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papel que juega la Genética en la Conservacion es muy importante principalmente para el manejo
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ademas de que los niveles mas bajos de diversidad genética reduciran la aptitud y la capacidad de
adaptacion a largo plazo a las poblaciones naturales. Por lo que el establecimiento de un manejo
genético en UMAs de tortugas para las especies Dermatemys mawii y Trachemys venusta, en el
corredor Mesoamericano, puede ayudar a minimizar los efectos negativos del cautiverio, permitiendo
retornar al medio silvestre organismos genéticamente saludables, que se integraran a las poblaciones
naturales sin riesgo de depresion genética.
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1. RESUMEN EJECUTIVO

Muchas de las especies de tortugas dulce acuicolas a nivel mundial estan
amenazadas o en peligro de extincidon, debido a destruccidon o fragmentacién de
su habitat, contaminacion y sobreexplotacion para consumo de su carne, uso
como mascotas o medicina tradicional, de forma tal que la uUnica forma de
asegurar su sobrevivencia es la propagacion de individuos en cautiverio. Por lo
que, las UMA (Unidades de Manejo para la conservacion de Vida Silvestre) son
alternativas viables que permiten la conservacion, reproduccién y propagacién de
especies silvestres. Sin embargo, es importante tomar en cuenta consideraciones
genéticas para mantener la variabilidad genética dentro de las UMAs.

El papel que juega la Genética en la Conservacion es muy importante
principalmente para el manejo organismos en cautiverio, ya que este tipo de
poblaciones son mas susceptibles a presentar depresion consanguinea o
endogamia, que surge como el resultado de apareamientos entre parientes
cercanos, ademas de que los niveles mas bajos de diversidad genética reduciran
la aptitud y la capacidad de adaptacién a largo plazo a las poblaciones naturales.
Por lo que el establecimiento de un manejo genético en UMA de tortugas para las
especies Dermatemys mawii y Trachemys venusta, en el corredor
Mesoamericano, puede ayudar a minimizar los efectos negativos del cautiverio,
permitiendo retornar al medio silvestre organismos genéticamente saludables,
que se integraran a las poblaciones naturales sin riesgo de depresion genética.

En esta investigacion, se tuvo como objetivo principal el establecimiento de un
programa de manejo genético para dos especies de tortugas dulceacuicolas,
Dermatemys mawii y Trachemys venusta, en tres UMAs en el estado de Tabasco,
con la finalidad de garantizar que la diversidad genética de las especies
estudiadas permanezca lo mas cercana posible a la de los organismos de la
misma especie en vida silvestre. Para lo cual determinamos la diversidad y la
estructura genética de los individuos fundadores de Dermatemys mawii en 3
UMAs y Trachemys venusta en una UMA en el Estado de Tabasco, usando
microsatélites. Se comparé la diversidad y estructura genética de Trachemys
venusta y Dermatemys mawii en poblaciones silvestres y cautivas. Asi también
se analizaron las relaciones de parentesco en las poblaciones cautivas para
seleccionar los mejores organismos para el plan de manejo genético.

Para esto se llevd a cabo el muestreo de 185 individuos de Dermatemys mawiii,
117 de las UMAs y 68 de vida silvestre. De Trachemys venusta se muestred un
total de 131 individuos, 86 de las UMAs y 45 de vida silvestre. De todos los
individuos se tomaron muestras de piel de la membrana interdigital de una pata
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trasera, la zona en donde se realizé la toma de muestra se desinfectd para evitar
infecciones posteriores. Las muestras se mantuvieron en frio para evitar la
degradacién del material genético y fueron transportadas al laboratorio de
Gendmica de la Division Académica de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Judrez Auténoma de Tabasco. En donde se extrajo ADN de ellas con el kit DNeasy
Blood and Tissue de QIAGEN. Para la amplificacién del ADN se usaron 10
microsatélites en el caso de Dermatemys mawii y 14 microsatélites para
Trachemys venusta. Los productos de PCR obtenidos fueron visualizados y
fotodocumentados para su analisis posterior y estimar los parametros de
Diversidad y Estructura Genética.

La Diversidad Genética fue estimada por medio del nimero de alelos (Na),
Numero efectivo de alelos (Ng), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad
esperada (He), asi como el nivel de endogamia fueron obtenidos usando del
programa GENALEX 6.502, el contenido de informacién polimérfica (PIC) usando
el programa Cervus 3.0.7. Ademas, el equilibro de Hardy-Weinberg (HWE) por
déficit de heterocigotos, el cual fue obtenido con el programa GENePoOP. El tamafio
efectivo de la poblacion (Ne) usando el programa NEESTIMATOR 2.1.

La Diferenciacién Genética de las poblaciones por lo valores de Fsr, obtenidos por
medio de GENALEX 6.502. El programa STRUCTURE fue usado para determinar los
grupos o clusters de las poblaciones por medio del valor de K. Para obtener los
mejor individuos destinados al manejo genético en las UMAs, se estimaron las
relaciones de parentesco por medio de los programas STORM y ML-RELATED. Para
dar mayor fortaleza a la seleccion de los individuos y evitar endogamia
analizamos las relaciones internas (IR), asi como la homocigosidad por loci (HL).

Los parametros de diversidad genética demuestran que las poblaciones cautivas
presentan diferenciacién genética con las poblaciones silvestres en las dos
especies, asi también las poblaciones de UMAs presentan una mayor diversidad
genética que las silvestres, lo que puede deberse a una disminucién de la
diversidad genética en las poblaciones de vida libre debido a la caza,
fragmentacion del habitat y contaminacion. Debido a los altos indices de
parentesco entre los individuos de las UMAs, se seleccionaron los individuos sin
relacién y baja homocigosidad para iniciar un programa de manejo genético con
fines de reintroduccion de individuos a vida silvestre e incorporacion de alelos
que se hayan perdido en las poblaciones silvestres.

Se proponen a partir de esto las mejores parejas para iniciar un plan de manejo
genético, con menor probabilidad de estar emparentas y disminuir el riesgo de
endogamia en sus descendientes. Sin embargo, debido a que los individuos no
emparentados en las dos especies son pocos; pueden ser insuficientes para
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reproduccion y conservar la diversidad genética en las siguientes generaciones,
ya que las poblaciones pequenas son mas propensas a presentar depresién por
endogamia, asi como a presentar efecto fundador en la que se pierden alelos
representativos de las poblaciones silvestres. Por eso se sugiere en medida de lo
posible la incorporacion de nuevos individuos de vida libre a las UMAs, los cuales
deben de ser genotipificados previamente para conocer su nivel de parentesco.

Asi también se proponen en las dos especies mantener dos lineas diferentes de
los organismos altamente emparentados (FS) y (HS), una linea destinada al
aprovechamiento, asi como a investigacion y una linea destinada a los programas
de reintroduccion a vida silvestre. Sin embargo, es necesario mantener un
programa continuo de evaluacion de los descendientes. Evitando la reproduccion
de generaciones traslapadas (padre-hijos) para evitar apareamientos
relacionados. Asi también se recomienda, para la formacion de las nuevas UMAs
la donacidn de organismos procedentes de una sola generacion como ocurre
actualmente, ya que se iniciarian con organismos altamente relacionados.

Para poder llevar a cabo el programa de manejo genético es necesario hacer
adecuaciones fisicas en las UMAs como la separacion de los grupos destinados a
aprovechamiento y reintroduccién en diferentes estanques.

También proponemos el intercambio de individuos no emparentados entre UMAs,
para favorecer la conectividad en el corredor biolégico Mesoamericano en
Tabasco.

Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad




CONABIO

COMISION NACIONAL PARA EL

CONOCIMIENTO Y USO DE LA BIODIVERSIDAD

2. INTRODUCCION.

Actualmente, el mundo se enfrenta a una mayor y mas rapida pérdida de
biodiversidad (Valiente-Banuet et al. 2015) como resultado principalmente de
actividades antropogénicas, que han provocado cambio climatico, pérdida de
habitat, presencia de especies invasoras, contaminacion y degradacion del
habitat entre otras. Debido a esto los programas de reproduccidén en cautiverio
de especies en algun tipo de riesgo son prioritarias para la conservacion (Miller
et al. 2018). En México se han desarrollado Unidades de manejo para la
conservacion de vida silvestre (UMA) (Valdez et al. 2006; Weber et al. 2006) que
tienen como objetivo favorecer un manejo adecuado y econdmicamente viable
de los recursos de vida silvestre (fauna y flora) con fines de conservacién, rescate
y preservacion (SEMARNAT 1997). Las UMAs tienen un amplio tipo de actividades
como investigacién, recreacidon, educacién ambiental y comercializacién de
subproductos de vida silvestre que estan sujetos a las leyes regulatorias (Valdez
et al. 2006). Ademas, la creacidon de las UMAs ha favorecido el desarrollo de
corredores biolégicos donde las UMAs estan interconectadas con las areas
naturales protegidas, asi como sitos donde se realizan acciones de uso
sustentable de las especies y que permiten mejorar la conservacion de la
biodiversidad. Desafortunadamente, los aspectos genéticos relacionados con la
cria en cautividad son poco considerados en el manejo de la UMA, lo que podria
resultar en el fracaso de estos programas.

Uno de los principales objetivos de los programas de reproduccion en cautiverio
es obtener y mantener una pequena poblacién con niveles elevados de
variabilidad genética (Ballou y Lacy 1995). Generalmente, las poblaciones para
la reproduccion en cautiverio son pequefias y establecidas a partir de unos pocos
organismos fundadores, lo cual puede hacer a estas poblaciones sensibles a
cambios en su estructura y variabilidad genética, como pérdida de la diversidad
genética, depresion endogamica, acumulacién de nuevas mutaciones deletéreas
y adaptacion genética al cautiverio (Williams y Hoffman, 2009).

Sin embargo, consideraciones genéticas como diversidad genética de los
fundadores y su descendencia o relaciones de parentesco, son uno de los
aspectos menos considerados en el establecimiento y manejo de las UMAs. En
México, los estudios genéticos para mejorar el manejo genético de las
poblaciones cautivas son realmente escasos.

Dentro los vertebrados, las tortugas se encuentran entre los grupos mas
amenazados y con mayor numero de especies en algun tipo de riesgo. (Turtle
Conservation Coalition, 2018). En México y particularmente en Tabasco, debido
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a la explotacion sin control para usos comerciales y consumo, aunado a la pérdida
de habitat, muchas especies de tortugas estadn consideradas en algun tipo de
riesgo y estan enlistadas en la Norma Oficial Mexicana, NOM-059-SEMARNAT-
2010 la cual establece la proteccidn del ambiente y especies nativas de flora y
fauna, considerando las siguientes categorias; en peligro de extincidn,
amenazada, bajo proteccidén especial y probablemente extinta en vida libre.

La tortuga hicotea, Trachemys venusta (previamente conocida como T. scripta
venusta (Flores-Villela y Canseco-Marquez, 2004) esta clasificada como “sujeta
a proteccién especial” (SEMARNAT 2010 y la tortuga blanca Dermatemys mawii
esta incluida en la lista roja de especies amenazadas como “criticamente en
peligro de extincidn (Vogt et al. 2006). En México esta especie esta clasificada
como “en peligro de extincidn” y en los Estados Unidos esta enlistada en la ESA
(Diario Oficial de la Federacion, 2010; USFWS, 2016).

Las herramientas moleculares permiten identificar el origen de los individuos cuyo
origen se desconoce (p. Ej., Confiscacidon de mascotas, incautacion de organismos
procedentes de venta ilegal) utilizando, por ejemplo, la asignacidon genética
implementada en el software STRUCTURE, asi como inferir la relacion entre
individuos fundadores cautivos (Miller et al. al. 2018). Para un manejo adecuado
de los programas de reproduccidon en cautiverio, el conocimiento de la relacién
entre los individuos es fundamental para el éxito, ya que permite minimizar el
parentesco promedio y permitir conservar el maximo de la variacién genética
(revision en Miller et al. 2018).

En esta investigacién, la genética de los organismos fundadores de T. venusta en
una de las UMA de Tabasco y en tres UMA para D. mawii fue caracterizada y
comparadas con la de organismos de vida libre, con el propdsito de establecer un
plan de manejo genético eficiente, que asegure los apareamientos entre
organismos sin parentesco, para asi mantener una variabilidad genética
adecuada en los organismos de las UMA y optimizar los programas de
reintroduccién a vida libre, minimizando el riesgo de depresion genética en las
poblaciones receptoras. Considerando esto los objetivos particulares fueron: (1)
Determinar la diversidad genética de los organismos fundadores de una UMA en
Trachemys venusta y la diversidad genética de Dermatemys mawii en tres UMAs
y comparar estas con individuos de vida libre. , (2) Evaluar la estructura genética
intra e inter poblacional considerando UMAs y vida libre (3) Determinar las
relaciones de parentesco entre machos y hembras de las UMAs evaluadas y (4)
Discusién de nuestros resultados y establecimiento de manejo genético y
perspectivas para la conservacion.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Establecer un programa de manejo genético para dos especies de tortugas
dulceacuicolas, Dermatemys mawii y Trachemys venusta, en tres UMAs en el
Estado de Tabasco, con la finalidad de garantizar que la diversidad genética de
las especies estudiadas permanezca lo mas cercana posible a la de los organismos
de la misma especie en vida silvestre.

3.2. Objetivos particulares

e Determinar la variabilidad genética de los individuos fundadores de
Dermatemys mawii en 3 UMAs y Trachemys venusta en una UMA en el
Estado de Tabasco.

e Conocer la variabilidad genética de las poblaciones silvestres de Trachemys
venusta y Dermatemys mawii.

e Establecer la relacion de la diversidad genética entre poblaciones silvestres
y cautivas.

e Plantear estrategias y acciones para aumentar y posteriormente mantener
la diversidad genética de los individuos en cautiverio de las 3 UMAs del
estado de Tabasco.

4. METODOS

4.1. Consideraciones generales para Dermatemys mawii

La tortuga blanca (D. mawii) es la tortuga de agua dulce mas grande de
Mesoamérica, siendo la Unica representante viviente de la familia
Dermatemydidae. Se sabe que los organismos de esta especie son de tamafo
grande, llegando a medir hasta 60 cm de longitud del caparazén y pesar 22 kg
(Zenteno et al. 2001).

El caparazdon es muy ancho y aplanado, compuesto por cinco escudos vertebrales,
cuatro pares costales, 12 pares marginales y un escudo nucal, con dimensiones
de largo total del caparazén que van de 342-480 mm para hembras y 342-450
mm para machos. El color del caparazén puede variar de gris claro a gris olivo,
sus extremidades son fuertes y aplanadas con amplias membranas interdigitales,
su color de piel es gris oscuro, en etapa adulta los machos tienen en la cabeza
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manchas amarillas vermiforme de color amarillo ocre a los lados que forman un
triangulo de las fosas nasales hasta la zona occipital (Moll 1989). En la parte
lateral las hembras presentan un color grisaceo en la cabeza con tonalidades
pardas (Iverson y Mittermeier 1980). Las crias y jovenes presentan una quilla
media en el caparazon que usualmente desaparece con la edad. (Juarez 2008;
Zenteno 2001).

