto a las poblaciones de origen, lo que puede promover la fijacion de
alelos deletéreos, limitando el éxito de una invasidon (Lambrinos, 2004; Lawson et. al. 2011). Sin
embargo, contrastando con lo anterior, se pueden favorecer altos niveles de diversidad genética
cuando el tamafio del propdgulo es grande, el cuello de botella es breve y hay un rapido crecimiento
poblacional posterior (Suarez y Tsuisui, 2008). De igual forma, los procesos de introduccién multiple
implican una constante entrada de alelos nuevos que pueden elevar la riqueza alélica, previniendo la
pérdida de diversidad genética y generando nuevos genotipos (Duglosh y Parker, 2008; Vazquez-
Dominguez et al., 2012). Por tanto, se considera que la presidon de propagulo (relacion entre el
tamanio del propagulo, el nUmero de propégulos y la tasa en que estos son introducidos) es un factor
clave en el éxito o fracaso de una invasion (Simberloff, 2009b). Particularmente en islas, las especies
invasoras suelen ser altamente vulnerables a procesos de efecto fundador, cuellos de botella,
endogamia, deriva génica y pérdida de variabilidad alélica y génica (Frankham, 1998; Donlan y Wilcox
2008; Espindola et al., 2014). Son también susceptibles a la estocasticidad ambiental y demogréfica

(Frankham, 1998, Simberloff, 2009b).



1.2 Impacto ecolégico, social y econédmico
El impacto de las especies invasoras depende de la presencia o ausencia de otras especies que
presenten funciones ecoldgicas semejantes (Banks y Smith, 2015).

Pueden alterar la dindmica entre especies al constituir un nuevo agente de seleccidn
(Vazquez-Dominguez et al., 2012), lo que incide en la riqgueza, composicidn y abundancia de especies
nativas, asi como en el rango de distribucidn de los organismos (Kraus, 2015). A nivel ecosistémico,
conduce a cambios en la estructura tréfica, en la demanda y disponibilidad de recursos, asi como en
la tasa de renovacion de éstos y altera los ciclos biogeoquimicos (Reaser et al., 2007). Ademas, puede
tener consecuencias en términos de fragmentacion, destruccién y/o remplazo del habitat (Reaser et
al., 2007). La introduccién de animales con habitos herbivoros puede mermar las poblaciones de
plantas, lo que afecta indirectamente a sus enemigos naturales como: parasitoides, depredadores,
otros herbivoros, frugivoros, nectarivoros y polinizadores; y puede provocar la erosidon de suelos
(Clair, 2011). Por otro lado, la introduccidn de especies con habitos carnivoros conduce a la reduccién
o eliminacién de poblaciones de presas; incluso puede inducir cambios conductuales en estas,
ocasionando cambios de habitat que pueden hacerlas mas vulnerables a otras especies
depredadoras (Schoener et al., 2005; Simberloff, 2009; Espindola et al., 2014). Por ejemplo, en islas
Mariéon el ensamble de comunidades de invertebrados ha sido alterado por la introduccién de M.
musculus, modificando indirectamente las comunidades vegetales, la productividad primaria y el
ciclaje de nutrientes (Angel, 2009). La dieta de M. musculus también ha generado un cambio en las
estrategias reproductivas de los gorgojos Ectemnorhinus marioni, y en los sitios de anidacidn de la
paloma antartica Chionis minor (Chown y Smith, 1993).

Las especies animales introducidas también funcionan como vectores de enfermedades. Los
pardsitos introducidos pueden afectar a la fauna nativa en detrimento de la supervivencia y
fecundidad de los individuos, pueden provocar cambios fisioldgicos y conductuales en el nuevo
hospedero, y los vuelve mas vulnerables a la depredacién (Loiseau et al., 2008; Espindola et al., 2014,
Gabriel et al., 2015). La baja densidad poblacional que suelen presentar los organismos invasores
incide en la densidad poblacional de parasitos, y al tener menos pardsitos se favorece su éxito de
colonizacion (Prenter et al., 2004). Asi, por ser portadores de organismos infecciosos constituyen un
grave problema de salud publica, que en la practica se requiere contar con técnicas de diagndstico
que pueden ser costosas, lo que obliga a establecer medidas sanitarias de prevencion y control. Los
roedores, por ejemplo, transmiten leptosporosis (Leptospira borgpetersenii) al humano y a otras
especies animales, una enfermedad emergente cuyo niumero de casos va en aumento en todo el
mundo, con una tasa de mortalidad mayor al 20% en algunos brotes (Carmona-Gasca et al., 2013). Al
respecto Reaser (2007) menciona que la propagacién de nuevas enfermedades también afecta los

sistemas de produccién, como la agricultura, la ganaderia y la pesqueria, al mermar la produccién
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neta o bajar la calidad del producto. Otros ejemplos de impacto econdmico es que pueden dafiar
alimentos almacenados para su comercializacién, las instalaciones de luz y la infraestructura en
general (Reaser et al., 2007; Loiseau et al., 2008).

El impacto de especies invasoras en islas es significativamente mayor que en dreas
continentales, sobre todo porque las islas son ecosistemas cerrados, con un area limitada y una baja
riqueza de especies, donde las poblaciones nativas son generalmente pequefas, aisladas y de baja
vagilidad, lo que favorece una alta tasa de endemismos (Reaser et al., 2007); todo ello las hace

altamente vulnerables a la introduccidn de especies invasoras (Frankham, 1998).

1.3 Especies invasoras y urbanizacién

Los mamiferos constituyen uno de los primeros grupos introducidos fuera de su centro de origen,
inicialmente como fuente potencial de alimento, por ejemplo el ganado, y como animales de
compafia como los gatos. La historia evolutiva de los roedores invasores esta directamente
relacionada con su ecologia comensal (Siahsarvie et al., 2012). Los organismos comensales del
hombre o sinantrépos, son aquellos taxa que expuestos a presiones selectivas producto de la
colonizaciéon y explotacién del nicho antropogénico (Hulme-Beaman et al., 2016) y se convirtieron
rapidamente en especies invasoras. Tal es el caso de algunos roedores (Clout y Russel, 2008), los
cuales han colonizado el mundo a tal grado que constituyen el principal grupo introducido en islas
ocednicas (Gabriel et al., 2015). En particular Rattus rattus y Mus musculus son especies comensales
del humano, cuya dispersion ha estado histéricamente ligada a los procesos de colonizacién,
urbanizacién, expansion del humano y la intensidad de los vinculos culturales y comerciales que éste
ha establecido a lo largo de su historia (Jones et al., 2011). Ello, basicamente por su enorme

capacidad para aprovechar los desechos generados por las actividades humanas.

La ciudad es un ecosistema en acelerada expansién, muy cambiante, altamente inestable y
muy fragmentado, que consiste en mosaicos de construcciones y remanentes naturales que
potencialmente pueden limitar la conectividad de las poblaciones (Gardner-Santana et al., 2009;
Hulme-Beaman et al., 2016; Richardson et al., 2016). Los desarrollos urbanos son sitios donde las
especies comensales del humano se establecen y prosperan (Donihue y Lambert, 2015). Estudios
previos en R. rattus y M. musculus encuentran una distribucion restringida a zonas antropogénicas
(Varudkar y RamaKrishnan, 2015; Lippens et al., 2017), en isla Cozumel se confirma esta distribucidn
(Sotomayor, 2009; Espindola, 2013). Diversos factores sociales, econémicos y ecoldgicos influyen en
la distribucion y abundancia de organismos sinantrépos; los factores socioeconémicos importantes
para Rattus sp. destacan la infraestructura, las actividades econdmicas y comerciales, la conectividad

y la pobreza (Lucaccioni et al., 2016; Panty-May et al., 2016).



Las urbanizaciones tienen un efecto variable en estructura, diferenciacién, diversidad y flujo
génico en diferentes grupos de vertebrados (Donihue y Lambert, 2015). En un estudio realizado con
la rata noruega Rattus norvegicus, Pucket (2016) encontré una alta estructuracion entre diferentes
ciudades, y de 39 ciudades estudiadas, 19 estaban estructuradas al interior. R. norvegicus en El
Salvador, Brasil presenta grupos genéticos que varian con la escala de andlisis, a nivel vecindario,

ciudad, y los alrededores de la ciudad (Richardson et al., 2016).

1.4 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones estudia los tres atributos de la diversidad genética en poblaciones
naturales y domesticadas, es decir, describe y cuantifica la variacién genética, para estimar, a partir
de las frecuencias alélicas y genotipicas la dindmica poblacional, patrones de variacidn dentro y entre
poblaciones, asi como entre especies enmarcado en un contexto espacio-temporal (Hedrick, 2011;
Allendorf et al., 2013). De esta forma, la genética de poblaciones aporta un marco tedrico robusto
para la interpretacién de procesos y mecanismos que conducen el cambio evolutivo (Allendorf et al.,
2013). Constituye, ademads, una herramienta util en el estudio de las especies invasoras, ya que
provee informacién del estado de invasiéon y la dindmica poblacional en su conjunto. Dicha
informacidon puede ayudar a plantear y disefiar medidas de control y/o erradicaciéon de dichas

especies (Lack et al., 2013).

1.5 Variacion genética

Este factor depende del nimero de genotipos y su abundancia relativa en las poblaciones (Futuyma,
2013) y es considerada la materia prima de la evolucidn, el cambio adaptativo y la especiacion
(Hedrick, 2011). Niveles altos de variacion se consideran adecuados, ya que brinda a los individuos el
potencial para responder y adaptarse ante perturbaciones ambientales, enfermedades emergentes,
pardsitos, entre otros (Amos y Harwood, 1998; Allendorf et al, 2013; Espindola, 2013). La variacidn
genética en una poblacién es afectada por diversas fuerzas evolutivas: seleccién, deriva génica,
mutacion, flujo génico, endogamia y recombinacién (Clancy, 2008; Nelson y Cox, 2009; Hedrick,
2011; Allendorf et al, 2013; Futuyma, 2013; Nielsen y Slatkin, 2013).

Para inferir los procesos ecoldgicos y evolutivos en una especie es necesario cuantificar la
variacion genética (Allendorf et al, 2013). La medida mds comun para medir variacién es la
heterocigosis (H), definida como la proporcion de loci heterdcigos en una poblacién (Futuyma, 2013).
Existen dos medidas, la proporcidn de heterdcigos esperados cuando hay apareamientos al azar (He)
y la proporcién observada en la poblacidn real (Ho).

Hedrick (2011) menciona otras medidas que se asocian a la estimacién de la variacién genética:

el polimorfismo, que se define como la ocurrencia en la misma poblacién de dos o mas alelos en un
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locus y la proporcién de loci polimérficos (P) que hace referencia a la proporcion de loci variables
respecto al total de loci analizados. La riqueza alélica indica el numero de alelos que hay en cada

locus de cada poblacion.

1.6 Estructura genética y diferenciacion
Cuando en una poblacién no hay apareamientos al azar a causa de la estructura geografica o del
paisaje, ésta se subdivide o estructura en unidades locales que pueden referirse como poblaciones,
subpoblaciones o demes, donde tienen lugar apareamientos aleatorios (Allendorf et al., 2013;
Nielsen y Slatkin, 2013). La estructura genética es producto del flujo génico entre las poblaciones, es
decir del ndmero de alelos que intercambian (Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Allendorf et al., 2013).
En funcion de la intensidad del flujo genético, las frecuencias alélicas entre las poblaciones pueden
homogeneizarse, si este es alto, o por el contrario, si es bajo o nulo dichas poblaciones pueden
diferenciarse debido a la generacidn de nuevos polimorfismos que no se intercambian.

Para estimar la conectividad y los patrones de flujo genético se utilizan los estadisticos “F“
(Fis, Fir y Fs7), que cuantifican el déficit de heterdcigos en relacién con las proporciones esperadas
bajo equilibrio de Hardy-Weinberg (Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Hedrick, 2011). F;5, también
llamada indice de fijacidn o coeficiente de endogamia, es una medida de correlacidn de genes dentro
de individuos de la misma subpoblacién y se considera una medida de desviacién de Hardy-Weinberg
(Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Allendorf et al., 2013). Por su parte, Fst mide la divergencia de las
frecuencias alélicas entre las diferentes subpoblaciones, y Fr mide la desviacidn total de Hardy

Weinberg, es decir, la relacion entre Fisy Fsr.

1.7 Marcadores moleculares: microsatélites

Los marcadores moleculares son secuencias de DNA que permiten evaluar una gran diversidad de
preguntas ecoldgicas y evolutivas. Un marcador molecular debe cumplir con las siguientes
caracteristicas: no deben de estar ligados, deben ser especificos para un solo locus y debe detectar
de manera constante el nimero de alelos (Ortega-Reyes, 2006).

Los microsatélites, también llamados secuencias cortas repetidas en tandem (STR, por sus
siglas en inglés), secuencias cortas repetidas (SRR) o repeticiones en tdndem de numero variable
(VNTR) son, como su nombre lo indica, secuencias cortas repetidas en tandem cuya longitud puede ir
de cinco a 40 repeticiones. Son marcadores moleculares con herencia mendeliana, ampliamente
distribuidos en el genoma y los cuales, se asume, se encuentran bajo seleccién neutral (Bradfort y
Wayne, 1993). Su uso se ha generalizado en disciplinas como la genética de poblaciones,
filogeografia y genética de la conservacién. Y constituyen una herramienta para el estudio de la

demografia, la historia de las poblaciones y las relaciones entre individuos (Selkoe y Toonen, 2006),
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debido a que la variacion genética es requisito para que las poblaciones evolucionen en respuesta a
modificaciones en su ambiente (Reed y Frankham, 2003).

Los microsatélites son marcadores codominantes altamente polimérficos, de modo que los
alelos pueden diferir tanto en tamano como en estructura de repeticién, causada por mutaciones
puntuales (inserciones y/o delecciones). Este polimorfismo estd asociado al proceso dinamico de la
evolucidn de los microsatélites pues tienen una tasa de evolucién alta, de 102 - 10 eventos por locus
por generacion (Li et al., 2002; Ellegien, 2004; Abdelkrim et al., 2005), pero ésta puede variar entre
loci, alelos, especies y sexos (Ellegien, 2004). La mutacion de los microsatélites se da por errores de
deslizamiento y correccién durante la replicacion, ya que la correccion de errores sucede
preferencialmente en la hebra transcrita (Selkoe y Toonen, 2006). Asimismo, a mayor tamafio de una

secuencia transcrita mayor sera la probabilidad de que haya un error en la replicacién, de manera

gue la evolucién en microsatélites se considera largo dependiente (Ellegien, 2004). Sin embargo, una
mutacion puede darse también por recombinacién no reciproca, es decir, cuando existe un
entrecruzamiento topoldgicamente asimétrico (Li et al., 2002).

De acuerdo a Li (2002) la densidad de microsatélites en un organismo se correlaciona con el
tamanfio del genoma. Los vertebrados se caracterizan por tener un nimero elevado de microsatélites,
particularmente los de sangre fria. Los mamiferos presentan una alta densidad de ellos y, entre
éstos, los roedores se caracterizan por tener la mayor densidad, asi como microsatélites de gran

tamafio (Ellegien, 2004). En el caso particular del raton doméstico (Mus musculus), la densidad de

microsatélites aumenta en los extremos de los brazos cromosomales (Li et al., 2002).

2. Antecedentes

2.1 Roedores invasores
Los roedores invasores presentan una alta plasticidad en términos de dieta, asi como tasas
reproductivas altas, lo que facilita su establecimiento y persistencia en nuevos ambientes. Estas
especies pueden consumir materia organica, diferentes especies de invertebrados y pequefios
vertebrados, huevos, e incluso son capaces de explotar recursos litorales (Frankham, 2005; Clair,
2011).

En Meéxico, la invasidon bioldgica en islas por roedores es un problema extendido, siendo
Rattus rattus y Mus musculus los principales invasores. Su éxito como especies invasoras
probablemente esta asociado a su amplia tolerancia a condiciones ambientales variables (Cuadro 1) y

a su elevada capacidad de explotar recursos.
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Cuadro 1. Roedores invasores de islas mexicanas (modificado de Samaniego-Herrera et al., 2011;
Aguirre-Mufioz y Samaniego-Herrera, 2016).

Islas Especies invasoras Ecosistema | Erradicacidn
Océano Pacifico

Cedros Mus musculus y Rattus rattus Templado

Clarién M. musculus Desierto

Coronado sur M. musculus Desierto

Guadalupe M. musculus Templado

Magdalena M. musculus Desierto

San Benito Oeste Peromyscus eremicus cedrosensis Desierto Erradicada
San Roque R. rattus Desierto Erradicada
Socorro M. musculus Tropical

Golfo de california

Alcatraz M. musculus Desierto

Almagre chico R. rattus Desierto

Angel de la Guarda M. musculus y R. rattus Desierto

El Rancho M. musculus y R. rattus Desierto

Granito R. rattus Desierto

Faralldbn de  San | R. rattus Erradicada
Ignacio

Isabel R. rattus Erradicada
Maria madre R. rattus Tropical

Maria Magdalena R. rattus Tropical

Maria Cleofas R. rattus Tropical

Mejia M. musculus y R. rattus Desierto

Melliza Este R. rattus Desierto

Péajaros R. rattus Desierto

Rasa M. musculus y R. rattus Desierto Erradicadas
Saliaca M. musculus y R. rattus Desierto

San Esteban R. rattus Desierto

San Jorge Este R. rattus Desierto Erradicada
San Jorge Medio R. rattus Desierto Erradicada
San Jorge Oeste R. rattus Desierto Erradicada
San Pedro Martir R. rattus Desierto Erradicada
San Vicente M. musculus Desierto

Santa Catalina Peromyscus fraterculus Desierto
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Golfo de México y mar Caribe

Cayo Norte Menor R. rattus Tropical Erradicada
Cayo Norte Mayor R. rattus Tropical Erradicada
Cayo centro R. rattus Tropical Erradicada
Holbox R. rattus Tropical

Isla Cozumel M. musculus y R. rattus Tropical Erradicadas
Muertos M. musculus Tropical

Mujeres M. musculus y R. rattus Tropical

Pdajaros M. musculus Tropical Erradicada
Pérez R. rattus Tropical Erradicada

2.2 Rattus rattus

El género Rattus aparece hace 17 millones de afios en la region de Pakistan. De las 65 especies que
conforman el género, tres son comensales de humanos: R. exulans, R. rattus y R. norvegicus, las
cuales han colonizado el 83% de las islas del planeta (Calmet et al., 2001).

