UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

ESTRUCTURA GENETICA DEL MONO AULLADOR DE MANTO
(Alouatta palliata mexicana) Y SU CONSERVACION EN
MEXICO

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

BIOLOGO
P R E S E N T A:

DIEGO ZUBILLAGA MARTIN

DIRECTORA DE TESIS:
DRA. ELLA VAZQUEZ DOMINGUEZ

Ciudad Universitaria, Cd. Mx. 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de datos del jurado

1. Datos del alumno

Zubillaga

Martin

Diego

(55)28806686

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias

Biologia

415035156

2. Datos del tutor
Dra.

Ella Gloria
Vazquez
Dominguez

3. Datos del sinodal 1
Dra.

Brenda

Solérzano

Garcia

4. Datos del sinodal 2
M. en C.

Horacio Valdemar
Barcenas

Rodriguez

5. Datos del sinodal 3
Dra.

Tania

Garrido

Gardufio

6. Datos del sinodal 4
Dr.

Alejandro

Flores

Manzanero

7. Datos del trabajo escrito.

Estructura genética del mono aullador de manto (Alouatta palliata mexicana) y su conservacion en
México

62 p

2021






“We abuse land because we regard it as a commodity belonging to us. When we see land as a
community to which we belong, we may begin to use it with love and respect.”

-Aldo Leopold



Esta tesis se desarroll6 en el Laboratorio de genética y ecologia del Instituto de Ecologia
de la Universidad Nacional Autonoma de México.

El financiamiento de este trabajo se realizé a través del Proyecto IN202819 “Diversidad,
aislamiento y diferenciacidén genética de dos primates en peligro de extincion en el sureste
de México”, del Programa de Apoyo a Proyectos de Investigaciéon e Innovacién
Tecnoldgica (PAPIIT) (responsable: Dra. Ella Vazquez Dominguez).



Agradecimientos

A mi tutora, la Dra. Ella VAzquez Dominguez, por permitirme integrarme a su equipo de trabajo,
darme tantas buenas oportunidades y transmitirme grandes conocimientos dentro y fuera del
laboratorio.

A la Dra. Brenda Solérzano Garcia, por toda la paciencia y el entrenamiento en campo, en
laboratorio, durante los andlisis de datos y en la revision de este trabajo, y por transmitirme el

amor hacia los primates mexicanos.

Al M. en C. Horacio V. Barcenas Rodriguez, por todo el apoyo durante la carrera, por darme la
oportunidad de conocer el campo a su lado, y por la revision y discusion de este trabajo.

A la Dra. Tania Garrido Gardufio y el Dr. Alejandro Flores Manzanero por tomarse el tiempo para
revisar este trabajo y enriquecerlo con sus comentarios.

Al resto de los integrantes del Laboratorio de genética y ecologia del IE, UNAM, por el apoyo y la
compafia durante estos afos de trabajo.

A Pablo y Rubén, por sus grandes conocimientos del campo y de los primates mexicanos, y todo
su apoyo durante las salidas de colecta.

A Mariana, Kyle y Samuel, por su ayuda durante la recoleccién de muestras para la tesis.

A Don Bartolo, Don Gertrudis, Don Carmelo, Dofia Juana, Don Simplicio, Alfonso, Lucio y todas
las familias que nos apoyaron en campo en las regiones de Uxpanapa, Santa Marta y Los Tuxtlas
en Veracruz.

A Ana de la Hacienda de la Luz, Comalcalco, Tabasco, por permitirnos trabajar en su finca.

Al INAH por permitirnos trabajar en la Zona Arqueoldgica de Comalcalco.

A la SEMAHN de Chiapas por permitirnos trabajar en la Zona Sujeta a Conservacion Ecolégica
Finca Santa Ana, Pichucalco.

A la Estacién de Biologia Tropical Los Tuxtlas, UNAM, por permitirnos trabajar y colectar ahi.
A la UNAM, por todas las oportunidades y apoyo; por convertirse en mi segunda casa.
A Tania Delgado, amiga y artista, por la realizacion de la portada de esta tesis.

A mis amigos de la carrera (y la vida): Yair, Erick, Carmina, Amanda, Diana, Abelardo, Zamna,
Ayrton, Diego, Luis y todo el que me haya motivado a ahondar en los estudios de la vida.



A mis papés y mi hermano, por todo el apoyo y amor brindado a lo largo de mi vida.

Alos monos y todos los que luchan por preservar las selvas mexicanas, ya que sin ellos no habria
objeto de estudio.



Para los monos, y todos sus admiradores.



INDICE

RESUMEN . ... ettt et et e e 1
l. INTRODUCCION
[.1 Genética de PODIACIONES. ... ..o 2
1.2 VariaCion QENELICA. .. ...t e 3
.3 Estimadores de variaCion genEtiCa. ... ... ...o.vuiiuiei i 5
[.4 Marcadores MOIECUIAIES. .. ... e e 6
[.5 LOCI d& MICTOSALEITES. ...\ ettt e eenes 7
1.6 Estructura poblacional y diferenciacion genética...............ccooiiiiiiiiiiiiici, 8
[.7 Genética de 1a CONSEIVACION. ... ...t e e e 9
II. ANTECEDENTES
II.1 Los primates mexicanos Y SU CONSEIVACION..........ouiiiiiiiiiei e, 10
11.2 Alouatta palliata MEXICANA. ... ....eirii e e 10
11.3 Genética de poblaciones del mono aullador de manto..................cooooieiiiinin, 13
= i I Y 1P 14
IV. HIPOTESIS Y PREDICCIONES. ... .couuiiiit et 14
V. JUSTIFICACION. .. 15

VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1 Area de estudio

VI.1.1 PODIacCionNes SilVESIIES. . ..o e 15
VI1.1.2 Poblaciones en SEMICAULIVEIIO. .......eee e e, 15
V1.2 Trabajo de campo y toma de MUESIIAS. ........covieiuiiiiii e 16

VI.3 Trabajo de laboratorio

VI.3.1 EXracCion de ADN.......ouiriiiii et e 17
VI.3.2 Amplificacién de loci de microsatélites cOn PCR...........c.ccoviiiiiiinnn.. 17
VI.3.3 Secuenciacion y genotipificacién de loci de microsatélites..................... 20

V1.4 Analisis genéticos y estadisticos

VAL AICIOS NUIOS. ... e 21
V1.4.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento................... 21
VI.4.3 Definicién de grupos genéticos (estructura genética)..............ccceevenenn.. 21
VI.4.4 Diferenciacion poblacional.............c.ooiiiiiii 22
VI.4.5 Diversidad genética y endogamia...........cceuiiiieiiiiiiiiiiieiiiiineeeenen 22
VI.4.6 ANAlISIS d€ PArenteSCO. ... ..vit it 23

V4.7 EStiMacion de N. ... e e e e 23



VII. RESULTADOS

VII.1 Extraccion de ADN y amplificacion de loci de microsatélites..................cocoeeneen. 24
VIL2 AlBIOS NUIDS. ... et et nas 24
VI1.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento.............................. 25
V1.4 GrUPOS GENELICOS. ... ettt ettt e eens 27
VI1.5 DIVErsidad gENELICA. ... ..cuut et 29
VILG INdiCe de ENUOGAMIAL ... ...ueee e 30
VII.7 Diferenciacion poblacional.............coooiiiiii i 30
VI1.8 ANAIISIS dE PAr€NIESCO. ... vttt e e e e 32
VI1.9 Tamafo efectivo poblacional...............oooiiiii e, 33
VIII. DISCUSION
VIIl.1 Efectos histéricos en la genética del mono aullador de manto.......................... 34
VIII.2 La fragmentacion y SUS CONSECUENCIAS..........vieueieiriiieie et eeeeeteieananeaeenens 37
VI11.3 Historia de tres poblaciones en semicautiverio.............ccooieiiiiiiiiiiiiiciiieeeens 40
V.4 Implicaciones para SU CONSEIVACION. .........ouiieiii it e ee e e 41
X, CONCLUSIONES. ...t e aenans 43
REFEREN CIAS. .. oo e et et 44
ANEXOS
N T2 (o T 56
N 1= (0 T 57
N TS T 58
N TS (0 1 59
N T2 (0 T 60
N 1S (o G 61



RESUMEN

El mono aullador de manto, Alouatta palliata mexicana, es una de las tres especies de primates
que existen en México. Representa la distribucién mas al norte de primates no-humanos en el
continente americano. Est4 catalogada como especie en peligro de extincion en la NOM-059-
SEMARNAT-2010, al igual que la subespecie segun la lista roja de la IUCN, con una tendencia
poblacional en declive. A pesar de la importancia de integrar informacién genética poblacional
para la conservacion de especies, a la fecha se han realizado escasos estudios genéticos de la
poblacion silvestre de este mono en México, todos a nivel local sin abarcar su rango de
distribucién completo. Ademas, en dichos estudios se han utilizado marcadores moleculares
distintos, por lo que no son del todo comparables entre ellos. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo fue estudiar la estructura genética de las poblaciones silvestres del mono aullador de
manto A. p. mexicana a lo largo de su distribucién en México, y asi evaluar la estructura genética
de sus poblaciones, tamafio efectivo poblacional, endogamia y parentesco. Por medio de un
muestreo no invasivo, se colectaron excretas de individuos diferentes claramente identificados
en campo, provenientes de 15 localidades con poblaciones nativas y de tres poblaciones
semicautivas. Se analizaron nueve loci de microsatélites para un total de 128 individuos. Con
base en andlisis bayesianos se identificaron tres grupos genéticos: Norte, Centro-oeste y Centro-
este, los cuales presentaron diferencias genéticas significativas entre grupos. La diversidad
genética global incluy6 54 alelos (4 a 8 alelos por locus), con valores moderadamente bajos de
namero de alelos (Na=6.0 + 0.55), riqueza alélica (Ra=5.91) y heterocigosis observada y
esperada (Ho=0.345 + 0.05; uHe=0.565 + 0.06). Se encontraron sefales positivas de endogamia
a nivel de grupo genético y por region, con presencia de parientes de primer orden en todas las
poblaciones. El tamafio efectivo poblacional fue bajo (Ne=59.5). Las poblaciones en
semicautiverio presentaron niveles de endogamia y diversidad genética similares a las
poblaciones silvestres, por lo que podrian ser considerados como reservorios para enriquecer el
pool genético de las poblaciones silvestres en un futuro. Nuestros resultados muestran la urgencia
de realizar esfuerzos para la conservacién de los tres grupos genéticos identificados,
considerando cada uno una Unidad de Manejo, para asi asegurar el mantenimiento de su
diversidad adaptativa y la supervivencia de A. p. mexicana. Proponemos que los monos
aulladores de manto en México constituyen una Unidad Evolutiva Significativa crucial para la
preservacion de la diversidad filogenética y funcional de esta especie. En este estudio se reafirma
el grave riesgo en el que se encuentra el mono aullador de manto en el pais y la necesidad de

accionar para asegurar la preservacion de la especie a largo plazo.



|. INTRODUCCION

I.1 Genética de poblaciones

La genética de poblaciones es un area que, con base en las leyes de Mendel y otros principios
genéticos aplicados a las poblaciones naturales, estudia el origen, los niveles y la distribucion de
la variacion genética en las poblaciones a través del tiempo y el espacio (Templeton, 2006; Hartl
y Clark, 2007; Hamilton, 2009). Debido a que la evolucion, en su sentido mas bésico, se puede
definir como el cambio en el tiempo de las frecuencias alélicas o la combinacion de alelos en el
pool genético de una o varias poblaciones (Templeton, 2006), se puede sefalar que la genética
de poblaciones también estudia los mecanismos responsables de la microevolucién, es decir las
fuerzas que resultan en cambios evolutivos dentro de las especies a lo largo del tiempo
(Templeton, 2006; Hartl y Clark, 2007). Uno de los objetivos de esta ciencia interdisciplinaria es
construir predicciones que puedan ser aplicadas de manera general a especies y sistemas
genéticos, para esto se comparan patrones genéticos observados en poblaciones reales con
patrones esperados para probar modelos construidos usando principios y supuestos generales
(Hamilton, 2009). Sin embargo, también se pueden utilizar principios de modelos que han sido
previamente probados y aceptados como una base para plantear hipétesis acerca de los
procesos que causaron un patrén genético observado en una poblacién natural (Hamilton, 2009).

El modelo en el que se fundamenta la teoria de genética de poblaciones, a pesar de sus
supuestos simplificados y poco realistas, ha probado ser Gtil para describir diversos atributos
genéticos poblacionales, sirviendo como un modelo base para desarrollar otros mas complejos y
realistas (Templeton, 2006). Este modelo asume poblaciones grandes que tienden al infinito,
donde el apareamiento es al azar y no hay mutacién, migracion (flujo génico) o seleccion, es decir
gue todos los individuos tienen la misma probabilidad de reproducirse. Por lo tanto, las
frecuencias alélicas y genotipicas entran en equilibrio después de una sola generacion y se
mantienen constantes en el tiempo (Frankham et al., 2010). A éste se le denomina equilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW), en honor a los investigadores que lo desarrollaron de manera
independiente en 1908 (Hardy, 1908; Weinberg, 1908).

Si las frecuencias alélicas de una poblacion no se encuentran en EHW significa que
algunas de las condiciones del modelo no se estan cumpliendo y, por lo tanto, es probable que
alguna fuerza evolutiva y/o proceso ecoldgico las esté afectando (Templeton, 2006; Hartl y Clark,
2007). El equilibrio Hardy-Weinberg para una poblacién diploide con un solo locus se representa

con la siguiente ecuacion:



p+q=1,(p+0q)?=p*+2pq+qg*=1
(Ecuacion 1)

donde: p =f (A) - frecuencia del alelo A

g =f (a) = frecuencia del alelo a

p? =f (AA) = D > frecuencia del genotipo homocigoto AA
g? = f (aa) = R = frecuencia del genotipo homocigoto aa
2pg =f (Aa) = H - frecuencia del genotipo heterocigoto Aa

[.2 Variacion genética

La variacion de los genes a través del tiempo y el espacio constituye la base fundamental del

cambio evolutivo. Sin variacion genética, la evolucion, y por lo tanto la vida misma, no seria

posible (Futuyma y Kirkpatrick, 2017). La variacion genética es, en consecuencia, la fuente de

toda la biodiversidad en nuestro planeta (Scott Mills, 2013). Se ha visto que una variabilidad

genética alta otorga mayores oportunidades a las poblaciones para evolucionar y adaptarse a los

cambios ambientales; contribuye ademas a la diversidad de los ecosistemas, volviéndolos mas

resilientes (Frankham et al.,, 2010). Esta variacion se genera, mantiene y pierde en las

poblaciones por medio de las interacciones de varios procesos que pueden aumentar o disminuir

sus niveles (Hedrick, 2011), los cuales son:

Mutacion: cualquier error o cambio heredable que ocurra en el material genético, y es la
fuente fundamental de variacién genética en las poblaciones naturales (Hartl y Clark,
2007; Allendorf et al., 2013). Las mutaciones ocurren tanto a nivel molecular como a nivel
cromosomico, por lo que incluyen diversos procesos que van desde cambios en la
secuencia nucleotidica de un solo gen hasta la formacién de nuevos rearreglos
cromosémicos, asi como inversiones y translocaciones (Templeton, 2006; Hartl y Clark,
2007; Allendorf et al., 2013). Estos procesos crean diversidad dentro del pool genético,
pero tienden a ocurrir lentamente (Templeton, 2006; Scott Mills, 2013). La mayoria de los
genes silvestres tienen una tasa de mutacion de entre 10“ a 10 por gen por generacion
(Hartl y Clark, 2007). Estas mutaciones pueden o no tener efectos detectables en el
fenotipo de los individuos (Allendorf et al., 2013).