4.1.1. Distribucion geografica de D. mawii

Esta especie se distribuye en el sureste mexicano en los estados de Veracruz,
Chiapas, Oaxaca, Tabasco y al sur de la Peninsula de Yucatan llegando a los
paises de Guatemala y Belice (Calderén-Mandujano 2008).

4.1.2. Estado de Conservacion de D. mawii

Dermatemys mawii es la especie con mayor riesgo de desaparecer en México. A
nivel mundial, esta tortuga se ubica dentro del top 25 de las tortugas dulce
acuicolas y terrestres mas amenazadas del mundo (Turtle Conservation Coalition
2018); A nivel internacional, la IUCN la tiene en estatus de peligro critico y la
CITES la ubica en la categoria II de aprovechamiento. En México, la Nom-59-
semarnat-2010 la categoriza como especie en peligro de extincién y la CONABIO
la considera como especie prioritaria para su conservacién (Macip-Rios et al.
2015).

El motivo que ha llevado a la reduccidon de las poblaciones en la tortuga blanca,
son la caza excesiva, debido a que su carne es muy apreciada para consumo
humano, asi como la fragmentacion y deterioro de su habitat por parte de
actividades humanas. El perder a la tortuga blanca, no solo representa perder
una especie, sino también a toda una familia, debido a que esta tortuga es la
ultima especie de la familia Dermatemydidae.
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4.2. Consideraciones generales para Trachemys venusta

La tortuga hicotea (T. venusta) es una especie grande, alcanza una longitud de
caparazon de 40 cm. El carapacho es eliptico, arqueado o aplanado; con 11 0 12
escudos marginales a cada lado. El plastron presenta 12 escudos; el puente es
de naturaleza ésea. Poseen de 4 a 5 dedos con membranas interdigitales (Lee,
1996).

La region ventral de los escudos marginales, al igual que los dorsales, presentan
ocelos tanto en la parte anterior como en la posterior. El plastron es escotado en
la region posterior, la ornamentacién plastral es una figura elipsoidal simétrica
con doble contorno. La cabeza tiene un morro obtuso, se caracteriza por ser de
color pardo olivaceo o pardo oscuro, con lineas amarrillas que parten del morro.
La coloracion del carapacho es olivo oscuro con lineas irregulares de color amarillo
y naranja y algunas veces negras. En las extremidades anteriores y posteriores
poseen lineas negras y amarillas. Los machos poseen ufias largas en las
extremidades anteriores y la cola mas alargada y gruesa que las hembras. Las
hembras son mas grandes que los machos, llegando a pesar hasta 3.5 kg.
(Zenteno, 1993).

4.2.1. Distribucion geografica de T. venusta

Esta especie es de amplia distribucion en México, principalmente en las vertientes
del Pacifico y del Golfo de México. Se encuentra reportada para los estados de la
Peninsula de Baja California; Chihuahua, Coahuila, Sonora, Sinaloa, Tamaulipas,
Nuevo Ledn, San Luis Potosi, Durango, Nayarit, Michoacan, Jalisco, Guerrero,
Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Campeche, Quintana Roo y Yucatan. (Lee,
1996).

Trachemys venusta, descrita por Gray en 1856, se considera endémica del
sureste de México y América Central. Anteriormente Trachemys venusta era
considerada como una subespecie de Trachemys scripta, pero en el 2004 cambia
a categoria de especie (Flores-Villela y Canseco-Marquez 2004).
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4.2.2. Estado de conservacion de T. venusta

En la Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 se ubica en Proteccién
especial (Pr), y la IUCN la ubica en la categoria de Preocupacion menor (LC); sin
embargo, la importancia econdmica que representa esta especie debido a su facil
crianza en cautiverio, la convierte en una especie ideal para implementar
programas de manejo genético enfocados a la explotacion comercial de manera
sustentable.
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4.3. MUESTREO

Tabla 1. Namero de individuos capturados por UMA y poblacion silvestre
para la especie Dermatemys mawii

Dermatemys mawii
UMA Poblacion silvestre
Estado : . Laguna | Total de
EncaLr?tada de CEEE.’?‘ Tabasquillo MezIZ:'aola a el individuos
Tabasco P Chochal
_Total de e 28 | 22 37 8 23 185
individuos

Tabla 2. Nimero de individuos capturados por UMA y poblacion
silvestre para la especie Trachemys venusta

Trachemys venusta
UMA Poblacidn silvestre
Estado de | Bosque de La R/A Miguel Total de
Tabasco Saloya Venta Hidalgo individuos
el el 86 12 29 4 131
individuos
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Mapa 1. Ubicacion de los sitios de muestreo
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4.3.1. Muestreo de Dermatemys mawii.

4.3.1.1.Descripcion de los sitios de muestreo

4.3.1.1.1. UMAS

0 162,500 325,000 650,000 975,000 1,300,000

Meters

Mapa 2. Ubicacion de la UMA "La Encantada”
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Se tomaron muestras de piel de tres diferentes UMAs de Tortuga:

La UMA “La Encantada”, localizada en Jalpa de Méndez, a 3 km de la cabecera
municipal y 27.5 km de Villahermosa, Tabasco, con coordenadas (UTM): X:
494921.00 Y: 2027359.00 (Mapa. 1 y 2). Esta UMA fue creada en 2002 y
representa la segunda UMA en tamano de tortugas dulceacuicolas en Tabasco.
Tiene como objetivo principal la reproduccién de dos especies de tortugas
dulceacuicolas D. mawii y T. venusta, ademas de conservacién y comercializacion
de estas. Los individuos fundadores de D. mawii provienen de vida libre (sitios
diferentes), asi también con organismos donados por la UMA del estado de
Tabasco.

Figura 1. Extraccion de los Figura 2. Resguardo de individuos
individuos reproductores Yy de Trachemys venusta en tinas
fundadores de la especie para su posterior toma de
Trachemys venusta utilizando la muestra biolégica

técnica conocida como “arrastre”

con el uso de una red de pesca

tipo trasmallo

La UMA de tortugas del estado de Tabasco, esta UMA esta localizada en Nacajuca,
Tabasco. Fue creada en 1978, sus objetivos son la reproduccidn, investigacién,
educacion y conservacion de siete especies de tortugas dulceacuicolas
(incluyendo D. mawii y T. venusta). Otro objetivo importante es que esta UMA es
la encargada de la donacion de pies de cria que servirdn como organismos
fundadores de las nuevas UMAs. Esta UMA tiene la poblacion cautiva mas grande
de D. mawii en México (> 800 individuos reportados en 2006) (Rangel-Mendoza,
Weber, Zenteno-Ruiz, Ldépez-Luna, & Barba-Macias, 2009). Los individuos
fundadores D. mawii provienen de vida libre, fueron capturadas como adultos en
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el rio Salinas, cercano a la frontera con Guatemala. (Vogt, Comunicacién
personal).

Figura 3. Liberacién de organismos Figura 4. Resguardo de individuos
de Trachemys venusta a sus Y marcaje de Trachemys venusta
estanques

La UMA de la Universidad Judrez Auténoma de Tabasco, localizada en
Villahermosa, Tabasco. Esta UMA fue creada in 2011, tiene como objetivos la
reproduccion, investigacidn y conservacion de tortugas dulceacuicolas nativas.
Esta UMA estd dedicada a la cria de T. venusta y D. mawii. Los organismos
fundadores de D. mawii provienen de la UMA de tortugas del estado de Tabasco,
asi como organismo silvestres decomisados y donados por la PROFEPA para
enriquecer el pie de cria. En la Tabla 1 se puede observar la cantidad de individuos
de D. mawii capturados en las UMAs.
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Figura 5. Extraccion de Ilos Figura 6. Tortuga Dermatemys
individuos reproductores Yy mawii

fundadores de la especie

Dermatemys mawii utilizando

trampas de aros.
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4.3.1.1.2. Poblaciones de vida libre.

Las muestras de los organismos silvestres para esta investigacion fueron
colectadas de tres localidades: (1) Arroyo Tabasquillo, el cual estd ubicado en el
municipio de Centla, Tabasco (18°24'0”N, -92°39°0”0). La cuenca del arroyo
Tabasquillo se localiza dentro de la zona de amortiguamiento, de la Reserva de
la Biosfera Pantanos de Centla. Este arroyo es un afluente importante del sistema
del delta Grijalva-Usumacinta, ya que su fuerte caudal alimenta al rio Grijalva
todo el afo. (2) Laguna del Chochal, esta es una laguna de agua dulce localizada
en el municipio de Jonuta, Tabasco (18°26'44"'N,-92°16'30”0), también se
encuentra dentro de la zona de amortiguamiento de la Reserva de la Biosfera
Pantanos de Centla, esta laguna estda permanentemente inundada por agua de
lluvia y se encuentra unida al rio Usumacinta y (3) rio Mezcalapa, localizado en
Huimanguillo, Tabasco (18°36’'0"N-92°39'0”0), el cual es un sistema lotico y es
un gran cuerpo de agua que es parte del sistema de drenaje del rio Grijalva. En
el proyecto inicial teniamos previsto muestrear el area de Bitzales, sin embargo,
el muestreo en esta zona no fue posible debido a que esta area se ha convertido
en un area conflictiva debido al aumento de la inseguridad en el estado y las
personas de estas localidades desconfian de las personas “desconocidas” y no
permiten facilmente el acceso. Aunado a esto el primer afio del proyecto era
imposible acceder a la zona porque los accesos estaban inundados,
posteriormente se intentd un acercamiento con las personas del lugar con el
apoyo del M.C. Darwin Jiménez, del grupo de investigacidon del Dr. Ledn David
Olivera que ha trabajado en esa zona, pero la respuesta fue negativa y este afo
se presentd mortalidad de manaties y la desconfianza fue mayor. Sin embargo,
consideramos que se tiene un numero alto de muestras silvestres de D. mawii
que dan un resultado confiable en cuanto a la diversidad y la estructura genética
de las poblaciones de vida libre, por lo que no haber muestreado en esta zona no
repercute en los resultados obtenidos. En la Tabla 1 se puede observar el nUmero
de individuos de D. mawii capturados en vida libre.
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4.3.1.2.Captura de Organismos de Dermatemys mawii
4.3.1.2.1. Muestreo y captura de poblaciones en cautiverio

(UMA)de Dermatemys mawii

Para la captura de los organismos de Dermatemys mawii en la UMA “La
encantada” se utilizé una red de trasmallo (redes tortugueras) de 30 m de
longitud. Se realizaron 2 arrastres para la captura de los organismos. El
procedimiento de los arrastres consistié en ir cubriendo la totalidad del estanque
con la red de trasmallo, para acorralar a los organismos jalando la red hacia uno
de los extremos del estanque, los individuos se colectaron de forma manual,
colocandose durante el muestreo en tinas de plastico de 700 L con agua
aproximadamente hasta 1/3 de la tina para evitar el estrés de los organismos
durante el manejo.

Para el muestreo que llevamos a cabo en la UMA del estado de Tabasco en el
municipio de Nacajuca, el arrastre fue realizado por personal de la UMA con el
método descrito anteriormente.

En el inicio en este proyecto se considerd la UMA Teapan para el muestreo de D.
mawii, sin embargo, ésta UMA dejoé de funcionar en el mes de enero del 2017.
Como se expreso en el segundo informe fue sustituida en el proyecto por la UMA
del Centro de Investigacién para la Conservacion de Especies Amenazadas
(CICEA) con clave INE/CITES/DFYFS-CR-IN-0023-TAB/99 y NUmero de Registro
Ambiental UJASY2700411, propiedad de la Divisién Académica de Ciencias
Bioldgicas (DACBiol) de la Universidad Judarez Auténoma de Tabasco (UJAT),
ubicada en el Km. 0.5 Carretera Villahermosa - Cardenas, entronque a Bosques
de Saloya, municipio de Nacajuca, Tabasco (Mapa 3).

El muestreo en esta UMA se llevd a cabo de la misma forma que en la UMA “La
Encantada”, usando una red de trasmallo y posteriormente realizando un arrastre
para dirigir los organismos hacia un extremo del estanque. Posteriormente los
organismos se capturaron de forma manual y durante el muestreo se colocaron
en tinas de 700 L con agua.
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Mapa 3. Ubicacion de la UMA CICEA

4.3.1.2.2. Muestreo y captura de individuos silvestres de D.

mawii.

Para la captura de los organismos de vida silvestre se emplearon redes de
trasmallo, colecta manual y trampas de desvid acuatico tipo “Fike-net” (Vogt,
1990). Las trampas fike-net consisten en dos trampas en cada extremo tipo nasa
(dos embudos que actuan como trampa evitando que las tortugas que entren
vuelvan a salir, conectadas a una red o trasmallo de 20 m de largo y una altura
de 1.50 m (Guzman-Juarez, 2006). Las trampas fueron colocadas dentro del agua
durante 8 dias (dia y noche, con revisiones cada 4 horas) a distancias minimas
de 50 m y hasta 200 m. Las trampas se ataron a ramas de arboles cercanos a
las orillas del cuerpo de agua de tal manera que parte de los embudos queden
fuera del agua y actlen como respiradero para evitar que los organismos
capturados se ahoguen. Se utilizaron redes tortugueras entre 1.8 m a 1.5 m de
diametro (Guzman-Juarez, 2006).

A los organismos capturados se les tomd muestra de tejido las cuales fueron
preservados en buffer de conservacién de piel (Gonzdlez-Porter et al, 2013), vy
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posteriormente se conservaron a -80 °C. Para evitar muestrear mas de una vez
al mismo individuo, cada tortuga fue marcada utilizando un sistema de muescas
rectangulares permanentes (precodificadas) en el caparazon (Cagle, 1950,
Plummer 1979). Este sistema consiste en asignar un valor numérico a los escudos
marginales del caparazon. Las muescas se realizaron utilizando una segueta en
la parte media de los escudos marginales, fisurando hasta las dos terceras partes
del escudo en posicidon perpendicular al borde del caparazéon. Terminado el
marcaje y toma de muestra de los organismos, estos fueron liberados a una
distancia de 10 m de su lugar de captura. Para evitar contaminacién por fauna
nociva, las trampas antes de ser utilizadas en cada muestreo revisadas y lavadas
para desinfectarlas. Finalizado el lavado de las trampas, eran expuesta al sol para
que se secaran. Este mismo procedimiento fue empleado al finalizar cada
muestreo, donde se retiraba cualquier fauna nociva que pudiera haber quedado
en la trampa (Guzman-Juarez, 2006).