En particular, la rata negra (Rattus rattus) es originaria de la peninsula indica, especie que ha
colonizado todos los continentes y es considerado el roedor invasivo de islas mas perjudicial (Loiseau
et al., 2008). Se extendiod por Europa a través del comercio romano (400 A.C-100 D.C.) y, a raiz de las
exploraciones realizadas en los siglo XVI 'y XVII, se extendié a América y a islas de los océanos indico y
Atlantico (Calmet et al., 2001). R. rattus presenta cuatro linajes distintivos bien diferenciados con
base en su diversidad haplotipica (Aplin et al., 2011): el linaje 1 esta presente en América, Africa y
Australia, con un marcado origen europeo; el linaje 2 se encuentra en India, Vietnam, Laos, China,
Japdn, Taiwdn y oeste de Estados Unidos; el linaje 3 se distribuye en Pakistan y Nepal; y el linaje 4 en
la regién Hindo-Himalaya, Vietnam y Laos.

Es una especie bien adaptada para trepar, con una alta capacidad de movimiento; presenta
una alta fecundidad, el tiempo de gestacion y de dependencia post-natal es corto (Gardner-Santana
et al., 2009). Tiene una dieta omnivora, que incluye frutos, semillas, moluscos terrestres, insectos,
huevos de aves, pequeiios vertebrados como lagartijas, aves, musarafias y otros roedores (Caut,
2008; Banks y Smith, 2015;). En Hawai analisis de dieta evidenciaron una tendencia a la herbivoria
consumiendo principalmente frutos, sin embargo en Isla Farallén de San Ignacio, México el 90.4% de
su dieta consiste en aves marinas y en Isla San Pedro Martir se basa en el consumo de plantas e

invertebrados marinos y terrestres (Aguirre-Mufioz et al, 2011; Shiels et al., 2013).

A R. rattus se le atribuye la extincién del 40 al 60% de aves y reptiles extintos desde 1600

(Lack et al., 2013). En Nueva Zelanda, la depredacién de huevos de aves ha sido una grave
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problemadtica, llegando incluso a extinguir localmente a algunas especies (Abdelkrim et al, 2010). En
Islas Galdpagos se considera responsable de la extincién de cuatro especies de Oryzomys sp., en isla
de Navidad de dos especies de ratas endémicas Rattus macleari y R. nativitatus y en las islas
mexicanas Granito, Maria madre y San Roque se le atribuya la extincion de Peromyscus guardia
harbisoni, Oryzomys nelsoni y Peromyscus maniculatus cineritius respectivamente (Courchamp, 2003;
Harper y Cabrera, 2010; Aguirre-Mufioz, 2011; Bastos et al., 2011).

Son vectores de multiples enfermedades, como angiostrongilosis (Angiostrongglus
costariensis), chagas (Trypanosoma cruzi), esquistosomiasis (Schistoma mansoni), leptosporosis
(Lectospira), peste (Yersenia pestis), salmonela (Salmonella), triquinosis (Trichinella spiralis), tifus
(Rickettsia), toxoplasmosis (Toxoplasma gondii) y virus como Bunyavirus, Hantavirus y Phlebovirus

(Aplin et al., 2011; Calmet et al., 2001; Banks y Smith, 2015).

2.3 Mus musculus

Mus musculus, conocido como ratdn casero, se caracteriza por ser pequeino, inconspicuo, con
denticion no especializada y habitos nocturnos (Boursot et al., 1996). Se origina en la meseta irani y
presenta al menos tres linajes distintivos: M. musmulus musculus, M. musculus domesticus y M.
musculus castaneus, los cuales divergieron hace cien mil afios (Boursot et al., 1996). El comensalismo
gue establecen con el hombre ha sido diferente para las tres subespecies, evolucionando de forma
independiente: M. musculus musculus llegé a Europa central y oriental hace 3000 afios, mientras que
M. musculus domesticus se encuentra en el oeste de Europa y llegd a América, Africa y Australia,
asociado con las invasiones que tuvieron lugar a partir del siglo XV; por su parte, M. musculus
castaneus se distribuye en el sur de Asia (ling et al., 2014; Lippens et al., 2017). Es una especie
globalmente distribuida que se caracteriza por tolerar una gran diversidad de condiciones
ambientales, y ocupa un extraordinario nimero de islas oceanicas (Gabriel et al.,, 2015). Su alta
capacidad de prosperar en nuevos ambientes se debe a sus habitos de alimentacidn omnivoros con
tendencia a la carnivoria, pues consume semillas, brotes, frutos, inflorescencias e invertebrados
terrestres, principalmente lepiddpteros y coledpteros (Miller y Webb, 2001; Shiels et al., 2013). A
nivel mundial, las aves mas afectadas han sido los petreles de tormenta —Garrodia nereis (en las
Antipodas), Pelagodroma marina (Islas Salvajes y Archipiélago Madeira), Oceanodroma homochroa
(Los Farallones), Holobaena caerulea (Isla Maridn), Nesofregetta fuliginosa (Islas Polinesias) —, pues
M. musculus consume sus huevos y polluelos, lo que provoca extinciones locales (Campos vy

Granadeiro, 1999; Angel, 2009).
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A pesar de que esta especie se considera un organismo modelo, excelente para estudios
evolutivos, ya que su genoma fue uno de los primeros en ser secuenciados en su totalidad; se conoce
poco sobre su filogeografia y genética de poblaciones (Hardouin et al., 2015).

Existen diversos estudios sobre genética de Rattus rattus y Mus musculus, en los que se han
determinado varios niveles de diversidad y estructura genética tanto en zonas continentales
(Gardner-Santana et al., 2009; Bastos et al., 2011; Jones et al., 2011; Konecny et al., 2013; Varudkar y
RamaKrishnan., 2015; Mangombi et al., 2016) como en islas (Abdelkrim et al., 2005, 2007, 2010;
Babiker y Tautz, 2015; Brouat et al., 2014;). También se han analizado aspectos filogeograficos, con lo
que se han podido determinar sus rutas de invasion (Boursot et al, 1996; Forster et al, 2009;
Bonhomme et al., 2010; Hardouin et al., 2010; Aplin et al., 2011; Lack et al., 2013; Lopez et al. 2013;
ling et al., 2014; Gabriel et al., 2015; Hardouin et al., 2015; Harr et al., 2016; King, 2016). Sin
embargo, existen pocos estudios genéticos de estas especies en relacidon al nimero de islas que han
colonizado por lo que su dindmica invasiva es parcialmente entendida, a pesar del problema grave
que representan en términos de extincion de especies, transmision de enfermedades y efectos

negativos sobre ecosistemas.

3. Justificacion

Ante las graves consecuencias ecoldgicas y antropogénicas ocasionadas por la introduccién de
especies, se ha incrementado la preocupacién sobre cédmo prevenir futuras introducciones y/o
mitigar el impacto ocasionado por éstas, asi como qué estrategias de control deben realizarse. Sin
embargo, la toma de acciones en uno u otro sentido requiere de una fuerte base cientifica. Entender
el proceso global de invasidn, sus fuerzas evolutivas y los mecanismos ecoldgicos que actudan antes,
durante y después de una invasidn son herramientas fundamentales en la toma de decisiones. Para
ello, la genética de poblaciones de especies invasoras, particularmente en islas, permite trazar la
demografia histérica (Ficetola et al., 2008), conocer la diferenciacién génica entre poblaciones al
interior de la islas, asi como su conectividad (Abdelkrim et al. 2005, Loiseau et al., 2008, Vazquez-
Dominguez et al., 2012), ademas de evaluar el efecto que tiene la entrada continua de propagulos
(como sucede cominmente con estos roedores) (Gabriel et al., 2015). Todo ello permite comprender
la dindmica evolutiva y poblacional de los nuevos colonos (Loiseau et al., 2008), asi como estudiar
diversos escenarios de invasion bioldgica, para finalmente establecer medidas de control bioldgico
adecuadas.

Existen algunos estudios sobre especies de fauna invasoras en islas, sobre todo en términos de su

ecologia e impactos adversos, pero en mucho menor medida sobre aspectos genéticos.
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Especificamente para Isla Cozumel, existe un trabajo previo sobre la serpiente Boa constrictor
(Vazquez-Dominguez et al., 2012), sin embargo, no hay ningun estudio genético realizado con las dos
especies de roedores invasores en la isla, R. rattus y M. musculus.

El caso particular de M. musculus y R. rattus abre la oportunidad de estudiar a largo plazo y
de forma comparada los procesos de adaptaciéon a diferentes ambientes, dado que han podido
colonizar todos los biomas del planeta. Asi mismo, aporta informacidn clave sobre el proceso de

invasion, el origen y evolucion del mismo.

4. Obijetivos

El objetivo general de este trabajo es evaluar la estructura y diversidad genética poblacional de las
especies de roedores invasores Mus musculus y Rattus rattus en Isla Cozumel, Quintana Roo, México.
Los objetivos espeicficos derivados del anterior son los siguientes: Caracterizar los niveles de
diversidad genética de las poblaciones en Isla Cozumel; caracterizar la estructura y diferenciacién
genética de las poblaciones y evaluar si dicha estructuracién esta asociada a las zonas transformadas
y urbanizadas de la isla y proponer en base a ello estrategias de manejo para estas dos especies

invasoras.

5. Hipétesis

Para este estudio se formularon las siguientes hipétesis:

» Dado que M. musculus y R. rattus son especies comensales de humanos su distribucion
estara asociada a zonas urbanizadas y con habitats transformados.

» Debido a que las especies introducidas se ven sometidas al efecto fundador y cuello de
botella, se espera encontrar una diversidad genética de baja a moderada.

» Debido a que las dreas urbanas estan caracterizadas por una alta fragmentacién del habitat,
podemos esperar poblaciones genéticamente estructuradas por elementos del paisaje
urbano.

» Dada la biologia de estos roedores, su sistema social, su talla y capacidad de dispersidn,
esperamos encontrar mayor estructura en M. musculus que en R. rattus. Y por ende M.

musculus, presentard menor flujo génico que las poblaciones de R. rattus.
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6. Materiales y métodos

6.1 Trabajo de campo

6.1.1 Area de estudio. Isla Cozumel (“Tierra de golondrinas”, en maya) se localiza en el Caribe
mexicano, a una distancia de 17.5 km del continente. La isla es de origen karstico, la cual se origind
en el Pleistoceno por lo que el suelo es de piedra caliza coralina y arenosa (Trejo, 2014). Presenta una
elevacidon promedio de 5 msnm; su escaso relieve fue modificado por los cambios en el nivel del mar
caracteristicos del Holoceno (Muckelbauer, 1990). Es la tercera isla mexicana de mayor tamafio con
una superficie de aproximadamente 478 km? y de forma alargada. De acuerdo a Cuardn (2009) la
temperatura promedio anual en la isla es de 25.52C y su precipitacion anual de 1505 mm. Presenta
dos lagunas costeras, una al norte y otra al sur de la isla, que son de vital importancia al no existir
cuerpos de agua dulce permanentes. Isla Cozumel es un area de conservacion prioritaria a nivel
mundial que a la fecha conserva alrededor del 75% de su vegetacion nativa (Figural), la cual puede
clasificarse como bosque tropical siempre verde, bosque tropical subcaducifolio, bosque de palma,
manglares, humedales y vegetacidn haldfila de dunas costeras. Es la isla mexicana con mayor nimero
de taxa de fauna endémicos -31 taxa- de los cuales tres son roedores Peromyscus leucopus,
Reithrodontomys spectabilis y Oryzomys couesi cozumelae (Cuarén, 2009; Aguirre-Mufoz vy
Samaniego-Herrera, 2016). Para fines de conservacidon se han establecido dos areas protegidas
terrestres, el Refugio Estatal de Flora y Fauna Isla Cozumel, y la Reserva Estatal Selvas y Humedales
de Cozumel, y una marina, el Parque Nacional Arrecifal de Cozumel (Sotomayor, 2009).

A pesar de dichos esfuerzos para su conservacion, es la segunda isla mexicana mds poblada y
es también uno de los principales destinos turisticos y el principal Puerto del Caribe (Trejo, 2014), lo
que ha favorecido su urbanizacién y la fragmentacién del habitat. Como consecuencia animales como
gatos y perros (muchos de los cuales se convierten en ferales), la rata negra (Rattus rattus), el ratén
domeéstico o blanco (Mus musculus) y la boa (Boa constrictor), entre otros, han sido constantemente
introducidos a la isla (Cuardén, 2009). Todas estas especies invasoras, con poblaciones establecidas en

la isla, constituyen una enorme amenaza para la fauna nativa.
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Figura 1. Tipos de vegetacidn y zonas de impacto antropogénico en Isla Cozumel, Quintana Roo,

México. Modificado de Romero-N3jera, 2004.

6.1.2 Muestreo. El muestreo se realizd principalmente en la zona urbana San Miguel Cozumel,
colocando trampas en las colonias 10 abril, Centro, Colonos Cuzamil, Emiliano Zapata, Flamingos,
Independencia, Juan Bautista de la Vega, Ricardo Flores Magdn, San Gervasio, San Miguel |, San
Miguel Il y Zona Industrial. Adicionalmente se colocaron trampas en El Cedral, Isla de la Pasién, KM
11 (Rancho Los gatos), Relleno Sanitario, Punta sur y Zona hotelera Norte (Rancho Chichihualco,
Restaurant Punta Langosta). Se intentd negociar reiteradamente el muestreo de las Zona Hotelera
Norte, Zona Hotelera Sur y la Zona Restaurantera Este, pero nuestra peticion fue denegada (Figura
2).

La captura de individuos se llevd a cabo de agosto a septiembre de 2015, mediante un
trampeo de remocidn dirigido utilizando trampas Sherman (23x7.5x9 cm.). Dado que el muestreo se
realizd principalmente en casas, negocios y propiedades privadas el nimero de trampas por punto de
muestreo dependio de las dimensiones de cada espacio (Anexol). Las trampas se colocaron con una
separacion de 10 m aprox. en espacios abiertos y en puntos con alta probabilidad de captura, es

decir, alineadas a los muros o caminos, cerca de construcciones o bien donde hubiese evidencia de
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excretas. Las trampas permanecieron activas por tres noches generando un total de 3962 horas-
trampa. Las trampas se cebaron con avena, crema de cacahuate y extracto de vainilla. Diariamente
fueron recebadas, asi como remplazadas en caso de tener captura, para mantener el esfuerzo de
muestreo. Los individuos colectados fueron identificados a nivel de especie, se sexaron y se les
tomaron datos de peso y medidas morfométricas estandar (Permiso de colecta SEMARNAT:
FAUTO0168).

Todos los especimenes fueron sacrificados utilizando una cdmara anestésica con éter etilico,
método de sacrificio permitido por la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 de
“Especificaciones técnicas para la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio”. Post
mortem se realizé la toma de tejido que fue conservado en etanol al 95%; en algunos casos se obtuvo
muestra de hueso (con los animales atropellados), las cuales fueron almacenadas en bolsas de papel
encerado y se mantuvieron en seco a 4°C. En dos casos se capturaron hembras prefiadas, cuyos

embriones fueron conservados en etanol al 95%.

6.2 Trabajo de laboratorio

6.2.1 Extraccion de DNA y estandarizacion de PCR. La extraccién de ADN se realizé tanto de tejido
fresco como de hueso. En ambos casos se utilizd el protocolo modificado (Anexo 2) del kit Genomic
DNA TissueMiniPrep (ZimoResearch®). La integridad del DNA extraido fue visualizada mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con Gel Red. La pureza y calidad de la extraccion se
cuantificd y verificd también con nanodrop (Thermocientific).

Para cada una de las especies se estandarizaron 10 microsatélites: para R. rattus se eligieron
ocho microsatélites especificos: Rrl4, Rrl7, Rr21, Rr22, Rr67, Rr68, Rrl07 y Rr114 (Louise et al.,
2008), mientras que otros dos (D16Rat81, D5Rat83; Jacob, 1995), fueron disefiados originalmente
para R. norvegicus pero fueron probados previamente en varios estudios realizados con nuestra
especie. Para M. musculus se utilizaron los microsatélites especificos D5Mit149, D6Mit309, D9Mit54,
D13Mit61, D15Mit98, EG22992, PP4A02, PP7B08, PP10A02 y PP10EOS8 (Dietrich et al., 1992; Babiker y
Tautz., 2015; Hardouin et al., 2015).