Flujo génico: movimiento efectivo de alelos entre poblaciones locales producto del
movimiento de individuos (migracién) o de gametos, permitiendo que variantes genéticas
se propaguen entre poblaciones (Templeton, 2006; Hartl y Clark, 2007; Hamilton, 2009).
Si el flujo génico es limitado se produce heterogeneidad en las frecuencias alélicas dentro

de las poblaciones, es decir estructura poblacional, que puede generar diferenciacion



entre éstas (Hamilton, 2009). En cambio, si hay presencia de flujo genético, las
variaciones genéticas se comparten entre poblaciones, y puede aumentar su diversidad
genética (Scott Mills, 2013).

Deriva génica: cambio en las frecuencias alélicas de una poblacién producto de la
aleatoriedad en los eventos de supervivencia, reproduccion y herencia (Scott Mills, 2013;
Futuyma y Kirkpatrick, 2017). Estos cambios en las frecuencias alélicas resultan en la
pérdida de unos alelos mientras que otros se fijan de manera aleatoria, disminuyendo la
variacién genética (Scott Mills, 2013). Generalmente es resultado de procesos de cuello
de botella o efecto fundador, y se mide indirectamente con el tamafio efectivo de la
poblacion, o Ne (Futuyma y Kirkpatrick, 2017).

Seleccion natural: cualquier diferencia consistente en la adecuacion entre diferentes
clases de entidades biologicas (Futuyma y Kirkpatrick, 2017). Los alelos que promueven
la adecuacion (supervivencia y reproduccion) incrementan su frecuencia de generacion
en generacion, asociado generalmente con una mayor capacidad de la poblacién para
sobrevivir y reproducirse en ese ambiente, promoviendo la adaptacion evolutiva (Hartl y
Clark, 2007). La seleccion natural esta estrechamente relacionada con el ambiente en el
gque se desarrollan las poblaciones, y puede ser direccional, estabilizadora o disruptiva
dependiendo del genotipo favorecido (Futuyma y Kirkpatrick, 2017).

Endogamia: es un mayor numero de eventos reproductivos entre individuos
genéticamente relacionados de lo que se esperaria por azar (Hoglund, 2009). El
coeficiente de endogamia f describe la probabilidad de que dos alelos en un locus sean
idénticos por descendencia, es decir que ambos sean copias de un alelo particular
heredadas por un ancestro comun (Hoglund, 2009). Este proceso disminuye la
heterocigosis y puede aumentar la frecuencia de alelos deletéreos en las poblaciones,
disminuyendo su adecuacién mediante la depresion por endogamia (Hdglund, 2009;
Frankham et al., 2010).

Recombinacion: proceso que involucra el intercambio de material genético entre mdaltiples
cromosomas o entre diferentes regiones de un mismo cromosoma, por lo que involucra
cualquier mecanismo genético que pueda crear una nueva combinacién de alelos o
haplotipos, en eventos meiéticos y no-meiéticos, que creen una nueva combinacion de
genes que pueda ser heredada (Hartl y Clark, 2007; Clancy, 2008). Junto con la mutacion,
la recombinacion puede generar niveles realmente altos de variacion genética
(Templeton, 2006).



I.3 Estimadores de variacion genética

Existen mudultiples estimadores que permiten cuantificar la diversidad genética de manera
estandarizada, generalmente descrita en términos de heterocigosis, frecuencias alélicas,
genotipicas y numero de alelos (Frankham et al., 2010). La eleccion del estimador esta
relacionada principalmente con el tipo de marcador genético utilizado, pero algunos de los més

comunes son:

e Loci polimérficos: estrictamente hablando, un locus es polimdrfico si presenta mas de un
alelo. Sin embargo, entre mas grande sea la muestra mas posible sera encontrar alelos
raros por lo tanto, se suele considerar que un locus es polimoérfico si la frecuencia del alelo
mas comun es menor a 0.95 0 0.99 (Héglund, 2009; Allendorf et al., 2013).

e Heterocigosis: es la medida mas utilizada para calcular la variacién genética dentro y entre
las poblaciones. Se basa en la ecuacion del equilibrio de Hardy-Weinberg (Ecuacion 1), y
plantea que un individuo que no es homdcigo en un locus es, por lo tanto, heterécigo. Asi
gue se puede definir como la proporcion de individuos que son heterocigotos en un locus.
La heterocigosis esperada (He), a veces llamada diversidad genética, es la heterocigosis
gue se espera en una poblacién con base en las frecuencias alélicas observadas
(H6glund, 2009), dados k alelos en un locus, se puede definir como:

He=1-YX  p?
(Ecuacion 2)
donde: He = heterocigosis esperada

pi? = frecuencia de homocigotos

También existe la heterocigosis observada (Ho), que es el promedio de las proporciones
observadas de genotipos heterocigotos (Hoglund, 2009). En condiciones de panmixia, se
espera que la heterocigosis observada y la esperada sean cercanas, pero si la poblacion
se encuentra en desequilibrio de Hardy-Weinberg, la Ho se puede calcular como:

Ho = X1 pi

(Ecuacion 3)
donde: Ho= heterocigosis observada

pi = frecuencia de heterocigotos



e Alelos por locus/Riqueza alélica: Se refiere al nimero de variantes o alelos distintos que
puede presentar un gen. Esta mediad depende del tamafio de muestra, asi que para poder
comparar muestras de tamafios distintos se emplea la riqueza alélica (Hoglund, 2009), la
cual permite ajustar el numero de alelos por locus utilizando el método de rarefaccion de
Hurlbert (1971), de manera que el nUmero de observaciones en la poblacién coincida con

el nimero de muestra mas bajo en el estudio (EI-Mousadik y Petit, 1996).

I.4 Marcadores moleculares

Antes de los 1960s los métodos para detectar y medir la variacion genética se basaban casi en
su totalidad en observaciones de variantes del fenotipo y patrones de cria, por lo que era casi
imposible estudiar y rastrear la variacion genética en poblaciones silvestres (Scott Mills, 2013). El
estudio de la variacidn genética aplicado a un gran nimero de genes en una alta variedad de
organismos se volvié posible cuando surgieron técnicas que permitieron estudiar directamente
los genes y sus productos (Hartl y Clark, 2007). La primera innovacion llegé con el desarrollo de
la electroforesis de proteinas, permitiendo observar la variacion genética en alelos llamados
alozimas, logrando identificar organismos homocigotos y heterocigotos. Sin embargo, para su
estudio era necesario sacrificar a los organismos y analizar muestras frescas (higado, pulmon,
etcétera), ademas de que tenian limitaciones de niumero de genes posibles a estudiar (Scott Mills,
2013).

La electroforesis contintia siendo utilizada para el estudio de la variacion genética con
base en secuencias de ADN, dada la carga negativa de esta molécula que permite su movimiento
en un campo eléctrico (Hartl y Clark, 2007). Por ello existen variados andlisis que consisten en
correr fragmentos de ADN, mitocondrial o nuclear, a través de un gel para separar piezas de ADN
por tamafio (Scott Mills, 2013). Muchos de estos analisis utilizan enzimas de restriccion, que
cortan el ADN de doble cadena en partes especificas donde se ubican los sitios de restriccion,
generando fragmentos de restriccion (Hartl y Clark, 2007). Cualquier diferencia en el tamafio de
un fragmento de restriccion que se encuentra segregando en poblaciones naturales es llamado
un polimorfismo en el tamafio del fragmento de restriccion (RFLPs, por sus siglas en inglés), y
como tienden a ser abundantes en los organismos han sido ampliamente utilizados en el estudio
de la variacion genética en poblaciones naturales (Hartl y Clark, 2007).

La siguiente gran revolucion en el estudio de la genética molecular vino en los 1980s con
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), que permiti6é la
amplificacion de fragmentos especificos del ADN en el laboratorio. Esto result6 en la creacién de

marcadores genéticos especificos que provenian de muestras muy pequefias de ADN y con alta



resolucion para distinguir individuos y poblaciones. Ello permitié trabajar con ADN de animales
silvestres y de muestras antiguas, de manera no destructiva e incluso no invasiva (Frankham et
al., 2010; Scott Mills, 2013). Algunos de estos marcadores son: ADN polimérfico amplificado
aleatoriamente (RAPD, por su siglas en inglés), loci de microsatélites y secuencias de ADN y
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP, por su siglas en inglés), (Hoglund, 2009; Frankham et
al., 2010; Allendorf et al., 2013).

I.5 Loci de microsatélites

Los loci de microsatélites, también llamados repeticion tandem simple (STR, por sus siglas en
inglés) o repeticion de secuencia simple (SSR, por sus siglas en inglés), son un tipo de marcador
de secuencia de ADN basado en técnicas de PCR. Estos loci son pequefas secuencias, de 1 a
6 pares de bases, repetidas en tAndem a lo largo del genoma que suelen presentar muchos alelos
por locus, por la variacién en el nimero de copias tandem, y altos niveles de heterocigosis
(Templeton, 2006; Hamilton, 2009; Allendorf, et al., 2013). El nimero de repeticiones en un locus
polimérfico va en un rango aproximado de 5 a 100, por lo que los productos de PCR de
microsatélites generalmente son de entre 75 y 300 pares de bases, dependiendo el locus y la
localizacién de los oligonucleétidos (Allendorf et al., 2013).

Estos marcadores moleculares son uno de los métodos mas favorecidos para medir la
diversidad genética en poblaciones naturales de organismos silvestres, ya que pueden ser
amplificados a partir de muestras no invasivas. Cada locus es codominante, donde los alelos
presentan herencia mendeliana y alto polimorfismo, incluso en poblaciones pequefias y especies
en riesgo (Frankham et al., 2010; Allendorf et al., 2013; Scott Mills, 2013). Estos niveles de
polimorfismo resultan de una alta tasa de mutacion relacionada principalmente al deslizamiento
durante la replicacién del ADN (Ellegren, 2000), con tasas de mutacion tipicas de 10 o 10 por
generacion (Allendorf et al., 2013). Este polimorfismo es expresado en el tamafio de los alelos y
se puede visualizar en geles de electroforesis y cromatogramas (Templeton, 2006; Hamilton,
2009).

Los microsatélites suelen reflejar la variacion genética para loci neutrales, ya que las
repeticiones tdndem usualmente estan localizadas en segmentos de ADN no codificante
(Frankham et al., 2010). Sin embargo, los sitios de los oligonucleétidos pueden ser altamente
conservados, por lo que los oligos (secuencias especificas que permiten amplificar un locus de
microsatélite) desarrollados para una especie, frecuentemente pueden ser utilizados para

especies relacionadas (Allendorf et al., 2013). Por lo tanto, estos marcadores son una de las



herramientas mas poderosas e informativas para estudiar la variacion genética en poblaciones

naturales (Frankham et a., 2010).

I.6 Estructura poblacional y diferenciacion genética
La estructura poblacional es la diferencia que existe entre las poblaciones en la probabilidad de
gue dos individuos elegidos al azar se apareen (Hamilton, 2009). Dicha probabilidad
generalmente no es aleatoria y depende de la cercania de los individuos en la poblacién, ya que
las poblaciones tienden a subdividirse naturalmente en grupos mas pequefios dentro de los
cuales suele ocurrir el apareamiento (Hartl y Clark, 2007). Cuando hay estructura o subdivisién
poblacional es casi inevitable que exista algo de diferenciacion genética, que sucede cuando las
frecuencias alélicas entre las subpoblaciones cambian, cominmente por procesos como la
seleccidén natural, la ausencia de flujo génico y la endogamia (Templeton, 2006; Hartl y Clark,
2007).

Existen numerosos métodos que permiten cuantificar la estructura genética de las
poblaciones naturales, siendo los estadisticos F determinados por Sewall Wrigth (1951) los mas

utilizados:

(Ecuacion 4)
donde: Hs = heterocigosis esperada promedio de las subpoblaciones, asumiendo
apareamientos aleatorios dentro de cada subpoblacién.
H, = heterocigosis observada promedio dentro de cada subpoblacion
Fis = correlacion entre el estado de dos alelos en un genotipo muestreado

aleatoriamente

HT—-HS
Fer =
ST HT

(Ecuacion 5)
donde: Ht = heterocigosis esperada de la poblacién total
Hs = heterocigosis esperada promedio de las subpoblaciones

Fst = probabilidad de que dos alelos muestreados al azar sean idénticos

(Ecuacion 6)

donde: Hr = heterocigosis esperada de la poblacién total



H, = heterocigosis observada promedio dentro de cada subpoblacién
Fir = correlacion entre el estado de dos alelos de un genotipo muestreado al azar de una
sola subpoblacién dada la posibilidad de apareamiento no aleatorio dentro de las
poblaciones y divergencia en frecuencia de alelos entre poblaciones.

Sin embargo, estos estadisticos no son los mas eficientes si se trabaja con marcadores como los
microsatélites, los cuales presentan modelos de alelos infinitos y procesos de mutacion distintos
(Rousset, 1996). Slatkin (1995) introdujo un estadistico analogo a la Fst de Wright (Ecuacién 5),
pero mas apropiado para el andlisis de loci de microsatélites, ya que se basa en un modelo de

mutacién escalonada, y se representa con la siguiente ecuacion:
S-Sw
S

(Ecuacion 7)

Rst =

donde: SW = diferencia cuadratica media de tamafio de alelos entre pares de genes
dentro de las poblaciones
S = diferencia cuadratica media de tamafio de alelos entre pares de genes
tomados de una coleccion de P poblaciones

I.7 Genética de la conservacion

La biologia de la conservacion es considerada una disciplina en crisis, donde la urgencia de los
problemas que enfrenta demanda una répida y eficaz toma de decisiones con base en la
informacion disponible en el momento (DeSalle y Amato, 2009). Por lo tanto, se ha vuelto un
campo multidisciplinario abarcando distintas areas de la biologia, como la ecologia, genética,
biologia de vida silvestre, biologia de recursos, antropologia, economia, etc. (Frankham et al.,
2010). Se ha reconocido la importancia de los factores genéticos en la biologia de la conservacion
desde el inicio de los 1970s (Frankel, 1974), incluso formé parte de la discusién de uno de los
primeros libros de esta area (Frankel y Soulé, 1981).

La genética de la conservacion se puede definir como el uso de las teorias y técnicas
genéticas, con base en la genética de poblaciones, para reducir el riesgo de extincién en las
especies amenazadas. Actualmente se enfoca en describir las diversas consecuencias genéticas
que surgen de la reduccion del tamafio poblacional de especies silvestres y buscar alternativas
gue aseguren su prevalencia en el futuro (Frankham et al., 2010). Uno de los principales objetivos
de esta disciplina es establecer acciones que garanticen el mantenimiento de la diversidad
genética de las poblaciones para asi evitar el vortex de la extincion, que ocurre en poblaciones

pequefias donde se incrementa el nivel de endogamia y deriva génica, reduciendo la diversidad



genética; todo lo cual tiene efectos negativos sobre individuos y poblaciones (Hoglund, 2009).
Entre las problematicas que aborda la genética de la conservacion tenemos el definir unidades
de conservacién y corredores funcionales para las especies en riesgo (Barbosa et al., 2018),
conocer como la urbanizacion ha afectado la evolucion de las especies silvestres (Johnson y
Munshi-South, 2017), evaluar los efectos de los procesos de fragmentacion y pérdida de habitat
en la estructura genética de las poblaciones (Schweizer et al., 2016; Srbek-Araujo et al., 2018),
indagar posibles rutas de trafico de especies (Nash et al., 2018), y conocer el estado de
conservacién y la historia de las poblaciones de las especies en riesgo (Shaffer et al., 2015;
Abadia-Cardoso et al., 2017; Leigh et al., 2019). Es sin duda clave que la informacién obtenida
sea incorporada a los planes de conservacion de especies en riesgo que garanticen su presencia

a largo plazo (Vazquez-Dominguez y Vega, 2006).