4.3.1.2.2.1. Captura y toma de datos morfométricos de D.

mawii

Para la toma de datos morfométricos de los individuos capturados en las UMAs,
los individuos se colocaron en tinas con agua para evitar su deshidratacién.
Posteriormente, el individuo era colocado en una mesa previamente desinfectada
y se utilizaron una balanza de resorte de 20 kg y una cinta métrica de 1 metro
para tomar las siguientes medidas fisicas: peso; largo de caparazén; ancho de
caparazon; largo de plastron y ancho de plastron. Las unidades para el peso
fueron en gramos y las unidades de largo y ancho fueron en milimetros. Para los
individuos capturados también registraron los datos de sexo y la edad, asi como
observaciones, como si los animales presentaban lesiones, deformidades o la
presencia de parasitos. Todos los datos se anotaron en una boleta de campo
previamente elaborada.

Para la toma de datos morfométricos de los individuos capturados en vida libre,
los individuos se colocaron en tinas con agua para evitar su deshidratacién y la
toma de datos se realizé en la lancha o en las orillas de los cuerpos de agua. La
toma de datos se realizd utilizando una balanza de resorte de 20 kg y una cinta
métrica de 1 metro para tomar las siguientes medidas fisicas: peso; largo de
caparazén; ancho de caparazon; largo de plastron y ancho de plastréon. Las
unidades para el peso fueron en gramos y las unidades de largo y ancho fueron
en milimetros. A los individuos capturados se les tomé el dato de edad probable
y sexo, asi como observaciones del estado de salud por ejemplo si los animales
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presentaban lesiones o parasitos. Todos los datos se anotaron en una boleta de
campo previamente elaborada.

4.3.1.2.2.2. Toma de Muestras de Tejido para D. mawii

Para la obtencién de las muestras se inmovilizé al animal, el sitio de toma de
muestra se limpié con etanol al 70%. Para la obtencién de la muestra de piel se
cortd aproximadamente 1 cm? de la membrana interdigital inferior con ayuda de
una tijera pequefa previamente desinfectada con alcohol al 70%. En el sitio
donde se retird la muestra se aplicé una solucidn desinfectante y cicatrizante (con
base de yodo o azul de metileno) colocando al organismo en un recipiente sin
agua hasta que la solucion se secd. Posteriormente se aplic6é una pomada
antimicrobiana (FURACINE®). Untandose sobre la herida con una gasa. Los
individuos se observaron por dos horas para confirmar que la herida cerrara antes
de ser liberados en el estanque. La talla de los individuos permitié obtener la
cantidad suficiente piel, por lo que no fue necesario realizar muestreo de los
caparazones. Las muestras colectadas fueron preservadas en una solucién
tampon para tejido (Mix de solucion buffer), la cual fue preparada a base de NaCl
saturado; 250 mM EDTA (pH 7.5) y 20% DMSO (Amos y Hoelzel 1991; Proebstel
et al. 1993) para su posterior extraccién de ADN.
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4.3.2. Muestreo de los organismos pertenecientes a Trachemys
venusta
4.3.2.1.Descripcion de los sitios de muestreo para Trachemys

venusta

0 195,000 390,000 780,000 1,170,000 1,560,000

| I T I\ cters

Mapa 4. Mapa de ubicacion de la UMA del estado de Tabasco
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4.3.2.1.1. Muestreo y captura de poblaciones en cautiverio
(UMA).de T. venusta

El muestreo realizado comprende la UMA del estado de Tabasco, ubicada en
el municipio de Nacajuca, en la comunidad de Tuctd a 25 km de Villahermosa,
Tabasco, con coordenadas (UTM): X: 498741.89 Y: 2010135.23 (Mapa. 4).

Esta UMA estd localizada en el estado de Tabasco (municipalidad de Nacajuca;
18°11'23""N - 92°59'37""W) y fue creada en 1978. Esta dedicada a la reproduccién
de siete especies de tortugas dulceacuicolas: Dermatemys mawii Gray 1947
(Testudines, Dermatemydidae), Chelydra serpentine L. 1758 (Testudines,
Chelytridae),  Staurotypus triporcatus Wiegmann 1828 (Testudines,
Kinosternidae), Trachemys venusta Gray 1856 (Testudines, Emydidae),
Rhinoclemys aerolata Duméril & Bibron 1851 (Testudines, Geoemydidae),
Claudius angustatus Cope 1865 (Testudines, Kinosternidae), Kinosternon
leucostomum Duméril & Bibron 1851 (Testudines, Kinosternidae) con el propésito
de conservacion, investigacion y también para destinar los descendientes como
a otras UMA.

Para el muestreo de T. venusta se disefid un muestreo al azar usando tabla de
numeros aleatorios. Sin embargo, dias antes de realizar la captura se llevd a cabo
un delito de robo de organismos de esta especie en la UMA del estado de Tabasco.
(Noticia en anexo). Por lo que el personal responsable de la UMA realiz6 un
inventario de organismos, por medio de arrastre y retirarlos del estanque
temporalmente, lo que nos dio la oportunidad de muestrear el 100% de los
organismos fundadores (86, 73 hembras y 13 machos), ademas de 20
organismos reproductores nacidos en cautiverio. En el primer informe se reporto
que se muestrearon 106 individuos lo cual es correcto, pero al verificar el marcaje
con el cual estdn registrados estos organismos en la UMA (nicamente 86
correspondian a los individuos fundadores y fueron los organismos utilizados para
este estudio. Los 20 organismos restantes corresponden a individuos nacidos en
la UMA y solo se le extrajo su ADN el cual fue conservado a -80°C para que
puedan ser utilizados en estudios posteriores, pero en el presente trabajé el ADN
de estos organismos no fue amplificado., existié un error al momento de verificar
el marcaje por lo que inicialmente se muestrearon, sin embargo, ya que los
individuos fundadores son los de importancia para este estudio, En la Tabla 2 se
observa el nimero de individuos fundadores de T. venusta de la UMA del estado
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de Tabasco. Su ADN fue extraido y conservado a -80 °C, para que pueda ser
utilizado en investigaciones futuras, sin embargo este no fue amplificado.
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4.3.2.1.2. Muestreo y captura de individuos silvestres de T.

venusta.

El muestreo de organismos silvestres de T. venusta fue dificil y poco fructifero en
un inicio, debido principalmente a que tuvimos que respetar los tiempos de
apareamiento que ocurren de los meses de diciembre a febrero y el periodo de
anidacion gque se lleva a cabo de febrero a junio (Zenteno y Bouchot 2001). Con
lo cual los meses en los que podiamos realizar el muestreo eran limitados y este
periodo coincide con la temporada de lluvias lo que complicé mucho el muestreo.

Considerando lo anterior y a que la necesidad de contar con organismos de vida
libre en este proyecto se debia principalmente a poder comparar los valores de
diversidad genética con los de los organismos fundadores de la UMA y poder
realizar un adecuado manejo genético; se toméd la decision de muestrear para
ampliar el tamano de muestra y capturar tortugas que provienen de vida libre
producto de decomisos. De tal manera, se colecto tejido de 29 organismos que
son mantenidos en el parque museo La Venta. Este sito esta localizado en el
municipio de Centro Tabasco (18°00’02”N - 92°56’08”0). También se colectaron
4 individuos capturados en la localidad de Miguel Hidalgo, en el municipio de
Centla Tabasco (18°20’00”N-92°30'00"0) y 12 individuos de la comunidad de
Bosques de Saloya (18°11°22.85”"N - 92°58’39.37”0). En total o se obtuvieron
45 organismos de vida libre (32 hembras y 13 machos). En la Tabla 2 se observa
el numero de individuos capturados de T. venusta en vida libre por poblacién.

4.3.2.1.2.1. Captura y toma de datos morfométricos de T.

venusta

La capturar los individuos de T. venusta en la UMA fue realizada por el personal
de la UMA debido a que en dias anteriores a la fecha de nuestro muestreo se
reportd un robo de tortugas en la UMA. Debido a ese acontecimiento el personal
de la UMA del estado de Tabasco realizé un inventario y para la captura los
individuos, ellos utilizaron redes de trasmallo, las cuales se colocaron a lo ancho
del estanque donde se encontraban los indviduos reproductores, evitando dejar
espacios entre el fondo y la linea final del trasmallo con la finalidad de evitar que
las tortugas pudieran escapar. Luego el personal procedio a arrastrar a travez del
estanque de manera longidtudinal y de manera paulatina la red de trasmallo, lo
que permitia que las tortugas quedaran atrapadas en las redes. Los individuos
una vez capturados eran colocados en tinas con aguas para evitar su
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deshidratacion. Posteriormente, el individuo era colocado en una mesa
previamente desinfectada y se utilizaron una balanza de resorte de 10 kg y una
cinta métrica de 1 metro para tomar las siguientes medidas fisicas: peso; largo
de caparazon; ancho de caparazon; largo de plastron y ancho de plastrén. El peso
fue registrado en gramos (g) y las medidas del largo y ancho del caparazon y
plastron fueron registrados en milimetros (mm). A los individuos capturados
también se tomaron datos del sexo y edad, asi como si los animales presentaban
lesiones o parasitos. Todos los datos se anotaron en una boleta de campo
previamente elaborada.

Para capturar los individuos de T. venusta en vida libre de Bosques de Saloya y
Miguel Hidalgo, se utilizaron redes de Fike net, se colocaron a lo ancho del cuerpo
de agua en lugares poco profundos que permitieran ser colgadas. La ubicacién
las redes fueron sitios con poca corriente de agua como lagunas y remesos de
rios. Las trampas fueron revisadas periodicamente cada hora durante un lapso
de 24 horas para evitar que las tortugas se ahogaran o lastimaran. Una vez
capturadas las tortugas, se llevaban a las orillas de los cuerpos de agua o
colocadas en tinas que se transportaban en la misma lancha para la toma de
datos morfometricos. La toma de datos se realizd utilizando una balanza de
resorte de 10 kg y una cinta métrica de 1 metro para tomar las siguientes
medidas fisicas: peso; largo de caparazon; ancho de caparazén; largo de plastron
y ancho de plastron. El peso fue registrado en gramos (g) y las medidas del largo
y ancho del caparazén y plastréon fueron registrados en milimetros (mm). A los
individuos capturados también se tomaron los datos de sexo y la edad probable,
asi como si los animales presentaban lesiones o parasitos. Todos los datos se
anotaron en una boleta de campo previamente elaborada. Para realizar la captura
de los individuos de Tabasquillo (Parque museo La venta), esos eran tomados
manualmente ya que se encontraban en piletas de agua en una zona apartada
del pargue (para no mezclarse con otros individuos), estos individuos también se
colocaron en tinas para proceder a hacerle la toma de medidas morfométricas y
toma de muestras.
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4.3.2.1.2.2. Toma de Muestras de Tejido de Trachemys

venusta

Al igual que la metodologia descrita para D. mawii, para la obtencion de las
muestras se inmovilizé al animal, el sitio de toma de muestra se limpid con etanol
al 70%. Para la obtencion de la muestra de piel se cortd aproximadamente 1 cm?
de la membrana interdigital inferior con ayuda de una tijera pequefa previamente
desinfectada con alcohol al 70%. En el sitio donde se retiré la muestra se aplicé
una solucién desinfectante y cicatrizante (con base de yodo o azul de metileno)
colocando al organismo en un recipiente sin agua hasta que la solucidn seco.
Posteriormente se aplico una pomada antimicrobiana (FURACINE®). Untandose
sobre la herida con una gasa. Los individuos se observaron por dos horas para
confirmar que la herida cerrara antes de ser liberados en el estanque. La talla de
los organismos permitié obtener una cantidad adecuada de tejido, por lo que no
fue necesario llevar a cabo el muestreo de los caparazones. Las muestras
colectadas fueron preservadas en una solucion tampdn para tejido (Mix de
solucion buffer), la cual fue preparada a base de NaCl saturado; 250 mM EDTA
(pH 7.5) y 20% DMSO (Amos y Hoelzel 1991; Proebstel et al. 1993) para su
posterior extraccién de ADN.

4.4, Extraccion de ADN Genémico de D. mawii y T. venusta

Para la extraccion de ADN a partir de tejido de D. mawii y T. venusta se probaron
tres métodos reportados como eficientes para la obtencién de ADN en tejido. El
motivo por el que probamos tres métodos diferentes de extraccién de ADN se
debe a que en nuestra experiencia en la realizacidon de estudios previos usamos
el método de lisis celular, el cual ha sido él mas es eficiente y reproducible. Sin
embargo, era necesario evaluar si a partir de otra metodologia se podia obtener
ADN en mayor cantidad y calidad. Por lo que, ademas del método de lisis se
evaluaron los métodos de resina de intercambio idnico de Chelex y el DNeasy
Blood and Tissue kit (QIAGEN) (Valencia CA USA), los cuales son reportados en
la literatura como ideales para muestras de piel.
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4.4.1. Método 1. Extraccion de ADN mediante el protocolo de
Resina de Chelex100 (Walsh et al. 1991, HwangBo et al. 2010)

para D. mawiiy T. venusta

Para este método se usaron 2 mg de piel con 500pul de solucién de Chelex100 al
10%. Para romper la pared celular y extraer en contenido celular, las muestras
previamente cortadas en fragmentos pequenos a los que se les adiciond 1 ml de
resina de Chelex, se incubaron a 95°C por 30 min. A continuacidn, se agitaron
con vortex por 10s, y posteriormente triturando con la ayuda de un micropistilo
de policarbonato; las muestras se incubaron nuevamente en bafio maria a 95°C
para completar la lisis celular. Seguido de una centrifugacién durante 15 minutos
a 13,000 RPM para precipitar restos celulares y proteinas. El sobrenadante se
transfirid a un tubo nuevo y limpio, este sobrenadante contiene el ADN. Este fue
cuantificado en un Nanodrop ONE C. Para verificar la calidad (presencia de ARN,
proteinas o contaminantes) las muestras se sometieron a electroforesis
sumergida en gel de agarosa al 2.5% con un diferencial de voltaje de 80.

4.4.2, Método 2. Extraccion de ADN con el DNeasy Blood and
Tissue kit (QIAGEN) (Valencia CA USA) para Dermatemys mawii

Para este método se utilizd 1 mg del tejido, el cual se dividié en pequefios
fragmentos con una navaja de bisturi. A continuacién, se agregaron 180 pul de
Buffer ATL (buffer para lisis de tejido animal) y 20 pl de proteinasa K, a cada
muestra. Posteriormente las muestras fueron incubadas a 56°C durante 105 min.
Terminado el tiempo de incubacidn las muestras se agitaron por medio de voértex
por 15 s. Inmediatamente se les adicion6 200 pl de Buffer AL como buffer de lisis
y 200 pl de etanol absoluto. La mezcla producida se colocd en una DNeasy spin
column con un tubo colector de 2 ml. centrifugando durante 1 min a 8,000 RPM,
durante este proceso el ADN se adhiere a la columna por intercambio i6nico. La
columna se colocd en un tubo nuevo. Agregando 500 pl de buffer AW1, con la
finalidad de desnaturalizar las proteinas que pasan por la columna durante la
centrifugacién por 1 min a 8,000 RPM. Descartamos la solucidn del tubo colector
y la columna se colocd en un nuevo tubo colector. Se le adicionaron 500 pl de
buffer AW2 para remover sales que puedan interferir posteriormente con la
amplificacion del ADN. Después de centrifugar por 3 min a 13,000 RPM se
adicionaron 100 ul de buffer AE para diluir el ADN. Al igual que el método anterior,
el ADN se cuantifico en un Nanodrop ONE C. Para verificar la calidad (presencia
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de ARN, proteinas o contaminantes) las muestras se sometieron a electroforesis
sumergida en gel de agarosa al 1 % con un diferencial de voltaje de 80.