La amplificacion de los microsatélites se realizd por medio de reacciones en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) en volimenes de 8 pl, utilizando Tag DNA Polimerase
Recombinant Vivantis®. Todas las reacciones se realizaron con una temperatura de alineamiento de
60°C con excepcidn de los microsatélites D16Rat81 y D5Rat83, cuya temperatura de alineamiento
fue de 55 y 64 °C, respectivamente. Las reacciones se estandarizaron con variaciones en la

concentracién de MgCl, y la adicién de BSA (Cuadros 2 y 3). Para cada serie de PCR se incluyé un
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control negativo de agua destilada grado molecular en lugar de ADN. Los productos de PCR fueron

visualizados en geles de agarosa al 1.5%.

Cuadro 2. Condiciones de reacciéon requeridas para la amplificaciéon de 10 microsatélites de R. rattus

Locus MgClz (mM) | dNTPs (mM) | Primer (Mm) | BSA | T. alineamiento (°C)
Rr14 3.0 0.4 0.2 - 60
Rr17 2.5 0.4 0.2 - 60
Rr21 35 0.4 0.2 - 60
Rr22 3.5 0.4 0.2 - 60
Rr67 2.5 0.4 0.2 - 60
Rr68 5.0 0.4 0.2 - 60
Rr107 3.5 0.4 0.2 - 60
Rr114 3.0 0.4 0.2 - 60
D16Rat81 | 3.5 0.2 0.2 2% | 55
D5Rat83 3.5 0.2 0.2 2% | 64

Cuadro 3. Condiciones de reaccidn para la amplificacién de 10 microsatélites de M. musculus

Locus MgCl, (mM) | dNTPs (mM) | Primer (Mm) | BSA | T. alineamiento (°C)
D5Mit149 2.0 0.4 0.25 - 60
D6MIt309 @ 3.0 0.4 0.25 - 60
D9MiIt54 | 4.0 0.4 0.25 2% | 60
D13Mit61 3.0 0.4 0.25 2% | 60
D15Mit98 | 3.0 0.4 0.25 - 60
EG22992 2.0 0.4 0.25 - 60
PP4A02 2.0 0.4 0.25 - 60
PP7B08 2.0 0.4 0.25 - 60
PP10A02 | 2.0 0.4 0.25 2% | 60
PP10EO8 | 2.0 0.4 0.25 - 60

6.2.2 Genotipificacion. Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados con el servicio de
anadlisis de fragmentos de la Universidad de lllinois, EUA, donde utilizan un secuenciador capilar
AbiPrism 3730x| Analizer. Durante la secuenciacién se utilizé el marcador de peso molecular ROX500
Size Standard. Se enviaron reacciones multiplex de tres muestras por pozo. Para llevar a cabo
multiplex se tomaron en cuenta dos factores: las dos tinciones fluorescentes diferentes HEX y FAM

de los microsatélites, y el tamafio reportado de los diferentes alelos.
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La lectura de los cromatogramas se realizd con el programa GeneMarker v2.6.7
(SoftGenetics), tomando como base el tamafio de los alelos reportados en la literatura, y que el pico
del alelo sobrepasara el marcador de peso molecular. Los valores obtenidos y el redondeo fueron
establecidos de acuerdo a si eran di-, bi-di- o tetra-nucledtidos, que considera el mayor y el menor
valor obtenidos y deja una separacién minima entre alelos de dos pares de bases en el caso de ser bi
o bi-di nucledtidos, de cuatro en caso de ser tetranucledtidos, y asi sucesivamente hasta llegar a los

hexanucleétidos.

6.3 Anadlisis genéticos

6.3.1 Definicion de grupos genéticos. Para poder determinar el nimero de grupos genéticos dado un
muestreo espacialmente continuo, se utilizé la paqueteria de R Geneland, un método de
agrupamiento en el que los individuos, y no las poblaciones, funcionan como unidades operativas de
estudio (Guillot et al., 2008). Geneland utiliza un modelo estadistico bayesiano espacial —Cadenas
de Markov Montecarlo y teselaciones de Poisson-Voronoi— para determinar discontinuidades
genéticas en un dominio espacial continuo, utilizando los genotipos georreferenciados de cada
individuo (Guillot et al, 2005). El modelo supone poblaciones en equilibrio, distribuidas al azar y con
frecuencias alélicas no correlacionadas. Para R. rattus se probd un nimero de grupos (K) entre dos y
10 y con base en estos primeros analisis se determind que el rango adecuado era de dos a tres; se
realizaron 30 corridas independientes de 1,000,000 de interacciones de Cadenas de Markov y 10,000
de burning. La medida de incertidumbre en las coordenadas fue de 30 m, dada la baja dispersién de
R. rattus en zonas urbanas (Gardner-Santana et al., 2009). Para el caso de M. musculus se probé un
numero de K=entre dos y 10 para delimitar el rango adecuado de andlisis, el cual fue de dos a cuatro;
se realizaron 30 corridas independientes con 20 m de incertidumbre, basado en el &mbito hogarefio
reportado por Dean et al. (2006); los analisis se realizaron con 10,000,000 interacciones y 10,000 de

burning.

6.3.2 Alelos nulos y stuttering. Cuando se observa un déficit de heterdcigos con respecto a los valores
esperados de Hardy-Weinberg se puede suponer la presencia de alelos nulos, es decir, heterdcigos
aparentemente homdcigos al momento de leer los alelos (Brookfield, 1996). Ello se debe a
mutaciones en las regiones de unidn de los primers, lo que impide el alineamiento entre el primer y
la hebra templada durante la PCR (Callen et al., 1993; Dakin y Avise, 2004; Van Qosterhoud et al.,
2004), impidiendo la amplificacién de dicho alelo (Falush et al., 2007). Con el software Microchecker

(Applied Bioscience) se hizo una prueba para alelos nulos y stuttering, considerando a todos los
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individuos como una sola poblacidon. Posteriormente, con base en los grupos genéticos (ver
Resultados) se realizé el mismo anadlisis para cada uno de éstos. Tanto para la poblacién en conjunto
como para los grupos genéticos se analizé cada locus por separado, con un intervalo de confianza del

95% y con 10,000 aleatorizaciones.

6.3.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento. Se efectué una prueba exacta
Hardy-Weinberg (HW) con el programa Genepop v4.0 (Rousset, 2008) el cual utiliza el test exacto de
Fisher bajo el método de cadenas de Markov Monte Carlo por el nimero de loci con que se trabajo
(Morgan, 2009). Se determiné como hipdtesis nula un déficit de heterécigos. También se realizé una
prueba de desequilibrio de ligamiento para todas las combinaciones de loci posibles, asumiendo
como hipétesis nula que los genotipos de cada locus son independientes. El ligamiento se refiere a la
asociacioén fisica y funcional de genes que se encuentran en el mismo cromosoma, de manera que
forman una unidad al momento de la segregacion. Cuando hay desequilibrio de ligamiento los alelos
segregan azarosamente respecto a los diferentes loci (Futuyma, 2013). Para probar la significancia
estadistica en ambos analisis se utilizd una correccion secuencial de Bonferroni para comparaciones
multiples, la cual se realiza cuando se llevan a cabo pruebas de hipdtesis simultdneas pero
independientes. Las comparaciones multiples aumentan la probabilidad de cometer errores
estadisticos tipo I, lo que aumenta la probabilidad de rechazar una hipétesis nula cuando en realidad

es verdadera (Lopez-Gonzédlez y Marquez-Linares, 2004).

6.3.4 Diversidad genética. Se evalué la diversidad genética para cada grupo genético y para toda la
poblaciéon con el programa Genalex v6.501 (Peakall y Smouse, 2012). Se estimé el nimero de alelos
observados (Na), el nuimero de alelos efectivos (Ne), la heterocigosidad observada (Ho),
heterocigosidad esperada (He) y heterocigosidad de Nei (Hne), asi como el indice de fijacién (F). El
numero efectivo de alelos es el nimero de alelos igualmente frecuentes que se necesitaria para
tener el nivel de diversidad genética dado, y corresponde al inverso de la frecuencia de homécigos
esperada en una poblacidon (McDonald, 2008). La heterocigosidad de Nei es una correccién de la
heterocigosidad esperada que se aplica cuando el tamafio de muestra es pequefio (Nei vy
Roychoudhury, 1974). El indice de fijacidon describe la distribucidon de los genotipos dentro de las

poblaciones y la desviacidn existente respecto al equilibrio de Hardy-Weinberg (Eguiarte et al., 2015).
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6.3.5 Diferenciacion alélica y genotipica. Para evaluar la diferenciacion alélica y la diferenciacién
genotipica se utilizé el programa Genepop v4.0. En dicho andlisis se asume que la distribucidn alélica
y genotipica es igual en todas las poblaciones. Para obtener los valores probabilisticos se utilizaron
dos pruebas, el test exacto de Fisher, prueba no paramétrica para diferenciacién alélica (Raymond y
Rousset, 1995), y una prueba de G para diferenciacion genotipica (Goudet et. al. 1996). Los analisis se
realizaron por grupos genéticos pareados para cada locus y para todos los loci; la significancia se

determind con una correccion secuencial de Bonferroni.

6.3.6 Estructura y diferenciacion genética Un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) permite
evaluar la estructura a diferentes niveles jerdrquicos, es decir, cdmo se distribuye la variacién
genética dentro de los individuos, entre individuos dentro de las poblaciones y entre las poblaciones.
Se realiz6 un AMOVA en el programa Arlequin v3.1. (Excoffier et al., 2005) con 300,000
permutaciones. Los andlisis se hicieron usando dos estimadores: Fsry Rsr. Se reconocen dos modelos
mutacionales, de alelos infinitos (IAM) y de mutacion paso a paso (SMM). El IAM postula que cada
mutacion produce alelos Unicos, de manera que el nimero de cambios posibles es infinito. Por su
parte, el SMM se basa en el tamafio inicial del alelo y asume que una mutacidn solo puede ocurrir a
un estado adyacente anterior o posterior, lo que puede generar estados alélicos presentes
previamente en la poblacién (Hedrick, 2011). Fsr se basa en la presencia de diferentes alelos entre las
poblaciones y asume un modelo de mutacién IAM; se considera apropiado cuando se trabaja con
muestras pequefias o pocos loci, sin embargo, es altamente sensible a altos polimorfismos los cuales
pueden dar menor validez al estadistico al subestimar la diferenciacién genética. Por su parte, Rsr se
fundamenta en la varianza del tamafio de los alelos y ocupa un modelo de mutacién paso a paso
(SMM), por lo que es considerado un estimador mas apropiado para microsatélites. Rsr es
independiente de la tasa de mutacion; sin embargo, se ve afectado por el tamafio de muestra
(Gaggiotti et al., 1999; Balloux y Lugon-Moulin, 2002; Meirmans y Hedrick, 2011).

Como otra medida de diferenciaciéon, basada en genotipos, se realizd un andlisis factorial de
correspondencia en Genetix 4.05.02 (Berkhir et al, 2004), el cual describe la asociacién de variables
cualitativas a través de matrices de contingencia. Con base en la matriz de genotipos, los individuos
son representados en una nube de puntos en el hiperespacio cuyas dimensiones estan dadas por el
numero de alelos existentes (Berkhir et al., 2004). Se analizé también la estructura entre grupos
genéticos pareados, con Genetix, empleando como estimador Gst. También se utilizaron Fst y Rst en
comparaciones pareadas, pero en este caso con Arlequin. Los analisis entre poblaciones pareadas
permiten contrastar las similitudes y diferencias entre poblaciones a través de sus distancias
genéticas, asumiendo como hipdtesis nula la no diferenciacién entre las poblaciones (Excoffier et al.,

2005). Gst es el andlogo multialélico de Fst, por lo que también es sensible a altas tasas de mutacién
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(Heller y Siegismund, 2009; Ryman y Leimar, 2009; Meirmans y Hedrick, 2011). Sin embargo,
considera poblaciones finitas, ademds de descomponer la heterocigocidad total en los factores

dentro y entre las poblaciones (Nei, 1986).

6.3.7 Relaciones de parentesco y tamafo efectivo. Se realizéd un andlisis de parentesco entre los
grupos genéticos identificados y considerando a Isla Cozumel como una sola poblacién, con el
programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006), basado en maxima verosimilitud. El andlisis de
parentesco permite identificar las relaciones genealdgicas mds probables entre los individuos
analizados, mediante la probabilidad de que dos individuos compartan cero, uno o dos alelos
idénticos por descendencia (Blouin, 2003). En el caso de M. musculus el modelo se calibré con la
informacidn de los embriones.

Conocer el tamano efectivo de las poblaciones (Ne) ayuda a predecir la tasa de pérdida de
variacion genética neutral, la tasa de fijacidon de alelos tanto favorables como deletéreos, asi como el
nivel de endogamia (England et al., 2005). Para establecer el nimero efectivo de reproductores de la
poblacién se utilizé el programa Ne estimator (Do et al., 2014). Se aplicé el método de desequilibrio
de ligamiento con apareamientos al azar, descartando los alelos raros menores a 0.05 de frecuencia.
Este modelo asume la asociacién no aleatoria entre alelos de diferentes loci, la cual es generada por
deriva génica, para lo cual asume poblaciones aisladas con tamafio efectivo constante (Nomura,
2008). Se aplicé una correccidn de Jacknife para evitar el sesgo que se genera al sobrestimar el
numero de comparaciones independientes en funcién de las media de las frecuencias alélicas, ya que
los loci no son totalmente independientes. (Waples y Do, 2008). Y con el valor obtenido se estimé el
tamanfio efectivo de los tres grupos genéticos en relacién al tamafio de muestra analizado para cada

grupo, utilizando el cociente N/Ne.

6.3.8 Migracion. Se utilizd un estimador indirecto de flujo génico (Nm) a partir de las diferencias
alélicas en las poblaciones. Este modelo asume un tamafio poblacional y tasas de migracion
constantes, en ambos sentidos de manera simétrica (Wilson y Rannala, 2003). Dado nuestro tamafio
muestreal, para este calculo se utilizaron los estimados Fsr que funcionan mejor cuando se tiene un
tamafio de muestra pequefio (Gaggiotti et al., 1999). Se utilizé la formula 4Nm= (1/ Fsr)-1. El analisis
se llevé a cabo considerando los grupos genéticos identificados, asi como considerando de manera
separada a hembras y machos para determinar si el flujo difiere entre sexos.

Adicionalmente, se estimo la tasa de migracion y el sentido de ésta con un método Bayesiano
con el programa Bayesass (Wilson y Rannala, 2003). Este método asume apareamientos al azar,
equilibrio de ligamiento y bajos niveles de migracion, de tal forma que la proporcién de migrantes no

excede el tercio de la poblacién total. Se lleva a cabo mediante la asignacion de fuentes de origen
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potencial a los individuos, basada en los genotipos de cada uno, y sus probabilidades posteriores son
evaluadas mediante cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) (Wilson y Rannala, 2003; Meirmans,
2014). Se utilizaron 5,000,000 interacciones, un burnin de 30,000 y una frecuencia de muestreo de
2,000. Los valores de delta se fueron ajustando de tal forma que el nimero de cambios aceptados de
M (tasa de migracion), F (coeficiente de endogamia) y P (frecuencias alélicas de la subpoblacién)
estuvieran en un rango entre el 40 y 60% de las interacciones: tras varias pruebas se decidié ocupar
una delta de 0.25 en R. rattus y de 0.20 en M. musculus. Para evaluar la convergencia de las cadenas
se utilizé el método de Faubet et al. (2007), bajo el cual se calcula la desviacion bayesiana con base
en las probabilidades posteriores de que cierto genotipo sea posible bajo la tasa de migracién

ancestral, y la probabilidad posterior de asignacién dada la misma tasa de migracion.

6.3.9 Cuello de botella Como resultado de un cuello de botella las poblaciones experimentan una
pérdida drastica de variacién genética, un aumento en la tasa de endogamia, la fijaciéon de alelos
deletéreos y una alta estocasticidad demografica, por lo cual el potencial adaptativo se ve mermado
(Cornuet y Luikart, 1996; Luikart et al. 1998a). Evaluar si existen sefales de cuello de botella en
especies invasoras permite estimar la magnitud y el patron de cambio genético como resultado,
entre otras cosas, del proceso de colonizacién (Cornuet y Luikart, 1996). Cuando una poblacién pasa
por un cuello de botella, la diversidad alélica decrece rapidamente, debido a que los alelos que se
pierden son principalmente aquellos que se encuentran en bajas frecuencias. Por tanto, tanto,
después de un cuello de botella, una alta proporcién de loci exhiben deficiencia alélica pero la
heterocigosidad no necesariamente disminuye (Cornuet y Luikart, 1996).