[I. ANTECEDENTES

[l.L1 Los primates mexicanos y su conservacion

Los primates no-humanos son un grupo de mamiferos que actualmente esta pasando por una
crisis de conservacion severa, con cerca del 60% de las especies en peligro de extincion y 75%
con poblaciones en decremento a nivel mundial (Estrada et al., 2017). México alberga la
distribucion de primates mas nortefia dentro del continente americano, con tres especies: mono
arafa (Ateles geoffroyi vellerosus), mono aullador negro (Alouatta pigra) y mono aullador de
manto (Alouatta palliata mexicana) (Tobon et al., 2012). Las tres especies pertenecen al
infraorden Platyrrhini, que se caracteriza por sus narinas planas y laterales, y a la familia Atelidae,
los platyrrhinos més grandes, todos con una cola prensil con un extremo ventral desnudo para un
mejor agarre. En México se distribuyen en el sureste del pais, habitando bosques tropicales de
Veracruz, Oaxaca, Chiapas, Tabasco y la peninsula de Yucatan (CONANP, 2012). Son primates
diurnos y arboricolas, Alouatta se alimenta principalmente de hojas y Ateles de frutas, pero ambos
se consideran folivoro-frugivoros. Todas las especies de primates mexicanos se encuentran en
peligro de extincion segun la NOM-059-SEMARNAT-2010, resultado de las mismas amenazas:
destruccién y fragmentacion del habitat, caceria de subsistencia y trafico ilegal (Chapman y
Peres, 2001; CONANP, 2012).

[1.2 Alouatta palliata mexicana
El mono aullador de manto (Alouatta palliata) se distribuye desde el sur de México, a lo largo de
toda América Central, hasta la costa oeste del Pacifico de Colombia y Ecuador y el norte de Pera

(Cortés-Ortiz et al., 2015, Ruiz-Garcia et al., 2007). Es un primate robusto y de gran talla,
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considerado uno de los méas corpulentos de América, con adultos que miden entre 38-58 cm de
cuerpo, y entre 90-125 cm incluyendo la cola, siendo ésta mas larga que el cuerpo (CONABIO,
2011; CONANP, 2012). Presenta dimorfismo sexual donde los machos son mas grandes (4.5 y
9.8 kg) que las hembras (3.1y 7.6 kg) y se caracterizan por un aumento en su hueso hioides, que
les permite emitir su particular aullido (Rowe, 1996). Pueden vivir hasta 19 afios (Di Fiore y
Campbell, 2007), iniciando su reproduccion a los 3.5 afios y con intervalo entre crias de 1.8 afos
(Raguet-Schofield y Pavé, 2015). Tiene pelaje largo y denso de un color caracteristico café
oscuro, la cara carece de pelo y el hocico es chato, con nostrilos amplios, redondos y planos.
Presentan mentén elongado con pelo en forma de barba, y una cola larga y prensil desnuda en
el ultimo tercio inferior con dermatoglifos. La piel es color negro, ojos café oscuro y el macho
presenta un escroto de color blanco (CONABIO, 2011; CONANP, 2012). Histéricamente se
reconocen cinco subespecies: A.p. mexicana, A.p. palliata, A.p. aequatorialis, A.p. coibensis y
A.p. trabeata (Hall, 1981; Cortés-Ortiz et al., 2015). Sin embargo, Ruiz-Garcia et al. (2017)
documentan que hay sélo dos subespecies claramente definidas (A.p. palliata y A.p. mexicana).

En México habita la subespecie Alouatta palliata mexicana (Figura 1), la cual es un animal
diurno, principalmente folivoro y de hébitos arboricolas, que suele preferir la cobertura vegetal
primaria; se llega a desplazar hasta 700 m en busca de alimento (CONABIO, 2011). Estos monos
viven en tropas que van desde tres hasta mas de 50 individuos. Existe migracion entre tropas,
incluyendo individuos expulsados de los grupos que andan solos o0 en pareja momentaneamente,
y después se unen a otro grupo. Se ha reportado dispersion tanto de machos como hembras
(Cristébal-Azkarate et al., 2017), aunque posiblemente haya mayor filopatria de ambos sexos en
las poblaciones mexicanas (Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015). Su a&mbito hogarefio se ha estimado
en 27 ha (Cristébal-Azkarate y Arroyo-Rodriguez, 2007; Cristébal-Azkarate et al., 2010), pero en
realidad es muy variable y depende directamente de la cantidad de alimento disponible, la
fragmentacion de su habitat y otros procesos de aislamiento.

El mono aullador de manto debe su nombre a la presencia de una franja de pelaje difusa
y plateado-cobriza plateado en los flancos y parte del dorso, en contraste con el dorado de A. p.
palliata (Ruiz-Garcia et al., 2017). También se puede diferenciar por algunas caracteristicas de
morfologia del craneo (Rylands et al., 2006). Esta subespecie se distribuia histéricamente en
nuestro pais desde el sur de Veracruz hasta el sur de Chiapas en la frontera con Guatemala
(Cortés-Ortiz et al., 2003), pero actualmente su distribucion es fragmentada, con poblaciones
silvestres Unicamente en pequefias regiones de los estados de Veracruz, Oaxaca, Tabasco y el

norte de Chiapas (CONANP, 2012). Existe un area de simpatria con la otra especie de aullador
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en México, A. pigra, en la region de Macuspana, Tabasco, donde se han confirmado evidencias
de hibridacion (Cortés-Ortiz et al., 2007).

Todas las subespecies de mono aullador se encuentran dentro del Apéndice | de CITES,
y A. p. mexicana se considera en peligro de extincion segun la lista roja de la IUCN (Cuardn et
al., 2020), debido a su distribucion restringida y por ser la especie de primate mexicano que ha
presentado un mayor decremento de sus poblaciones silvestres en los ultimos afios (Arguello-
Sanchez y Garcia-Feria, 2014). Esta subespecie representa también la distribucion mas nortefia
de entre todos los primates no-humanos en América (Rylands et al., 2006). Por todas estas
razones el mono aullador de manto es considerado una especie prioritaria para la conservacion
(CONANP, 2012).

Figura 1. Hembra de mono aullador de manto (Alouatta palliata mexicana) alimentandose en el
dosel de la selva. Imagen de ©bathyporeia.
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I1.3 Genética de poblaciones del mono aullador de manto

La genética es una herramienta esencial en el campo de la conservacion, sin embargo se han
realizado pocos estudios sobre la genética de poblaciones de primates mexicanos (Arguello-
Sanchez y Garcia-Feria, 2014). En el caso especifico de Alouatta palliata mexicana solo se ha
estudiado la genética de poblaciones silvestres del estado de Veracruz en la Selva Zoque dentro
de la region del Valle de Uxpanapa (Arguello-Sanchez, 2012; Dunn et al., 2013) y en la Reserva
de la Bidsfera de los Tuxtlas (Alcocer-Rodriguez, 2015; Jaso-del Toro et al., 2016), y unos cuantos
datos del estado de Tabasco (Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015; Villanueva-Garcia, 2017). El estudio
Mas reciente y que abarca una mayor distribucion incluye regiones muy similares a las estudiadas
anteriormente (Melo-Carrillo et al., 2020).

La mayoria de los estudios realizados han mostrado una diversidad genética
moderadamente baja (He<0.5) en las poblaciones de A.p. mexicana, que se ha asociado a su
historia biogeografica, relativamente reciente en Mesoamérica. Se cree que su colonizacién fue
desde el sur del continente tras la union del istmo de Panama hace 3 millones de afos (Cortés-
Ortiz et al., 2003; Rylands et al., 2006). La posterior expansion poblacional posiblemente presento
procesos de cuello de botella y/o de efecto fundador, que pudieron resultar en bajos niveles de
diversidad genética (Dunn et al., 2013). Se ha reportado una baja diferenciacion genética entre
distintos estados de conservacién del hébitat, que puede indicar flujo genético entre las
poblaciones en distintas condiciones ecoldgicas (Jasso-del Toro et al., 2016). El estudio realizado
por Melo-Carrillo et al. (2020) no mostré diferenciacion genética entre las poblaciones analizadas
de la subespecie. Sin embargo, los estudios de genética realizados en poblaciones silvestres han
sido generalmente a una escala geogréfica local y no abarcan diversas poblaciones a lo largo del
rango completo de distribuciébn de la subespecie en México; tampoco se han cuantificado
patrones de endogamia, ni de tamafios efectivos poblacionales de la subespecie.

Cabe resaltar que desde los afios 60s se han creado numerosas poblaciones en cautiverio
y semicautiverio del mono aullador de manto en el pais, muchas en areas no naturales y/ o no
nativas (Rodriguez-Luna et al., 2003; Aguilar-Melo et al., 2013). Sin embargo, no se ha realizado
ningln analisis genético de éstas. Asi, este sistema podria servir como modelo para evaluar
patrones genéticos de poblaciones en cautiverio de mamiferos medianos. Ademas, en este caso
particular nos permitiria poder determinar mas certeramente la historia y el estado en el que se

encuentran actualmente estas poblaciones respecto a las silvestres.
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[ll. OBJETIVOS

Objetivo General
Determinar la composicion genética de poblaciones silvestres del mono aullador de manto
(Alouatta palliata mexicana) a lo largo de su distribucion en México y evaluar las implicaciones en

su conservacion.

Objetivos Particulares
. Estimar la diversidad y estructura genética de las poblaciones silvestres y en

semicautiverio de Alouatta palliata mexicana en México.

. Evaluar los niveles de endogamia en poblaciones en semicautiverio y silvestres.
. Proponer posibles causas de la diferenciacion genética de las poblaciones.
. Sugerir acciones de conservacion basadas en los resultados obtenidos.

IV. HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Hipotesis

Las poblaciones silvestres de mono aullador de manto (Alouatta palliata mexicana) en México
presentaran diferentes niveles de diversidad genética y endogamia, ademas de una alta

estructuracion, resultado de su historia biogeogréfica y el aislamiento de sus poblaciones.

Predicciones

» Las poblaciones silvestres de Alouatta palliata mexicana en México tendran una diversidad
genética baja con relacion a otras especies del género por su historia biogeografica.

e Las poblaciones presentaran estructura y diferenciaciéon genética resultado de procesos
histdricos y contemporaneos de fragmentacion y pérdida de habitat.

* Las poblaciones que presenten baja conectividad y aislamiento en sus poblaciones tendran
niveles de endogamia significativos.

e Las poblaciones silvestres presentaran una mayor diversidad genética y menores niveles de

endogamia en comparacion con poblaciones semicautivas.
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V. JUSTIFICACION

La subespecie mexicana del mono aullador de manto (Alouatta palliata mexicana) se encuentra
gravemente amenazada (Cuaron et al., 2020). Se han realizado pocos estudios genéticos de las
poblaciones silvestres de este primate en México, a pesar de lo clave que resulta la informacion
genética para su conservacion. Los pocos estudios existentes son en localidades especificas, sin
abarcar el rango de distribucion de la subespecie; se han utilizado asimismo marcadores
moleculares distintos, por lo que no son del todo comparables entre ellos (Dunn et al., 2013;
Alcocer-Rodriguez, 2015; Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015; Jaso-del Toro et al., 2016; Villanueva-
Garcia, 2017; Melo-Carrillo et al., 2020). Asimismo, ho se ha estudiado la estructura genética de
las poblaciones silvestres de A. p. mexicana a lo largo de su distribucion en México, y tampoco
se encontraron reportes en la literatura sobre aspectos de endogamia, tamafio efectivo
poblacional, ademas del nulo trabajo genético en poblaciones en cautiverio. Por lo tanto, la meta
de este trabajo fue estudiar la genética de poblaciones silvestres del mono aullador de manto,
abarcando la mayor parte de su distribucién en el pais, haciendo énfasis en su estructura
genética, e incluyendo también tres poblaciones en semicautiverio (aislados e introducidos pero
sin encierro ni manejo humano). So6lo contando con informacion sistemética y completa sera
posible determinar con precision el estatus de A. p. mexicana y establecer asi mejores decisiones
para su conservacion y priorizar las acciones para mantener la viabilidad de las poblaciones a

largo plazo.

VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1 Area de estudio

VI.1.1 Poblaciones silvestres

El area de estudio abarcé cinco regiones del sur/sureste de México: Los Tuxtlas, Santa Marta y
Uxpanapa en Veracruz; Comalcalco en Tabasco y Pichucalco en Chiapas (Fig. 2). Todas éstas
se componen de bosque tropical perennifolio (Rzedowski, 2006) con distintos grados de
perturbacion, desde habitat altamente fragmentado y remanentes de bosque en reservas
privadas, hasta areas naturales protegidas y zonas federales donde se mantiene un bosque mas

continuo.

VI.1.2. Poblaciones en semicautiverio
Se estudiaron tres poblaciones de Alouatta palliata mexicana en semicautiverio. En la Isla
Agaltepec, que se encuentra dentro del Lago de Catemaco, Veracruz, existe una poblacion

resultado de una introduccién de dos grupos, de cinco monos cada uno, en 1988 y 1989,
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provenientes de Mirador Pilapa y de una comunidad cerca del rio San Juan Evangelista, Veracruz,
respectivamente (Rodriguez-Luna et al., 2003). Para 1997 ya habia 57 monos en la isla
(Rodriguez-Luna et al., 2003) y en el 2002 la poblacién era de 95 individuos (Cristobal-Azkarate
y Dunn, 2013).

Una situacion similar ocurrié en el Centro Ecoldgico y Recreativo El Zapotal en la ciudad
de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, donde también se encuentra el Zooldgico Miguel Alvarez del Toro
(ZooMAT), y donde translocaron un grupo de cuatro monos aulladores del Parque Museo La
Venta, Villahermosa, Tabasco en 1982 (Cuardn, 1997) y una hembra de la zona de Tabasco-
Chiapas en 1985 (Aguilar-Melo et al., 2013). En 2008 la poblacion del parque estaba compuesta
por 77 individuos, todos descendientes de la poblacién inicial de cinco monos (Aguilar-Melo et al.,
2013). También se muestred la tropa de monos que existe dentro del Parque Museo La Venta,
aungue su origen no esta documentado, se conoce su existencia desde la fundacién del Parque

a finales de los afios cincuenta (Fuentes et al., 2003).

VI.2 Trabajo de campo y toma de muestras

El trabajo de campo se realizé durante 2018 y 2019 abarcando gran parte de la distribucion de
Alouatta palliata mexicana en el pais. En total se muestrearon 15 poblaciones nativas de las cinco
regiones, tres localidades en la regién de Los Tuxtlas, cinco en la region de Santa Marta y cuatro
en la region de Uxpanapa, todas en Veracruz; dos en la region de Comalcalco, Tabasco y una de
Pichucalco, Chiapas; ademas de las tres poblaciones semi-cautivas, dos de los zoolégicos La
Venta, Tabasco y el ZooMAT, Chiapas, y la poblacién traslocada a la Isla Agaltepec en Catemaco,
Veracruz (Fig. 2, Tabla 1). Se realiz6 un muestreo no invasivo, colectando muestras fecales
frescas de individuos previamente identificados. Las heces se colectaron justo después de la
deposicion, asegurandonos de no repetir individuos y de no contaminar las muestras, las cuales
se preservaron en tubos de 50 ml con etanol al 90%, buffer de lisis y/o NaCl (Oklander et al.,
2004). Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta su traslado al laboratorio en
donde fueron preservadas a -20°C para posterior extraccién de ADN. De cada individuo (muestra)
se registro sexo (masculino o femenino), edad (cria, juvenil o adulto), tamafio de grupo y ubicacién

geografica.
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VI.3 Trabajo de laboratorio

VI.3.1 Extraccion de ADN

Previo a la extraccion se tomaron ~400 gr de cada muestra y se dejaron secar por una noche en
una campana de flujo laminar dentro de cajas Petri con silica gel y papel filtro. La extraccién de
ADN se realizdé con el kit comercial Stool DNA isolation (Norgen Biotek Corp.), siguiendo el
protocolo del fabricante con ligeras modificaciones (Anexo 1). Para verificar la integridad y
cantidad relativa del ADN, se visualizé cada una de las extracciones con electroforesis en gel de
agarosa al 1.5% tefiidos con GelGreen®, examinados bajo luz ultravioleta y comparando con
marcadores de peso molecular (VC 100bp Plus DNA Ladder Vivantis®) (Anexo 2). La densidad
y pureza del ADN extraido de cada muestra se cuantificé y verific6 en NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific).