4.4.3. Método 3. Extraccion de ADN con lisis celular/fenol-

cloroformo-alcohol para Dermatemys mawii

Este método de extraccion se realiza en un periodo de 3 dias. A continuacion, se
describe la metodologia: Se usé 1 mg de tejido de muestra colocando ésta en un
tubo de microcentrifuga de 1.5 pL, se agregd a cada tubo 360 pL de EDTA 0.5M
(pH8.0); 19 ul de SDS al 10%; 25 pyL de Tris-HCL 0.1M (pH8.0) y 25 uL de
Proteinasa K 10 mg/mL, agitando con vértex durante 20 seg. Seguido de una
incubacién de 12 a 18 h. a 55°C. Posteriormente a cada tubo se le agregara 2.2
ML de RNAsa a una concentracién de 10 mg/mL, incubando durante una hora a
37 °C. Seguido de una adicion de 400 pL de acetato de amonio y agitando con
vortex 20 segundos, y una centrifugacion 14,000 RPM a 4 °C. Se retiré el
sobrenadante y éste se colocé en un tubo limpio que contenia 900 pL de alcohol
puro frio y se dejo precipitar a -20°C durante 48 horas. Posteriormente se
centrifugaron por 6 minutos a 14,000 RPM retirando el sobrenadante con cuidado
para no perder el precipitado de ADN, afiadiendo 125 pL de etanol al 80 %, para
lavar el precipitado, seguido de una centrifugacion a 14,000 RPM por 10 min. El
etanol se elimind por decantacién y posteriormente se adiciond 111.2 uL de fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico. Se retird el sobrenadante y se colocé en tubos
limpios. A continuacién, se adicionaron 11.2 pyL de acetato de sodio mas 280 pL
de alcohol absoluto frio y mezclando por inversién. Las muestras se dejaron
precipitar a -20°C durante 12h. Seguido de un centrifugado por 10 min a 14,000
RPM. Se elimind el alcohol y al precipitado resultante se le agregé 100 pL de
etanol al 80% para resuspender el precipitado de ADN. Las muestras se
centrifugaron durante 5 minutos a 14,000 RPM, eliminando el etanol, para
acelerar este proceso se colocaron los tubos abiertos en estufa a 37°C por 24 h.
Una vez transcurrido este tiempo, el ADN se disolvié con agua ultrapura estéril.

4.5, Prueba de Amplificacion de ADN, por medio de Reaccion en

Cadena de la Polimerasa (PCR) para D. mawii y T. venusta

Para verificar el aspecto mas importante del ADN extraido que es la amplificacién
por medio PCR, se realizd una prueba de amplificacién de ADN, mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para verificar que el ADN extraido no
tiene inhibidores de la PCR. Para esta amplificacion seleccionamos el microsatélite
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Dm3A-13, ya que este loci se encuentra en las dos especies evaluadas; usando
la HotStarTaqg® Master Mix Kit (QUIAGEN). Las amplificaciones fueron realizadas
en un termociclador marca Bio-Rad T100 mediante las siguientes caracteristicas
de amplificacion: 94 °C por 7 min, seguidos de 45 ciclos, que constaron de una
desnaturalizacion a 92 °C por 1 min, un periodo de alineamiento a 50 °C, una
extensiéon de 72 °C por 1 min, seguidos de una extensién final por 7 min, el
volumen usado fue de 20 pl.

Después de varios aspectos en los tres métodos evaluados, como calidad,
cantidad de ADN, reproducibilidad, tiempo de extraccién, y especialmente
resultados en las pruebas preliminares de amplificares; se seleccion6 el método
DNeasy Blood and Tissue kit (QIAGEN) (Valencia CA USA) para la extraccion de
ADN.

4.6. Cuantificacion de ADN (Nanodrop)

El de ADN extraido con DNeasy Blood and Tissue kit (QIAGEN), fue cuantificado
en un Nanodrop ONE C. (Thermo ScientificTM NanoDropTM One)
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4.7. Amplificacion de ADN Genomico por medio de la reaccion en

cadena de la polimerasa (PCR)

4.7.1. Amplificacion de ADN para D. mawii

El ADN de D. mawii fue amplificado usando 10 loci microsatélites (T40OLIGOS)
(Tabla 5) previamente descritos como polimoérficos para la especie Dermatemys
mawii (Gonzalez-Porter et al. 2013). Los primers o loci de microsatélites fueron
fabricados por la empresa T4 Oligo, que para su conservacidn los envia
liofilizados, por lo que antes de ser usados fueron disueltos con agua ultrapura
libre de nucleasas (Invitrogen) hasta obtener una cantidad de 100 pym/ul. Las
reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 22 ul, conteniendo:
100 ng del ADN molde, 15 pl de Platinum PCR® SuperMix (22 U/ml t Tag DNA
polimerasa con el anticuerpo Platinum®, 22 mM Tris-HCI pH 8.4, 55 mM KClI,
1.65 mM MgClz, 220 mM dGTP, 220 mM dATP, 220 mM dTTP, 220 mM dCTP, y
estabilizadores; Invitrogen), y 200 nM de cada oligonucledtido o iniciador. Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes: para el locus Dm3A-72, una
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 7 min, seguido de una desnaturalizacién a
94 °C por 40 s, anillamiento 64 °C por 40 s, extension at 72 °C por 45 s durante
a 38 ciclos y una extensién final a 72 °C por 7 min. Las condiciones de
amplificaciéon para los otros primers fueron las siguientes: desnaturalizacién
inicial @ 94 °C por 7 min, desnaturalizacion a 92 °C por 1 min, anillamiento at
50-65 °C por 1 min dependiendo del primer utilizado (Tabla en anexos), por 45
ciclos y una extension final a 72 °C durante 1 min. Todas las amplificaciones se
llevaron a cabo en un termociclador T100 de (Biorad). Los productos de PCR se
analizaron por electroforesis sumergida usando Agarosa de alta resolucién al 3.4
% (UltraPureTM Agarose-1000, Invitrogen) (Roubos, Moustakas, &
Aravanopoulos, 2010), tefidos son bromuro de etidio, a 70 V por 2 h, usando
como marcador ladder DNA de (BioRad). Los geles fueron fotodocumentados
usando un Molecular Imager® Gel Doc TM (Bio-Rad), y los fragmentos
amplificados fueron analizados usando el analizador de imagenes Bio-Vison
software (Vilber, US).
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4.7.2. Amplificacion del ADN de T. venusta

n

Para la amplificaciéon del ADN de T. venusta, se usaron un total de 14 “primers
microsatélites, 13 de ellos descritos previamente como polimodrficos para el
género Trachemys (Simison et al., 2013), y uno (TSC-108) fue disefiado para
esta investigacion usando el programa Primer3 (Rozen y Skaletsky, 2000), a
partir de la regidon microsatélite del mismo nombre reportada en el GeneBank
https://www.ncbi.nlm.nih.gov. La reaccion de PCR fue llevada a cabo en un
volumen final de  20ul, conteniendo: 20 ng de ADN, 2 pl de agua ultrapura
(INVITROGEN), 100 pM de primer forward, 100 pM de primer reverse, 15 ul de
HotStarTag ® Master Mix Kit (QUIAGEN) (la cual contiene 5 U/ul de polimerasa,
20 mM de TRIS-CI, 100 mM de KCI, 0.1 mM EDTA y 400 uM de dNTPs). Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador T100 de Bio. Rad con las
siguientes condiciones de amplificacion: 94°C por 7min, seguidos de 45 ciclos
compuestos por desnaturalizaciéon a 92°C por 1 min, anillamiento a 54 °C o 55
°C (temperaturas por primer en anexo) durante 1 min, extensién a 72°C por 1
min, y una extensién final a 72 °C por 7 min. Los productos de PCR se visualizaron
por medio de una electroforesis sumergida en gel de agarosa (agarose 1000,
INVITROGEN) a una concentracion de 3.4 %, y finalmente los geles fueron
digitalizados en un UV transiluminador Bio-print CX4 (VILBER LOUMAR) y su
interpretacion se llevd a cabo usando el programa BioVision (VILBER LOUMAR).
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Figura 7. Diagrama de muestreo y procesamiento de muestras
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5. ANALISIS DE DATOS

5.1. Diversidad Genética.

La Diversidad Genética fue estimada por medio del nimero de alelos (Na),
Numero efectivo de alelos (Ng), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad
esperada (He) estos valores fueron obtenidos usando del programa GENALEX 6.502
(Peakall & Smouse, 2012) y el contenido de informacidn polimédrfica (PIC) usando
el programa Cervus 3.0.7 (Kalinowski, Taper & Marshall, 2007). El nivel de
endogamia fue estimado usando tres parametros diferentes: A nivel poblacional
determinamos (1) El coeficiente de endogamia (F) usando el programa GENALEX
6.502; a nivel individual determinamos (2) Las relaciones internas (IR) entre los
padres de un individuo (Amos et al. 2001) (los individuos sin relacién presentan
valores iguales o por debajo de cero, y los valores positivos indican alguna
relacion entre los padres con un valor maximo de 1) y (3) la homocigosidad por
loci (HL), la cual es el indice de homocigosidad que valora la contribucidn de cada
locus dependiendo de su variabilidad alélica (Aparicio et al. 2006), el rango va de
0 (cuando todos los loci son heterocigotos) a 1 (cuando todos los loci son
homocigotos). Ademas, el equilibro de Hardy-Weinberg (HWE) por déficit de
heterocigotos, el cual fue obtenido con el programa GeNErPOP 4.0.10 (Raymond M.
& Rousset, 1995; Rousset, 2008), y la presencia de alelos nulos para cada loci
fue estimado con el programa FREENA (Chapuis & Estoup, 2007). Finalmente,
evaluamos el tamafio efectivo de la poblacion (Ne) usando el programa
NEESTIMATOR 2.1 (Do et al. 2014) considerando el método de linaje de
desequilibrio con la frecuencia alélica mas baja a un nivel critico de 0.05, y el
método “jackknife” para evaluar el 95% del intervalo de confianza (CIs) como es
recomendado por Waples y Do (2008). Para determinar un posible evento de
cuello de botella, comparamos los niveles de He relativos con la heterocigosidad
esperada en equilibro (Heq) usando el programa BOTTLENECK 1.2.02 (Cornuet y
Luikart, 1996; Piry, Luikart y Cornuet, 1999). Consideramos dos modelos
mutacionales: El modelo mutacional por pasos (SMM) y el modelo de dos fases
(TPM) con el 95% de la mutacion asumida en un solo paso para el modelo TPM y
una varianza entre los multiples pasos de 12 segun lo recomendado por Piry et
al. (1999). La significancia fue evaluada para la prueba de Wilcoxon de una cola
gque es mas apropiada y potente para menos de 20 microsatélites (Piry et al.
1999). El evento de cuello de botella se considerara solo si ambos modelos (SMM
y TPM) son significativos.
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5.2. Estructura Genética

Para determinar el nivel de diferenciacion genética en las dos especies de tortugas
evaluadas en este proyecto (D. mawii y T. venusta), se estimaron los valores de
Fst con el programa GENALEX 6.502, considerando todos los grupos de parejas
(UMAs y poblaciones silvestres). Para identificar la estructura genética mas
probable en las UMAs vy las poblaciones silvestres, se aplicd un analisis Bayesiano
con el programa STRUCTURE 2.3.1 (Pritchard, Stephens y Donnelly, 2000). Este
método permite determinar el nimero éptimo de grupos o clusters (K) y asignar
cada individuo a un grupo (gi/). Se utilizaron los modelos de frecuencia
correlacionada de mezcla y alelo, asi también la opcion LOCPRIOR, la cual utiliza
la ubicacidn de muestreo para ayudar a identificar los grupos. Se recomienda esta
opcidén cuando el nivel de la estructura de la poblacidon es débil (Hubisz et al.
2009; Hoffman et al. 2011). Para determinar el nUmero éptimo de grupos, el
programa se ejecutdé diez veces para diferentes nimeros de K (Kde 1 a7),y
para cada ejecucion se utilizé el algoritmo de Markov Chain Monte Carlo (MCMC)
con 100,000 pasos seguidos por 100,000 pasos. Utilizamos el método Evanno
(método AK; Evanno et al. 2005), implementado en el sitio web STRUCTURE
HARVESTER (Earl & von Holdt, 2011) para determinar el mejor valor de K que se
ajustaba a nuestros datos.
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5.3. Analisis de parentesco

Para evaluar las relaciones de parentesco en las UMAs, usamos los programas
STORM vy el ML-RELATE. El programa STORM permite probar una variedad de
hipotesis respecto a los patrones de relacidon y una variedad de hipdtesis con
respecto a los patrones de parentesco y patrones de eleccion de pareja y/o
compatibilidad de pareja dentro de una poblacidon. Estas funciones se basan en
cuatro calculos principales que se pueden realizar de forma independiente o en
el marco de prueba de hipdtesis: relacién interna; homocigosidad por loci;
relacién por pares. El programa ML-RELATE (Kalinowski et al., 2006) calcula la
probabilidad de cada tipo de relacion para cada pareja considerando las siguientes
relaciones genealdgicas: no relacionadas (U), medio hermanos (HS), hermanos
completos (FS) y padres-hijos (PO). Para cada pareja, el programa proporciona,
de forma predeterminada, la mayor probabilidad y luego sugiere la relacion mas
alta (Kalinowski et al. 2006). Basandose en estas relaciones para cada pareja
(hembra-macho) en las UMAs, usamos el método de maxima verosimilitud para
obtener el valor P: si P es pequena (P < 0.05) la hipotesis alterna es rechazada
y si P es grande (P > 0.05), las relaciones putativas o alternativas son
consistentes con los datos que seleccionamos con las mas bajas relaciones (U <
HS < FS < PO) (Kalinowski et al. 2006). Ademas, el coeficiente de relacién (r)
entre cada pareja de las UMAs (tanto de D. mawii como en T. venusta) se evalud
mediante los programas STORM (Frasier, 2008) y ML-RELATE.
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Figura 9. Diagrama de analisis de parentesco