Los analisis de cuello de botella asumen que los loci son neutrales, es decir presentan un
equilibrio mutacion-deriva. Para evaluar cuellos de botella recientes se utilizé el método grafico
cualitativo propuesto por Luikart y Cornuet (1998), el cual se basa en graficar la proporcién de alelos
en funcion de clases de frecuencias alélicas, cuyo rango va de cero a uno. Bajo este método, una
poblacién sin seial de cuello de botella debe presentar una distribucidon en forma de L, es decir un
mayor numero de alelos en clases bajas, mientras que aquéllas que atraviesan un cuello de botella
presentan una distribucién sesgada hacia las clases intermedias. Adicionalmente, para evaluar seiial
de cuello de botella ancestral, se utilizd el programa Bottleneck (Cornuet y Luikart, 1996) el cual
relaciona el niumero de alelos con tres modelos de mutacion diferentes: alelos infinitos (IAM),
mutacion paso a paso (SMM) y modelos mixtos (TPM). Se utilizé el modelo mixto, con dos variantes
en las proporciones asignadas: uno con 90% SMM, 10% IAM y 10% de varianza, el segundo 70% SMM
y 10% IAM. Se realizaron 100,000 corridas. Para evaluar la significancia de exceso de heterécigos, se
utilizé una prueba de Wilcoxon una cola, adecuada cuando se evalla un nimero pequefio de loci

(Piry et al., 1999).
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7. Resultados

Se obtuvo un éxito de captura de 9%. Se capturaron un total de 48 individuos de R. rattus, en cuatro
localidades de muestreo (Figura 2): en zona urbana (San Miguel Cozumel (colonias: 10 abril, Centro,
Independencia, Juan Bautista de la Vega, San Gervasio, San Miguel |, San Miguel I, Rancho los Gatos),
28 individuos), en una zona altamente impactada (Relleno sanitario, nueve individuos), en la frontera
entre zona urbana y selva (Colonos Cuzamil, seis individuos) y en selva conservada (El Cedral, cinco
individuos). De éstos, 25 fueron machos, 17 hembras y seis fueron individuos no identificados (tres
juveniles, tres atropellados). De M. musculus se colectaron 59 individuos en seis localidades de
muestreo correspondientes a diferentes colonias de la ciudad: en 10 de abril (siete individuos),
Centro (cuatro individuos), Emiliano Zapata (cuatro individuos), San Miguel | (18 individuos), San
Miguel Il (siete individuos), y en una zona con alto impacto antropogénico, el Relleno Sanitario (17
individuos). De éstos, 37 fueron machos, 17 hembras y cinco cuyo sexo no pudo determinarse.
Adicionalmente, de M. musculus se utilizaron 12 embriones para la calibracion de las pruebas de

parentesco.

Aeropuerto
El Cedral
Relleno Sanitario
San Miguel Cozumel
Zona Hotelera Sur
Bl Zona Hotelera Norte
Zona Restaurantera Este

e s Kilometros
b 2z A 8 12

Figura 2. Mapa de isla Cozumel, donde se muestran los puntos de captura de individuos de Mus
musculus (circulos morados), Rattus rattus (rojo) y donde se colocaron trampas pero no se
obtuvieron capturas (amarillo).
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7.1 Rattus rattus

Los analisis genéticos se realizaron Unicamente con nueve microsatélites, ya que el microsatélite

D5Rat83 no fue informativo, al ser monomérfico para los individuos analizados.

7.1.1 Definicion de grupos genéticos. Los resultados de Geneland, mostraron que el nimero de
grupos genéticos fue (k) de tres (Figura 3a). Los individuos asignados a cada grupo genético fueron
distribuidos reiteradamente de la misma manera y presentaron valores de pertenencia superiores al
0.8, con excepcién de dos individuos asignados al grupo Coz1, cuya probabilidad de pertenencia al
grupo fue menor a 0.8 pero superior a 0.5. Los tres grupos genéticos coinciden espacialmente con
tres zonas de impacto antropogénico diferencial: Coz1 en la zona totalmente urbanizada (San Miguel
Cozumel, 28 individuos); Coz2 en zona impactada inmersa en selva conservada (Relleno Sanitario, El
Cedral, 15 individuos) y Coz3 en la frontera entre zona urbana y selva (Zona hotelera, seis individuos).
Los andlisis subsecuentes se hicieron considerando estos tres grupos genéticos.

El andlisis de alelos nulos detectd un déficit de heterdcigos en los loci Rr14, Rr17, Rr22, Rr68,
Rr107 y Rr114 para la totalidad de la poblacion de R. rattus en Cozumel. Al analizar cada grupo
genético por separado, solo el locus Rr14 en Cozl y Coz2 mostrd sefial de alelos nulos, por lo que los

analisis genéticos se hicieron con la totalidad de loci.

7.1.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg y Desequilibrio de ligamiento. La prueba de equilibrio de Hardy
Weinberg con correccidn de Bonferroni fue significativa para los loci Rr14, Rr17, Rr22, Rr68 y Rr107 al
considerar la poblacidn en conjunto (Cozumel), también lo fue cuando se analizé por grupo genético
(Coz1=0.0; Coz2=0.0003, C0z3=0.0122; P<0.05). La prueba de desequilibrio de ligamiento no fue
significativa para ninguna de las comparaciones entre loci, ni a nivel de grupos genéticos o de

Cozumel (Anexo 6a).
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Figura 3. a) Probabilidad posterior de asignacion a los grupos genéticos de Rattus rattus Coz1, Coz2 y
Coz3 en Isla Cozumel. Con cada isolepta la probabilidad de pertenencia al grupo genético disminuye
10%. b) Imagen satelital de la frontera entre los grupos Coz1 (arriba en amarillo) y Coz3 (abajo en
naranja).
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7.1.3 Diversidad genética y diferenciacion alélica. Nueve de los diez loci amplificados fueron
polimérficos. Para los tres grupos genéticos el locus D16Rat81 mostrd un exceso de heterécigos
ademas de ser el locus menos variable (dos alelos). El locus Rr14 fue monomérfico en Coz3, aunque
presenté ocho y seis alelos en Coz1 y Coz2, respectivamente.

Los valores de diversidad genética globales (Cozumel) mostraron valores de diversidad
moderados: Na=6.6 (intervalo: 2.0-14.0), Ho=0.447 (0.188-0.708), He=0.595 (0.291-0.839),
Hnei=0.601 (0.295-0.848), F=0.233 (-0.215-0.601). Dichos valores son similares al considerar cada
grupo genético: Cozl presenté valores promedio de Na=5.9, Ho=0.484, He=0.581, Hnei=0.591,
F=0.140; con un maximo de 14 alelos por locus (Rr107) y minimo de dos (D16Rat81); Coz2: Na=3.7,
Ho=0.430, He=0.472, Hnei=0.488, F=0.116, con seis (Rr14) a dos alelos por locus (Rr67 y D16Rat81);
Coz3: Na=2.2, Ho=0.289, He=0.371, Hnei=0.412, F=0.233, con menor nimero de alelos por locus
(Cuadro 4).

Se encontraron un total de 56 alelos distribuidos a lo largo de nueve loci. Cozl es el grupo
genético con mayor diversidad alélica, con 49 alelos, a diferencia de Coz2 y Coz3, con 32 y 21 alelos
respectivamente. En términos de alelos exclusivos, Coz1 conté con 17, mientras que para Coz2 y
Coz3 fue mucho menor con cuatro y tres alelos respectivamente. Los tres grupos genéticos
comparten entre si 14 alelos, mientras que Cozl y Coz2 comparten 15 y Coz3 comparte Unicamente

tres alelos con Coz1 y ninguno con Coz2 (Figura 4).
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Cuadro 4. Valores de diversidad genética de Rattus rattus en los grupos genéticos y Cozumel por

locus

Grupo genético Locus Na Ne Ho He Hner F

Cozl R 14 28 8.000 3.834 0.321 0.739 | 0.753 0.565
R17 28 7.000 4.115 0.607 0.757 | 0.771 0.198
R21 28 6.000 4.737 0.750 0.789 | 0.803 0.049
R22 28 4.000 1.590 0.286 0.371 | 0.378 0.230
R67 28 3.000 2.323 0.536 0.570 | 0.580 0.059
R68 28 3.000 1.612 0.321 0.379 | 0.386 0.153
R107 28 | 14.000 6.506 0.750 0.846 | 0.862 0.114
R114 28 6.000 2.246 0.536 0.555 | 0.565 0.034
D16Rat81 28 2.000 1.280 0.250 0.219 | 0.223 -0.143
Promedio 28 5.889 3.138 0.484 0.581 | 0.591 0.140

Coz2 R 14 15 6.000 4.167 0.467 0.760 | 0.786 0.386
R17 15 5.000 3.125 0.800 0.680 | 0.703 | -0.176
R21 15 4.000 2.308 0.533 0.567 | 0.586 0.059
R22 12 3.000 2.113 0.333 0.527 | 0.545 0.367
R67 15 2.000 1.069 0.067 0.064 | 0.067 | -0.034
R68 15 3.000 1.316 0.000 0.240 | 0.248 1.000
R107 15 5.000 2.103 0.667 0.524 | 0.543 | -0.271
R114 15 3.000 1.867 0.400 0.464 | 0.480 0.139
D16Rat81 15 2.000 1.724 0.600 0.420 | 0.434 | -0.429
Promedio 15 3.667 2.199 0.430 0.472 | 0.488 0.116

Coz3 R 14 5 1.000 1.000 0.000 0.000 | 0.000 -
R17 5 3.000 2.632 0.600 0.620 | 0.689 0.032
R21 5 4.000 2.941 1.000 0.660 | 0.733 | -0.515
R22 5 2.000 1.923 0.000 0.480 | 0.533 1.000
R67 5 2.000 1.220 0.200 0.180 | 0.200 | -0.111
R68 5 2.000 1.471 0.000 0.320 | 0.356 1.000
R107 5 2.000 1.724 0.600 0.420 | 0.467 | -0.429
R114 5 2.000 1.923 0.000 0.480 | 0.533 1.000
D16Rat81 5 2.000 1.220 0.200 0.180 | 0.200 | -0.111
Promedio 5 2.222 1.784 0.289 0.371 | 0.412 0.233

Cozumel R 14 48 | 11.000 6.111 0.333 0.836 | 0.845 0.601
R17 48 8.000 4.692 0.667 0.787 | 0.795 0.153
R21 48 6.000 4.201 0.708 0.762 | 0.770 0.070
R22 48 6.000 1.850 0.271 0.459 | 0.464 0.410
R67 48 3.000 1.811 0.354 0.448 | 0.452 0.209
R68 48 3.000 1.502 0.188 0.334 | 0.338 0.439
R107 48 | 14.000 6.227 | 0.708 0.839 | 0.848 0.156
R114 48 6.000 2.487 0.438 0.598 | 0.604 0.268
D16Rat81 48 2.000 1.411 0.354 0.291 | 0.295 | -0.215
Promedio 48 6.556 3.366 0.447 0.595 | 0.601 0.233

30



Rr14
113
17
135
137

Rr22

w.

Rr107
711
273
285
293
301
Cozumel

717 .

Rrl7 Rr21

208 218

216

Ri67 kg8
Rr1l4 D16Rat81
360
362
Cozl

. Coz2
. Coz3

Figura 4. Diagramas de Venn que muestran los alelos exclusivos y compartidos entre los grupos

genéticos de R. rattus, por locus y considerando todos los loci en conjunto (Cozumel).



7.1.4 Estructura genética y migracion. El analisis molecular de varianza (AMOVA) mostré cémo se
distribuye el porcentaje de la variacidn genética. Para el andlisis basado en Fst, la mayor variacién se
distribuye dentro de los individuos (68.94%); la variacién en las categorias entre poblaciones y de
individuos dentro de las poblaciones fue similar, con 15.92% y 15.14%, respectivamente. De igual
forma, en los andlisis basados en Rst, la mayor variacién se encontré dentro de los individuos
(58.74%), mientras que 28.86% fue entre poblaciones y 12.40% entre los individuos dentro de las

poblaciones (Cuadro 5).

Cuadro 5. Distribucion de la variacién en R. rattus con base en los estimadores Fst (a) y Rst (b).

a)
Fuente de Grados de | Suma de Componentes de | Porcentajede | P
variacion libertad cuadrados | la Varianza variacion (%)
Entre poblaciones | 2 30.359 0.46435 15.92 <0.001
Entre individuos 45 130.204 0.44150 15.14 <0.001
dentro de las
poblaciones
Dentro de los 48 96.500 2.01042 68.94 <0.001
individuos
Total 95 257.062 2.91627

b)
Fuente de Gradosde | Sumade | Componentesde | Porcentajede | P
variacion libertad cuadrados | la Varianza variacion (%)
Entre poblaciones | 2 7529.937 | 128.26609 28.86 <0.001
Entre individuos 45 16706.77 | 55.10996 12.40 <0.001
dentro de las
poblaciones
Dentro de los 48 12530.00 | 261.04167 58.74 <0.001
individuos
Total 95 36766.708 | 444.41771

Las comparaciones pareadas de estructura genética entre grupos genéticos con Fst, Rst y Gst
fueron muy similares, donde los tres estimadores mostraron valores de moderados a altos. En todas
las comparaciones el grupo mds diferenciado fue Coz3, lo cual puede ser efecto del tamafio de

muestra pequefio. Por el contrario, la diferenciacién entre Coz1 y Coz2 es menor (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Comparaciones pareadas entre grupos genéticos de R.rattus con los estimadores Gst, Fsty

Rst.

Coz1-Coz2 Cozl1-Coz3 Coz2-Coz3

Gst | 0.081 0.241 0.206
Fst | 0.107 0.234 0.309
Rst | 0.086 0.520 0.496

El andlisis factorial de correspondencia (AFC) (Figura 5) mostré tres grupos genéticos bien

diferenciados. La nube de puntos que corresponde a Coz3 esta mds diferenciada que el resto,

mientras que la distribucién de los puntos de Cozl y Coz2 es continua. En el AFC el eje 1 explica el

62.50% de la variacion.

Eje 2 (37.5%)

18000 -16000 14000 -12000  -10000 4000 £00 1000 2000

Eje 1 (62.50%)

Figura 5. Andlisis factorial de correspondencia basado en los genotipos de R. rattus, donde se
muestra que los dos primeros ejes explican el 100% de la diferenciacidn. El color de los simbolos se

refiere a los grupos genéticos Coz1 (amarillo), Coz2 (verde), Coz3 (naranja).

33



Los resultados de flujo génico basados en Nm mostraron una tasa de migracién mayor a 2
entre los grupos genéticos de Coz1 y Coz2, mientras que la migracién entre Coz3 y el resto fue menor
a 1 (Figura 6). Al analizar el flujo diferencial entre sexos se encontré un mayor flujo génico en
hembras comparado con los machos: el flujo génico entre Coz2 y Coz3 fue muy bajo para ambos
sexos, mientras que el flujo de hembras entre Coz3-Cozl y Coz1-Coz2 fue alto (>2) (Figura 6b). Por
otro lado, los analisis bayesianos (Anexo 8a) mostraron que hay un mayor nimero de migrantes que
llegan a Coz1 (0.015) provenientes de Coz2 comparado con el sentido inverso (Coz2 de Coz1; 0.014).

Este patrén se mantiene al analizar hembras y machos por separado.

Coz 3
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Figura 6. Distribucidn espacial de los grupos genéticos y el flujo genético (Nm) entre ellos para R.
rattus, determinado como: tasa de migracién global entre los tres grupos genéticos (Lineas de color
negro); tasa de migracién diferencial de hembras (lineas de color rosa) y machos (azul).
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7.1.5 Relaciones de parentesco, tamafio efectivo y cuello de botella. En cada grupo genético y en su
conjunto, el porcentaje de individuos no relacionados es alto (Cozumel: 83.4%, Cozl: 85%, Coz2:
83.8%, Coz3: 90%). En Coz2 se observd una mayor proporcion de individuos con relacién padre-hijo

(3.8%) respecto a los otros grupos genéticos.

Cuadro 7. Relaciones de parentesco entre individuos de los grupos genéticos Coz1, Coz2, Coz3 vy las
relaciones globales (Cozumel).

Cozl Coz2 Coz3 | Cozumel
Padres-Hijos 1.35% 3.8% 0% 1.41%
Hermanos 2.44% 2.85% | 10% | 3.45%
Medios hermanos | 11.14% 9.52% | 0% 11.70%
Sin relacidn 85.05% 83.80% | 90% | 83.42%

Para Cozl el cociente del tamafio efectivo fue de 1 (Ne= 28), por tanto se considera que el
100% de los individuos se estan reproduciendo; el mismo caso ocurre para Coz2 (Ne=17), sin
embargo para Coz3 el cociente fue de 0.5 (Ne=3), de tal modo que solo la mitad de la poblacidon esta
dejando descendencia.

Las pruebas de cuello de botella ancestral no fueron significativas para ninguno de los
modelos mutacionales puestos a prueba (Anexo 9a). Sin embargo, el método gréfico cualitativo para
Coz3 no mostrd la distribucién de “L“, sino por el contrario se obtuvo una distribucién sesgada hacia
las clases de tamafio intermedias, distribucién esperada cuando hay un cuello de botella reciente
(Figura 7); lo anterior puede estar relacionado con el tamafio de muestra pequefio de este grupo

genético.
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7.2 Mus musculus

7.2.1 Definicion de grupos genéticos. De 30 corridas independientes, 23 definieron un valor (k) de
tres grupos genéticos; de éstas, 15 asignaron los individuos en los tres grupos utilizados en este
trabajo. Las probabilidades de asignacién de los individuos a cada grupo genético fueron superiores a
0.8. Los tres grupos genéticos se encuentran al interior de la zona urbana San Miguel Cozumel y se
nombraron como SaMil (36 individuos), SaMi2 (28 individuos), SaMi3 (siete individuos). Los grupos
SaMil y SaMi2 limitan al norte con la Avenida Antonio Gonzdlez Fernandez y al sur con la Avenida
Andrés Quintana Roo. La Avenida 65 constituyé el limite entre ambos grupos. SaMil se encuentra
también en el Relleno sanitario. SaMi3 se encontro al sur de la ciudad (Figura 8).

Al analizar la totalidad de la poblacidon de M. musculus en Cozumel se detectaron alelos nulos
en casi todos los loci con excepcion de D6MIit309 y D13Mit61. Para cada grupo genético se
encontraron alelos nulos en SaMil (D5Mit149, D15Mit98, EGG22992, PP7B08, PP10E0S8), SaMi2
(PP7B08), SaMi3 (PP4A02, PP10A02); dado que ningun locus fue comun a los tres grupos, los analisis

se realizaron considerando la totalidad de éstos.