VI.3.2 Amplificacion de loci de microsatélites

Se probaron oligonucleétidos o primers para la amplificacion de los loci de microsatélites (SSR).
Se probaron 11 loci previamente utilizados por Cortés-Ortiz et al. (2010) en muestras de Alouatta
palliata: Ap68 y Ap74 fueron creados especificamente para A. palliata (Ellsworth y Hoelzer, 1998);
ApmO01, Apm04, Apm09, ApiO7, ApiO8, Api09 y Apill fueron creados para el estudio de la
hibridacion de A.p. mexicanay A. pigra (Cortés-Ortiz et al., 2010); AbO4 se disefi6 para la especie
A. belzebul (Goncalves et al., 2004) y D6S260 para el estudio en humanos por Research
Genetics, Inc (Huntsville, Al, EUA) (Anexo 3). Se escogieron estor primers por ser los que
presentaron una mayor variacion en estudios realizados previamente en Alouatta (Cortés-Ortiz et
al., 2010).

17



"]keg}ones: :

¢ G @ Los Tuxtlas

A x &% % O Santa Marta
< : _

R s = O Uxpanapa
e ™ . ‘_ % % @ Comalcalco ;
- o v o2 @ Pichucalco
w» A\ Poblaciones semicautivas
@
|

[ Distribucion A. p. mexicana

-96.0 ; -93.0 -92.0

Figura 2. Distribucion del mono aullador de manto Allouata paliatta mexicana (CONABIO, 2011b).
Se indican las localidades de muestreo, donde las poblaciones nativas estan representadas con
puntos coloreados por region y las poblaciones en semi-cautiverio con triangulos azules: 1) Los
Tuxtlas, con tres localidades, Montepio (MP1), Balzapote (BZ) y Estacion de Biologia, UNAM
(EBT) (ver acercamiento en el cuadrado superior); 2) Santa Marta, con cinco localidades,
Zapoapan (ZAP), Playa (PL), Magallanes (MAG), Mirador Pilapa (MIP) y la Valentina (VA),
también presentado en el cuadro superior; 3) Uxpanapa, con cuatro localidades, Plan de Arroyo
(PA), Murillo Vidal (MV), Ramos Millan (RM) y el Jaguar (JA); 4) Comalcalco, con dos localidades,
Zona Arqueoldgica (ZA) y Hacienda la Luz (HL); y 5) Pichucalco, con una localidad, Finca Santa

Ana (PICH). Las poblaciones en semi-cautiverio: Isla Agaltepec (AGA), Zoolégico La Venta (VE)
y ZOOMAT (ZMT).
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Tabla 1. Localizacién geogréfica (regidon y localidad) de las poblaciones estudiadas de Alouatta
palliata mexicana entre 2018-2019. Se indican las coordenadas (en UTM), el tamafio aproximado
del grupo y el numero de individuos genotipados.

Regi6n Localidad ID Tamafo Indv_. UTM - Z15N
Figura 1 Grupo Genotip.
Los Tuxtlas Montepio MP1 ~14 8 279350 2062376
Balzapote BZ ~17 11 281852 2059440
Estacién de EBT ~22 11 280836 2056236
Biologia, UNAM
Santa Marta Zapoapan ZAP 15 10 315609 2037062
Playa PL 5 5 314534 2034362
Magallanes MAG ~1 1 313475 2032721
Mirador Pilapa MIP 15 10 315074 2031304
La Valentina VA 4 4 314043 2031094
Uxpanapa Plan de Arroyo PA 11 10 324930 1908387
Murillo Vidal MV 9 6 359496 1925800
Ramos Millan RM 3 3 374954 1921298
El Jaguar JA 2 1 391396 1902634
Comalcalco Hacienda la Luz HL ~40 10 475289 2019412
Zona arqueologica ZA ~30 9 478593 2020935
Pichucalco Finca Santa Ana PCH ~35 10 493087 1942567
Poblaciones Agaltepec AGA +50 9 278950 2037274
semicautivas La Venta VE 6 1 506864 1990129
ZOOMAT ZMT +50 9 489597 1849122

Todos los loci fueron amplificados individualmente usando la técnica de PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) con un volumen final de 10 pL, conteniendo: 1.5 uL de ADN, 0.08 uL
Taq Vivantis, 1 uL de Buffer 10X, 2-3 mM MgCl, (Tabla 2), 0.5 uL (10 pmol) de cada primer (Fw y
Rev), 1 uL de DNTPs (2 mM) y 0.4 uL de 1mg/mL de suero de albumina bovino (BSA, por sus
siglas en inglés) para mejorar la amplificacién. Las condiciones estandar del ciclo fueron:
desnaturalizacion a 94°C por 2 minutos; 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, temperatura especifica
de alineamiento para cada locus (Tabla 2) por 90 segundos, y 60 segundos a 72°C; y una
extension final a 72°C por 20 minutos. Se utilizé un ciclo optimizado de touchdown (Tabla 2) para
las muestras que no amplificaron con las condiciones estandar. Se confirmo la amplificacion via
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefidos con GelGreen® y examinados bajo luz
ultravioleta, comparando directamente con marcadores de peso molecular (VC 100bp Plus DNA
Ladder Vivantis®) (Anexo 2).
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Tabla 2. Caracteristicas de los loci de microsatélite utilizados y sus condiciones de amplificacion
con PCR para poblaciones del mono aullador de manto. NOTA: El locus Ap68 fue monomorfico
en las poblaciones analizadas y el locus Api09 no se pudo amplificar (no se muestra en la tabla).

Locus Tamafio Na Ho He [MgCl;]  Condiciones de PCR y/o touchdown y
alelos en PCR temperatura de alineamiento

(pb)

Apm01% 204-210 4 0.711 0.616 3 mM 10 ciclos a 65°C + cada ciclado -0.5°C
+ 30 ciclos a 60°

ApmO04 240-250 6 0.289 0.742 3mM 10 ciclos a 65°C + cada ciclado -0.5°C
+ 30 ciclos a 60° C ¢ 35 ciclos a 65° C

Apm09? 170-184 4 0.211 0.240 3 mM 35 ciclos a 55°C

ApiO72  113-125 4 0.328 0476 3 mM 37 ciclos a 50°C

Api08* 271-285 8 0.234 0516 3mM 10 ciclos a 60°C + cada ciclado -0.5°C
+ 30 ciclos a 55° C 6 35 ciclos a 65° C

Apill? 257-269 7 0.273 0438 2mM 10 ciclos a 55°C + cada ciclado -0.5°C
+ 30 ciclos a 50° C 6 35 ciclos a 65° C

Ap68° 192 0 0 25mM 35ciclosa55° C

Ap74®  146-160 0.328 0.555 2.5mM 35ciclosa50°C

Ab04°  171-185 0.281 0.789 25mM 35ciclosa67°C

(2R AR NN

D6S260° 174-186 0.445 0.716 25mM 10 ciclos a 55°C + cada ciclado -0.5°C

+ 30 ciclos a 50° C 6 35 ciclos a 65° C

3(Cortés-Ortiz et al., 2010); °(Ellsworth y Hoezler, 1998); ¢(Goncalves et al., 2004). Na: nimero de
alelos, Ho: heterocigosis observada, He: heterocigosis esperada; MgCl.: concentracion de
magnesio.

VI.3.3 Secuenciacion y genotipificacion de loci de microsatélites

Los productos de PCR obtenidos se mandaron a secuenciar al servicio de andlisis de fragmentos
de la Universidad de lllinois (UIUC Core Sequencing Facility), donde utilizan un secuenciador
capilar AbiPrism 3730xI Analizer (Applied Biosystems ®), y marcador de peso molecular la
escalera ROX-500 Size Standard (Applied Biosystems ®). Algunos de los loci se secuenciaron
multiplex, siempre cuidando que presentaran tinciones fluorescentes HEX o FAM distintos, y
tamafios de alelo diferentes.

Para realizar el genotipado, los cromatogramas obtenidos se leyeron con el programa
GeneMarker v2.6.7 (SoftGenetics®), basandonos en el tamafio de alelos reportado por Cortés-
Ortiz et al. (2010) y que el pico del alelo sobrepasara el marcador de peso molecular. Los valores
obtenidos de los alelos se estandarizaron con un redondeo establecido, donde se consideré el
valor obtenido de mayor y menor magnitud y se dejo una separaciéon minima entre alelos de dos

pares de bases, ya que los loci son dinucleétidos simples o compuestos (Anexo 3).
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VI.4 Andlisis genéticos y estadisticos

VI1.4.1 Alelos nulos

Los alelos nulos en los loci de microsatélite pueden surgir cuando las mutaciones evitan que los
oligonucleétidos se unan, amplificandolos incorrectamente (Callen et al., 1993). Sin embargo, se
puede calcular su frecuencia a partir de la aparente deficiencia de heterocigotos (Chakraborty et
al., 1993). Brookfield (1996) cred un andlisis donde utiliza el hecho de no tener individuos con
cero bandas como una observacion, el cual es mas adecuado para el caso en donde se
encuentran una o mas bandas en todos los loci de todos los individuos de la muestra.

El analisis para detectar alelos nulos se realizé con PopGenReport v2.0 (Adamack y
Gruber, 2014) en el ambiente R (R Core Team, 2019), con base en las férmulas de Brookfield
(1996), ya que todos los individuos muestreados presentaron una o0 mas bandas en cada locus.
También se estimaron los alelos nulos con base en un algoritmo de Estimacién-Maximizacion,

con el programa FreeNA (Chapuis y Estoup, 2007) y 1000 repeticiones bootstrap.

VI1.4.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Se efectu6 una prueba exacta de Hardy-Weinberg con el paquete pegas v.0.12 (Paradis, 2010)
en R, con una prueba de chi cuadrada y permutaciones de Monte Carlo con B=1000 replicaciones.
También se probd desequilibrio de ligamiento entre loci, para corroborar que ningun locus
segregara junto con otro, con PopGenReport v2.0 en R (Adamack y Gruber, 2004), con 199
permutaciones. Se calculd el indice de asociacion entre todos los loci (la) (Kamvar et al., 2014) y
el indice de asociacién rbarD modificado por Agapow y Burt (2001). Los resultados de EHW y LD
se corroboraron con el software Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005) con las especificaciones
automaticas del programa para los parametros de las cadenas de Markov. Como factor de
correccion se aplicé una tasa de descubrimiento falso (FDR, por sus siglas en inglés) cuando
fuera necesario para ajustar los niveles de significancia en comparaciones multiples (Verhoeven
et al., 2005).

VI.4.3 Definicidon de grupos genéticos (estructura genética)

Para determinar la estructura genética con base en los loci de microsatélites y definir si existen
grupos genéticos diferenciados, se utilizaron aproximaciones de agrupamientos bayesianos con
y sin informacion espacial, implementados en los programas Geneland v4.0.7 (Guillot et al., 2008)
y STRUCTURE Vv2.3.4 (Pritchard et al., 2000) respectivamente. En STRUCTURE se corrié un modelo

con mezcla genética, o admixture, con frecuencias alélicas independientes en una serie de 20
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corridas independientes, probando K=1-12, sin informacion poblacional a priori, con 1, 000,000
de iteraciones MCMC y un burn-in de 100,000 replicaciones. Se determind el nimero 6ptimo de
clusters (K) con Structure Harvester Web v0.6.94 (Earl et al., 2012), basado en el valor de Delta
K (Delta K= mean(|L"(K)|)/sd (L(K))), el valor promedio mas alto del logaritmo estimado de la
probabilidad de los datos (LnP[K]) y la desviacién estdndar mas baja entre las corridas
independientes para cada K, con base en la prueba de Evanno (Evanno et al., 2005). Con este
mismo software se eligié la mejor corrida para cada K con base en el mayor Ln estimado de la
probabilidad de los datos y el mayor valor promedio del Ln de la probabilidad de cada corrida.

Para el analisis en Geneland se utilizé la localizacion geografica de cada sitio de muestreo
en coordenadas UTM. El niumero apropiado de clusters (K) se infiri6 con base en 20 corridas
independientes, cada una con K=1-12, con 500,000 iteraciones MCMC (salvando cada 1000
iteraciones) y con frecuencias alélicas no relacionadas; se definié la incertidumbre espacial de
las coordenadas como 293.16 m, basado en el ambito hogarefio de 27 ha (Cristébal-Azkarate y
Arroyo-Rodriguez, 2007; Cristébal-Azkarate et al.,, 2010), para esto se considerd6 una
circunferencia equivalente al ambito hogarefio (27 ha = 270,000 m?) y se calculé su radio.
Adicionalmente se realizaron 10 corridas independientes con los mismos parametros descritos
anteriormente, pero con una K fija en el valor obtenido en el primer ejercicio (K=3). La probabilidad
posterior de identidad poblacional fue computada con un burn-in de 1000 iteraciones. Se eligio la
mejor corrida con base en el valor mas alto de la probabilidad posterior de los datos.

VI.4.4 Diferenciacion poblacional

Para evaluar diferenciacion genética entre poblaciones se estimaron los estadisticos F pareados,
con un método de distancia basado en el nimero diferente de alelos (Fst) y con un método de
distancia basado en la suma de las diferencias de tamafio al cuadrado (Rsr). También se realizé
un andlisis molecular de la varianza (AMOVA) para determinar la distribucién de la variabilidad
genética dentro y entre poblaciones, asi como entre los clusters genéticos obtenidos (ver

resultados); todo ello con el software Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier et al., 2005).

VI.4.5 Diversidad genética y endogamia

Todos los indices fueron calculados a escalas regionales y locales considerando solo las
poblaciones con al menos cinco individuos. ElI nUmero de alelos por locus (Na), nUmero privado
de alelos (Pa), heterocigosis observada (Ho) y heterocigosis esperada imparcial (uHe) se
calcularon en GenAlEx v6.503 (Peakall y Smouse, 2012). El numero de loci polimérficos vy el

coeficiente de endogamia (Fis), con base en los estimadores de Rst y en Fsr, se calcularon con
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Arlequin. La riqueza alélica rarificada (Ra) se calculé con PopGenReport (Adamack y Gruber,
2014), con base en un tamafio de muestra estandar del sitio de muestreo mas pequefio y con los
genotipos completos en todos los loci. El coeficiente de endogamia también se calculd con INEst
v.2.1 (Chybicki y Burczyk, 2009), que permite correcciones simultaneas para alelos nulos y fallas
aleatorias en el genotipo. Para esto, se utiliz6 un modelo de endogamia individual (IMM),
probando el modelo ‘nulo’ y todas las combinaciones de los parametros ‘n’ (alelos nulos), ‘f
(endogamia) y ‘b’ (falla en genotipo), usando 200,000 iteraciones MCMC y un burnin de 20,000.
La decision del modelo mas adecuado se eligid6 con base en los criterios de informacion de

desviacion (DIC) para cada corrida.

VI.4.6 Andlisis de parentesco

Debido a que se identificd in situ cada individuo del que fue colectada cada muestra, no fue
necesario realizar analisis de identidad. Sin embargo, para estimar el nivel de parentesco dentro
y entre las poblaciones muestreadas, nativas y en semicautiverio si se calculé la probabilidad de
identidad entre hermanos (Plsiss) introducida por Waits et al. (2001), con GenAlEx. También se
realiz6 un analisis de parentesco con ML-Relate (Kalinowski et al., 2006), el cual estima la
probabilidad de que dos individuos pertenecientes al mismo grupo sean medios hermanos,
hermanos completos, padres-hijos o sin relacion. Estos indices se estimaron a escalas tanto

regional como local, considerando solo las poblaciones con al menos cinco individuos.