6. RESULTADOS
6.1. Dermatemys mawii

6.1.1. Diversidad Genética de Dermatemys mawii.

Los parametros de Diversidad Genética: Numero promedio de alelos (Na),
Tamafno efectivo de la poblacion (Ne), Heterocigosidad observada (H,) vy
Heterocigosidad esperada (He), fueron ligeramente mas altos para las UMAs que
para las poblaciones silvestres. Las UMAS presentaron Na de 8.2 y las poblaciones
silvestres de 7.5. La UMA que presentd un valor mayor fue la UMA “La Encantada”
con un valor promedio de 8, y la poblacién silvestre que presenté valor promedio
mayor de Na fue la poblacién de Tabasquillo 4.083. Los valores globales de
Heterocigosidad esperada He para las UMAs fueron significativamente mas altos
(0.613) que los de las poblaciones silvestres (0.527). No se encontré diferencia
significativa en los valores de He entre las poblaciones silvestres, mientras que
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se observd una diferencia significativa entre las UMAs, en el que la UMA de “La
Encantada” presenta el valor mas elevado (0.786). El coeficiente de endogamia
(F) fue mas alto para las poblaciones silvestres (0.451) que para las UMAs (0.414)
y casi todas las pruebas de Equilibro de Hardy-Weinberg (HWE) para deficiencia
de heterocigotos fueron (P < 0.001; Tabla 3). Asi también se detectd un evento
de cuello de botella para las poblaciones del rio Mezcalapa, y la UMA “La
Encantada”. Por otro lado, la UMA gque mostré mayor heterocigosidad observada
(Ho) fue la UMA “La Encantada” con una Ho de 0.557. En cambio, la poblacién
silvestre con mayor Ho fue la poblacién ubicada en el arroyo Tabasquillo (0.746).
Las UMAs mostraron una mayor Ho global de 0.406 en comparacién con las
poblaciones silvestres donde se obtuvo una Ho de 0.387. El rango de valor de Ho
va de 0 hasta 1; y se interpreta de la siguiente manera: el cero representa el
valor minimo de variabilidad genética y el 1 representa el valor maximo.
Considerando este rango de valor, podemos decir que los valores globales de
variabilidad genética en las UMAs y en las poblaciones silvestres de D. mawii son
de moderado a bajo. El valor mayor en las poblaciones de las UMAs puede
deberse a que en el momento de la formacidon de éstas, los valores de Ho vy la
diversidad genética eran mayores a los actuales (ya que los individuos fundadores
provienen de vida silvestre). Esta situacién nos puede indicar una pérdida en la
diversidad genética como consecuencia de la pérdida de alelos, provocada por la
disminucion de las poblaciones, sea por la caza o por la pérdida de habitat de
esta especie. También se observo un elevado indice de fijacién en las poblaciones
analizadas. Los valores que puede tomar el indice de fijacién son 1, 0 y -1.
Cuando los valores son cercanos a 0 indican que no existe fijacién de alelos, es
decir, no existe endogamia, sin embargo, cuando el indice se acerca a 1 se
considera que existe fijacion de alelos (alelos que solo contienen esa poblacion y
la alejan genéticamente de las otras); lo que es provocado principalmente por
endogamia en la poblacién. Por otro lado, cuando el valor se acerca a -1 se
menciona que existe problemas de exogamia, es decir, apareamientos entre
individuos genéticamente distanciados. Debido a que los indices de fijacién tanto
en las UMAs como en poblaciones silvestres fueron de 0.414 y 0.451
respectivamente, es un indicativo de que estas poblaciones presentan fijaciéon de
alelos, lo que puede estar separando genéticamente las poblaciones cautivas de
las silvestres.
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Tabla 3. Valores de Diversidad Genética para UMAs y poblaciones

silvestres de Dermatemys mawii.

UMAs Poblaciones silvestres
LE GET CICEA | Global TAB MEZ CHO Global
n 67 28 22 117 37 8 23 68
Na 8.0 5.1 3.8 8.2 6.4 2.0 4.0 7.5
NE 5.245 | 3.052 | 2.565 | 5.138 4,083 | 1.673 | 2.806 | 4.926
Ho 0.557 | 0.358 | 0.304 | 0.406 0.496 | 0.158 | 0.346 | 0.387
He 0.786 | 0.551 | 0.501 | 0.613 0.746 | 0.310 | 0.545 | 0.527
F 0.314 | 0.343 | 0.360 | 0.414 0.330 | 0.479 | 0.368 | 0.451
P X Xk %k X Xk Xk X X Xk X X Xk X X Xk X Xk Xk X Xk Xk X Xk Xk
HWE
T ** ns ns ns ns ** ns *
P *ok ns ns ns ns *k ns *

n = numero de individuos; Na = numero de alelos diferentes; NE = nUmero
efectivo de alelos; HO = Heterocigosidad observada; HE = Heterocigosidad
esperada; F = coeficiente de endogamia; PHWE = equilibrio de Hardy-Weinberg;
PTPM y PSMM = probabilidad de un evento de cuello de botella. Llaves: ns = no
significativo, * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. Simbologia; UMAS = LE: “La
Encantada”; GED: UMA del Estado de Tabasco, CICEA = CICEA-UJAT.
Poblaciones silvestres = TAB: Tabasquillo; MEZ: rio Mezcalapa; CHO: Laguna el
Chochal.
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6.1.2. Estructura Genética para Dermatemys mawii.

El valor global de diferenciacién genética fue un Fsr de 0.131 lo cual indica que
existe moderada diferenciacion genética entre las poblaciones analizadas. El valor
de Fsr tiene rangos de 0 hasta infinito, cuanto mas cercano el valor es a 0 se
interpreta que no existe diferenciacion genética entre las poblaciones, valores de
0.05 a 0.25 indican una diferenciacidn genética moderada y a partir de valores
de 0.25 se interpreta que existe una alta diferenciacion genética.

Los valores de Diferenciacion Genética aplicando datos pareados de las
poblaciones silvestres (es decir comparando una poblacién contra la otra) son
mas altos que los datos pareados para las UMAs (Tabla 4). Los valores mas altos
de diferenciacién genética se encontraron entre la UMA de la Universidad Juarez
Auténoma de Tabasco y la UMA “La Encantada” (Fsr = 0.113) y entre la Laguna
del Chochal y el rio Mezcalapa (Fsr= 0.380) en el caso de poblaciones silvestres.
Cuando consideramos los datos pareados entre las UMAs y las poblaciones
silvestres, las UMAs presentan una gran diferenciaciéon genética con la poblacién
del rio Mezcalapa y una baja diferenciacion con la poblacién del arroyo Tabasquillo
(Tabla 4). Aplicando las asignaciones de probabilidad estimadas con el programa
STRUCTURE, todos los individuos (UMAs y silvestres) se separaron claramente en
dos grupos o clusters (Fig. 11A): Las UMAs (verde en la Fig. 10) y las poblaciones
silvestres (azul en la Fig. 10). Sin embargo, cuando Unicamente analizamos las
UMAs el método AK sugiere tres grupos genéticos K = 3 (Fig. 11), en el cual se
separa la UMA La Encantada, la cual tiene dos clusters bien definidos (verde y
amarillo en la Fig. 11) las otras UMAs pertenecen a un tercer grupo (rojo en la
Fig. 11). Cuando analizamos Unicamente las poblaciones silvestres, el método AK
sugiere una K = 2 (Fig. 12) la cual separa claramente las poblaciones de arroyo
Tabasquillo con las del rio Mezcalapa.
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Tabla 4. Fsr pareadas para todas las poblaciones considerando UMAs y
poblaciones silvestres de Dermatemys mawii.

0.072 0.113 0.077 0.228 0.152
0.085 - 0.111 0.103 0.302 0.223
0.127 0.124 - 0.128 0.315 0.302
0.088 0.096 0.131 = 0.247 0.162

0.218 0.289 0.319 0.229 0.380

0.168 0.236 0.324 0.176 0.370 -

Los valores bajo la diagonal gris son los valores Fsr sin el
método de ajuste ENA y los valores arriba de la diagonal gris
incluyen el método de ajuste ENA. Valores de 0-0.05 indican
poca diferenciacién genética, valores de 0.05-0.25 indican
moderada diferenciacion genética y valores > a 0-5 indican alta
diferenciaciéon genética. Los valores en negrita indican donde
existio mayor diferenciacidon genética entre las poblaciones que
se comparan. Simbologia; UMA= LE: “La Encantada”; GET:
estado de Tabasco, CICEA= CICEA-UJAT. Poblaciones
silvestres= TAB: Tabasquillo; MEZ: rio Mezcalapa; CHO:
Laguna el Chochal.
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Figura 10 Grafico Structure entre UMAs y poblaciones silvestres de
Dermatemys mawii donde se puede observar 2 grupos genéticos bien
definidos. UMAS: LE: UMA “La Encantada”; GET: UMA del estado de
Tabasco; CICEA: UMA CICEA. Poblaciones silvestres: CENT: Centla; MEZ:
rio Mezcalapa; CHO: Laguna el Chochal.
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Figura 11. Grafico Structure entre UMAs de Dermatemys mawii donde se
puede observar 3 grupos genéticos bien definidos. UMAS: LE: UMA “La
Encantada”; GET: UMA del estado de Tabasco; CICEA: UMA CICEA.
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Figura 12. Grafico Structure entre poblaciones silvestres de Dermatemys
mawii donde se puede observar 2 grupos genéticos bien definidos.
Poblaciones silvestres: CENT: Centla; MEZ: rio Mezcalapa; CHO: Laguna
el Chochal.
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6.1.3. Analisis de parentesco de D. mawii

El coeficiente de relacién (r), determinado por medio de los programas STORM y
ML-RELATE demuestran que se presentan algunas relaciones de parentesco en los
organismos fundadores de las UMAs. Los anélisis llevados a cabo con STORM y
ML-RELATE presentan valores desde -0.7450 a 0.948 y de 0 a 0.9195
respectivamente considerando todos los tipos de parejas (hembra x hembra,
macho x macho, y hembra x macho). Usando el coeficiente de relacién generado
con STORM determinamos la proporcion de cada relacion en el pedigri: padres-
hijos, hermanos completos, medios hermanos, y sin relacién basandonos en los
criterios siguientes: valores < 0 se consideran no relacionados, valores < 0.25
son considerados medios hermanos, y los valores > 0.25 se consideran hermanos
completos o padres-hijos sin distincion (Queller y Goodnight 1989; Kamel et al.
2012), con este estudio obtuvimos un total de 75 % de parejas sin relacién (n =
1833), 13 % de medios hermanos (n =326), y 11 % de hermanos completos o
padres-hijos (n = 271).

Entre todas las UMAs, se pueden formar un total 2430 parejas, de las cuales de
acuerdo con al analisis realizado en el programa ML-RELATE sélo 2048 parejas no
estan relacionadas. Al considerar sdlo las parejas que se pueden formar en cada
UMA, se observé que la UMA la Encantada puede formar 522 parejas de las cuales
406 no se encuentran relacionadas; la UMA del estado de Tabasco puede formar
192 de las cuales sélo 117 no se encuentran relacionadas y la UMA CICEA puede
formar 96 parejas de las cuales 46 no estan relacionadas.

Sin embargo, debido a que las parejas dentro de las UMAs mostraban un alto
valor en el indice de HL (= a 0.4) y considerando que el manejo genético nos
interesa para optimizar la reproduccién, se realizé una nueva agrupacién donde
consideramos Unicamente los mejores machos y las mejores hembras de todas
las UMAs en términos de parentesco genético. En esta nueva agrupacion, los
resultados de ML-RELATE demostraron que sdlo 41 hembras y 7 machos tienen un
bajo valor en el indice de HL (<0.4), para formar un total de 287 parejas de las
cuales 231 parejas no se encuentran relacionadas. La mayoria de los individuos
mostraban algun tipo relacion y solo se encontrd que 5 hembras no se encuentran
relacionadas con los 7 machos seleccionados y mostraron tener bajos valores de
homocigosidad por loci (HL).

También realizamos una agrupacion de los individuos que presentaban un alto

valor en el indice de HL (= a 0.4). La agrupacién estd integrada 49 hembras y 20
machos para formar un total de 980 parejas potenciales de las cuales 807 no se
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encuentran relacionadas. Esta Ultima agrupaciéon se recomienda con fines de
aprovechamiento solamente. (Tablas en anexo parejas D. mawii)

6.2. Trachemys venusta

6.2.1. Diversidad Genética de Trachemys venusta.

En esta investigacién se analizaron un total de 86 individuos de la poblacién en
cautiverio (UMA) y 45 individuos de vida silvestre, de los cuales su ADN fue
exitosamente amplificado con 14 loci microsatélites. Sin embargo, cuatro de
estos loci fueron identificados con alelos nulos, por lo que se tomo la decision de
eliminarlos del analisis, tomando Unicamente 10 loci sin presencia de alelos nulos.
Los parametros de diversidad genética globales fueron mayores para la UMA que
para las poblaciones de vida libre, consideramos que la diferencia observada
entre las poblaciones silvestres se debe principalmente al tamano de la muestra.
El tamanfo efectivo de la poblacién (Ne) fue de 91.2 para la poblacién en cautiverio
y de 110 para las poblaciones silvestres. Tanto las poblaciones silvestres como
las poblaciones de la UMA se encuentran equilibrio de Hardy-Weinberg debido a
que todas mostraron una probabilidad menor a 0.05 (p<0.05) (Tabla 1), el
coeficiente de endogamia (F) presenté valores mas bajos para la UMA en
comparacion con las poblaciones silvestres con valores de 0.129 y 0.342
respectivamente. A nivel individuo, los valores de la relacion interna (IR) fueron
bajos para la UMA y altos para las poblaciones silvestres, (este valor es un
indicativo de las frecuencias alélicas de cada individuo) ademas con alta
variabilidad individual con un rango -2.56 a 1 para la UMA y de -0.67 a 1 para
las poblaciones silvestres. El nivel de homocigosidad por loci para la UMA fue de
promedio de 33% de los loci son homocigotos y con un promedio de 55% de loci
homocigotos para las poblaciones silvestres, los individuos silvestres muestran
claramente una tendencia a tener valores elevados de homocigosidad. No se
detectaron cuellos de botella recientes para ninguna poblacién usando los
modelos mutacionales (SMM and TPM), (Tabla 5).
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Tabla 5. Diversidad genética de Trachemys venusta en la UMA del estado

de Tabasco y las poblaciones silvestres.

Estado de Bosques La Miguel Global
Tabasco de S. Venta Hidalgo
N 86 12 29 4 45
Na 5.900 4.100 5.400 2.700 5.400
NEe 3.684 2.859 3.298 2.412 3.344
Ho 0.539 0.334 0.386 0.550 0.386
He 0.606 0.508 0.597 0.494 0.594
F 0.129 0.324 0.342 na 0.317
HWE
] 0.187 0.527 0.312 na 0.422
e 0.384 0.628 0.422 na 0.500
Numero de alelos individuales (N), Tamafo efectivo de la poblacion
(NE), intervalo de confianza “jackknife (95% CIs), numero promedio
de alelos (Nis), Heterocigosidad observada (Ho), Heterocigosidad
esperada (He), coeficiente de endogamia (F), Equilibro de Hardy-
Weinberg (HWE), Resultados de la prueba de test para dos modelos
mutacionales: Modelo de mutacidén en dos fases (TPM) y modelo de
mutacién por pasos (SMM).
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6.2.2. Estructura Genética para Trachemys venusta

Globalmente, los valores de Fsr mostraron una diferenciacion genética moderada
(< 0.085). Asi también entre la comparacion pareada de la poblacion de la UMA
y las poblaciones de vida libre, se observa gran diferenciacion genética, asi como
en las poblaciones silvestres de Bosques de Saloya (BS) y Miguel Hidalgo (MH)
(Tabla 6). Los resultados del analisis Bayesiano llevado a cabo con el programa
STRUCTURE nos permite identificar dos grupos K = 2 se muestra ademas una
separacién perfecta entre individuos de la UMA (grupo verde) (Fig. 13) y los
individuos de las poblaciones silvestres (Naranja en la Fig. 13). Un analisis
subsecuente en STRUCTURE llevado a cabo para cada grupo no identifica ninguna
subpoblacion.