7.2.2 Desequilibrio de ligamiento y Equilibrio de Hardy-Weinberg.La prueba de equilibrio de Hardy-
Weinberg fue significativa (P<0.05) para los tres grupos genéticos (SaMil1=0.000; SaMi2=0.000;
SaMi3=0.0404), lo mismo para los loci: D5Mit149, D15Mit98, PP7B08 y PP10E08 al analizar la
poblaciéon global (Cozumel2). La prueba de desequilibrio de ligamiento fue significativa en Cozumel2

(D5Mit149-D9Mit54 y D5Mit149-PP7B08) y en SaMi2 (D13Mit61-EG22992) (Anexo 6b).
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Figura 8. a) Probabilidad posterior de pertenencia a cada grupo genético en M. musculus (SaMi 1,
SaMi 2 y SaMi 3) b) Imagen satelital con los grupos SaMi1 (lineas crema), SaMi 2 (rojo) y SaMi 3
(azul);la imagen excluye el Relleno sanitario.
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7.2.3 Diversidad genética y diferenciacion alélica. Los diez loci fueron polimérficos. Los valores de
diversidad global (Cuadro 8) para Cozumel2 fueron de moderados a altos: Na=10 (Intervalo: 7.0-
14.0); Ho=0.569 (0.33-0.70); He=0.768 (0.45-0.87); Hnei= 0.775 (0.68-0.88); F=0.255 (0.054-0.62).

En SaMil los valores de diversidad fueron Na= 8.0, Ho= 0.54, He=0.73, Hnei= 0.745, F=0.26;
con un maximo de 13 alelos por locus (PP7B08) y un minimo de cinco (D13Mit61). SaMi2 exhibié de
cuatro a ocho alelos por locus y valores de diversidad de Na=6.6, Ho= 0.66, He=0.71, Hnei= 0.73,
F=0.071; el indice de fijacidn mostré un exceso de heterdcigos en los loci D6MIit309, D13Mit61,
D15Mit98 y PP10ES8. SaMi3 mostré menor diversidad Na=2.9, Ho=0.42, He=0.45, Hnei=0.48, F=0.027,;
de dos a cinco alelos por locus, mientras que seis loci presentaron exceso de heterdcigos (D6Mit309,
D9Mit54, D13Mit61, EG22992, PP7B08, PP10E0S).

Se encontraron un total de 100 alelos distribuidos en 10 loci: SaMil tuvo una alta diversidad
alélica con 80 alelos, de los cuales 34 son exclusivos; SaMi2 tuvo en total 65 alelos, 20 de ellos
exclusivos; finalmente SaMi3 presentd 29 alelos, ninguno exclusivo. Los tres grupos genéticos
compartieron 27 alelos, mientras que SaMil y SaMi2 compartieron 17 alelos, y tanto SaMil y SaMi3

y SaMi2 y SaMi3 compartieron Unicamente un alelo (Figura 9).
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Cuadro 8. Valores de diversidad genética global y por grupo genético de M. musculus

Grupos Locus N Na Ne Ho He Hnei F

genéticos

SaMil D5Mit149 | 29 7.000 4.143 0.448 0.759 0.772 0.409
D6MIt309 | 29 8.000 | 3.858 0.690 0.741 | 0.754 0.069
DOMit54 | 29 8.000 | 2.870 0.621 0.726 | 0.663 0.047
D13Mit6l | 29 5.000 | 3.649 0.483 0.771 | 0.739 0.145
D15Mit98 | 29 8.000 | 4.358 0.379 0.562 | 0.784 0.373
EG22992 | 29 5.000 | 2.285 0.536 0.645 | 0.572 0.326
PP4A02 28 7.000 | 2.815 0.345 0.848 | 0.656 0.169
PP7B08 29 13.000 | 6.570 0.655 0.767 | 0.863 0.593
PP10A02 | 29 7.000 |4.291 0.856 0.847 | 0.780 0.146
PP10EO8 | 29 11.000 | 6.545 0.727 0.774 | 0.862 0.308
Promedio | 28.9 7.9 4.138 0.536 0.732 | 0.745 0.259

SaMi2 D5Mit149 | 22 7.000 | 4.420 0.727 0.774 | 0.792 0.060
D6MIit309 | 22 8.000 | 3.293 0.727 0.696 | 0.712 -0.045
D9Mit54 | 22 6.000 | 2.997 0.636 0.666 | 0.682 0.045
D13Mit6l | 22 8.000 | 5.762 0.864 0.826 | 0.846 -0.045
D15Mit98 | 22 8.000 | 4.102 0.773 0.756 | 0.774 -0.022
EG22992 | 22 5.000 | 3.044 0.591 0.671 | 0.687 0.120
PP4A02 22 5.000 | 3.205 0.636 0.688 | 0.704 0.075
PP7B08 22 8.000 | 4.722 0.227 0.788 | 0.807 0.712
PP10A02 | 22 7.000 | 2.541 0.591 0.606 | 0.621 0.026
PP10ES8 22 4.000 | 3.044 0.818 0.671 | 0.687 -0.018
Promedio | 22 6.600 | 3.713 0.659 0.714 | 0.731 0.071

SaMi3 D5Mit149 | 6 5.000 | 3.130 0.500 0.681 | 0.742 0.265
D6MIit309 | 7 3.000 | 2.000 0.714 0.500 | 0.538 -0.429
DOMit54 | 7 2.000 | 1.690 0.571 0.408 | 0.440 -0.400
D13Mit6l | 7 2.000 | 1.960 0.571 0.490 | 0.527 -0.167
D15Mit98 | 7 4.000 | 1.581 0.286 0.367 | 0.396 0.222
EG22992 |7 2.000 | 1.153 0.143 0.133 | 0.143 -0.077
PP4A02 7 3.000 | 2.178 0.143 0.541 | 0.582 0.736
PP7B08 7 2.000 | 1.960 0.571 0.490 | 0.527 -0.167
PP10A02 |7 4.000 | 1.849 0.143 0.459 | 0.495 0.689
PP10EO8 | 7 2.000 | 1.690 0.571 0.408 | 0.440 -0.400
Promedio | 6.900 | 2.900 | 1.919 0.421 0.448 | 0.483 0.027

Cozumel 2 | D5Mit149 | 57 9.000 | 5.045 0.561 0.802 | 0.809 0.300
D6MIit309 | 58 10.00 | 3.960 0.707 0.747 | 0.754 0.054
D9Mit54 | 58 9.000 | 3.757 0.621 0.734 | 0.740 0.154
D13Mit61 | 58 8.000 | 5.105 0.707 0.804 | 0.811 0.121
D15Mit98 | 58 12.000 | 4.500 0.569 0.778 | 0.785 0.268
EG22992 |58 7.000 | 3.082 0.431 0.676 | 0.681 0.362
PP4A02 57 9.000 | 3.530 0.526 0.717 | 0.723 0.266
PP7B08 58 14.000 | 7.716 0.328 0.870 | 0.878 0.624
PP10A02 | 58 10.000 | 3.586 0.569 0.721 | 0.727 0.211
PP10EO8 | 58 12.000 | 5.933 0.672 0.831 | 0.839 0.191
Promedio | 57.800  10.000 | 4.621 0.569 0.768 | 0.775 0.255
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Figura 9. Diagramas de Venn que muestran los alelos exclusivos y los compartidos entre los grupos
genéticos de M. musculus, por locus y considerando todos los loci en conjunto (global). Grupos
genéticos: SaMil (crema), SaMi2 (rojo), SaMi3 (azul).
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7.2.4 Estructura genética y migracion. El analisis de varianza molecular (AMOVA) basado en Fst

mostré que la mayor variacién se encontré dentro de los individuos (69.7%), la variacidon entre los

individuos dentro de los grupos genéticos contribuyé en 17.38%, mientras que sélo el 12.83% se

debid a la variacion existente entre los grupos. Los resultados con Rst fueron similares, sin embargo

las categorias entre los individuos y entre los grupos genéticos contribuyeron de igual forma a la

variacion (17%) (Cuadro 9).

Cuadro 9. Distribucién de la variacién en M. musculus basada en los estimadores a) Fst y b) Rst

a)

Fuente de variacion Grados de Suma de Componentes de la | Porcentajede | P
libertad cuadrados | Varianza variacion (%)
Entre poblaciones 2 44.273 0.52135 12.83 <0.001
Entre individuos dentro | 55 233.667 0.70614 17.38 <0.001
de las poblaciones
Dentro de los 58 164.500 2.83621 69.79 <0.001
individuos
Total 115 442.440 4.06370
b)
Fuente de variacion Grados de | Suma de Componentes de la | Porcentajede | P
libertad cuadrados | Varianza variacion (%)
Entre poblaciones 2 10035.693 | 124.75407 17.00 <0.001
Entre individuos dentro 55 40562.031 | 128.19401 17.46 <0.001
de las poblaciones
Dentro de los individuos | 58 27904.00 481.10345 65.54 <0.001
Total 115 78501.724 | 734.05153

Las comparaciones pareadas de estructura genética realizadas con diversos estimadores

mostraron reiteradamente que los grupos genéticos SaMil-SaMi3 fueron los mas diferenciados entre

si, con una estructura genética de moderada a alta. Los grupos SaMil-SaMi2 evidenciaron una

diferenciacion de baja a moderada (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Estructura genética entre poblaciones pareadas de M. musculus con los estimadores Fst,

Gsty Rst.

SaMil-SaMi2 | SaMil-SaMi3 | SaMi2-SaMi3

Gst | 0.092 0.210 0.185
Fst | 0.094 0.203 0.184
Rst | 0.144 0.274 0.122

Por su parte el andlisis factorial de correspondencia (Figura 10) evidencié una distribucién

amplia de la nube de puntos, pero en la cual se pueden distinguir los tres grupos genéticos, donde

SaMi3 fue el mds diferenciado. El eje 1 explica el 61% de la variacién.
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Figura 10. Analisis factorial de correspondencia basado en los genotipos de Mus musculus, donde se
muestra que el primer eje explica el 61% de la diferenciacién. El color de los simbolos se refiere a los

grupos genéticos: SaMil (crema), SaMi2 (rojo) y SaMi3 (azul).
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Los analisis de migracion basados en Nm evidenciaron un mayor flujo génico entre los grupos
SaMil y SaMi2 (1.10), mientras que SaMi3 mostrd un flujo bajo con los otros dos grupos genéticos,
siendo el menor flujo con SaMi2 (0.980). Este patréon se mantuvo al evaluar de forma separada
hembras y machos. Contrario a lo observado con R. rattus, donde las hembras tuveron valores de
flujo mayores, el flujo genético diferencial en M. musculus fue respecto a los machos, los cuales se
mueven mas que las hembras. Asimismo, la tasa de flujo génico de machos entre las subpoblaciones

SaMi1-SaMi2 fue la mas alta (>3) (Figura 11).
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Figura 11. Distribucion geografica y espacial de los grupos genéticos y Flujo genético (Nm) global
entre los tres grupos genéticos de M. musculus (negro). Flujo diferencial entre hembras (indicado con
lineas de color rosa) y machos (verde).

7.2.5 Relaciones de parentesco, tamario efectivo y cuello de botella. En los andlisis de parentesco los
embriones fueron correctamente asignados como hermanos, de igual manera la madre fue
identificada correctamente como parental. Las proporciones de individuos relacionados en cada
categoria por grupo genético asi como en Cozumel2 fueron similares (Cuadro 11). Contrasta SaMi3
con un porcentaje mas alto de padres-hijos y hermanos (4.7%) que los demds grupos genéticos. Sin

embargo, en todos los casos al menos el 85% de los individuos no tienen relacién alguna entre si.
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Cuadro 11. Relaciones de parentesco globales y por grupo genético en M. musculus

SaMil | SaMi2 A SaMi3 | Cozumel

Padres-Hijos 0.27% | 1.29% | 4.76% | 0.30%
Hermanos 3.06% | 3.89% | 4.76% | 3.44%
Medios hermanos | 9.47% | 9.52% | 4.76% | 9.49%
Sin relacidn 87.18% | 85.28% | 85.7% | 86.75%

Para SaMil el coeficiente Ne/N (Ne=19.9) fue de 0.72, SaMi2 tuvo una proporcién de
individuos reproductores de 0.48 (Ne=10.5), contrastando con el valor de 0.24 de SaMi3 (Ne=1.8). De

tal forma que en SaMil se reproduce 3/4 de la poblacidn, en SaMi2 solo la mitad de la poblacion y

en SaMi3 apenas 1/4.

No se detectd cuello de botella ancestral significativo con ningiin modelo mutacional (Anexo
9b). Sin embargo, SaMi3 no mostro alelos raros en proporciones altas, lo que podria indicar un cuello

de botella reciente (Figura 12). Sin embargo, este patron podria ser un artefacto producto del

tamafio de muestra pequeiio.
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Figura 12. Distribucidn de la proporcién de alelos en funcién de 10 categorias de frecuencias alélicas
para los tres grupos genéticos de M. musculus.
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8. Discusion

En Isla Cozumel, tal como esperabamos, R. Rattus y M. musculus se establecen preferentemente en
asentamientos humanos y zonas transformadas debido a la disponibilidad de recursos en altas
densidades. El éxito de invasién de estos roedores en la Isla esta ligado a la biologia intrinseca de
estas especies, a los asentamientos humanos, a las actividades econdmicas y a la dindmica de
crecimiento urbano que la ha caracterizado; todo ello es determinante en la diversidad moderada
encontrada en ambas especies y en la estructura genética de sus poblaciones, al influir directamente
en la diversidad alélica, la ausencia de sefial de cuello de botella y en los patrones de dispersiéon y

flujo genético.

8.1 Diversidad genética y la paradoja de la invasion biolégica

Debido al efecto fundador resultado del niumero reducido de individuos con que se establecen las
especies introducidas, sobre todo en islas, se espera tengan una baja diversidad genética. Sin
embargo, en la mayoria de las especies invasoras esto no ocurre, lo que se conoce como paradoja de
la invasidn bioldgica (Frankham, 2005; Lawson et al., 2011). En concordancia con esta paradoja los
valores de heterocigosidad observada en Cozumel, tanto en R. rattus (He=0.447, Ho=0.595,
Hnei=0.601) como en M. musculus (Ho=0.569, He= 0.768, Hnei= 0.775) fueron moderados. En otras
islas R. rattus presenta valores de heterocigosidad esperada mayores que en Cozumel, por ejemplo
en Isla Guadalupe (0.69), Madagascar (0.72), Archipiélago Santa Anne (0.73), Nueva Zelanda (0.75).
Mientras que en M. musculus los valores de heterocigosidad esperada son mayores a los
encontrados en el Archipiélago de Faroe (0.20), Archipiélago de Kerguelend (0.40), Isla Herguelend
(0.48), y menores respecto a Madagascar (0.67) e Isla Chipre (0.77).

Por otro lado, el nimero de alelos promedio en Cozumel fue de 6.5 en R. rattus y de 10 en M.
musculus. En ambos casos son valores ligeramente superiores a lo encontrado en otras islas donde
estas especies han sido introducidas; por ejemplo el caso de R. rattus en Isla Faju (2.4 alelos), Isla
Guadalupe (5.0) y Nueva Zelanda (5.7) (Abdelkrim et al, 2005; Abdelkrim et al. 2010). Sin embargo,
en otras islas se han encontrado valores mayores, como Madagascar (7.8) y el archipiélago de Santa
Anne (8.9) (Abdelkrim et al., 2007; Brouat et al,, 2014). Lo mismo sucede con M. musculus, que
exhibe un promedio de 3.3 alelos en la isla Herguelend, de 2.8 en el archipiélago Kerguelen y de 9.7
en Madagascar y Chipre (Hardouin et al., 2010; Jones et al., 2011; Hardouin et al., 2015). Si se
comparan con poblaciones continentales, se tienen valores superiores y menores para ambas
especies (R. rattus: Konecky et al., 2013; Varudkar y Ramakrishnan, 2015; Mangombi et al., 2016; M.
musculus: Yu y Peng, 2002; Huang y Yu, 2003; Jing et al., 2014; Babiker y Tautz, 2015; Hardouin et al.,
2015).
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Como puede apreciarse, no existe un patron claro en términos de diversidad genética en Islas
y continentes, lo cual debe estar asociado con diferentes factores, entre los cuales se pueden
mencionar procesos histdricos y demograficos que hayan tenido lugar tanto en la poblacién o
poblaciones fuente, como en la poblacion fundadora (Estoup y Guillemaud, 2010). El patrén de
introduccién, es decir si es un solo evento o son multiples introducciones, la existencia de
poblaciones intermedias, el grado del cuello de botella y el crecimiento poblacional posterior,
también son determinantes los niveles de variacién genética de las poblaciones introducidas.
Determinar la influencia de estos procesos en Cozumel se torna complejo ya que no se cuenta con
estudios en otras Islas del Caribe ni en la Peninsula de Yucatdn que sirvan de precedente. Sin
embargo, la intensidad y brevedad del cuello de botella asi como la introduccion multiple de
propagulos pueden ser factores clave. Ademas, al ser especies sujetas a medidas de control y
erradicacion constantes pueden dar lugar extinciones locales y recolonizaciones que generan
patrones complejos de variacion y estructura genética (Varudkar y Ramakrishnan, 2015).

El indice de fijacion mostré para ambas especies un déficit de heterdcigos. Ello puede ser
resultado de efecto Wahlund, es decir, que se estd analizando en conjunto una poblacién que esta
conformada por dos o mas subpoblaciones cuyas frecuencias alélicas difieren entre si, reduciendo la
heterocigosidad global (Hedrick, 2011). Puede relacionarse también con el sistema de organizacién
social (ver mas adelante) (lhle et al. 2006). Un déficit de heterdcigos también puede implicar la
presencia de alelos nulos; si bien en este estudio se detectaron alelos nulos en algunos loci, este no

fue un patrén generalizado en todos los grupos genéticos.