VI.4.7 Estimacién de Ne

Se estim6 el tamafio efectivo poblacional (Ne) para cada region, cluster genético y global, asi
como para las poblaciones en semicautiverio de Agaltepec y ZooMAT. Se utilizaron dos métodos
de muestra Unica: el de desequilibrio de ligamiento con jackknifing asumiendo un apareamiento
aleatorio y el paramétrico de exceso de heterocigotos, todos con el software NeEstimator v2.1
(Do et al., 2014). Considerando que alelos raros tienden a sesgar los estimados de Ne basados
en LD, Waples y Do (2010) sefialan que en el andlisis puede permitir un nimero alto de alelos
para incrementar la precision sin incrementar el sesgo, y recomiendan utilizar valores moderados

de frecuencia alélica minima (0.02, 0.01). Por lo tanto, en este caso consideramos un Pcrit=0.01.
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VIl. RESULTADOS

Se colectaron 275 excretas de Alouatta palliata mexicana provenientes de 15 localidades con
poblaciones nativas de cinco regiones a lo largo de su distribucién, y de tres poblaciones en
semicautiverio (Fig. 2, Tabla 1). Para la extraccion del ADN vy la realizacién de los analisis
posteriores, se eligieron aleatoriamente 10 muestras por localidad, o todas las muestras en caso
de ser grupos pequefios. Esto por cuestiones de logistica y presupuesto, pero siempre

manteniendo una representacion significativa de cada poblacion.

VII.1 Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciaciéon de loci de microsatélites
Se logré extraer ADN de 142 excretas (individuos; Tabla 1). En algunas muestras la extraccion
de ADN no fue exitosa, posiblemente debido a una baja densidad de células epiteliales en la
excreta. Cabe resaltar que el mayor éxito de extraccién (ADN en mayor densidad y de mejor
calidad) fue con muestras almacenadas en NaCl, en concordancia con Oklander et al. 2004, lo
cual es muy conveniente ya que es el protocolo mas barato, mas facil de transportar y de
manipular. Las muestras colectadas en buffer de lisis y etanol al 90% también fueron efectivas
para la extraccion, pero el ADN obtenido fue de menor calidad.

De los 11 loci de microsatélites probados se lograron amplificar todos menos el locus
Api09, probablemente debido a su gran tamafio (467-471 pb; Cortés-Ortiz et al., 2010). El locus
Ap68 resultd monomoérfico; por lo tanto, los analisis se basaron en 9 loci polimoérficos (Anexo 3).
Las muestras para las que no se logré amplificar la totalidad de los loci fueron descartadas. Sélo
se secuencié una muestra (individuo) de la poblacién cautiva de La Venta por lo que se excluy6
de los posteriores andlisis realizados por localidad. En total, se identificaron 54 alelos, en un rango

de 4 a 8 alelos por locus, para un total de 128 individuos (Tablas 2, 3).

VII.2 Alelos nulos

Los resultados basados en la formula de Brookfield (1996) y en el algoritmo de Estimacion-
Maximizacion (E-M) indicaron que todos los loci de microsatélites utilizados presentan alelos
nulos en las poblaciones muestreadas. Sin embargo, en las estimaciones globales los loci ApmO01
y Apm09 no presentaron alelos nulos y el resto presentaron una frecuencia igual o menor a 0.4,
siendo ésta la més alta sélo obtenida para el locus Ab04 (Brookfield); los resultados con E-M
fueron similares con proporciones un poco menores (0.28 para Ab04). La presencia mas alta de

alelos nulos fue en las regiones de Tabasco y Santa Marta (Anexo 4).
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VII.3 Equilibrio de Hardy-Weinberg y desequilibrio de ligamiento

Todos los loci analizados mostraron desequilibrio de Hardy-Weinberg (p<0.05), el locus Ab04 en
mayor proporcion y ApmO09 el locus méas cercano al equilibrio (Anexo 5.1). Las poblaciones en
semicautiverio de la Isla Agaltepec y ZooMAT, junto con la regién de Pichucalco en Chiapas,
fueron las que presentaron una mayor proporcion de la poblacion en EHW (Anexo 5.2).

De manera global se detecté bajo desequilibrio de ligamiento (DL), con un indice de
asociacion entre todos los loci (la) igual a 0.215 (pla=0.005) y un indice modificado (rbarD) de
0.027 (prD=0.005) (Fig. 3). El mayor indice de asociacion (rbarD = 0.183-0.203) se encontrd entre
los loci Api08, Apilly Ap74 (Fig. 3a). La presencia de DL varié por region, la mas alta fue entre
los loci Ap74 y D6S260 en la regién de Pichucalco (rbarD=0.693; Fig. 3b-f). La poblacién en
semicautiverio Isla Agaltepec presenté entre ApmO1:Api07 (rbarD=0.588), Apm01:D6S260
(rbarD=0.644) y Api08:Apill (rbarD=0.665) (Fig. 3g), y 1a=0.450 (pla=0.055) y rbarD=0.059
(prD=0.055).
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Figura 3. Desequilibrio de ligamiento entre loci de microsatélites amplificados para mono aullador
de manto, considerando la poblacién global (a), cada regién (b-f) y las poblaciones en
semicautiverio (g-h). Se muestra el indice de asociacion (rbarD) modificado por Agapow y Burt
(2001), calculado para cada combinacion pareada posible. En color azul se muestran indices de
menor magnitud y en rojo de mayor magnitud.
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VIl.4 Grupos genéticos
El nimero de clusters genéticos mas Optimo con base en STRUCTURE fueron K=2

(LnP[K]=-2476.9645) y K=3 (LnP[K]=-2385.475) (Fig. 4a). Un mayor himero de K no resultaron
informativos para el estudio. Los resultados de agrupacion cuando se incluyd la informacion
geografica (Geneland) coincidieron indicando como nimero mas probable K=3 (Mean LnP[K]=-
3530.69). Al correr el analisis con K=3 fija, se aprecia en la grafica de resultados que los grupos
concuerdan casi en su totalidad con los de STRUCTURE K=3 (Fig. 4). Las principales diferencias
son que la poblacién en semicautiverio de Isla Agaltepec presenta mayor afinidad al grupo Centro-
Este, y en STRUCTURE es de origen mixto, al igual que algunas poblaciones de la regién de Santa
Marta que son de origen mixto en STRUCTURE, pero en Geneland fueron asignadas al grupo
Centro-Oeste (Fig. 4b). Con base en estos resultados, y asignando una proporcion media de
pertenencia (265%) para clasificar las poblaciones de monos aulladores como parte de un cluster
genético especifico, las cinco regiones geograficas y poblaciones en semicautiverio muestreadas

se agruparon en los siguientes tres grupos:

e Norte: region Tuxtlas (MP1, BZ, EBT)

e Centro-Oeste: regién Santa Marta (ZP, PL, MAG, MIP, VA), parte de la regién Uxpanapa
(MV, JA) y la poblacion en semicautiverio del ZooMAT (ZMT).

e Centro-Este: region Comalcalco (HL, ZA), Pichucalco (PCH), parte de la region Uxpanapa

(RM, PA) y las poblaciones en semicautiverio de la Venta (VE) e Isla Agaltepec (AGA).

Algunas localidades dentro de los tres grupos genéticos presentan similitudes con otros grupos.
La localidad de Montepio en Los Tuxtlas, que presenta afinidad principalmente con el grupo Norte,
tiene individuos con genotipos similares al grupo Centro-Oeste. Las localidades de Zapoapan y
La Valentina en la regién Santa Marta, dentro del grupo Centro-Oeste, presentan afinidades con
los otros dos grupos, sobre todo con el grupo Norte, lo mismo que la localidad de Plan de Arroyo
dentro del grupo Centro-Este. Como era de esperarse, las poblaciones en semicautiverio ZooMAT

e Isla Agaltepec presentaron genotipos mezclados por su origen no nativo (Fig. 4a).

27



a)
. Norte . Centro—Oeste. Centro-Este

K=2

K=3

Norte .Ce'\(ro~[)este Centro-Este

Comalcalco

Centro-Oeste

Centro-Este

Figura 4. Estructura genética de poblaciones de Alouatta palliata mexicana en México. a)
Gréficas de STRUCTURE mostrando K=2-3, en la base se indican las regiones y localidades de
estudio. b) Mapas de andlisis bayesiano con informacion espacial (GENELAND) donde se muestran
los tres grupos genéticos (mapa superior izquierda), en concordancia con STRUCTURE K=3, y cada
cluster por separado; las curvas de nivel indican la probabilidad posterior de pertenencia, con los
valores altos y bajos coloreados en amarillo y rojo, respectivamente. TUX: Tuxtlas, SMT: Santa
Marta, UXP: Uxpanapa, CML: Comalcalco, VE: La Venta, PCH: Pichucalco, AGA: Isla Agaltepec,
ZMT: ZooMAT, MP1: Montepio, BZ: Balzapote, EBT: Estacién de Biologia, ZAP: Zapoapan, PL:
Playa, MAG: Magallanes, MIP: Mirador Pilapa, VA: La Valentina, PA: Plan de Arroyo, RM: Ramos
Millan, MV: Murillo Vidal, JA: Jaguar, HL: Hacienda la Luz, ZA: Zona Arqueoldgica.
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VII.5 Diversidad genética
La diversidad genética obtenida en total fue moderada, con un nidmero promedio de alelos

(Na=6.0 + 0.55), riqueza alélica rarificada (Ra=5.91), heterocigosis observada (H0=0.345 + 0.05)
y heterocigosis esperada (uHe=0.565 + 0.06) (Tabla 3). El cluster genético que present6é un mayor
nuamero de alelos privados, es decir los alelos presentes so6lo en ese grupo, fue Centro-Este
(Pa=6), mientras que a nivel region fueron Uxpanapa y Tabasco (Pa=2). Los valores de
heterocigosis obtenidos fueron similares entre las poblaciones, incluso en las cautivas (Tabla 3).
Los valores mas bajos de variabilidad se obtuvieron en la region de Los Tuxtlas, o cluster genético
Norte (H0=0.330 + 0.06; uHe=0.434 + 0.06). Esta poblacion, la mas nortefia en la distribucion,
también fue la que presento valores mas bajos de riqueza alélica y numero promedio de alelos,
junto con las poblaciones en semicautiverio Isla Agaltepec y ZooMAT. La regién de Pichucalco,
dentro del grupo Centro-Este, fue la que presento la mayor heterocigosis (Ho=0.378 + 0.08).
Considerando las diferentes localidades estudiadas, se encontr6 que Plan de Arroyo
(Ho=0.400 £ 0.08), dentro de la region Uxpanapa, y la Zona Arqueoldgica (H0=0.383 £ 0.09) de
la Region Comalcalco (ambas agrupadas en el cluster genético Centro-Este) presentaron los
valores mas altos de heterocigosis (Anexo 6); estas localidades también se caracterizaron por
presentar el mayor nimero de alelos privados (Pa=2), seguidas de Murillo Vidal, en la region

Uxpanapa y dentro al grupo Centro-Oeste (Pa=1) (Anexo 6).

Tabla 3. Diversidad genética del mono aullador de manto (Alouatta palliata mexicana) por cluster
genético (Norte, Centro-Oeste y Centro-Este), por region geografica (Tuxtlas, Santa Marta,
Uxpanapa, Tabasco y Pichucalco) y para las poblaciones en semicautiverio Isla Agaltepec y
ZooMAT. N: numero de grupos de monos, n: numero de individuos, nl: nimero de loci, Pa: nimero
de alelos privados, Na: numero promedio de alelos, Ra: riqueza alélica rarificada, Ho:

heterocigosis observada, uHe: heterocigosis esperada.

N n nl  Pa Na Ra Ho uHe
Norte 3 30 8 1 3.333+0.408 3.227 0.330%0.055 0.434 +0.063
Centro-Oeste 8 46 9 4 5222+0.641 4.861 0.331+0.057 0.589 + 0.056
Centro-Este 7 52 9 6 5222+0.364 4.679 0.365+0.061 0.529 + 0.053
Tuxtlas 3 30 8 1 3.333+0.408 2.797 0.330%0.055 0.434 +0.063
Santa Marta 5 30 9 1 4778+0.572 3.857 0.348+0.072 0.587 +0.059
Uxpanapa 4 20 9 2 4333+0.408 3.776 0.328+0.075 0.576 +0.062
Tabasco 3 20 9 2 4222+0.401 3596 0.372+0.071 0.547 +0.044
Pichucalco 1 10 9 0 3.889+0.512 3.565 0.378+0.081 0.487 +0.066
Agaltepec 1 9 9 0 2889+0.261 2.773 0.358+0.080 0.492+0.061
ZOOMAT 1 9 9 0 3.333+0.408 3.057 0.309+0.055 0.466 + 0.058
Total 18 128 9 54 6.000+0.553 5.905 0.345+0.051 0.565 + 0.058
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VII.6 indice de endogamia

El modelo que explico mejor los datos entre endogamia ('), alelos nulos (‘n’) y fallas en el
genotipo (‘b’), fue el de endogamia (Tabla 4). Se identificO endogamia significativa en los tres
clusters genéticos y para todas las localidades. Este resultado refuerza el que las poblaciones no
se encuentren en EHW. Con base en los coeficientes de endogamia corregidos por alelos nulos
y errores en el genotipo (AvgF;; Tabla 4), todos fueron positivos y significativamente alejados del
cero, con intervalos de probabilidad posteriores de 95% (95% HPDI). Asimismo, la endogamia es
un componente prominente en el modelo que mejor se ajusta a los datos en todas las poblaciones
de mono aullador analizadas. El cluster genético con mayor indice de endogamia fue Centro-
Oeste (AvF=0.345), mientras que a nivel de regién el indice mas alto se observd para Santa
Marta (AvF=0.424) y Uxpanapa (AvF=0.423). Las poblaciones en semicautiverio mostraron
valores de endogamia similares, siendo el ZooMAT la que tuvo un valor mayor (AvF=0.343). Los
resultados del indice de endogamia estimados con base en Fsr y Rsr fueron similares (aunque

menores), y no todos fueron significativos (Tabla 4)

VII.7 Diferenciacion poblacional

Los resultados del AMOVA mostraron que la variabilidad genética se distribuye entre clusters
genéticos (Fsr=0.149), donde poco méas de la mitad de la variabilidad genética (52.54%) se
explica por la variacion dentro de las poblaciones, una proporcién menor (32.57%) se explica por
la variacion entre poblaciones dentro del cluster genético y la menor (14.89%) por la variacion
entre clusters. La diferenciacion pareada entre clusters genéticos fue significativa tanto basada
en Fst (0.076-0.128; p<0.01) como en Rst(0.068-0.258; p<0.01); la diferenciacién pareada entre
regiones también fue significativa en la mayoria de los casos (Fsr=0.009-0.192, p<0.01;
Rs1=0.056-0.420, p<0.05) (Tabla 5).

Cabe resaltar que a nivel de localidades se identificé diferenciacion significativa entre
grupos de A.p. mexicana (p<0.05) viviendo en fragmentos de bosque dentro de una misma regién
para Santa Marta (MIP-PL: Rsr=0.149, Fsr=0.147; MIP-ZP: Rs1=0.084, Fs1=0.174), Uxpanapa
(PA-MV: Rs1=0.156, Fs1=0.211) y Comalcalco (HL-ZA: Rst=0.076, Fsr=0.033) (Anexo 7).
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Tabla 4. indices de endogamia de las poblaciones de mono aullador de manto analizadas en este

estudio. Se muestran los resultados por cluster genético, por localidad con subtotal por region

geografica, para las poblaciones en semicautiverio, y en total. n: nimero de individuos, AvgF::

coeficiente de endogamia promedio corregido con alelos nulos (para los modelos #fb’, P'f', ©fn’,

®fbn’) con intervalos de probabilidad posteriores de 95% (95% HPDI), Fis(Rst): coeficiente de

endogamia calculado con un AMOVA basado en Rst, Fis(Fst): coeficiente de endogamia

calculado con un AMOVA basado en Fsr.