Tabla 6. Valores pareados de Fsr para Trachemys venusta entre UMA y
poblaciones silvestres.

UMA- | BOSQUES DE LA MIGUEL
NAC S. VENTA HIDALGO
0.000 0.001 0.001 0.001 _
0.059 0.000 0.003 0.013 BOSQUES DE S.
0.056 0.033 0.000 0.063 Ll
MIGUEL
0.085 0.072 0.035 0.000 HIDALGO
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Figura 13. Analisis Bayesiano obtenido por STRUCTURE 2.3.3 usando una
K = 2 para Trachemys venusta. Cada individuo esta representado por una
linea vertical, dividida entre los segmentos de su genotipo indicado para
cada grupo. Simbologia: UMA-Nac: UMA del estado de Tabasco.
Poblaciones silvestres: B.S.: Bosques de Saloya; M.H.: Rancheria Miguel
Hidalgo.
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6.2.3. Analisis de parentesco de T. venusta

El coeficiente de relacién (r), determinado por medio de los programas STORM y
ML-RELATE demuestran sin lugar a duda que se presentan algunas relaciones de
parentesco en los organismos fundadores de la UMA. Los analisis llevados a cabo
con STORM y ML-RELATE presentan valores desde -4.78 a 0.67 y de 0 a 0.63
respectivamente, considerando todos los tipos de parejas (hembra x hembra,
macho x macho, y hembra x macho). Usando el coeficiente de relacion generado
con STORM determinamos la proporcién de cada relacién en el pedigri: padres-
hijos, hermanos completos, medios hermanos y sin relacidon) basandonos en los
criterios siguientes: valores < 0 se consideran no relacionados, valores < 0.25
son considerados medios hermanos y los valores > 0.25 se consideran hermanos
completos o padres-hijos sin distincion (Queller y Goodnight 1989; Kamel et al.
2012), con este estudio obtuvimos un total de 45% de parejas sin relacién (n =
427), 39% de medios hermanos (n = 367), y 16% de hermanos completos o
padres-hijos (n = 155). Sin embargo, ya que el manejo genético nos interesa
para optimizar la reproduccion, consideramos Unicamente los mejores machos y
las mejores hembras en términos de parentesco genético. Los resultados de ML-
RELATE demostraron que, de las 73 hembras fundadores de la UMA, Unicamente
19 no tienen relacion alguna con 13 de los machos y pueden ser usadas para
implementar un programa de manejo genético. Las otras hembras evaluadas,
tienen algun tipo de parentesco con los machos fundadores de la UMA, por lo que
no se proponen dentro del programa de manejo genético. De acuerdo con la
relacion especifica hembra-macho Unicamente son viables (que produciran
descendencia) 247 combinaciones de apareamiento, estas se pueden usar para
crear una linea reproductora dentro la UMA, para minimizar el riesgo de depresién
por endogamia en esta poblacion. (Tabla 8 anexo).

7. RECOMENDACIONES O SUGERENCIAS

7.1. Dermatemys mawii

En el estado de Tabasco, los lugarefios se han alimentado de diferentes especies
de quelonios, incluidos D. mawii y en la actualidad, se sigue consumiendo la
especie, llegando a pagar por un ejemplar de 10 kilos precios entre 50 a 170
dolares. Esta especie ha formado parte de la dieta de las -culturas
mesoamericanas desde tiempos ancestrales, por ejemplo, en el analisis de la gran
acrépolis de Comalcalco, Tabasco, se encontraron 9679 fragmentos de tortugas,
en los cuales los restos de D. mawii representaron un 39.5% del total. (Guevara-
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Chumacero, Pichardo-Fragoso & Martinez-Cornelio 2017). También se conoce que
hace 25 anos su venta aumentaba durante el tiempo de cuaresma, dandose en
la regidon de Tenosique una venta extensiva, describen que se vendian costales
llenos de tortuga blanca (Barragan Vazquez comunicacion personal). Esta caza
intensiva y la pérdida de habitat han provocado los valores bajos de
heterocigosidad y el cuello de botella reportado en esta investigacién para las
tortugas de vida libre.

La tortuga blanca esta incluida en la Lista Roja de Especies Amenazadas de la
UICN como “en peligro critico” (Turtle Conservation Coalition, 2018). En México
se clasifica como “en peligro de extincion” NOM-059-2010 y en Estados Unidos
figura en el listado de la Endangered Species Act (ESA) (DOF, 2010; USFWS,
2016a). Esta situacion fue provocada en gran medida por la destruccion vy
fragmentacion de su habitat, pero principalmente por la caza para el consumo de
su carne. Para esta especie en México existe una veda permanente para su
captura en los estados de Veracruz, Tabasco, Campeche, Quintana Roo, Yucatan
(Diario Oficial de la Federacion, 1985). Por lo que, las UMAs son alternativas
viables que permiten la conservacién, reproduccién y propagacion de esta
especie. Los datos oficiales en México reportan 38 criaderos que incluyen a D.
mawii con fines de conservacién y aprovechamiento sustentable. Sin embargo,
es importante tomar en cuenta consideraciones genéticas para mantener la
variabilidad genética dentro de las UMAs (Turtle Conservation Coalition 2018).

En este estudio, los valores de la heterocigosidad observada y esperada
estimados en las UMAs fueron similares a lo reportado previamente para la
especie, pero los valores de estos mismos indices obtenidos en las poblaciones
silvestres fueron ligeramente menores (Gonzalez-Porter 2013). De igual manera,
los valores de Ho y Hg, son similares a lo reportado en Batagur baska y Elusor
macrurus, dos tortugas dulceacuicolas consideradas criticamente en peligro de
extincién (Spitzweg et al. 2018; Schmidt, et al. 2018). Al comparar los valores
globales de la diversidad genética, encontramos que los valores en las UMAs son
ligeramente mayores a los de vida silvestre. Esta situacién puede explicarse por
las presiones humanas a la cuales esta sometida la especie en vida libre como
son la fragmentacidon y contaminacion de su habitat, asi como a la caza para
consumo humano y las introducciones dentro de las UMAs de organismos
procedentes de decomisos llevados a cabo por PROFEPA. La literatura sefala que
el estado de Tabasco ha estado en un constante cambio de su paisaje debido a
la implementacion de diferentes actividades econdmicas como son la ganaderia,
la agricultura y la industria petroquimica, ocasionando un paisaje fragmentado,
donde el estado ha perdido el 95% de sus selvas y varios de sus cuerpos de agua
han sido contaminados (Tudela, 1992; Zavala & Castillo, 2002). A su vez, los
individuos fundadores con valores altos en He y Ho se observaron en la UMA “La
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Encantada”. Una explicacién para estos valores es la procedencia de los
reproductores. La UMA “La Encantada” es manejada por una comunidad; sus
duefios mencionan que sus individuos fundadores tienen diferentes procedencias.
La UMA “La Encantada” en el momento de su fundacion recibié individuos
reproductores por parte de la UMA del Estado de Tabasco; también ha recibido
donaciones de animales silvestres decomisados por PROFEPA, lo cual se evidencia
a través de la mayor diversidad y estructura genética presentada donde se puede
observar claramente dos grupos genéticos (Fig. 5). De igual modo, los valores en
He y Ho obtenidos en las UMAs del estado de Tabasco y la UMA CICEA, puede
explicarse por la procedencia de sus reproductores, la cual es menos variada. La
UMA del estado de Tabasco, se fundd en 1978; sus individuos fundadores tienen
un Unico origen, estos fueron capturados como adultos en el rio Salinas en la
frontera de México y Guatemala (Vogt comunicacion personal); por otro lado, la
UMA CICEA se fundd en el 2011 y obtuvo sus individuos fundadores
principalmente por donaciones realizadas por PROFEPA y la UMA del Estado de
Tabasco. De igual forma, la UMA “La Encantada” posee un mayor numero de
individuos fundadores (67), en comparacién a las UMAs del estado de Tabasco y
CICEA que iniciaron con 28 y 22 individuos fundadores respectivamente.

Con respecto a los valores de diversidad genética que mostraron las poblaciones
silvestres, las poblaciones de Tabasquillo y Laguna el Chochal mostraron tener la
mayor diversidad genética, en contraste con la poblacién del rio Mezcalapa, que
presentd una diversidad genética menor. Estos datos obtenidos se pueden
explicar por la localizacion geografica de estas poblaciones. El arroyo Tabasquillo
al igual que la Laguna el Chochal se encuentran ubicados dentro de la zona de
amortiguamiento de la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla. La Reserva de
la Biosfera (RBPC) pantanos de Centla es un gran humedal, donde se encuentra
una gran variedad de especies de plantas (737) y de vertebrados (506); de este
ultimo grupo cerca de 133 especies se encuentran en ubicadas con algun grado
de vulnerabilidad (Guerra-Martinez & Ochoa-Gaona; 2008), como es el caso de
D. mawii, por tal motivo la RBPC se ha convertido en un sitio importante para
conservacion bioldgica. Ademads, en un estudio previo realizado en el arroyo
Tabasquillo, se logré detectar la presencia de D. mawii y la caracterizacion del
este habitat demostrd que el sitio cuenta con una zona arbdérea que le brinda un
estado de conservacién natural al sistema, lo cual que se relaciona positivamente
para mantener poblaciones silvestres de tortugas (Joyal, McCollough & Hunter,
2001; Zenteno-Ruiz, Barba-Macias, Bello-Gutiérrez, & Ochoa-Gaona, 2010). Por
ultimo, tanto el arroyo Tabasquillo como la Laguna el Chochal se encuentran bajo
el resguardo la comunidad local, por lo que el acceso a estas zonas solo puede
ser con permiso de los locatarios.
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Por su parte, la zona del rio Mezcalapa, ha estado bajo una presién constante de
perturbacién humana. Esta area fue incluida dentro de una estrategia de
produccién a nivel nacional conocida como plan Chontalpa, donde se le dio
prioridad al desarrollo de la agricultura y ganaderia dentro del municipio, lo que
provoco una alta tasa de deforestacion y cambio de uso de suelo (Tudela, 1992);
de igual forma la corriente natural de la cuenca del rio Grijalva que pasa por este
municipio fue modificada debido a la construccién de las presas: “Belisario
Dominguez, La Angostura”,  “Manuel Moreno Torres, Chicoasén”;
“Nezahualcdyotl, Malpaso” y “Angel Albino Corzo, Peiiitas” que se construyeron
con el fin de producir energia eléctrica y administrar la distribucién del agua en
el sur de México. Asi mismo, se ha reportado que, en esta regidén, los valores de
DQOS5 superan los maximos permisibles por la NOM-001-ECOL-1996 presenta un
déficit de oxigeno de 4.7 mg/L; un SST de 8276.0 mg/L, asi como una presencia
de grasas y aceites mas elevada que en las otras subregiones del estado de
Tabasco (Ramos-Herrera, Broca-Martinez, Laines-Canepa & Carrera-Velueta,
2012).

Por otro lado, aunque se detectaron desviaciones al equilibrio de Hardy-Weinberg
por déficit de heterocigotos para todas las poblaciones, creemos que esta
desviacion en las poblaciones silvestres se debe a la presencia de alelos nulos en
las amplificaciones realizadas. A su vez, debido a que los individuos fundadores
en las UMAs proceden de lugares diferentes, es probable que un efecto Wahlund
se estaria presentando en las UMAs, lo que explicaria igualmente la desviacién al
equilibrio de Hardy-Weinberg. Los resultados de STRUCTURE y Fst mostraron que
no existe una diferencia genética entre los individuos fundadores de las UMAs.
Parece posible que estos resultados se deban a las donaciones de individuos
reproductores por parte de la UMA del estado de Tabasco que es la mas antigua
y la que por ley es la encargada de generar el pie de cria para las nuevas UMAs.
Por lo tanto, es posible que las UMAs estén compartiendo un mismo pool genético
comun el cual procede de la UMA del estado de Tabasco. Ademas, otro factor que
influye en la estructura genética encontrada es la asignacién de un solo stock de
una sola generacién para funcionar como reproductores fundadores en las nuevas
UMAs. Esta situacion implica una menor variabilidad genética dentro del material
fundador de la nueva colonia. A su vez, debido a que el pool genético que se ha
mantenido en las UMAs ha sido el de la UMA del estado de tiene un solo punto de
origen. Los valores de Fsr muestran una distancia moderada entre las poblaciones
silvestres de rio Mezcalapa y la laguna del Chochal y las UMAS. Los valores Fsr
mostraron mayor cercania con la poblacion silvestre arroyo Tabasquillo, Centla;
este resultado puede explicarse por el hecho de que, Centla, es uno de los lugares
en Tabasco, donde mayores operativos realiza PROFEPA para decomisar aquellos
individuos que son capturados en vida libre por medio de la caza ilegal.
Posteriormente estos decomisos son trasladados a UMAs autorizadas siendo la
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UMA “La Encantada” uno de los lugares que recibe frecuentemente este tipo de
decomisos; por lo que es probable que alguna de las donaciones realizadas a las
UMAs por parte de PROFEPA provenga de los decomisos realizados en el arroyo
Tabasquillo, Centla. Por su parte, los valores FsT entre las poblaciones silvestres
mostraron que la poblacién del rio Mezcalapa es la mas alejada a las otras
poblaciones evaluadas, lo cual puede ser por las fuertes perturbaciones
ecoldgicas humanas que ha sufrido la region de la Chontalpa (Tudela, 1992;
Ramos-Herrera, Broca-Martinez, Laines-Canepa & Carrera-Velueta, 2012), lo que
puede estar provocando un aislamiento genético por fragmentacion del habitat
como ha ocurrido en otras especies de tortugas como por ejemplo Mesoclemmys
dahli (Gallego-Garcia, Vargas-Ramirez, Forero Medina, & Caballero 2018). Los
resultados de STRUCTURE mostraron que el arroyo Tabasquillo tiene una mayor
representatividad de genotipos; lo que se puede atribuir a que en la zona de
Centla confluyen las corrientes procedentes del sistema hidrico del Grijalva y del
Usumacinta, por lo que esta zona se encontraria mejor conectada con otras
poblaciones y existiria un mayor flujo genético en ella. Estos resultados tienen
implicaciones importantes para el desarrollo de un manejo genético en las UMAs.
En primer lugar, debido a que los individuos fundadores en las UMAs presentan
un genotipo diferente a las poblaciones silvestres de Tabasco, no recomendamos
utilizar estos individuos para producir crias con el objetivo de liberacion a nivel
local porque se corre la posibilidad de deprimir a las poblaciones locales por
exogamia. En segundo lugar, debido a que las UMAs han logrado la reproduccién
en cautiverio y debido a que los individuos reproductores que poseen tienen una
elevada diversidad genética, proponemos establecer un programa de
cruzamiento para tener crias que puedan ser utilizadas con fines de investigacion.
Tercero, recomendamos crear un nuevo lote reproductor para poder enriquecer
a las poblaciones silvestres de Tabasco de D. mawii, siendo la zona de Tabasquillo
y la laguna el Chochal sitios de donde pueden proceder estos individuos. Cuarto,
recomendamos realizar monitoreos cerca de Tenosique y Balancan para conocer
si existen aun poblaciones de D. mawii y conocer la diversidad genética en las
poblaciones de estas zonas. Quinto, desarrollar una serie de indicadores que
permita identificar cambios epigenéticos en las poblaciones de D. mawii y la
transferencia de esta impronta a los descendientes. Sexto, incluir en la
normatividad lineamientos que incluyan obligatoriamente en el manejo genético
en la UMA desde su creacién.
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7.2. Trachemys venusta.