8.2 Grupos genéticos, urbanizacion y modelos de invasion

Como esperdbamos, la capacidad de dispersion de ambas especies es distinta. Las dos especies
invasoras estudiadas presentaron una clara estructuracién genética, la cual permitié diferenciar
grupos con distribuciéon bien definida. Asi, R. rattus mostré tres grupos genéticos (Fst=0.159,
Rst=0.289), los cuales corresponden a tres zonas con distinto impacto antropogénico en la isla
(Anexo 9): Cozl que corresponde a la ciudad; Coz2 hacia el sur de la isla y que corresponde al Relleno
sanitario o basurero y al poblado El Cedral, sitios que estdn separados por una franja de selva
conservada (9.1 km lineales); Coz3 corresponde a los limites de la ciudad con la zona hotelera sur,
que se caracteriza por tener una combinacidn de infraestructura desarrollada rodeada de porciones
de selva parcialmente conservada. Esto contrasta con lo encontrado en el bosque de Puketi, Nueva
Zelanda donde pese a la alta diferenciacién de habitat no encuentran estructura genética, lo mismo
ocurre en la urbanizacion de Franceville, Gabdn pese a los remanentes de bosque y sabana en las
periferias y al interior de la urbanizacion no hay estructura genética (Abdelkrim et al., 2010;

Mangombi et al., 2016). Por su parte, en Madagascar encuentran dos grupos genéticos uno al sury
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otro al norte de la isla, sin embargo, estos son producto de dos eventos de introduccidn a partir de la
misma poblacién ancestral (Brouat et al. 2014). Coz3 es el grupo genético mas diferenciado, lo cual
puede ser efecto de rarefaccidon por el bajo tamafio de muestra (N=5), sin embargo, no se descarta
gue dicha diferenciacién se deba a deriva génica, ya que se detectd una sefal que sugiere cuello de
botella y un tamafio poblacional efectivo del 50% de la poblacién.

También se encontraron tres grupos genéticos para M. musculus, a diferencia de R. rattus,
los tres grupos genéticos se distribuyen al interior de la ciudad (SaMil, SaMi2 y SaMi3), mientras que
SaMil se ubica también en el Relleno sanitario. Los grupos genéticos estan limitados ya sea por
avenidas de transito medio a alto, o bien por los limites de la urbanizacidn. Es muy interesante
revisar como se ha dado el crecimiento y urbanizacién de San Miguel Cozumel, lo cual se asocia
significativamente con la estructura observada en M. musculus. La distribucién espacial de SaMil
correlaciona fuertemente con los limites de la ciudad hasta 1970, época en la que comienza el
desarrollo turistico de la isla y tiene lugar la primera migracién humana a gran escala (Trejo, 2014).
En donde se ubica actualmente el Relleno sanitario existia un tiradero a cielo abierto desde antes de
1970, el transporte constante de desechos de la ciudad a este sitio explica que SaMi1l se distribuya
también ahi. Conforme la mancha urbana fue creciendo, la poblacion de M. musculus pudo
dispersarse y establecer nuevas poblaciones, de tal modo que SaMi2 incluye las colonias formadas a
partir de la década de 1980. Por su parte, Sami3 se distribuye en las colonias de mas reciente
creacion, posterior al 2000. Esta asociacion entre la estructura genética y el crecimiento urbano de
San Miguel coincide con la tasa de migracién encontrada, donde el flujo entre los grupos genéticos
mas antiguos (Nm=2.4) es mayor comparado con el que existe entre éstos y el mas reciente SaMi3.
También coincide con la diversidad genética encontrada en cada grupo genético, ya que es
frecuente la pérdida de diversidad a través de las rutas de colonizacién, por la ocurrencia de cuellos
de botella sucesivos, como lo evidencia la invasion de M. musculus en Senegal (Lippens et al., 2017).

Resulta relevante la presencia de un gran numero de alelos exclusivos en los
diferentes grupos genéticos como medida de diferenciacidon. En R. rattus el grupo genético con
mayor numero de alelos exclusivos fue Coz1 con 17, mientras que para M. musculus fueron de 34 en
SaMil y de 20 en SaMi2. Hay que considerar que para el caso particular de SaMi3 y Coz3, el tamafio
de muestra pequefio no permite conocer el nimero real de alelos privados de dichos grupos
genéticos. El alto niumero de alelos exclusivos puede ser producto de introducciones constantes de
individuos de distinta procedencia, estos genotipos diversos entre si, se estan integrando al pool
génico favorecidos por la previa invasion de sus congéneres, generando una alta diversidad alélica,
lo que se conoce como “crisis invasiva” (Estoup y Guillemaud, 2010; Lawson et al., 2011). De esta
forma, la introducciéon constante de individuos de distinta procedencia implica una presién de

propagulo fuerte y constante en la isla, lo que favorece la alta diversidad alélica y el establecimiento
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exitoso de los individuos (Suarez y Tsutsui, 2008). Por ejemplo, M. musculus en Islas Azores presenta
un origen multiple y una alta diversidad alélica que revela la historia de colonizacién de la isla,
mostrando afinidades con el sur de Espafia, Portugal, Finlandia e Islas Canarias; lo mismo ocurre para
el Archipiélago de Kerguelen cuya invasién depende de dos linajes europeos diferentes (Hardouin et
al., 2010; Gabriel et al., 2015). Sin embargo, la introduccidon de propagulos no es homogénea en
todos los grupos genéticos. La diferenciacién alélica entre grupos genéticos y sus alta estructura
puede ser producto de eventos de introduccidn independientes a partir de distintos linajes, por
ejemplo, en el archipiélago de Islas Canarias M. musculus mostrd dos grupos genéticos producto de

dos eventos de introduccién independientes (Lépez et al., 2013).

En Cozumel la distribucién de los grupos genéticos con mayor nimero de alelos privados
ocurre en zonas estratégicas de intercambio comercial y turismo, permitiendo la probable
introduccién constante de individuos. SaMil se localiza en el primer cuadro de la ciudad, donde se
encuentran la terminal Maritima de San Miguel y el Puerto de Transbordadores Cozumel. Ambos
puertos fueron hasta la década de los 80 los principales puntos de comunicacion con Playa del
Carmen, tanto para transporte de pasajeros como comercial (Trejo, 2014). Es en esta época ademas
que la isla se inserta al turismo de cruceros de la Red del Caribe. Por su parte, Coz1 abarca también el
embarcadero Puerta Maya (1997), principal terminal turistica, y el muelle Punta Langosta (2000), a
los cuales llegan cruceros, barcos de conexidn isla-continente y transbordadores de carga, todos los
cuales pueden funcionar como vectores (PRORED Quintana Roo, 2008). Asimismo, la integracién de
los propagulos a las poblaciones se ve favorecida por el modelo de “fusién invasiva” que establece
que los ecosistemas son invadidos mas facilmente conforme éstos son modificados por las
poblaciones invasoras, y conforme aumente el nimero acumulado de especies (o individuos)
introducidos y la densidad poblacional (Prenter et al., 2004). Ademas, cuando tiene lugar una
invasién secundaria a partir de poblaciones que previamente invadieron exitosamente otros
territorios fuera de su distribucién natural, la probabilidad de un establecimiento exitoso aumenta, lo

gue se conoce como “efecto de puente invasivo” (Estoup y Guillemaud, 2010; Lawson et al., 2011).

Ademas la intensidad del flujo génico, es un factor mds que favorece la diferenciacién
genética y la presencia de alelos raros (Ver mas adelante). Adicionalmente, un estudio realizado en
poblaciones de Francia, Alemania, Republica Checa y Kazajstan determind que, en M. musculus, los
alelos raros estan sujetos a selecciéon positiva, y se encuentran en genes relacionados con la
melanopsina (ritmo circadiano), la placenta, funciones auditivas y conductuales, con proteinas

urinarias involucradas en la comunicacidn y resistencia a warfarina (Steubach et al., 2012).
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8.3 Patrones de flujo genético

De acuerdo con Matthysen (2012) y Starrfelt y Kokko (2012) La capacidad de dispersion de los
organismos depende de su tamano, morfologia, capacidad de resistencia fisioldgica, entre otras;
asimismo, depende de factores externos bidticos y abidticos, por ejemplo, las interacciones intra e
interespecificas, la disponibilidad de recursos, la calidad del hdbitat y las barreras geograficas, entre
otros factores. En algunas especies de aves y mamiferos la capacidad de dispersién varia entre sexos,
ya que machos y hembras responden diferencialmente a la densidad poblacional, competencia y
calidad del habitat; ello se considera una estrategia para evitar la endogamia (Matthysen, 2012).

Para R. rattus en Cozumel se detecté un flujo diferencial con valores mas altos para las
hembras. Ello puede explicarse por la estructura jerarquica de las poblaciones, en la que el macho
controla pequefios territorios a través de los cuales las hembras tienen libertad de transito. Es
probable que las hembras se estén moviendo mas hacia sitios con mayor disponibilidad de recursos.
El alto flujo génico entre Cozl y Coz2 (Nm=2.1) debe estar directamente relacionado con el hecho de
gue diariamente se transportan desechos desde la ciudad al Relleno sanitario por medio de camiones
de recoleccion de basura. Diversas especies del género Rattus se consideran filopatricas, ya que las
hembras establecen nidos. Por ejemplo, Gardner-Santana (2009) propone que R. norvegicus presenta
filopatria en hembras y dispersién en machos. Sin embargo, un estudio reciente a nivel global
describe un mayor flujo génico entre hembras (Puckett et al., 2016).

Los individuos de M. musculus suelen ser némadas si la densidad poblacional es baja, pero en
altas densidades los machos son territoriales (Hulme-Beaman et al., 2016). Dicho patrén puede estar
favoreciendo que existan tres grupos genéticos al interior de la ciudad (SaMil, SaMi2 y SaMi3), con
una fuerte estructura (Fst= 0.128, Rst= 0.169), los cuales estan separados por avenidas, que pueden
estar limitando la migracion de individuos y con ello favoreciendo la diferenciacién. Existen
numerosos ejemplos en diversas especies en las cuales avenidas y carreteras constituyen
importantes barreras al flujo génico, por ejemplo en El Salvador, Brasil la avenida mas transitada
constituye una barrera para R. norvegicus (Richarson et al., 2016).

Contrario a lo observado en R. rattus, los machos de M. musculus presentaron mayor flujo en
comparacion con las hembras. Al igual que R. rattus esta especie muestra una estructura jerarquica
donde los machos dominantes controlan y monopolizan sitios de alimentacién, con varias hembras y
algunos machos subordinados (Boursot, 1996; Dean, 2006), pero a diferencia de ésta las hembras de
M. musculus son filopatricas y no se mueven libremente entre territorios. Asimismo, se reporta que
como suele tener altas densidades poblacionales, los niveles jerarquicos no se mantienen por mucho
tiempo, los machos pierden los territorios y migran constantemente (Gardner-Santana et al., 2009;
Williamson et al., 2016). Con base en estudios con DNA mitocondrial, se ha registrado que las

poblaciones de M. musculus pueden ser resistentes a invasiones secundarias por hembras, las cuales
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no sobreviven, y por tanto, no contribuyen al pool génico (Gabriel et al., 2015). Ademds, para algunos
loci se detecté desequilibrio de ligamiento significativo, lo que indica que pueden estar bajo
seleccidn; la adaptacién local puede promover seleccion contra la dispersién y favorecer la filopatria
(Starrfelt y Kokko, 2012). Sin embargo, el desequilibrio de ligamiento también puede ser ocasionado

por deriva génica y endogamia, lo cual no se puede discernir con los datos obtenidos.

8.4 Tamaiio efectivo y cuello de botella en las diferentes poblaciones

El tamafio efectivo de las poblaciones es afectado por el sistema social y de apareamiento, la
proporcién de sexos y el tiempo generacional (Amos y Harwood, 1998). Es comun que especies de
roedores tengan tamafios poblacionales efectivos grandes (Varudkar y RamaKrishnan, 2015), y mds
en especies de Rattus y Mus. Acorde con lo anterior, las estimaciones de tamafio poblacional efectivo
por grupo genético en Cozumel mostraron que el 100% de la poblacidn de R. rattus en Cozl y Coz2
estd dejando descendencia. Mus musculus mostrd un patrén diferente, con porcentajes menores, del
72% (SaMil), 48% (SaMi2) y 24% (SaMi3). Los grupos genéticos con menor tamafio efectivo son
afectados mas significativamente por deriva génica, lo que conduce a mayor diferenciacion (Coz1-
Coz3: 0.30; SaMil-SaMi3: 0.20). Cabe resaltar que pese al bajo tamafio efectivo los niveles de
endogamia son bajos. Aunque las poblaciones de M. musculus son comiUnmente endogamicas
(Boursot 1996; Dean, 2006; Harr, 2016), en Cozumel el 86.7% de los individuos estudiados no
estuvieron relacionados.

La ausencia de sefial de cuello de botella reciente y ancestral en la mayoria de los grupos
genéticos de R. rattus y M. musculus sugiere que el cuello de botella al momento de la introduccion
debid ser breve, patrdn comun en especies con altas tasas reproductivas, tiempo de gestacién corto,
y con fuerte presién de propagulo. Asimismo, la introduccién continua de individuos, provenientes
de diferentes fuentes geograficas, también contribuye a borrar la sefal del cuello de botella inicial,
ademads de incrementar la diversidad genética global. M. musculus introducido experimentalmente
en Isla Saddle, Nueva Zelanda se establecié y colonizé la isla en seis meses, hasta alcanzar la
capacidad de carga lo que evidencié que pese al pequeiio nimero de fundadores (un macho y una
hembra) esta especie es capaz de establecerse rapidamente (Nathan, 2015). Por su parte en Estados
Unidos un test de expansion histdrica indicd que la diversidad genética de R. rattus es resultado de
una expansién poblacional rdpida subsecuente a la introduccién y un cuello de botella posterior
ocasionado por la exclusion competitiva que generd la introduccién de R. norvegicus (Lack et al.,
2013).

Se detectd sefial de cuello de botella reciente en dos grupos genéticos SaMi3 y Coz3. El
establecimiento de SaMi3 (M. musculus) es relativamente reciente, por lo que podria conservar la

sefial de cuello de botella. En el caso de Coz3 (R. rattus), grupo localizado en la zona hotelera, podria
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estar asociado con los eventos de fumigacidn constantes que realizan los consorcios hoteleros. Asi,
estos dos grupos genéticos pueden tener aun un tamafio efectivo pequefio —y por ello el bajo éxito
de captura que se tuvo en este estudio— lo que hace que la intensidad con la que actua la deriva
génica sea mayor. La pérdida de variacidén genética ocasionada cuello de botella fue registrada en
Isla Poirier, Archipiélago de Santa Anne, producto de una erradicacién fallida de R. rattus (Abdelkrim

et al., 2007).

8.5 El dilema: control o erradicacion

La Estrategia Nacional sobre Especies Invasoras en México establece como objetivo estratégico
detectar las vias de introduccién y dispersidon de las especies invasoras. Asi, el presente trabajo ha
permitido en base a la estructura de las poblaciones sugerir las principales vias de dispersién en Isla
Cozumel de dos especies invasoras de alta preocupacion, la rata negra y el ratdén casero. Asimismo,
se sugieren algunas vias potenciales de introduccién, las cuales podran determinarse con mayor
detalle a través de estudios genéticos dirigidos (ver mas adelante).

Asimismo, CONABIO (2010) indica que deben llevarse a cabo acciones de prevencion,
deteccion temprana, control y erradicacidn de especies invasoras en todo el pais, sobre todo en islas
debido a sus altas tasas de endemismo. Sin embargo, los recursos econédmicos asignados para ello en
México son bajos y la normatividad establecida al respecto es insuficiente (Aguirre-Mufioz et al.,
2009).

Una de las estrategias cominmente empleadas para el control de especies invasoras es la
erradicacion, sin embargo, 20.6% de los esfuerzos de erradicacion en mamiferos han fallado
(Abdelkrim, 2007). En particular para M. musculus, el éxito de dichos esfuerzos es menor, pues han
fallado en un 38% (exitoso en 66 islas, N=96); para el caso de Rattus sp. han sido exitosos en un 90%
(fallido en 38 islas, N=360) (Angel, 2009; DIISE, 2015; Rusell et al. 2017). La base de datos de la
erradicacion de especies invasoras en islas (DIISE, por sus siglas en inglés), indica que las acciones de
erradicacion de Rattus sp. realizadas con cebos toxicos dispersados por via aérea (el mas utilizado es
el anticoagulante bradifacoum) han tenido éxito en el 96.5% de islas de clima templado y en 89% de
la islas tropicales (Keitt et al., 2015).

Uno de los principales problemas de la erradicacién de pequefas especies por medio de
envenenamiento, una de las estrategias mas utilizadas, sobre todo en roedores, es que puede
eliminar especies nativas o endémicas (Angel, 2009), por ello, ésta debe ir acoplada con acciones de
restauracion ambiental (CONABIO, 2010). Una estrategia de reciente aplicacion es |la
inmunocontracepcion, en el cual se induce al sistema inmune a atacar las células reproductivas,
conduciendo a la esterilidad (Courchamp, 2003). Este método requiere el uso de virus altamente

especificos como vectores para diseminar la infeccion y aprovecha el flujo genético de las
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poblaciones blanco para hacerlo. Los virus transformados portan un gen que codifica para una
proteina de la zona pelucida que induce la produccidn de anticuerpos especificos (Campbell, 2015).