*significativo para o=0.05 **significativo para a=0.01

Region / Localidad n AvgF 95% HPDI Fis (Rst) Fis (Fs1)
cluster
Norte 30 0.260° 0.167-0.359 0.341** 0.244*
Centro-Oeste 46 0.3452 0.278-4.08 0.559** 0.441**
Centro-Este 52 0.290¢ 0.114-0.415 0.244** 0.311*
Los Tuxtlas MP1 11 0.227° 0.093-0.394 0.377* 0.225%
BZ 11 0.175° 0.0-0.341 0.412** 0.186*
EBT 8 0.1962 0.022-0.404 0.063* 0.224
Subtotal 30 0.260° 0.167-0.359 0.341** 0.244**
Santa Marta ZAP 10 0.316° 0.182-0.490 0.477** 0.349*
PL 5 0.297° 0.088-0.479 0.605** 0.364**
MIP 10 0.3902 0.252-0.528 0.683** 0.395**
Subtotal 30 0.424° 0.342-0.504 0.570** 0.411*
Uxpanapa PA 10 0.183¢ 0.061-0.356 0.292* 0.252**
MV 6 0.362° 0.184-0.586 0.311 0.414*
Subtotal 20 0.423° 0.314-0.501 0.408** 0.438**
Comalcalco HL 10 0.329° 0.157-0.456 0.203 0.289**
ZA 10 0.219¢ 0.0-0.404 0.238* 0.334*=
Subtotal 20 0.220¢ 0.005-0.414 0.253** 0.325**
Pichucalco PCH 10 0.157¢ 0.001-0.332 0.076 0.234**
Poblaciones AGA 9 0.252° 0.095-0.423 -0.064 0.285**
semicautivas ZMT 9 0.343% 0.156-0.488 0.528** 0.352**
Total 128 0.417@ 0.376-0.464 0.446** 0.391**
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Tabla 5. Niveles de diferenciacion genética entre las poblaciones de Alouatta palliata mexicana

de México. Se muestra las comparaciones entre a) regiones geograficas y b) clusters genéticos,

con base en Rst (abajo de la diagonal, en negro) y Fsr (arriba diagonal en gris).

Significativo *para 0=0.05 y **a=0.01

a)
Tux SMarta Uxp Comal Pich Agal ZOOMAT
Los Tuxtlas -
Santa Marta 0.231** -
Uxpanapa 0.271** 0.032** -
Comalcalco 0.262* 0.068* 0.060** -
Pichucalco 0.378** 0.139** 0.091** 0.011 -
Agaltepec 0.147* 0.056* 0.039 0.120** 0.170** -
ZooMAT 0.420** 0.032 0.064* 0.106** 0.265** 0.205**
b)
Norte Centro-Oeste Centro-Este
Norte -

Centro-Oeste  0.258**

Centro-Este 0.190**

0.068** -

VII.8 Andlisis de parentesco

Los resultados del andlisis de parentesco muestran la presencia de parientes de primer orden en

todas las poblaciones muestreadas, donde la regiébn de los Tuxtlas presenté un mayor

parentesco, con hasta 31% de relaciones padre-hijo, hermanos completos y medios hermanos

(Tabla 6). Las poblaciones de las otras regiones mostraron porcentajes de parentesco de entre

7% y 16%. El analisis de probabilidad de identidad entre hermanos mostré resultados similares

al porcentaje de parentesco entre hermanos completos y medios hermanos, pero con menor

magnitud.
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Tabla 6. Analisis de parentesco del mono aullador de manto entre poblaciones por localidad (no
se analizaron localidades con n<5; n: nimero de individuos). Plsis: probabilidad de identidad ente
hermanos, Parentesco: porcentaje de relacion especifica (P-H: padres-hijos, HC: hermanos
completos, MH: medios hermanos).

Regién / Parentesco (%)
cluster Localidad n Plsgs P-H HC MH
Los Tuxtlas MP1 11 0.011 7.3 3.6 145
BZ 11 0.028 9.1 3.6 18.2

EBT 8 0036 0.0 7.1 7.1

Santa Marta ZAP 10 0.005 0.0 6.7 6.7
PL 5 0.005 0.0 0.0 0.0

MIP 10 0.006 6.7 0.0 2.2

Uxpanapa PA 10 0.006 0.0 8.9 6.7
MV 6 0.008 0.0 6.7 0.0

Comalcalco HL 10 0.008 0.0 6.7 6.7
ZA 10 0.005 2.0 4.4 2.2

Pichucalco PCH 10 0.009 4.4 2.2 6.7
Poblaciones AGA 9 0.010 2.8 8.3 2.8
semicautivas ZMT 9 0.013 0.0 2.8 5.6

VII.9 Tamafio efectivo poblacional

Las estimaciones de tamafio efectivo poblacional contemporaneo mostraron valores
relativamente bajos (Tabla 7). El valor mas alto fue para el cluster genético Centro-Este
(Ne=129.8), mientras que el resto de los valores estimados fueron menores de 70. El Ne global
fue asimismo bajo (Ne=59.5). Al ser un tamafio efectivo poblacional bajo, y ser el resultado de un
andlisis con mas de 100 individuos y 9 loci de microsatélite, se espera que los estimados
obtenidos sean precisos, y aun cuando se tengan valores negativos (infinitos), los limites
inferiores del IC, que son finitos, también proveen informacion util sobre los posibles valores
limites (Waples y Do, 2010) (Tabla 7).
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Tabla 7. Tamafo efectivo poblacional (Ne) (£95% intervalo de confianza IC) por cluster genético,
region geogréfica y poblaciones cautivas, estimado con NeEstimator v2.1 (Do et al., 2014), con
base en el modelo de desequilibrio de ligamiento (DL) y una frecuencia alélica minima Pcrit=0.01.

Region Modelo DL? Modelo DL"
Norte 34.0 (8.7 - ») 34.0 (14.0 — 451.6)
Centro-Oeste  65.0 (31.7 — 301.3) 65.0 (37.7 — 157.9)
Centro-Este 129.8 (42.0 - =) 129.8 (61.1 — 1647.4)
Los Tuxtlas 34.0 (8.7 - ) 34.0 (14.0 — 451.6)
Santa Marta 26.5 (12.7-94.5) 26.5 (15.8 — 54.4)
Uxpanapa 21.6 (9.1 -147.4) 21.6 (10.7 - 72.5)
Comalcalco 0 (27.5 - =) © (37.8 - =)
Pichucalco © (10.0 - =) © (13.8 - =)
Agaltepec 13.9 (1.5 - =) 13.9 (2.1 - =)
ZoOMAT © (23.4 - =) « (88.0 - =)
Total 59.5 (39.2 - 97.0) 59.5 (46.5-78.0)

a:Jacknife, ®: Paramétrico

VIII.DISCUSION

VIII.1 Efectos historicos en la genética del mono aullador de manto

Se cree que los primeros platirrinos llegaron a Sudamérica desde Africa hace 40 o 50 millones
de afios, posiblemente por dispersion entre las islas que se formaron en el Atlantico (Oliveira et
al., 2009). El linaje del género Alouatta comenzé a diversificarse hace unos 6-6.8 millones de
afios (Ma), coincidiendo con la formacién del norte de los Andes, separando a las especies del
sur y el norte de la cordillera (Cortés-Ortiz et al., 2003; Ruiz-Garcia et al., 2017). Las segundas,
representadas por las especies presentes en México (A. palliata y A. pigra), divergieron hace
unos 3-3.7 Ma, justo cuando se sugiere que los primates entraron a Mesoamérica cruzando a
través del Istmo de Panamé (Cortés-Ortiz et al., 2003; Ford, 2006; Ruiz-Garcia et al., 2017).
Parece ser que las poblaciones del ancestro de A. palliata y A. pigra, provenientes del norte de
Sudamérica, se expandieron rapidamente hasta el limite norte de la actual distribucién de Alouatta
en el gran intercambio de fauna de las Américas (Cortés-Ortiz et al., 2003; Lynch-Alfaro et al.,
2015). Durante este proceso hubo cambios en el nivel del mar, la orografia y la cobertura vegetal
debido a fluctuaciones climaticas, provocando una especiacion alopétrica, con un posterior
incremento en el rango de distribucion de A. palliata a expensas del de A. pigra (Cortés-Ortiz et
al., 2003; Ford, 2006; Lynch-Alfaro et al., 2015).
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Tabla 8. Valores de diversidad genética reportados para distintas poblaciones de Alouatta
palliata y para A. pigra y A. caraya. (Ho: heterocigosis observada, He: heterocigosis esperada,
Na: nimero promedio de alelos por locus, N: numero de individuos, N loci: nimero de loci)

Localidad Ho He Na N N loci Referencia
Alouatta palliata
México 0.14 0.14 1.6 8 8 Ellsworth y Hoelzer, 2006
México, Oeste 0.34 0.41 3.3 140 12 Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015
México, Este 0.29 0.22 4.42 140 19 Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015
Los Tuxtlas, México 0.26 0.44 4.4 99 12 Alcocer Rodriguez, 2015
Los Tuxtlas, México 0.14 0.23 2.88 61 13 Jasso-del Toro et al., 2016
Tabasco, México 0.26 0.53 3.55 67 10 Villanueva-Garcia, 2017
México 0.21 0.29 3.19 70 29 Melo-Carillo et al., 2020
México 0.34 0.56 6.00 128 9 Presente estudio
Isla de Ometepe, Winkler et al., 2004
Nicaragua 0.16 - 1.83 29 12
México, Costa Rica, - 0.45 4.67 48 9 Ruiz-Garcia et al., 2007
Colombia
Costa Rica 0.33 0.34 4.4 89 Ellsworth y Hoelzer, 2006
Panama 0.51 0.59 4.9 20 Ellsworth y Hoelzer, 2006
Isla Barro Colorado, 0.47 0.48 9.9 42-50 12 Milton et al., 2009
Panama
A. pigra
Belice 0.43 - 2.5 10 12 Winkler et al., 2004
Belice 0.45 0.50 38 28 8 Ellsworth y Hoelzer, 2006
Palenque, México 0.59 0.57 4.2 49 19 Van Belle et al., 2012
A. caraya
Argentina y Bolivia - 0.55 3.14 20 9 Ruiz-Garcia et al., 2007
Argentina 'y
Paraguay - 0.44 3.16 138 10 Oklander et al., 2017
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Esta historia biogeogréfica sugiere que las poblaciones de A. palliata pasaron por un
proceso de cuello de botella en su colonizacién de Mesoamérica. Lo anterior concuerda con los
pequefios tamafios efectivos poblacionales contemporaneos (Ne) observados en las poblaciones
de estudio, aunque para tener un panorama mas completo de su historia evolutiva seria
importante estimar los tamafios efectivos histéricos. De hecho, Solérzano-Garcia et al. (2021)
documentan evidencia de expansion poblacional después de un posible cuello de botella histérico
en esta especie. El cuello de botella también podria verse reflejado en una reduccion de la
diversidad genética, aunque, contrario a lo esperado, los valores moderadamente altos de
diversidad genética observados en este estudio (y ver Solérzano-Garcia et al., 2021), en
comparacion a otros estudios del pais, pueden estar relacionados con el hecho de que abarcamos
un area geografica mas extensa y mayor namero de individuos y de loci analizados, en
comparacion con otros estudios de la especie. El no encontrar variacion en un locus especie-
especifico (Ap68, Tabla 2), a pesar de tener muestreada gran parte de la distribucién de la
subespecie, y que el cluster geograficamente mas cercano al centro de origen de la especie
(Centro-Este) sea el que presente mayor niumero de alelos privados (Pa=6; Tabla 3), también
pueden ser indices de la pérdida de diversidad genética en las poblaciones boreales de la

especie.

La hipétesis de las poblaciones centrales-periféricas (CPH, por sus siglas en inglés) de
Mayr (1963) predice que las poblaciones en el limite de su distribucién presentan una reduccién
de la variabilidad genética por un menor flujo génico e incremento de la presion de seleccion;
aungue dicho patrén puede ser sutil en muchos casos (Eckert et al. 2008) o mas frecuente en
poblaciones recién establecidas o con dispersores activos y baja migracién (Dai y Fu 2011).
Considerando la historia biogeogréfica de A. palliata (Cortés-Ortiz et al., 2003; Ford, 2006; Ruiz-
Garcia et al.,, 2017; Solérzano-Garcia et al., 2021), nuestros resultados concuerdan con las
predicciones de la CPH, ya que, siendo la especie con distribucién mas nortefia del género,
presenta menor diversidad genética (menor nimero promedio de alelos), sobre todo en las
poblaciones mas al norte (Los Tuxtlas). Mientras que las poblaciones de Panama (Tabla 8)
muestran los valores mas altos de diversidad (Ho, He, Na) (Ellsworth y Hoelzer, 2006; Milton et
al., 2009). Alouatta caraya, la especie distribuida al extremo mas austral, presenta también un
namero bajo de alelos y niveles de heterocigosis similares a los de A. palliata (Ruiz-Garcia et al.,
2007; Oklander et al., 2017; Tabla 8), de manera que las especies en los limites norte y sur tienen

la menor diversidad.
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Segun la hipétesis biogeografica de Ford (2006), la especie hermana de A. palliata, el
mono aullador negro A. pigra, deberia de haber sufrido una mayor reduccion historica de sus
poblaciones al ser desplazados tras la colonizacién de A. palliata, disminuyendo asi su diversidad
genética. Ello se corrobora al comparar la diversidad genética de A. p. mexicana con lo reportado
en diferentes estudios para A. pigra (Winkler et al., 2004; Ellsworth y Hoelzer, 2006; Van Belle et
al., 2012), donde se observan valores de diversidad genética similares, o incluso menores (Na),
a los del mono aullador de manto (Tabla 8). Sin embargo, hay que tomar estas comparaciones

con precaucion, ya que los tamafios de muestra y de loci de cada estudio difieren.

VIIl.2 La fragmentacién y sus consecuencias

La composicién y estructura del paisaje influye directamente en la distribucién de las poblaciones
silvestres y en sus patrones de dispersién y de migracion, con efectos directos sobre las
caracteristicas genéticas de los individuos (Cushman et al., 2016). La fragmentacion del paisaje
puede llegar a aislar funcionalmente a las poblaciones, lo que genera diferenciacion y estructura
genética al reducirse el flujo génico por un aumento en el costo del movimiento entre parches
(Allendorf et al., 2013). Asi, al aumentar el aislamiento de las poblaciones, y si el organismo
presenta poca vagilidad, es posible que se disminuya el tamafio efectivo y la diversidad genética
y se incremente la endogamia. En estos casos se puede afectar la adecuacion y potencialmente
la supervivencia de las poblaciones a largo plazo (Allendorf et al., 2013; Cushman et al., 2016).
La fragmentacion también altera las caracteristicas biéticas y abi6ticas cerca de los bordes del
hébitat, lo que puede tener consecuencias negativas sobre la adecuacion de algunas especies
(Cushman et al., 2016).

Se han documentado cambios en las comunidades de mamiferos asociados con la
fragmentacion del habitat (Garmendia et al., 2013), con una consecuente reduccion de la
variacién genética, incremento de la susceptibilidad a enfermedades y disminucion de la
viabilidad de las poblaciones (Crispo et al., 2011; Knapp, 2013). Sin embargo, también se habla
de que la fragmentacion puede incrementar el flujo génico y disminuir la estructura genética local,
si el organismo se ve favorecido con la nueva estructura del ecosistema (Knapp, 2013; Fahring
et al., 2019). Algunas especies de primates, dada su flexibilidad conductual, poseen ciertas
ventajas para sobrellevar algunas consecuencias de la fragmentacion y el deterioro ambiental,
por ejemplo, adaptando su dieta y cambiando sus patrones de actividad (Nowak y Lee, 2013).