Los marcadores moleculares son de gran utilidad para evaluar el estado de los
programas de cria en cautiverio y los analisis genéticos desempefian un papel
fundamental en estos programas: monitorear la variacion genética, identificar el
origen de los individuos y asignar parentesco (Miller et al. 2018).
Aproximadamente el 40% de las especies de quelonios se encuentran vulnerables
o en peligro de extincidén (Alacs et al. 2007) por lo que en los Ultimos afos, se
han creado varios programas de reproduccion en cautiverio para la conservacion
de este grupo (Durrell, 1994, Cayot & Morillo, 1997, 1997, Quinn, 2002) vy los
investigadores dedicados a la preservacién de las tortugas mencionan que es
necesario incrementar los estudios genéticos con el objetivo de implementar
acciones de conservacién mas efectivas. En el estado de Tabasco, el principal
programa de cria en cautiverio para tortugas dulceacuicolas con fines de
conservacion, investigacion y aprovechamiento sostenible se ha realizado en la
UMA del estado de Tabasco. Esta UMA fue fundada hace 40 anos, desde ese
tiempo hasta la fecha, ha sido referencia en la crianza de tortugas dulceacuicolas;
siendo la primera UMA en el estado en utilizar métodos semi-artificiales para
nidos de T. venusta y Staurotypus triporcatus y en la actualidad, debido al éxito
que tiene en la obtencidn de crias de las especies de tortugas dulceacuicolas que
maneja, realiza las principales donaciones, capacitacién y apoyo técnico al resto
de las UMAs de tortugas que existen dentro del estado de Tabasco. En el 2008,
esta UMA reportd una eclosidon de 1650 individuos de T. venusta dentro de sus
instalaciones y el censo fue de 4125 individuos (SEMARNAT, 2009). Pero, a pesar
del tiempo que lleva operando este lugar, no se ha realizado ningun estudio
genético con los individuos de T. venusta de esta UMA, por lo que los resultados
presentados en esta investigacidn son los primeros para esta especie en este
sitio. En este estudio, encontramos que los valores de Ho y He de los individuos
fundadores de la UMA del estado de Tabasco, fueron mas altos en comparacion
a los individuos de las poblaciones silvestres evaluadas; consideramos que esto
puede deberse a que los organismos fundadores de la UMA proceden de
diferentes localidades y por lo tanto la UMA tendria una mayor aportacién de
diversidad genética. Una situacion parecida se ha reportado en la tortuga Elusor
macrurus; donde la diversidad genética fue mas baja en las poblaciones silvestres
en comparacion con los individuos que tienen en un programa de reproduccién
en cautiverio (Schmidt et al. 2017). De igual manera, consideramos que la
diversidad genética encontrada en la UMA pudiera deberse a que tenian las
poblaciones silvestres de T. venusta desde hace 4 décadas, las cuales tenian una
diversidad genética mas alta que las poblaciones silvestres actuales. Esto
concuerda con lo reportado en el trabajo realizado en Lithobates sevosus, una
rana del sureste de Estados Unidos, en donde se encontré que los individuos
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fundadores del programa de reproduccidn en cautiverio son genéticamente
representativos de las poblaciones naturales (Hinkson et al. 2016). Por otro lado,
la diversidad genética de las poblaciones silvestres de T. venusta pudo haber
decaido a causa de los procesos de pérdida y fragmentacion del habitat y la
contaminacion de aguas que ha sufrido el territorio tabasquefo (Tudela, 1992).
En la poblacién de vida libre capturada en Bosques de Saloya, la diversidad
genética obtenida pudo verse afectada por procesos de fragmentacion, debido a
que este lugar es una zona conurbada perteneciente a la zona metropolitana de
Villahermosa-Nacajuca y aunque existen aun numerosos cuerpos de agua,
también se presentan asentamientos humanos, los cuales se mezclan con areas
destinadas a pastizales y potreros. Por otro lado, los cuerpos de agua del rio
Samaria, que estan cerca de Bosques de Saloya, se encuentran contaminados a
causa de la actividad petrolera desarrollada en este lugar (Gutiérrez et al. 2002).
Por tal motivo, la contaminacién y el crecimiento de la mancha urbana pudieran
estar disminuyendo significativamente las poblaciones de T. venusta e influyendo
por tanto de forma negativa en la diversidad genética. Se reconoce ademas que
en Villahermosa y sus alrededores (municipios de Nacajuca, Comalcalco, Jalpa de
Méndez y Cunduacan) alguna vez las tortugas dulceacuicolas fueron abundantes,
pero en la actualidad es menos frecuente encontrar tortugas nativas como T.
venusta (Reynoso, Vazquez-Cruz & Rivera-Arroyo, 2016). Las poblaciones
silvestres de Tabasquillo y Miguel Hidalgo estan localizadas en la zona de
amortiguamiento de la Reserva de la Biosfera Pantanos de Centla, en esta region
se realiza una extraccion de quelonios constante para consumo y venta ilegal,
por lo que esta actividad podrian estar mermando el tamafo de las poblaciones
de T. venusta, y por ende la diversidad genética. El consumo de T. venusta es
realizado desde tiempos prehispanicos en la regién (Guevara-Chumacero et al.
2017) y es de las primeras opciones para ser consumida por los lugarefos. De
igual forma, la venta ilegal y el trafico de especies, es algo que existe en el estado
de Tabasco, y entre las tres principales rutas de trafico de vida silvestre en
México, el estado de Tabasco se ubica en la ruta del el Golfo de México y
sursureste de México (Alvarado-Martinez, 2012). Ademas; una de las carreteras
principales que comunica a Centla con el resto de Tabasco, es la carretera
Villahermosa-Frontera y en este lugar se puede observar a personas vendiendo
de forma ilegal diferentes tipos de tortugas incluida las especies T. venusta
(PROFEPA 2014, 2015, Reynoso, Vazquez-Cruz & Rivera-Arroyo. 2016).

Los valores de diferenciacion genética (Fst) entre la UMA y las poblaciones
silvestres muestran una diferenciacion genética moderada entre las poblaciones
cautivas y silvestres; esto es un motivo de preocupacién, porque se ha dedicado
mucho esfuerzo para criar esta especie en cautiverio. Sin embargo, la
diferenciaciéon genética es también evidente en los resultados obtenidos a partir
de STRUCTURE, esto puede dificultar el uso de individuos criados en la UMA para
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programas de repoblacion. Desafortunadamente, la cria en cautividad a gran
escala a menudo conduce a rasgos y/o individuos seleccionados artificialmente
gue sobreviven mejor en cautiverio, pero que pueden no prosperar cuando
regresan a la naturaleza (Turtle Conservation Coalition, 2018).

7.3. Analisis de paternidad.

La mayoria de los proyectos de cria en cautiverio, no son genéticamente
monitoreados y Unicamente en los ultimos afios se ha puesto mayor atencion en
las relaciones de pedigri y paternidad. Witzenberger y Hochkirch en 2011
revisaron 188 estudios donde se utilizan enfoques de conservacidén genética para
programas de mejoramiento. La mayoria de los estudios aplican microsatélites y
recomiendan usar tantos fundadores como sea posible, que ademas no estén
relacionados entre ellos. Uno de los pocos estudios en tortugas en cautiverio fue
llevado a cabo por Spitzweg et al. (2007), con el objetivo de reducir la endogamia.
Ellos analizaron la diversidad genética y parentesco de la tortuga (Batagur
baska), en un programa de cria en cautiverio, ellos usaron las relaciones de
parentesco entre individuos fundadores y sus descendientes. Sus resultados
indican que la mayoria de los individuos fundadores que provenian de vida
silvestre, tenian un parentesco elevado.

En esta investigacidn se evalud el coeficiente de relacidén para la poblacién cautiva
(UMA del estado de Tabasco) en donde encontramos que los individuos tienen
bajos niveles de parentesco (tomando hembra-macho, hembra-hembra y macho-
macho), lo cual puede ser un indicativo que los ejemplares de T. venusta
fundadores tienen diferente procedencia o también puede deberse a que la
poblacién de procedencia era suficientemente grande para evitar o minimizar el
parentesco. En los resultados que estamos presentando se consideraron
Unicamente las parejas hembra-macho. De acuerdo con los resultados obtenidos
a partir de la hipotesis especifica de los programas ML-RELATE y STORM,
recomendamos un total de 247 parejas potenciales, las cuales fueron
seleccionadas en base a su coeficiente de relacién genética de cero, lo cual indica
que los individuos no comparten alelos y presentan un bajo indice de
homocigosidad por loci HL. Para evitar endogamia en las siguientes generaciones,
es necesario que produzcan descendientes heterocigotos, es decir, que contengan
alelos diferentes y mantengan una eficiente diversidad genética. Se ha reportado
que los organismos criados en cautiverio a partir de un bajo nimero de individuos
fundadores tienden a mostrar baja diversidad genética y un indice alto de
endogamia. Un ejemplo de esto es el estudio llevado a cabo por Miller et al.
(2018), los que evaluaron con un analisis de pedigri tres estaciones del programa
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de reproduccién en cautiverio de la tortuga gigante de las Galapagos, la cual se
consideraba extinta. En su investigacidon, observaron que la diversidad genética
de la progenie se reducia en una sola generacién y habia una tendencia hacia la
reduccion de la forma fisica cuando se criaban mas individuos relacionados. El
numero de organismos fundadores fue bajo (9), sin embargo, concluyen que,
tomando las consideraciones necesarias, como evitar el apareamiento entre
organismos relacionados, se lograra aumentar la diversidad genética en esta
poblacidon. Por esta razon, consideramos que la UMA de tortugas del estado de
Tabasco, esta aun en tiempo para llevar a cabo un plan de manejo genético
adecuado con estos individuos para producir organismos con unha mejor
diversidad genética y vale la pena mencionar que esto también es posible porque
las tortugas tienen una larga vida reproductiva, que es aun mayor en cautiverio.

Ademas, creemos que es conveniente analizar la descendencia de los fundadores
que ya estan en la UMA para hacer un mejor uso de la poblaciéon, seleccionando
aquellos individuos que tengan una alta diversidad genética. Otra recomendacién
para considerar en la implementacion de un programa de manejo genético para
T. venusta es el almacenamiento de esperma y paternidad multiple, ya que se ha
reportado en varias especies de tortugas (Edwards et al., 2014) como una
estrategia reproductiva que sirve para maximizar la diversidad genética de la
descendencia de organismos de larga vida (Davy et al. 2011).

8. CONCLUSIONES

Las poblaciones cautivas de D. mawii y T. venusta evaluadas en esta
investigacidén, presentan mayor diversidad genética que las poblaciones de vida
libre, con valores mas altos de numero efectivo de alelos, heterocigosidad
observada y heterocigosidad esperada. En el caso de D. mawii entre las UMAs no
hay diferenciacidn genética, debido a que la UMA del estado de Tabasco es la
principal donadora de organismos fundadores para las nuevas UMAs. Sin
embargo, la UMA “La Encantada” presenta valores mas elevados de
heterocigosidad.

Las poblaciones silvestres presentan una mayor endogamia, probablemente
causada por la reduccién en el tamafio de las poblaciones y la fragmentacion del
habitat, que provoca aislamiento de las poblaciones y limitada la migracion y por
ende el flujo genético. La poblacién del rio Mezcalapa presenta evidencia de un
cuello de botella, el cual puedo ser provocado por una disminucién drastica en el
tamafio de la poblacion; lo cual hace que esta poblacidon esté en un riesgo mayor
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de extincion. La poblacién de Tabasquillo presenta mejores valores de diversidad
genética y en la estructura genética pueden observase un nimero mayor de
genotipos, por lo cual debe de considerarse como un sitio prioritario para la
conservacion de la especie. La estructura genética en las dos especies presenta
una diferenciacion entre las poblaciones cautivas con las de vida libre. Por lo
anterior se debe evitar destinar a los individuos nacidos en cautiverio hasta el
momento, para programas de reintroduccidn a vida silvestre, ya que pueden
causar depresion genética por exogamia. Inclusive se ha reportado que los
individuos cautivos de D. mawii presentan un comportamiento diferente a la
especie en vida libre, como es la postura de huevos fuera del agua (este
comportamiento se ha descrito en la UMA “La encantada” y la UMA CICEA, por
comunicacién personal). Se debe aclarar que este comportamiento si bien puede
facilitar el manejo dentro de las UMAs, no es deseable si estos individuos se
liberan en el medio silvestre, debido a que pueden hacer a los huevos mas
susceptibles al ataque por depredadores y/o deshidratacién y lo tanto a presentar
una menor viabilidad.

En la especie Trachemys venusta, se observd que la endogamia es mas baja en
las UMAs que en las poblaciones silvestres. Asi también los organismos de vida
libre presentan mayor homocigosidad. Debido a lo anterior las poblaciones de
Trachemys venusta pueden estar en un riesgo mayor si se considera Unicamente
el nUmero de individuos, ya que la homocigosidad y la endogamia puede provocar
la disminucion drastica de las poblaciones ante una eventualidad, como
enfermedades o cambios drasticos ambientales, ya que no tendrian suficiente
diversidad genética para sobrevivir. Se debe de implementar un plan de manejo
genético para las dos especies evaluadas en las poblaciones cautivas, para
incrementar la diversidad genética y posteriormente mantenerla lo mas cercana
posible a las poblaciones silvestres. Las poblaciones de las UMAs presentan altos
indices de parentesco, con pocos individuos sin relacion genética, lo que dificulta
el plan de manejo en las UMAs. Por ultimo, se recomienda ampliamente la captura
de individuos de vida silvestre para el enriquecimiento de las UMAS, siendo los
sitios Tabasquillo del municipio de Centla y Laguna Chochal del municipio de
Jonuta areas adecuadas para conseguir estos nuevos individuos.
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10.1. Tablas apareamiento recomendados para Dermtemys mawii y Trachemys venusta.
Tablas de apareamiento recomendados para Trachemys venusta

Tabla 7. Relaciones de pedigri para todas las parejas hembra x macho (n = 949) de las UMA determinadas
por ML-RELATE. Se indican tres tipos de parentesco: medios hermanos (HS), hermanos completos (FS), y
padres-hijos (PO). Los valores de HS resaltados corresponden a las probabilidades méas exactas, las letras
en gris indican aquellos que cambian a sin relacidén, después de aplicar la prueba de “likelihood radio test”.
Las hembras en gris no tienen ninguna relacién de parentesco los 13 machos. Se recomiendan para el
manejo genético, las hembras que no tengan ningun tipo de relaciéon con los machos y se tomaron todos los
machos, ya que hay pocos machos fundadores en la UMA.