En México, hasta el afio 2010 se habia logrado la erradicacién exitosa (Cuadro 1) de R. rattus
en las islas San Jorge, San Pedro Martir, San Roque, Farallén de San Ignacio, Rasa e Isabel, mientras
gue estaban en marcha proyectos de erradicacion para M. musculus en la isla San Benito Oeste y
para R. rattus en las islas del arrecife Alacranes y Cayo Norte Mayor (Aguirre-Mufioz et al., 2011).
Como puede apreciarse, los esfuerzos de erradicacidn se han centrado en islas del Golfo de
California, con excepcion del Arrecife Alacranes (Golfo de México) y Cayo Norte Mayor (Banco
Chinchorro).

Dado el estado de invasiéon de estos roedores en la isla, y su amplia distribucion, la
erradicacion parece no ser viable por su elevado costo y la continua introduccion de propagulos. Por
ello seria muy util determinar unidades de exclusidn inicial (erradicacion local). Nuestro estudio es
muy Util en este sentido, pues permitid ubicar zonas especificas de distribucién y abundancia de
ambas especies que podrian atenderse con prioridad. Dado que éstas se ubicaron dentro y fuera de
la zona urbana, pueden planearse estrategias diferentes, adecuadas para cada caso. Para garantizar
una erradicacién exitosa es recomendable complementar esta informacidn con estudios ecolégicos
gue determinen la tasa de crecimiento poblacional y ambito hogarefio de ambos roedores (Rusell et
al., 2017).

Otra actividad necesaria encaminada al control de estos roedores es determinar unidades de
erradicacion para evitar una re-invasion, lo cual puede hacerse evaluando escenarios de probabilidad
de introduccion uUnica o multiple. Ello implica determinar los posibles sitios de origen de los
propagulos, que puede suponerse son desde Playa del Carmen, Puerto Morelos y Cancun en la costa,
asi como islas del Caribe como Cuba, Puerto Rico, Aruba o Islas Caiman, asi como de islas
frecuentadas por los cruceros que llegan diariamente a Cozumel. Para ello, es necesario obtener
muestras de poblaciones de dichos sitios, para con éstas realizar andlisis genéticos con marcadores
moleculares como DNA mitocondrial, para determinar la procedencia y frecuencia de introduccion
de individuos de las dos especies.

Las estrategias de control poblacional implican limitar la densidad, por medio de un esfuerzo
constante y sostenido a largo plazo (Aguirre-Mufioz et al., 2009). Sin embargo, es necesario tener en
cuenta que algunas especies, como M. musculus, muestran reproduccién densodependiente, es
decir, a baja densidad poblacional la tasa de reproduccidn per capita es mayor (Nathan et al., 2015).
Los cebos téxicos en dispensadores de alimento suelen usarse como métodos efectivos de control de
plagas en zonas urbanas, en Cozumel en particular los utilizan en hoteles y centros comerciales. No
extrafia entonces que en dichos sitios nuestro éxito de captura fue muy bajo. Cabe resaltar que, dado

que los hoteles se encuentran en la frontera con selva conservada, el uso de cebos téxicos resulta
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alarmante para la conservacidn de pequefias especies nativas y endémicas, no sélo de roedores sino
de reptiles también. En estos sitios seria necesario sustituir este tipo de trampas por trampas de
captura, para realizar una erradicacion selectiva de especies.

En la isla opera un programa de control de especies exdticas (Cuardn, 2009), el cual debe
continuar pero es necesario y prioritario mejorar las medidas de control en los vehiculos de carga y
transporte de pasajeros que llegan a la isla. También es imperativo realizar monitoreos constantes y
trampeos permanentes en los probables sitios de entrada (puertos, muelles y vias de comunicacion
primarias principalmente). Asi como emprender campanas de trampeo para el control poblacional al
interior de la ciudad, sobre todo en las zonas de bajos recursos econdmicos. Otra estrategia, usada
mas comunmente en carnivoros pequefios y animales de granja, pero que dadas las caracteristicas
reproductivas de estos roedores podria dar buenos resultados es la inmunocontracepcién.

Ademas, es necesario realizar un plan estratégico de crecimiento y desarrollo urbano, que
controle y limite espacial y temporalmente su crecimiento sin impactar negativamente la economia
local, y que establezca ademas zonas de amortiguamiento alrededor de los sitios impactados para
limitar la dispersion de los individuos. De igual forma, es imperante concientizar a las autoridades y a
la poblacion sobre los efectos de especies invasoras sobre la fauna nativa y sobre los factores de
riesgo en términos de salud publica para establecer medidas sanitarias de control en la generacién y
transporte de basura. Para todo ello se necesita generar un compromiso participativo entre los
sectores social, politico, econémico y cientifico.

Curiosamente, otros factores que contribuyen al control poblacional de los roedores
invasores en Cozumel son los perros, gatos y boas, especies introducidas, son abundantes vy
ampliamente distribuidas en la isla (Vazquez-Dominguez et al., 2012; Espindola et al., 2014). Lo
anterior crea la paradoja sobre que otras especies exdticas deben controlarse y, en el mejor de los
casos, erradicarse, pese a que éstas son especies que potencialmente ayudan a controlar las
poblaciones de R. rattus y M. musculus. La especie nativa Ctenosaura similis (iguana negra) también
contribuye a regular la densidad poblacional, ya que R. rattus y M. musculus constituyen presas
potenciales de esta especie. Es importante resaltar que efectivamente no se obtuvieron capturas en

los sitios de muestreo al interior de la ciudad donde existian poblaciones estables de esta iguana.
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9 Conclusiones y perspectivas

Mus musculus y Rattus rattus son especies comensales del humano e invasores generalistas. Las dos
especies han invadido exitosamente Isla Cozumel. La diversidad y estructura genética observada en
las poblaciones de M. musculus y R. rattus mostraron una fuerte asociacién a sitios urbanizados o
con alto impacto antropogénico. Dicha asociacidn se evidencié en su estructuracion en diferentes
grupos genéticos. Las dos especies mostraron una diversidad genética moderada mediada por
actividades humanas, por ejemplo, introducciones multiples producto de la intensa actividad turistica
en la isla, asi como por procesos evolutivos y ecoldgicos como cuellos de botella recientes y tamafios

efectivos diversos entre los grupos genéticos.

La estructura genética en R. rattus fue determinada por el nivel de impacto antropogénico,
reflejada en tres grupos genéticos, uno en la zona urbana, otro en la zona de vegetacién conservada
y el tercero en la frontera entre estos dos ambientes, los cuales mostraron flujo génico diferencial.
Contrario a lo esperado, las hembras mostraron mayor flujo genético que los machos. Esta especie

mostrd una mayor capacidad de dispersién respecto a M. musculus.

M. musculus mostro tres grupos genéticos, cuya estructura esta determinada por el patrén
espacial y temporal de crecimiento de la mancha urbana San Miguel Cozumel. Los machos
evidenciaron una mayor tasa de flujo génico, como es de esperarse en una especie filopatrica y con

una fuerte estructura jerarquica.

Los patrones de diferenciacién y movimiento de individuos en ambas especies son basicos
para establecer medidas apropiadas de manejo y control en Cozumel. Dado el estado de invasién de
estos roedores, es necesario profundizar en la ecologia y genética de estos organismos en la isla.
Deben determinarse sus poblaciones de origen (poblaciones fuente) antes de aplicar medidas
drasticas como la erradicacion, sin embargo, mientras ello ocurre se recomienda aplicar medidas de
control poblacional y de ingreso de nuevos individuos. Es necesario también un programa de
concientizacidn de la poblacidn para que conozcan los impactos negativos de M. musculus y R. rattus
(en salud y sobre la fauna nativa); ademas, se requiere un mejor ordenamiento y transporte de la
basura y también una regulacién sobre el uso de cebos de veneno que pueden estar siendo ingeridos

por la fauna nativa.
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Anexos

Anexol. Esfuerzo de muestreo por localidad y éxito de captura

Localidad Tipo de Latitud Longitud | # trampas | Capturas

establecimiento Especie (No.
individuos)

10 de abril Casa habitacion | 20°30.415 | 86°56.863 | 5 Mus musculus (7)

10 de abril Casa habitacion | 20°30.430 | 86°56.894 | 5 Rattus rattus (2)

10 de abril Casa habitaciéon | 20°30.433 86°56.861 | 5 Sin capturas

10 de abril Establecimiento | 20°30.401 86°56.877 | 3 Sin capturas
comercial

San Miguel I Avenida 65 20°29.855 | 86°56.630 | -- Rattus rattus ( 1)

CAMAR Establecimiento | 20°29.638 86°55.842 | 5 Rattus rattus (1)
comercial

Capitania de Casa habitacién | 20°30.802 | 86° 5 Sin capturas

Puerto 56.813

5 sur Casa habitacién | 20°29.818 86°56.502 | 5 Sin capturas

CBTIS #28 Espacio abierto | 20°30.706 86°56.265 | 10 Sin capturas

Centro (CONANP) Casa habitacion | 20°30.624 | 86°56.721 | 5 Rattus rattus (2)

Centro Casa habitacion | 20°30.206 | 86°57.250 | 5 Sin capturas

Centro Casa habitacion | 20°30.546 | 86°56.933 | 5 M. musculus (5)

Centro Casa habitacién | 20°30.749 | 86°56.511 | Donacidén | Rattus rattus/Mus

musculus (5 /1)

Club ndutico Banco | Espacio abierto | 20°31.648 86°56.355 | 20 Sin capturas

Playa

Colonos cuzamil Casa habitacion | 20°29.806 | 86°57.457 | 5 Rattus rattus (5)

El cedral Casa habitaciéon | 20°22.169 86°59.500 | 5 Rattus rattus (5)

El Cedral 2 Casa habitacion | 20°22.133 86°59.556 | 5 Rattus rattus (1)

Emiliano Zapata Casa habitaciéon | 20°30.165 86°55.956 | 5 Mus musculus (4)

Flamingos Il Casa habitacion | 20°29.479 86°56.699 | 5 Sin capturas

Fundacién de Espacio abierto | 20°28.410 | 86°57.386 | 20 Sin capturas

parques y museos

Independencia Casa habitacion | 20°29.938 86°57.457 Rattus rattus (1)

Isla de la Pasion Casa habitaciéon | 20°32.672 86°52.862 Orizomys couesi (1)

La cabafiia del Establecimiento | 20°32.800 | 86°55.711 | 10 Sin capturas

Pescador comercial

Mercado municipal | Establecimiento | 20°30.409 86°56.867 | 10 Rattus rattus (1)
comercial

Muelle fiscal Establecimiento | 20°30.689 86°57.005 | 20 Sin capturas

Terminal Maritima

comercial



San Miguel
Punta Sur 1

Punta Sur2

Punta Sur 3

Punta Sur 4

Rancho
Chichihualco
Rancho los Gatos
Km 11

Rastro

Recicladora Baasha

Relleno sanitario

San Gervasio
San Gervasio
San Miguel

San Miguel |
Taller de carros
alegoricos
Tapiceria Av. 65

Establecimiento
comercial
Establecimiento
comercial
Establecimiento
comercial
Establecimiento
comercial
Espacio abierto

Casa habitacion

Establecimiento
comercial
Establecimiento
comercial
Espacio abierto

Casa habitacion
Casa habitacion
Casa habitacion
Casa habitacion
Establecimiento
comercial

Establecimiento
comercial

20°17.942

20°17.860

20°16.870

20°16.871

20°32.411

20°26.556

20°28.419

20°30.706

20°22.128

20°29.522

20°29.595

20°30.175

20°29.617

20°26.502

20°29.584

86°59.307

87°00.268

87°00.157

87°00.155

86255.89

9

86°51.904

86°57.377

86°57.040

86°54.261

86°56.297

86°56.072

86°56.224

86°57.226

86°51.897

86°56.886

20

10

[S2RE 2RI REN O, NNV, |

Sin capturas

Sin capturas

Sin capturas

Sin capturas

Sin capturas
Rattus rattus (1)
Rattus rattus (1)
Rattus rattus/Mus
musculus (8 /1)
Rattus rattus/Mus
musculus (9 /18)
Sin capturas
Rattus rattus (2)
Mus musculus (19)
Mus musculus (7)

Sin capturas

Sin capturas
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Anexo 2. Protocolos de extraccion de DNA a partir de tejido blando y tejido éseo

Se cortaron 5mm de tejido blando (oreja o cola) | ?

Se pesaron 5 mg de hueso y se maceraron
manualmente con de nitrogeno liquido

¥

Se desmineralizdé con 600 ul de EDTA 0.5M, pH 8y
se incubd por 3 dias con agitacion suave a 55°C

¥

Se centrifugé a 5000 r.p.m. y se descarto el
sobrenadante.

Se adicionaron 95 pl de agua bidestilada, 95 pl de
buffer de digestion y 10 pl de proteinasa K

h 4

Se incubd a 54°C por 3 noches, hasta la degradacion
total del tejido.

@

Se vortexeo por 30 s y se le afadieron 700 pl de
buffer de lisis.

(@

Se centrifugd en frio a 4°C por 1 min a 12500 r.p.m.
El sobrenadante se transfirio a una columna

&

Se adicionaron 200 pl de pre-wash buffer. Se
centrifugd a 4°C por 1 min a 12500 r.p.m.

&

El segundo lavado consistié en 400 pl de DNA wash
buffer. Se centrifugd a las mismas condiciones

$

Finalmente se eluyo en 600 pl de elution buffer. Se
incubd por 5 min a temperatura ambiente y
posteriormente se centrifugo.

2

Se cuantificé el DNA en nanodrop usando como
blanco el buffer de elucion.

¥

El DNA obtenido se almacend a -20°C
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Anexo 3. Protocolo de preparacion de geles de agarosa para la integridad del ADN y

los productos

Para geles al 1% se pesaron 0.45 gde agarosa " | Paragelesal 1.5 % se pesaron 0.64 g de agarosa

En un matraz, se le adicionaron 45 ml de TBE
(Tris-acido borico-EDTA) 0.5X, pH 8.0
[]

Se calienta en horno de microondas por 45 s

Se deja enfriar ligeramente, se le anaden 0.2 pl
de GelRed. Se mezcla por agitacion y se vierte
en el molde

=

Se deja enfriar totalmente y se procede a
retirar cuidadosamente los peines.

El gel se coloca en la camara de electroforesis.

La cual se llena con TBE 0.5X
-

1 pl de DNA producto de la extraccion y 2ul de = 4 ‘ Sobre un pedazo de parafilm se mezclaron i 2 pl de DNA producto de la amplificacion y 3l

buffer de carga = by de buffer de carga.
i |

Se cargd cada muestra en un pozo del gel de
agarosa
i

Se conecto la cdmara de electroforesis a una
fuente de poder de forma que el DNA correra
del polo negativo al positivo.

Las muestras se corrieron a 120 Volts, 35
mAmperes y 10 Watts, por 30 min.

Se visualizaron por exposicion a rayos
ultravioleta de alta intensidad (480 nm). Se
tomo la fotografia correspondiente a cada gel.
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Anexo 4. Caracteristicas de los primers empleados para la amplificacion de 10
loci de microsatélites

a) R. rattus
Primers Tamano del producto
Locus Motivo | Forward Reverse Reportado | Cozumel | Genebank
Rr14 (GT)1s5 /SHEX/ CGTCATCACTTCTCAGGACAG 98-131 105-137 | EU272138
CTGGCTGGGACAGTGGAG
Rr17 (CAz) /56FAM/ TGCAGGAAACTGGTAGGACA 209-216 200-218 | EU272136
CGTGTGGCATAGGTGAAGG
Rr21 (GT)23 /56FAM/ GAGAAATTCAAACCTCAACTGC 207-236 218-232 | EU272139
AGTCAGTGTGGAGCAGGCA
Rr22 (CA)1a | /5HEX/ CTGGTCCTTCTGAGGCTCTCT 338-353 344-370 | EU272140
CCGTAAGTAGAAGCTGGTTGAG
Rr67 (GT)21 /56FAM/ ACATGTAAGGCAGAGGATGG 173-189 176-186 | EU272142
CATCCTGTGACCTTGAAGTG
Rr68 (GT)12 GACTTCCTATCCAGACAGAG /5HEX/ 99-137 97-101 EU272143
CTGAAGCTATAAAGTGAGATCTA
Rr107 (CT)29 /5HEX/ CATCTGGATGTCTGCAGGATG 261-295 261-307 | EU272145
(GT)7 CTGACAAAGGCAGCCAGTG
Rr114 (CT)20 GCTGTGGCTAGAATCCAAGG /56FAM/ 335-374 344-362 | EU272137
(GA)21 ATGAGGCCTGTGGACGGTA
D16Rat81 | (GT)4 /56FAM/ TATACATGCACATGTGGGCCCCAAC | 191 192-194 NW_007906002.1
AAACAGAGCCTTAGCACAGTGGCTT
D5Rat83 (GT),2 /5HEX/ ACATTGCCATCCTGAAGACCAAAAC NW_007905818.1
ATCACACTTGGAAACAGGGAGATGG
b) M. musculus
Primers Tamaio del producto
Locus Motivo | Forward Reverse Reportado | Cozumel | Cromosoma | Genebank
D5Mit149 | (GT)y4 /56FAM/TCAGGAAGTGATCTTCCAACG ATCTGATGCCTCTGACCTTCA 060-182 124-150 | 5 NT_039305.8
D6MIt309 | (GT)is /SHEX/TATGCTTTTTTTCAAATCTGTTGC CACTAGGAAACCCACCCTGA 072-127 84-110 6 NT_039353
D9Mit54 (AC)20 /5HEX/TGGGGATACTATGCCTTCTACTG CAGGTCAAGGCTACTTTTATTTTC 108-166 118-158 | 9 NT_039474.8
D13Mit6l | (GT)x /56FAM/TGCTCCAATACAACAAGGTCC CCAGCCAAGGTGTGTTGAC 157-208 171-196 | 13 NT_039580.8
D15Mit98 | (AC):7 /56FAM/AGCACATTCTCCCAACAACC CAAAACAAGCACAAAACAAATACA | 120-169 128-154 | 15 NT_039618.8
EG22992 | (GA)1s | /5HEX/TAGAGCGTGAAGAAGAGGGC AAGACTGACCAACATTCACGG 209-253 221-285 | 3 | e
PP4A02 /56FAM/TCCAGTCCCAGTTGCCAGACAC | AACCTGGTCTCAGAGGCTGTCG 253-304 270-286 | 11 | meemeemeeeeeeee-
PP7B08 /5HEX/ACTAGCAGAGCCACTTCGGGAG TCCCAGGATCGTCCAGCTCAGG 170-298 196-248 | 16 | -
PP10A02 /SHEX/AGAAAGCAGCTTACAGTCCCAG TGGATTGGGATGAGCCTTGAAC 280-329 277-307 | 8 | s
PP10EO8 /56FAM/AGGCTCCACCACGGAGCACCTC | GGAGGTTGAGTCCAGCCTAGTC 343-413 355-397 | 4 | e
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Anexo 5. Ciclos de amplificacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para amplificar los loci Rrl4, Rrl7, Rr21, Rr22, Rr67, Rr68, Rr07, Rr11l4 de R. rattus y la

totalidad de los loci de M. musculus se aplicé el siguiente ciclo de reaccion.