Los monos aulladores (Alouatta sp.) se consideran organismos relativamente tolerantes a

la perturbacion del habitat (Bicca-Marques, 2003; Garber et al., 2006; Lecompte et al., 2017),
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sobre todo por persistir en parches donde otras especies de primates neotropicales no pueden
(Gilbert, 2003; Boyle et al., 2013; Carretero-Pinzon, 2013). Aunque es importante definir y
cuantificar adecuadamente la fragmentacion, ya que las respuestas de los primates pueden variar
dramaticamente entre paisajes con diferente configuracion y cantidad y calidad de habitat
(Arroyo-Rodriguez et al., 2013). La fragmentacion parece afectar de manera diferencial ciertas
caracteristicas de los monos aulladores, mediado por el contexto regional del paisaje donde
habitan (Galan-Acedo et al., 2021).

Se ha cuestionado si la presencia de vegetacion secundaria puede beneficiar las
poblaciones de A. palliata mexicana (Crist6bal-Azkarate et al., 2005). No obstante, existe
evidencia de que altos niveles de fragmentacion, degradacion y pérdida de habitat pueden llegar
a afectar negativamente sus poblaciones (Arroyo-Rodriguez y Salvador-Mandujano, 2006;
Arroyo-Rodriguez y Dias, 2010; Puig-Lagunes et al., 2016). La variabilidad en los componentes
de la vegetacion del habitat causada por causas antropogénicas puede generan diferentes
estrategias de alimentacion en esta subespecie (Asensio et al., 2007), provocando un aumento
en el estrés fisiolégico de las poblaciones que habitan en fragmentos mas pequefios y con menor
disponibilidad de alimento (Dunn et al., 2013b). Hay que considerar que otras consecuencias de
la fragmentacion del habitat como las genéticas pueden tardar en observarse, sobre todo en
cuanto a cambios en la diversidad genética (heterocigosis).

Sin embargo, evaluar los patrones de diferenciacion y estructura poblacional con base en
informacion genética es una buena estrategia para determinar el impacto de la fragmentacion y
pérdida de habitat en las poblaciones de primates silvestres (Knapp, 2013). En nuestro caso, se
esperaria que la estructura y diferenciacion genética de las poblaciones silvestres del mono
aullador de manto en México responda a factores histéricos (barreras geograficas como
montafias y rios), y a factores contemporaneos de destruccion y fragmentacion del hébitat. Las
poblaciones analizadas abarcan una gran parte de su distribucion natural (Figura 2), la cual
presenta una orografia compleja y ademas ha sufrido graves procesos de deforestacién desde
los afos 40’s del siglo pasado hasta la actualidad (Toledo, 1978; Mendoza et al., 2005; IHNE,
2007; Pérez-Sanchez, 2007). Efectivamente, nuestros resultados muestran una estructuracion
significativa de las poblaciones de A. p. mexicana, diferenciadas en tres grupos genéticos por
procesos de aislamiento geogréfico y pérdida de habitat.

El grupo genético mas diferenciado (Norte) incluye a las poblaciones presentes en el norte
de la Reserva de la Bit6sfera Los Tuxtlas (Figura 4, Tabla 5). Esta region representa el limite
boreal de la distribucion de la especie y se encuentra relativamente aislada del resto de las

poblaciones por una serie de cadenas montafiosas de origen volcanico, principalmente la Sierra
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de Santa Marta y el volcan San Martin Tuxtla. La zona de los Tuxtlas ha perdido cerca del 60%
de su cobertura forestal en las udltimas décadas (Vega-Vela et al., 2018), con tasas de
deforestacion que van de 0.8% hasta 4% anual (Dirzo y Garcia, 1992; Von Thaden et al., 2020),
y una alta fragmentacion (Mendoza et al., 2005). Sin embargo, no detectamos diferenciacion
genética al interior de Los Tuxtlas (Anexo 7), probablemente por lo reciente (evolutivamente) de
estos eventos. Esto también se puede deber a la presencia de dispersion y flujo genético entre
las poblaciones a pesar de la fragmentacién, como se indica en algunos estudios realizados en
la zona (Cristobal-Azkarate et al. 2004; Cristobal-Azkarate et al. 2017). La regién de los Tuxtlas
esta dentro de un area natural protegida, por lo que algunas de las presiones antropogénicas se
han visto disminuidas en las Ultimas décadas, haciendo mas lentos los procesos de
transformacion del habitat. Cabe destacar que en esta area del norte de la reserva existe un
amplio uso de cercas vivas, las cuales sirven como corredores para los monos logrando conectar
algunos parches (Harvey et al., 2004; Asensio et al., 2009).

El grupo genético Centro-Oeste se compone por las poblaciones del otro lado de la
Reserva de la Bidsfera los Tuxtlas, cruzando la Sierra de Santa Marta, en la region del mismo
nombre, junto con unas poblaciones de la region de Uxpanapa (Figura 4). El valle de Uxpanapa
en Veracruz, cerca de la frontera con Tabasco, Oaxaca y Chiapas, ha pasado por un proceso de
colonizacién masivo a partir de la década de los 70’s, generando una tasa de deforestacion de
2.02% anual pasando de un 75% de su territorio comprendido por selva en 1975 a sélo 37% en
2009 (Hernandez et al., 2013). Estos procesos ya se reflejan en diferenciacion genética, donde
dos poblaciones, Ramos Millan y Plan de Arroyo, estan genéticamente mas relacionadas con las
poblaciones de Comalcalco y Pichucalco, formando otro grupo genético, Centro-Este (Figura 4,
Tabla 5, Anexo7).

La alta diferenciacion genética (Rsr=0.325) entre las poblaciones de Ramos Millan
(Centro-Este) y Murillo Vidal (Centro-Oeste) en la region de Uxpanapa, a pesar de estar cerca
geograficamente, puede deberse a que estan separadas por el rio Uxpanapa (Diaz-Mufioz,
2011). En cambio, la diferenciacion genética observada entre Murillo Vidal (Centro-Oeste) y Plan
de Arroyo (Centro-Este), de la misma region de Uxpanapa (Figura 4), aunque también es alta
(Rst=0.246), se explica méas bien por una baja conectividad entre las poblaciones a causa de la
excesiva deforestacion en la zona, que genera un alto aislamiento de los parches. El origen
genético mixto de la region del valle de Uxpanapa seguramente es un reflejo del flujo historico
que existié entre las poblaciones silvestres de mono aullador de manto antes de la destruccion y
fragmentacion de su habitat. El resto de las poblaciones silvestres del grupo genético Centro-

Este (regiones de Comalcalco y Pichucalco), habitan un area con pocas barreras geograficas
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pero con alta intervencién antrépica, sobre todo a partir de los afos 50’s del siglo pasado con
procesos de fragmentacién y cambio de uso de suelo (IHNE, 2007; Pérez-Sanchez, 2007).
Todas las regiones y la mayoria de las poblaciones estudiadas presentaron indices
significativos de endogamia, con los valores mas altos en las poblaciones dentro de Los Tuxtlas
y Uxpanapa (Tabla 4), dos de las zonas que han sufrido méas fragmentacién y pérdida de habitat.
Estas poblaciones también presentaron los mayores porcentajes de parentesco entre individuos
del mismo grupo (Tabla 6). Por lo tanto, aunque no presentan una diversidad genética
significativamente baja, los efectos de la fragmentacién se evidencian por la endogamia y la
relacién entre individuos de un mismo grupo, posiblemente asociadas con el tamafio de los
fragmentos y su grado de aislamiento. Sin embargo, es probable que A. p. mexicana tienda a
exhibir estos niveles de endogamia de manera “normal” por una alta filopatria en sus poblaciones
naturales o porque los individuos estan usando estrategias alternativas para permanecer con

familiares cercanos (Nidiffer y Cortés-Ortiz, 2015).

VIII.3 Historia de tres poblaciones en semicautiverio
Las poblaciones de especies amenazadas que son pequefias y permanecen aisladas por muchas
generaciones son mas propensas a la extincibn que poblaciones mas grandes y estables
(Frankham et al., 2010). Estas generalmente presentan una menor diversidad genética por accion
de la deriva génica, que disminuye la eficacia de la seleccién y permite proporciones elevadas de
variacion genética deletérea (Frankham, 1997; Makino et al., 2018) y estan mas expuestas a
estocasticidad ambiental y demografica (Keller y Waller, 2002). Al restringirse las oportunidades
de apareamiento se incrementa la reproduccion entre parientes cercanos, generando depresion
por endogamia y disminucién de la adecuacion de la progenie (Keller y Waller, 2002; Frankham
et al., 2010). La depresion por endogamia afecta factores reproductivos y demogréaficos que
pueden desencadenar diversos problemas en la poblacién, llevandolos al vértex de la extincion
(Hoglund, 2009). Antiguamente se pensaba que las consecuencias de la depresién por
endogamia en poblaciones silvestres eran poco comunes, debido a los mecanismos naturales
para evitar la endogamia y a la accién de la seleccién en contra de las mutaciones deletéreas
recesivas, que genera una purga genética (Keller y Waller, 2002). Sin embargo, ahora se sabe
gue todas las especies responden a la endogamia, pero de maneras distintas (Lacy, 1993).

Las poblaciones en semicautiverio de este estudio cumplen las caracteristicas de
poblaciones pequefias y aisladas, pero con la peculiaridad de que fueron creadas mediante la
translocacion de individuos provenientes de localidades nativas. Efectivamente, las poblaciones

del ZooMAT e Isla Agaltepec mostraron niveles relativamente bajos de diversidad genética (Na y
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Ra) en comparacion con las poblaciones silvestres, aunque los niveles de heterocigosis fueron
similares. Es interesante notar ademas que los monos en semicautiverio presentaron una mayor
proporcion de la poblacion en EHW, es decir que no estan siendo afectadas por ninguna fuerza
evolutiva.

La poblacion de Agaltepec es genéticamente parecida a aquéllas del grupo genético
Centro-Este, y la del ZooMAT a las del Centro-Oeste, aunque ambas con niveles altos de admixia,
es decir con un origen mezclado (Figura 4), lo cual no concuerda del todo con la informacién que
esta documentada sobre el origen de éstas. ZooMAT deberia estar en el grupo Centro-Este, de
la Venta, Tabasco y Chiapas (Cuardn, 1997; Aguilar-Melo et al., 2013), mientras que Agaltepec
deberia estar en el mismo grupo genético que Mirador Pilapa (Centro-Oeste), una de sus
supuestas poblaciones de origen (Rodriguez-Luna et al., 2003). Ello debe ser resultado del pool
genético histérico que comparten estas poblaciones, aunado a su divergencia desde la creacion
de las poblaciones cautivas. Hay que resaltar ademas que en el caso del ZooMAT, a lo largo de
los afios se han agregado individuos de otras poblaciones nativas, lo que puede explicar su
tamafio efectivo contemporaneo (Tabla 7) y su mezcla de grupos genéticos (Figura 4).

Las relaciones de parentesco en las poblaciones en semicautiverio fueron de las més altas
y con altos niveles de endogamia, como se habia previsto. Sin embargo, los niveles similares al
resto de las poblaciones estudiadas ponen en evidencia el alto riesgo en el que se encuentran
las poblaciones silvestres, o pueden ser una evidencia de que la filopatria en A. palliata es mas
comun de lo que se piensa. Crnokrak y Roff (1999) encontraron un menor indice de depresion
por endogamia en poblaciones de mamiferos en cautiverio, posiblemente por un manejo humano
en su reproduccion, como las introducciones de individuos de otras localidades a estas
poblaciones de monos. Se ha visto que individuos nacidos en cautiverio pueden presentar menor
adecuacion en condiciones silvestres (Willoughby et al.,, 2017), ya que hay adaptaciones
genéticas al cautiverio que pueden llegar a ser menos ventajosas en poblaciones reintroducidas
(Frankham, 2008). Por ello, aunado al aislamiento y la diversidad genética baja, se podria esperar
depresién por endogamia en estas poblaciones, sin embargo, para confirmar si este proceso esta
ocurriendo es necesario evaluar los posibles efectos en la adecuacion de los individuos y

poblaciones.

VIIl.4 Implicaciones para la conservacién
Alouatta palliata mexicana esta considerada en peligro de extincion, con el fundamento de sus
poblaciones pueden disminuir en al menos un 50% en el curso de 30 afios (2018-2048), y cerca

del 19% de su habitat habra desaparecido para esa fecha, ademas de las recurrentes amenazas
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de caceria y trafico ilegal (Cuardn et al., 2020). Por ello, esta especie de primate se encuentra
gravemente amenazada en nuestro pais. El presente estudio contribuye con algunos de los
objetivos para los subcomponentes de investigacion cientifica y del manejo de poblaciones del
Programa de Accidn para la Conservacion de las Especies: Primates de SEMARNAT (CONANP,
2012), dado que realizamos estudios genéticos encaminados a fortalecer el conocimiento y
conservacion de las poblaciones silvestres de esta especie de primate. Proponemos que las
poblaciones del mono aullador de manto en México deben ser consideradas como una sola
Unidad Evolutiva Significativa (ESU, por sus siglas en inglés), ya que presentan aislamiento
geografico y diferenciacién genética del resto de las poblaciones de la especie, por lo que pueden
ya tener procesos de adaptacion distintos (Casacci et al., 2014; Solérzano-Garcia et al. 2021).
Asimismo, debido al principio precautorio y a la estructura y diferenciacién poblacional
observadas, proponemos que cada cluster genético identificado sea considerado una Unidad de
Manejo (sensu Green, 2005), para asi asegurar el mantenimiento de la mayor diversidad genética
posible en la especie (Barbosa et al., 2018).

Es importante tener en cuenta que las poblaciones de A. palliata mexicana han sufrido
procesos de erosion genética, ya que presentan diversidad genética moderada junto con altos
niveles de endogamia y limitado flujo génico. Ello asociado con procesos histéricos que involucran
tamafios efectivos poblaciones pequefios y, mas recientemente, por procesos de aislamiento
consecuencia de la fragmentacion y destruccion de su habitat. Por todo ello, enfatizamos que
deben realizarse esfuerzos locales para la preservacion de los remanentes naturales del habitat
de esta especie. Dado que el mono aullador también puede vivir en parches de bosque
secundario y agroecosistemas (Estrada et al., 2012), utilizar cercas vivas y cruzar caminos a
través de puentes de dosel (Asensio et al., 2009; Teixeira et al., 2013; Hernandez-Pérez, 2015),
se incentiva también a crear corredores bioldgicos con estas caracteristicas que conecten
distintos parches del ecosistema, con el objetivo de incrementar el flujo génico y reducir los
niveles de endogamia y parentesco intrapoblacional. La concientizacion y educacion ambiental
de las comunidades donde se distribuye el mono aullador es clave para la conservacion de la
especie (Franquesa-Soler et al., 2020), ya que el impacto de los cambios en el paisaje esta
influenciado por contextos regionales (Galan-Acedo et al., 2021).

Asimismo, realizar mas estudios con un tamafio de muestra mayor y abarcando
poblaciones no incluidas en este trabajo, ademas de calcular tamafios efectivos poblacionales
historicos, puede ayudarnos a conocer de manera mas certera el estado de las poblaciones
silvestres del pais. Es urgente evaluar las caracteristicas del paisaje que determinan los patrones

genéticos observados, que contribuyan al desarrollo de mejores planes de manejo y conservacion
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de las poblaciones silvestres de la especie. La informacion de este estudio sirve ademas para la
creacion de una base de datos que ayude a rastrear las poblaciones de origen de individuos de
mono aullador decomisados y la deteccion de rutas de tréafico ilegal, asi como para la asignacion
de zonas adecuadas para la reintroduccion de individuos a su habitat natural (Oklander et al.,
2020; Zhang et al., 2020).