o
952C 94eC
300 — 722C
: 0:30 602C 602C
0 N
1:30 3:00
4eC
oo
“— X30 —»
Para la amplificacion del locus D16Rat81 se utilizé el ciclo:
[+]
955C 942C
300 — 722C
’ 0:30 55¢C N 602C
1:00 _—
1:30 3:00
4eC
oo
“«— X300 ——»
Y para el locus D5Rat83
o}
955C 942C
3:00 \\\ 642C 729C
' 0:30 N 602C
1:00 -
2:00 3:00
49C
oo

+— X300 ——mM8
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Anexo 6: Desequilibrio de Ligamiento entre pares de loci para cada grupo genético y Cozumel
(*P<0.05 bajo correccion Bonferroni)

a) Rattus rattus

Coz1 Coz2 Coz3
Pares de P E.E. P E.E. P E.E.
loci
R14 R17 0.935811 0.002308 0.661341 | 0.002482 | - -
R14 R21 0.891995 0.003240 0.898429 0.001230 | - -
R17 R21 0.577534 0.004919 | 0.406478 0.001781 0.599898 | 0.000477
R14 R22 0.706506 0.002878 0.248050 | 0.001331 | - -
R17 R22 0.500830 0.002351 0.501506 0.001212 1.000000 | 0.000000
R21 R22 0.518728 0.002423 0.828354 0.000836 1.000000 | 0.000000
R14 R67 0.809985 0.002029 1.000000 0.000000 | - -
R17 R67 0.267972 0.001781 1.000000 0.000000 0.399966 | 0.000404
R21 R67 0.765739 0.001857 1.000000 0.000000 0.200027 | 0.000219
R22 R67 0.915833 0.000495 1.000000 0.000000 1.000000 | 0.000000
R14 R68 0.479143 0.003296 0.200340 0.001142 | - -
R17 R68 0.381177 0.002041 0.390588 0.001081 0.399915 | 0.000413
R21 R68 0.901619 0.001282 1.000000 0.000000 0.200622 | 0.000234
R22 R68 0.491445 0.001401 | 0.465466 0.000796 1.000000 | 0.000000
R67 R68 0.784785 0.000905 1.000000 0.000000 0.200228 | 0.000193
R14 R107 0.061477 0.003999 0.784807 0.001360 | - -
R17 R107 0.082693 0.003926 0.408598 | 0.001269 1.000000 | 0.000000
R21 R107 0.262436 0.006410 0.695595 0.001147 0.599803 | 0.000310
R22 R107 0.966616 0.000905 0.187874 0.000697 1.000000 | 0.000000
R67 R107 0.098679 0.001720 1.000000 0.000000 | 0.400350 0.000186
R68 R107 0.631227 0.002991 1.000000 0.000000 | 0.400231 0.000173
R14 R114 0.119827 0.002936 0.685749 0.001414 | - -
R17 R114 0.300852 0.002660 0.380360 0.001125 1.000000 | 0.000000
R21 R114 0.316819 0.003230 0.883041 0.000665 1.000000 | 0.000000
R22 R114 0.718461 0.001463 0.696866 0.000683 1.000000 | 0.000000
R67 R114 0.018656 0.000334 0.066420 | 0.000205 1.000000 | 0.000000
R68 R114 0.197315 0.001271 0.799039 0.000637 1.000000 | 0.000000
R107 R114 0.077640 | 0.002136 0.895719 | 0.000439 0.400189 | 0.000179
R14 D16Rat81 0.563038 | 0.001015 0.219954 0.000552 | - -
R17 D16Rat81 0.171544 0.000599 0.199938 | 0.000425 0.400576 | 0.000392
R21 D16Rat81 0.104276 0.000446 0.800058 | 0.000393 0.199853 | 0.000257
R22 D16Rat81 0.010704 | 0.000102 0.860271 0.000246 1.000000 | 0.000000
R67 D16Rat81 0.711141 0.000380 0.399913 0.000181 0.199924 | 0.000193
R68 D16Rat81 1.000000 | 0.000000 0.142998 0.000254 0.200032 | 0.000205
R107 D16Rat81 0.159736 0.000841 0.245063 | 0.000451 | 0.400268 0.000172
R114 D16Rat81 0.225414 0.000434 0.692619 0.000358 1.000000 | 0.000000
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b) Mus musculus

Pares de loci SaMil SaMi2 SaMi3 Cozumel

P E.E. P E.E. P E.E. P E.E.

D5Mit149 | D6Mit309 | 0.154644 | 0.001455 | 0.939327 | 0.000622 | 0.466746 | 0.000285 | 0.575122 0.003181

D5Mit149 | D9Mit54 0.391260 | 0.001417 | 0.002659 | 0.000099 | 0.599997 | 0.000156 | 0.000191* | 0.000041

D5Mit149 | D13Mit6él1 | 0.607950 | 0.001885 | 0.039051 | 0.000657 | 0.466586 | 0.000288 | 0.016115 0.000574

D5Mit149 | D15Mit98 | 0.297024 | 0.001554 | 0.705150 | 0.001588 | 0.733526 | 0.000263 | 0.208821 0.002361

D5Mit149 | EG22992 0.050732 | 0.000444 | 0.533091 | 0.001260 | 1.000000 | 0.000000 | 0.046238 0.000673

D5Mit149 | PP4A02 0.099819 | 0.000982 | 0.572546 | 0.000799 | 0.733002 | 0.000156 | 0.166395 0.001635

D5Mit149 | PP7B08 0.138067 | 0.001443 | 0.350110 | 0.001968 | 0.066518 | 0.000147 | 0.000067* | 0.000035

D5Mit149 | PP10A02 0.719084 | 0.001566 | 0.935318 | 0.000490 | 1.000000 | 0.000000 | 0.119585 0.001826

D5Mit149 | PP10EO8 0.200473 | 0.001972 | 0.662634 | 0.001221 | 0.199966 | 0.000136 | 0.040146 0.001213

D6Mit309 | D9Mit54 0.694247 | 0.001462 | 0.817800 | 0.000819 | 0.657036 | 0.000120 | 0.865940 0.001535

D6Mit309 | D13Mit6él1 | 0.216982 | 0.001916 | 0.073138 | 0.000818 | 1.000000 | 0.000000 | 0.336149 0.003088

D6Mit309 | D15Mit98 | 0.963905 | 0.000594 | 0.819981 | 0.001167 | 0.333499 | 0.000245 | 0.915370 0.001524

D6Mit309 | EG22992 0.233185 | 0.001026 | 0.112823 | 0.000766 | 0.428618 | 0.000171 | 0.046957 0.000818

D6Mit309 | PP4A02 0.694454 | 0.001576 | 0.814858 | 0.000521 | 1.000000 | 0.000000 | 0.435615 0.002421

D6Mit309 | PP7B08 0.320918 | 0.002405 | 0.983135 | 0.000345 | 0.123939 | 0.000144 | 0.147796 0.003302

D6Mit309 | PP10A02 0.931906 | 0.000888 | 0.825311 | 0.000792 | 0.713895 | 0.000232 | 0.881613 0.001873

D6Mit309 | PP10EO8 0.699312 | 0.002908 | 0.637930 | 0.001158 | 0.657089 | 0.000120 | 0.306479 0.004168

D9Mit54 D13Mit61 | 0.862330 | 0.000962 | 0.306067 | 0.001154 | 1.000000 | 0.000000 | 0.192765 0.001675

D9Mit54 D15Mit98 | 0.427730 | 0.001476 | 0.941378 | 0.000462 | 0.142680 | 0.000104 | 0.470689 0.002291

D9Mit54 EG22992 0.133053 | 0.000632 | 0.058450 | 0.000423 | 1.000000 | 0.000000 | 0.005664 0.000165

D9Mit54 PP4A02 0.351031 | 0.001392 | 0.112972 | 0.000392 | 1.000000 | 0.000000 | 0.022696 0.000463

D9Mit54 PP7B08 0.643206 | 0.001621 | 0.343560 | 0.001438 | 0.428797 | 0.000127 | 0.042810 0.001152

D9Mit54 PP10A02 0.148570 | 0.001059 | 0.737609 | 0.000791 | 1.000000 | 0.000000 | 0.152390 0.001675

D9Mit54 PP10EO8 0.923734 | 0.000885 | 0.103557 | 0.000602 | 0.485546 | 0.000084 | 0.012349 0.000537

D13Mit61 | D15Mit98 | 0.104740 | 0.001180 | 1.000000 | 0.000000 | 0.714119 | 0.000231 | 0.521806 0.002802

D13Mit61 | EG22992 0.914239 | 0.000510 | 0.000148* | 0.000024 | 1.000000 | 0.000170 | 0.034048 0.000556

D13Mit61 | PP4A02 0.188470 | 0.001596 | 0.121212 | 0.000533 | 0.771597 | 0.000183 | 0.053149 0.000922

D13Mit61 | PP7B08 0.099136 | 0.001529 | 1.000000 | 0.000000 | 0.771472 | 0.000188 | 0.132466 0.002668

D13Mit61 | PP10A02 0.460208 | 0.002051 | 0.784127 | 0.000949 | 0.142958 | 0.000191 | 0.240149 0.002520

D13Mit61 | PP10EO8 0.754533 | 0.002535 | 0.856549 | 0.000799 | 0.257102 | 0.000126 | 0.291749 0.003436

D15Mit98 | EG22992 0.366731 | 0.000974 | 0.699139 | 0.001257 | 0.428617 | 0.000000 | 0.235853 0.001625

D15Mit98 | PP4A02 0.357476 | 0.001723 | 0.676164 | 0.000769 | 1.000000 | 0.000000 | 0.064686 0.001036

D15Mit98 | PP7B08 0.141563 | 0.001533 | 0.148236 | 0.001752 | 0.333151 | 0.000240 | 0.003125 0.000297

D15Mit98 | PP10A02 0.423519 | 0.001875 | 0.333132 | 0.001415 | 1.000000 | 0.000000 | 0.033831 0.000969

D15Mit98 | PP10E0O8 0.739652 | 0.002332 | 0.300762 | 0.001462 | 0.142908 | 0.000103 | 0.028653 0.001047

EG22992 PP4A02 0.236785 | 0.000875 | 0.513476 | 0.000591 | 1.000000 | 0.000000 | 0.232732 0.001284

EG22992 PP7B08 0.401866 | 0.001207 | 0.422635 | 0.001616 | 1.000000 | 0.000000 | 0.026112 0.000711

EG22992 PP10A02 0.311828 | 0.000981 | 0.748916 | 0.000794 | 0.285511 | 0.000167 | 0.232732 0.001690

EG22992 PP10EO8 0.888156 | 0.000734 | 0.163267 | 0.000806 | 0.428464 | 0.000078 | 0.034065 0.000767

PP4A02 PP7B08 0.808547 | 0.001553 | 0.864049 | 0.000576 | 1.000000 | 0.000000 | 0.695742 0.002772

PP4A02 PP10A02 0.642918 | 0.001531 | 0.693250 | 0.000575 | 0.714185 | 0.000231 | 0.069519 0.001155

PP4A02 PP10EO8 0.915681 | 0.001137 | 0.229859 | 0.000576 | 1.000000 | 0.000118 | 0.079452 0.001473

PP7B08 PP10A02 0.124894 | 0.001632 | 0.280104 | 0.001418 | 0.714020 | 0.000237 | 0.005096 0.000448

PP7B08 PP10EO8 0.649820 | 0.003148 | 0.516963 | 0.001716 | 0.428515 | 0.000127 | 0.019531 0.001432

PP10A02 PP10EO8 0.248930 | 0.002561 | 0.953850 | 0.000347 | 0.257283 | 0.00000 0.079455 0.002031

77




Anexo 7: Diferenciacion alélica y genotipica entre poblaciones pareadas, por loci con
correccion Bonferroni (*p<0.05)

a) Rattus rattus

Diferenciacion alélica

Diferenciacidn genotipica

Locus Coz 1-Coz 2 Coz 1-Coz 3 Coz2-Coz3 | Coz1-Coz2 | Coz1-Coz3 | Coz2-Coz 3
R14 0.00000* 0.00000* 0.00000* 0.00005* 0.00001* 0.00007*
R17 0.00188* 0.00000* 0.00006* 0.00421* 0.00004* 0.00032*
R21 0.00114* 0.33218 0.00008* 0.00205* 0.35720 0.00021*
R22 0.02336* 0.00023* 0.00084* 0.11999 0.01071* 0.03090
R67 0.00001* 0.05523 1.00000 0.00001* 0.08088 1.00000
R68 0.43513 0.74647 0.50459 0.58966 0.86181 1.00000
R107 0.00007* 0.00095* 0.0000* 0.00027* 0.00651* 0.00006*
R114 0.02121* 0.00003* 0.00008* 0.03977* 0.00043* 0.00201*
D16Rat81 | 0.07854 1.0000 0.25416 0.04530 1.00000 0.16826
b) Mus musculus
Diferenciacion alélica Diferenciacion genotipica
Locus SaMi 1- SaMi 1- SaMi 2- SaMi 1- SaMi 1- SaMi 2-
SaMi 2 SaMi 3 SaMi 3 SaMi 2 SaMi 3 SaMi 3

D5Mit149 | 0.00004* 0.00062* 0.08374 0.00174* 0.01401* 0.12484
D6Mit309 | 0.01732* 0.00003* 0.0333* 0.02450* 0.00008* 0.05211
D9Mit54 0.00000* 0.00002* 0.054495 0.00001* 0.00015* 0.05793
D13Mit61 | 0.00186* 0.00003* 0.00018* 0.00401* 0.00007* 0.0004*
D15Mit98 | 0.00302* 0.05727 0.00023* 0.02047* 0.22925 0.00381*
EG22992 0.00000* 0.00291* 0.00001* 0.00000* 0.01287* 0.00010*
PP4A02 0.00000* 0.00090* 0.34485 0.00004* 0.00558* 0.39755
PP7B08 0.00000* 0.00000* 0.00125* 0.00003* 0.00065* 0.03797*
PP10A02 0.00017* 0.00138* 0.01270* 0.00048* 0.00868* 0.39755
PP10EO8 0.00000* 0.00004* 0.00000* 0.00000* 0.00149* 0.00003*
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Anexo 8: Diagramas bayesianos de la tasa de migracidon entre grupos genéticos y su
direccionalidad

a) Rattus rattus

o
6{,’: Coz1l
o 0.967

0.0110

v

0.0233

b) Mus musculus

SaMil
0.9703
SaMi3 0.3049
0.9631 <
0.0189
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Anexo 9: Distancias geograficas entre los grupos genéticos de R. rattus

18.2 Km

6.7 Km
1b

1a

13.7 Km

la San Miguel Cozumel
1b Rancho Los Gatos
28 Relleno Sanitario
2b ElCedral

. Colonos Cuzamil

— Carreteras
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Anexo 10: Cuello de botella ancestral bajo diferentes modelos de mutacién IAM,
SMM, TPM (90% SMM, 10% IAM) y TPM (70% SMM, 30% |IAM).

a) Rattus rattus

LA.M S.M.M. | T.P.M T.P.M
(10-90) (30-70)

Cozl | 0.10156 | 0.97559 | 0.91797 0.71484

Coz2 | 0.32617 | 0.87500 | 0.78711 0.63281

Coz3 | 0.12500 | 0.52734 | 0.47266 0.32031

b) Mus musculus

LA.M S.M.M. T.P.M T.P.M
(10-90) (30-70)

Popl  0.10156 | 0.71484 | 0.93457 | 0.97559

Pop2 | 0.32617 | 0.63281 | 0.65234 | 0.87500

Pop3 | 0.12500 | 0.32031 | 0.72168 | 0.52734




	Portada
	Índice
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Justificación
	4. Objetivos   5. Hipótesis
	6. Materiales y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones y Perspectivas
	Referencias
	Anexos