IX. CONCLUSIONES

Las poblaciones silvestres del mono aullador de manto, Alouatta palliata mexicana, en México,
presentan una diversidad genética moderadamente baja, indices de endogamia altos y flujo
génico reducido, como consecuencia de poblaciones pequefias y aisladas asociadas a su historia
biogeogréafica y mas recientemente por la pérdida, transformacién y fragmentacion de su habitat.
Las poblaciones silvestres del pais se encuentran estructuradas en tres grupos genéticos: Norte,
Centro-Este y Centro-Oeste. Cada grupo debe ser considerado como una Unidad de Manejo para
asegurar la conservacion de su diversidad genética. Asimismo, las poblaciones en conjunto
deben ser consideradas una Unidad Evolutiva Significativa. Las poblaciones en semicautiverio
de A. p. mexicana presentaron niveles de endogamia y diversidad genética similares a las
poblaciones silvestres, por lo que podrian ser considerados como reservorios para enriquecer el
pool genético de las poblaciones silvestres en un futuro. Los resultados de este estudio reafirman
el gran riesgo en el que se encuentra el mono aullador de manto, por lo que es de vital importancia
realizar esfuerzos para asegurar la viabilidad de las poblaciones en su habitat natural, sobre todo
la preservacion del habitat remanente y el incremento de la conectividad del paisaje, ademas de

la educacién ambiental en las comunidades donde habita.
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ANEXO 1. Protocolo modificado de extraccion de ADN de excretas con Stool ADN isolation kit
#27600 de Norgen Biotek Corp.

Preparar el lisado: Agregar ~200 mg de muestra fecal a un tubo con cuentas de 2 mL,
afiadir 1 mL de buffer de lisis y poner brevemente al vortex para mezclar. Agregar 100 puL
de aditivo de lisis A y volver a mezclar con el vortex. Poner los tubos en un Tissuelyser
(Qiagen) y realizar 2 ciclos de 20,000 RPM por 1:30 min y 3 ciclos de 25,000 RPM por 30 s.
Centrifugar los tubos por 2 min a 14,000 RPM. Transferir hasta 600 pL del sobrenadante a
un tubo de microcentrifuga esterilizado de 1.5 mL y agregar 100 uL de buffer vinculante I,
mezclar invirtiendo el tubo unas cuantas veces, e incubar por 10 min en hielo. Centrifugar el
lisado 2 min a 14,000 RPM vy transferir hasta 500 uL de sobrenadante a un tubo de
microcentrifuga esterilizado de 2 mL. Agregar el mismo volumen de etanol (70%) al lisado
colectado y mezclar en el vortex.

Unir a la columna: Ensamblar una columna giratoria con un tubo de colecta. Aplicar 600 uL
del lisado clarificado con etanol a una columna y centrifugar por 1 min a 14,000 RPM. Desechar
el liguido que cae y re-ensamblar la columna con el tubo. Si queda lisado restante, agregar a
la columna y volver a centrifugar por 1 min a 14,000 RPM.

Lavar la columna: Aplicar 500 pL de buffer vinculante C a la columna y centrifugar por 1 min
a 10,000 RPM. Descartar el liquido que cae y re-ensamblar la columna con el tubo. ARadir
500uL de solucion de lavado A y centrifugar por 1 min a 10,000 RPM. Volver a descartar el
liquido que cae y otra vez re-ensamblar la columna con el tubo. Repetir el lavado con solucion
de lavado A y centrifugar la columna por 2 min a 10,000 RPM para secar eficientemente la
resina. Descartar el tubo de colecta.

Realizar la elucion del ADN: Poner la columna en un tubo de elucién de 1.7 mL y agregar 100
uL de buffer de elucion B a la columna e incubar a la temperatura del cuarto por 1 min. Centrifugar
por 1 min a 10,000 RPM

Almacenar ADN a 4°C por unos pocos dias 0 a -20° C para un almacenaje prolongado.

NOTA: Buffer de lisis L, aditivo de lisis A, buffer vinculante |, buffer vinculante C, solucién de
lavado A, buffer de elucién B, mini columnas de centrifuga, cuentas, tubos de colecta y tubos de
elucion (1.7 mL) vienen incluidos dentro del Kit de Norgen Biotek Cop.
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ANEXO 2. Protocolo de preparacion de geles de agarosa y realizacion de electroforesis para
visualizar la integridad del ADN vy los productos.

Pesar 0.35 g de agarosa para geles al 1%
y 0.52 g de agarosa para geles al 1.5 %

En un matraz adicionar 35 ml de TBE
(Tris-acido boérico-EDTA) 0.5x, pH 8.0

Calentar en horno de microondas por 1 min
en tandas de 20 s. Mezclar por agitacion y
verter en el molde con los peines.

Mezclar sobre un pedazo de parafilm 1 uL de
ADN producto de la extracciéon con 2 uL de
buffer de carga o 2 uL de ADN producto de la
amplificacién con 3 uL de buffer de carga.

Dejar enfriar hasta solidificar y retirar los
peines cuidadosamente. Colocar en la camara
de electroforesis y llenar con TBE 0.5x.

Cargar cada muestra en un pozo del gel de
agarosa dentro de la camara de electroforesis.

Conectar la camara de electroforesis a una
fuente de poder para que el ADN corra del polo
negativo al positivo. Correr a 85 Volts, 35
mAmperes y 10 Watts por 30 min

Visualizar los resultados en una camara
con exposicion a rayos UV (480 nm)
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ANEXO 3. Caracteristicas de los primers empleados para la amplificacibn de 11 loci de
microsatélites, de los cuales el Api09 no se pudo amplificar y el Ap68 resultdé monomoérfico para
las muestras analizadas en este trabajo.

Primer Tamafio del
LocUs Motivo producto (pb) Fluorescen
Forward Reverse Reporta Este_ cla
do estudio
Apm01 (16) CACGTGTGTCCAGCT  ATTCTGCTGCCCTTG 00 o0 504 210 6.EAM™
a 2 TGT CT AGT TC
ApmO04
TGA GAG TGA GCA CAG CCC TGA TCA CAA -
a (AC)21 CCT GCC TA AGT GT 239-249 240-250 HEX
Apm09 CA CAGGGTTCCTCTTIC  TTGGGATCACAAGTG o o0 170 10/ o EaM™
a (CA)e ACT GG CTT CA
Api07 TGC TTT CAT GCCAAC  CTC AAA ACC CTC ACA ] ] ™
(CA)16 TCA AG TG ACA A 115-117  113-125 HEX
Api08? GCTTCCTCTTCCCTT  GGA GCC CTG AAT TCT ] ] CCANTM
(CA)17 TG CT 7 aC 277-279  271-285 6-FAM
Api092 ACT TGCTGT GTGACC  AAT GTC TAT CCA GCA ] ™
(CA)1s TTC AG GCCTCT 467-471 NA HEX
Apil12 CTC CAA ACA GTG GCT GCC CAC TAG AGA ] ] CANTM
(CA)1s 616 CAC AG ACC AR 253-261  257-269  6-FAM
Ap74° TGCACCTCATCT CTT  CAT CTT TGT TTT CCT CAT ] ] CANTM
(TG)1o TCT TG AGC 152-156  146-160 6-FAM
Ap68® TGT TGG TATAATCTT  ACA TAC ACC TTT GAG ] -
(TG)17 TCCTA TTTCT 193-195 192 HEX
Aboac  (GA):AA(GA) AGC GCCTCT CCTGGT  AAA AAT TCC CAA ACC ] ] -
AG T TAC CCA cC 177-187  171-185 HEX
D6S26 CA TITTCACTATCAATG  TTCATTTICAGCAGC (o 1o 174 1gs 6-EAM™
ob (CA)z GCA GC AATTT

3(Cortés-Ortiz et al., 2010); *(Ellsworth y Hoezler, 1998); ¢(Gongalves et al., 2004). Los tamarios
de producto fueron reportados por Cortés-Ortiz et al., 2010. NA: No aplica.
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ANEXO 4. Resultados obtenidos del analisis de frecuencia de alelos nulos en los loci de
microsatélite amplificados en este estudio.

ANEXO 4.1 Resultado de la frecuencia de alelos nulos global y por regién, de cada uno de los
loci de microsatélite utilizados en el estudio, calculados con el método de Brookfield et al. 1996
en PopGenReport v2.0 (Adamack y Gruber, 2014)

ApmO1| Apm04 | ApmQ09 | Api07 | Api08 | Apill | Ap74 | Ab04 | D6S260
Tuxtlas Norte 0.04 0.28 NA 0.06 | -0.07 | 0.12 | 0.05 | 0.12 0.08
Santa Marta -0.15 0.33 -0.02 | 013 | 0.39 | 0.19 | 0.18 | 0.41 0.24
Uxpanapa -0.11 0.35 -0.02 | 0.26 | 0.35 | 0.26 | 0.24 | 0.34 0.08
Tabasco -0.15 0.46 0.15 0 0.28 | -0.05| 0.1 | 041 0.06
Pichucalco -0.01 | -0.05 -0.03 | 0.14 | 0.34 | -0.03 | 0.05 | 0.21 0.06
Agaltepec -0.17 0.25 -0.02 | 0.07 | 0.12 | 0.06 | 0.44 | 0.19 | -0.04
ZOOMAT 0.27 0.3 -0.13 | -0.04 | 0.13 | 0.02 | 0.19 | 0.28 | -0.01
Global -0.08 0.35 0.04 0.12 | 0.24 | 0.14 | 0.15 | 04 0.18

ANEXO 4.2 Resultado de la frecuencia de alelos nulos global y por regién, de cada uno de los
loci de microsatélite utilizados en el estudio, calculados con base en un algoritmo de Estimacion-

Maximizacion implementado en el software FreeNA (Chapuis

Estoup, 2007).

ApmO1 | Apm04 | Apm09 | Api07 | Api08 | Apill | Ap74 | Ab04 | D6S260
Tuxtlas Norte | 0.07 | 0.22 0 007 | o | 015 | 006|014 ]| 0.08
Santa Marta 0 0.25 0 014 | 0.28 | 0.17 | 015 | 0.29 | 0.19
Uxpanapa 0 0.25 0 019 | 027 | 023 | 02 [ 026 | 0.1
Tabasco 0 032 | 015 o |023| o [o012] 03 | 007
Pichucalco 0 0 0 016 | 028 | 0 | 005|017 | 0.08
Agaltepec 0 0.19 0 007 | 014 | 0 |o031]018] 0.04
ZoOMAT 02 | 0.24 0 0 | 014 | 0.02 [ 018 | 022 0
Global 0 026 | 005 | 011 | 021 | 0.14 | 0.16 | 0.28 | 0.15
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ANEXO 5. Resumen de los resultados obtenidos del analisis de equilibrio de Hardy-Weinberg

realizado en el paquete pegas v0.12 (Paradis, 2010).

ANEXO 5.1. Proporcion de loci fuera del EHW.

Chi cuadrada MC Chi cuadrada (FDR) MC (FDR)
ApmO01 0.571 0.714 0.286 0.428
ApmO04 0.714 0.857 0.714 0.714
Apm09 0.143 0.143 0.143 0.143
ApiO7 0.286 0.286 0.143 0.286
ApiO8 0.714 0.571 0.571 0.571
Apill 0.571 0.428 0.428 0.428
Ap74 0.426 0.714 0.428 0.428
Ab0O4 1.000 1.000 0.714 0.857
D6S260 0.571 0.428 0.571 0.286

ANEXO 5.2. Proporcion de poblaciones fuera del EHW.

Chi cuadrada MC Chi cuadrada (FDR) MC (FDR)
Tuxtlas Norte 0.667 0.667 0.556 0.556
Santa Marta 0.778 0.889 0.778 0.889
Uxpanapa 0.778 0.889 0.556 0.667
Tabasco 0.778 0.667 0.778 0.556
Pichucalco 0.222 0.222 0.222 0.222
Agaltepec 0.444 0.333 0.111 0.111
ZOOMAT 0.222 0.333 0.111 0.222
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ANEXO 6. Diversidad genética de las poblaciones de mono aullador de manto (A. p. mexicana)
mostrada por localidad. Las localidades con n<5 fueron eliminadas para este analisis. n: nimero
de individuos, Pol: nimero de loci polimérficos, PA: nimero de alelos privados, Na: nimero
promedio de alelos, RA: riqueza alélica rarificada, Ho: heterocigosis observada, uHe:
heterocigosis esperada imparcial.

Region Localidad n Pol PA Na RA Ho uHe
3.556 * 0.400 * 0.527
Uxpanapa Plan de Arroyo 10 9 2 0.294 2.813 0.082 0.052
2.889 + 0.315 + 0.517
Murillo Vidal 6 8 0 0.389 2.652 0.094 0.079
3111 + 0.367 0.508
Comalcalco Hacienda la Luz 10 9 0 0.351 2.613 0.069 0.059
3.667 + 0.383 0.564 +
Zona Arqueoldgica 9 9 2 0.289 2.961 0.085 0.030
Pichucalco | _. 3.889 + 0.378 = 0.487 +
Pichucalco 10 9 0 0.512 2.904 0.081 0.066
3.667 + 0.322 + 0.522 +
Mirador Pilapa 10 9 1 0.500 2.888 0.072 0.077
Santa 3.000 0.378 = 0.570 =
Marta Playa 5 9 0 0.289 2.823 0.097 0.067
3.889 + 0.367 + 0.553 +
Zapoapan 10 9 0 0.351 3.051 0.088 0.065
Estacion de 2,222 + 0.292 + 0.370 £
Biologia 8 8 0 0.222 2.021 0.098 0.072
Tuxtlas 2.778 £ 0.313 0.381 +
Balzapote 11 7 0 0.364 2.229 0.076 0.081
2.667 0.374 0.477
Montepio 11 8 0 0.333 2.379 0.081 0.068
Pob. Art 2.889 + 0.358 + 0.492 +
" | Agaltepec 9 9 0 0.261 2.529 0.080 0.061
Pob. Art. 3.333 % 0.309 + 0.466 *
ZooMAT 9 9 0 0.408 2.621 0.055 0.058
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ANEXO 7. Niveles de diferenciacion genética de las poblaciones de Alouatta palliata mexicana analizadas en este estudio. Se muestra
la diferenciacién entre localidades. Por debajo de la diagonal se muestran los valores de RST (negro) y por encima los valores de FST
(gris). * p=0.05

MP1
BA
EB

PA
MV
RM
JA
HL
ZA
VE
PCH
AGA
ZMT

MP1 BA EB PA MV RM JA HL ZA VE PCH AGA ZMT
-0.03 -
0.053 0.058 -
0.174* 0.21* 0.258* -
0.317* 0.369* 0.42* 0.031 -
0.558* 0.674* 0.784* 0.153* -0.149 -
0.308* 0.355* 0.36* 0.084* 0.149* 0.25* -
-0 0.019 0.105* -0.015 0.106 0.405 0.114* -
0.134* 0.165* 0.183* 0.031 0.169* 0.301* 0.064* -0.015 -
0.421* 0.487* 0.514* 0.145* 0.249* 0.447* 0.033 0.226* 0.156* -
0.474* 0.527* 0.573* 0.241* 0.173* 0.524 0.173* 0.28* 0.246* 0.325* -
0.466 0.574* 0.733* 0.019 0.029 0.776 0.009 0.224 0.093 -0.071 0.334 -
0.251* 0.256* 0.237* 0.146* 0.131* 0.282 0.153* 0.083 0.12* 0.285* -0.015 0.181 -
0.292* 0.318* 0.292* 0.083* 0.13* 0.168 0.063* 0.102* 0.032 0.178* 0.134 0.092 0.076* -
-0.03 0.081 0.247* -0.234 -0.065 0.679 -0.17 -0.329 -0.264 -0.08 0.248 0.682 -0.065 -0.116 -
0.337* 0.362* 0.301* 0.201* 0.263* 0.391* 0.095* 0.174* 0.102* 0.253* 0.103 0.278 0.063* 0.014 -0.007 -
0.098* 0.141* 0.161* 0.073* 0.23* 0.402* 0.077* -0.021 0.009 0.168* 0.331* 0.192 0.189* 0.14* -0.32 0.17* -
0.362* 0.423* 0.518* 0.103* 0.095* 0.48* 0.08* 0.169* 0.162* 0.214* 0.227* 0.174 0.133* 0.192* 0.049 0.265* 0.205* -
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