Machos
ID 10 13 21 22 25 31 35 37 46 47 60 75 83
UII\EI)A 29 82 | 133 | 259 | 307 | 779 | 290 403 | 301 | 75 | 176 | 701 | 179
Hembras HL 0.40|0.27|0.380.34|0.25/0.26 | 0.11|0.23|0.60|0.50|0.480.47 | 0.14
ID | ID UMA
1 52 0.52 HS FS HS
2 194 0.13 HS
3 14 0.40 HS
4 174 0.23 HS HS
5 42 0.49 HS HS HS HS
6 93 0.11 HS HS | HS HS
7 69 0.13 HS HS
8 38 0.36 HS HS HS
9 7 0.25 HS | HS HS HS




11 29 0.36 HS HS

12 27 0.48 HS HS HS HS

14 97 0.40 HS | PO

15 405 0.26 FS HS HS

16 53 0.02 HS | HS HS

17 126 0.60 HS FS HS HS HS

18 40 0.24 HS | HS

19 81 0.39 HS HS

20 208 0.20 HS | HS | HS HS
23 132 0.52 HS | HS

24 118 0.41 HS FS HS

26 96 0.37 HS HS FS HS

27 104 0.11 HS | FS HS

28 111 0.27 FS HS FS

29 208 0.26 FS HS FS HS

30 244 0.40 HS PO | FS

32 67 0.43 FS | HS | PO

33 21 0.10 PO | PO | FS

34 66 0.13 HS PO | HS FS HS

36 178 0.37 FS HS HS HS HS
38 58 0.24

39 64 0.22 FS HS

40 83 0.52 HS

41 51 0.37 HS HS HS HS
42 73 0.23 FS HS HS




43 129 0.41 HS PO HS

44 250 0.35 HS HS | HS
45 116 0.23 FS PO HS | HS HS
48 3 0.62 HS FS
49 202 0.27 HS HS | PO

50 526 1.00 FS

51 65 0.51 HS

52 199 0.22 FS

53 1 0.36 HS
54 112 0.49

55 106 0.36 FS

56 44 0.49 HS HS | HS
57 23 0.49 HS HS

58 61 0.11 HS HS HS | HS
59 36 0.11 HS | HS FS HS HS

61 6 0.36 HS | FS HS

62 123 0.34 HS HS FS
63 2 0.22 HS HS

64 19 0.36 HS FS | HS
65 47 0.47

66 143 0.40 FS FS

67 109 0.68 HS HS
68 29 0.49 HS

69 85 0.49 FS HS
70 13 0.28 HS HS




71 60 0.33 HS | HS PO HS
72 90 0.25 FS HS | HS
73 283 0.22 HS | HS HS | HS PO

74 63 0.33 HS HS FS

76 18 0.22 HS HS
77 15 0.40 FS HS | HS | HS HS

78 35 0.16 HS

79 10 0.21 HS FS
80 46 0.45 HS | HS HS

81 47 0.14 HS HS HS
82 95 0.12 FS
84 84 0.39 HS FS
85 128 0.41 HS | HS

86 344 0.41 HS FS




Tabla 8.- Relaciones de pedigri de las parejas hembra-macho para D. mawii
en tres UMAS del Estado de Tabasco con bajo indice de homocigosidad (< 0.4
HL) y que serian las adecuadas para mantener en un sistema de reproduccion

Malc?ms en cautiverio. U= No relacionados, HS= Medios hermanos, FS=Hermanos
completos, PO= Padres-Hijos. Hembras sombreadas no presentan parentesco
con los machos.

Proyecto | ENC-014 | ENC-021 | ENC-045 | ENC-051 | ENC-052 | NAC-118 | CICEA-005

UMA 207 S/M S/M S/M 204 118 101
I [l e HL 0.31 0.20 0.28 0.30 0.28 0.38 0.20
Proyecto |UMA
ENC-004 | 269 0.24 U U U U U U U
ENC-022 | S/N 0.38 U U U U U U U
ENC-023 | 201 0.38 U U U U U U U
ENC-058 | 156 0.37 U U U U U U U
ENC-065 | 164 0.18 U U U U U U U

Tablas de apareamiento recomendados para D. mawii




Tabla 9. Grupo 1 de reproductores adecuados para realizar un manejo genético en la UMA “La Encantada”.

Proyecto ENC-008 ENC-013 ENC-014 ENC-019
ID Machos UMA S/M 205 207 149
ID Hembras
- A HL 0.58 0.42 0.31 0.47
ENC-022 S/M 0.38 U U U U
ENC-023 201 0.38 U U U U
ENC-024 S/M 0.38 U U U U
ENC-026 244 0.41 U U U U
ENC-027 172 0.41 U U U U
ENC-028 179 0.76 U U U U
ENC-029 3 0.13 U U U U
ENC-030 219 0.52 U U U U
ENC-031 197 0.39 U U U U
ENC-032 266 0.32 U U U U
ENC-034 S/M 0.23 U U U U
ENC-037 153 0.41 U U U U
ENC-038 253 0.39 U U U U
ENC-039 S/M 0.41 U U U U
ENC-040 237 0.42 U U U U
ENC-041 208 0.48 U U U U




ENC-042 264 0.36 U U U U
ENC-043 183 0.41 U U U U
ENC-044 160 0.38 U 9] U U
ENC-046 232 0.58 U U U U
ENC-047 222 0.33 U U U U
ENC-049 S/M 0.34 U 9] U U
ENC-050 241 0.37 U U U U
ENC-053 191 0.28 U U U U
ENC-054 174 0.35 U 9] U U
ENC-055 203 0.25 U U U U
ENC-056 212 0.42 U U U U
ENC-057 262 0.22 U 9] U U
ENC-058 156 0.37 U U U U
ENC-059 S/M 0.37 U U U U
ENC-060 170 0.11 U 9] U U
ENC-061 S/M 0.26 U 9] U U
ENC-062 S/M 0.55 U U U U
ENC-064 157 0.28 U 9] U U
ENC-065 164 0.18 U U U U
ENC-066 175 0.22 U U U U
ENC-067 221 0.38 U 9] U U




Tabla 10. Grupo 2 de reproductores adecuados para realizar un manejo genético en la UMA “La Encantada”.

ID Machos Proyecto ENC-021 ENC-045 ENC-048 ENC-051 ENC-052
UMA S/M S/M 158 S/M 204
ID Hembras
Pro UMA HL 0.2 0.28 0.52 0.3 0.28
ENC-001 145 0.41 U U U U U
ENC-002 170 0.42 U U U U U
ENC-003 164 0.42 U U U U U
ENC-004 269 0.24 U U U U U
ENC-005 193 0.32 U U U U U
ENC-006 6 0.37 U U U U U
ENC-007 254 0.44 U U U U U
ENC-010 154 0.42 U U U U U
ENC-011 4 0.38 U U U U U
ENC-012 185 0.28 U U U U U
ENC-015 171 0.34 U U U U U
ENC-016 152 0.24 U U U U U
ENC-017 181 0.42 U U U U U
ENC-018 S/M 0.49 U U U U U
ENC-022 S/M 0.38 U U U U U
ENC-023 201 0.38 U U U U U
ENC-025 176 0.42 U U U U U




Tabla 11. Reproductores adecuados para realizar un manejo genético en la UMA del Estado de Tabasco.

ID |Pro |NAC-28 | NAC-111 | NAC-115 |NAC-116 | NAC-118 [NAC-119 | NAC-124 | NAC-133 [ NAC-134 | NAC-137 | NAC-139 | NAC-7001

Machos|uM | 28 | 111 | 115 | 116 | 118 | 119 | 124 | 133 | 134 | 137 | 139 | 7001
:)'?OHGLTMb;aS HL |0.57| 0.55 | 0.49 | 0.49 | 0.38 | 0.56 | 0.58 | 0.68 | 0.48 | 0.5 | 0.57 | 0.43
ICOM| 269 |0.24] U U U U U U U u U U U U
me0s| 193 |0.32] U U U U U U U u U U U U
06| 6 |0.37] U U U U U U U u u u U u
o] 4 |o.38] U U U U U U U U U U U U
02| 185 |0.28| U U U U U U U u U U U U
mcols| 171 |0.34] U U U U U U U u u u U u
Icol| 152 |0.24| U U U U U U U u U U U U
02| s/M |o.38] U U U U U U U U U U u U
03| 201 |o.38] U U U U U U U u u u U u
04| S/M |0.38] U U U U U U U u u u U u
09| 3 |o.13] U U U U U U U u U U U U
mest| 197 |o.39] U U U U U U U u u u U u
02| 266 |0.32] U U U U U U U U U U U U
03| S/M|0.31] U U U U U U U U U U u U
04| s/M |o.23] U U U U U U U U u u u u




ENC-035| 203 |0.31| U U U U U U U U U U U U
ENC-038] 253 |0.39| U U U U U U U U U U U U
Tabla 12. Reproductores adecuados para realizar un manejo genético en la UMA CICEA.
ID Machos| Pro |CICEA-004 | CICEA-005 |CICEA-007| CICEA-23 |CICEA-108| CICEA-10
UMA 141 101 Prof 23 108 10
ID Hembra

Pro UMA HL 0.44 0.2 0.48 1 0.73 0.78
ENC-004 269 0.24 U U U U U U
ENC-005 193 0.32 U U U U U U
ENC-006 6 0.37 U U U U U U
ENC-011 4 0.38 U U U U U U
ENC-012 185 0.28 U U U U U U
ENC-015 171 0.34 U U U U U U
ENC-016 152 0.24 U U U U U U
ENC-029 3 0.13 U U U U U U
ENC-031 197 0.39 U U U U U U
ENC-032 266 0.32 U U U U U U
ENC-033 S/M 0.31 U U U U U U
ENC-034 S/M 0.23 U U U U U U
ENC-035 203 0.31 U U U U U U




10.3. Cuantificacion de DNA Dermatemys mawii y Trachemys
venusta

Tabla 13. Concentracion y Pureza del ADN extraido a D. mawii de los
individuos de UMA “la Encantada”.

NUumero ng/pl totales de
Muostra 9/7H ADN PUREZA (260-280)
1 897.5 1.457
2 1911.5 1.93
3 1727.5 1.707
4 2459.8 1.85
5 2577.1 1.923
6 2218.5 2.132
7 1736.5 1.867
8 1531.9 2.307
9 1240 1.633
10 1414.4 1.638
11 1664.5 1.848
12 2624.1 1.912
13 1668.8 1.574
14 936.7 1.811
15 1973.8 1.723
16 1307.9 1.481
17 3481.6 1.92
18 2679.3 1.793
19 2011.7 1.927
20 1985.7 1.787
21 1255.5 1.367
22 2323.1 1.68
23 3892.8 1.784
24 1190.7 1.543
25 4399.6 1.885
26 4006.7 1.738
27 3738.9 1.857
28 9032.3 2.071
29 2104.1 2.187
30 4274.9 2.001
31 3051.1 1.995




32 943.3 1.515
33 4616.9 2.083
34 4136.4 2.01
35 3915.7 1.941
36 3389.9 2.114
37 4529.9 2.184
38 6573.6 2.416
39 4959.7 2.163
40 4318.8 2.28
41 5310.7 1.977
42 5159.4 2.14
43 4333.6 1.988
44 4099.4 2.057
45 4145.7 2.004
46 6982.3 2.052
47 4439.5 2.035
48 2089.4 1.708
49 3049.7 2.167
50 3908.3 2.115
51 2798.6 1.826
52 3898.4 2.083
53 4142.5 2.186
54 4931.8 2.304
55 3484.3 2.107
56 2874.9 2.683
57 3692.1 1.966
58 4226.9 2.382
59 2516.3 2.022
60 3851.9 2.431
61 2456.2 1.67
62 3836.5 2.303
63 4584.8 2.162
64 3909.7 2.224
65 1948.6 2.244
66 2954 2.356
67 897.5 1.457

D.m: Dermatemys mawii, ng: nanogramos, pl: microlitros.




Tabla 14.- Concentracion y Pureza del ADN extraido a D. mawii de los
individuos de la UMA del estado del Tabasco

TOTAL DE MUESTRAS | ng/pul totales de ADN | PUREZA (260-280)
1 29275.5 1.877
2 13887.3 1.737
3 7669.8 1.916
4 11086.8 2.074
5 13521.3 2.067
6 22262.4 2.016
7 9729.6 1.938
8 23436.9 1.704
9 25949.7 1.799
10 14316 1.85
11 5010.6 1.69
12 3939.9 1.659
13 11093.4 1.809
14 3905.4 1.607
15 12344.1 1.754
16 11206.2 1.677
17 8523 1.634
18 3118.2 1.662
19 13594.5 1.737
20 30021 1.699
21 1815.6 1.37
22 31929 1.81
23 3977.1 1.457
24 17600.1 1.631
25 9255.3 1.761
26 13508.4 1.701
27 14373.6 1.64
28 12563.4 1.799

D.m: Dermatemys mawii, ng: nanogramos, pl: microlitros.




Tabla 15.- Concentracion y Pureza del ADN extraido a D. mawii de los

individuos de la UMA CICEA.

Numero ng/ul totales de ADN PUREZA (260-280

Muestra nm)
1 7462 1.876
2 12184 1.5
3 7223 1.653
4 28700 1.991
5 10211 1.879
6 13613 1.685
7 6686 1.859
8 6757 1.772
9 15605 1.641
10 13743 1.436
11 2978 1.234
12 25390 1.694
13 59840 2.14
14 5307 1.832
15 78048 1.972
16 70849 1.995
17 30480 1.935
18 60062 2.012

Tabla 16.- Concentracion y Pureza del ADN extraido a D. mawii de los
individuos pertenecientes a la poblacion Tabasquillo

NUumero Muestra ng/pul totales de PUREZA (260-280

ADN nm)
1 2321 1.837
2 38883 1.206
3 28790 1.277
4 10759 1.296
5 28302 1.557
6 46383 1.473
7 27060 1.467
8 29156 1.408
9 59008 1.439
10 1731 1.289
11 6189 1.474




12 5300 1.049
13 7402 1.993
14 9299 2.112
15 1345 1.608
16 5844 1.828
17 7126 2.526
18 2637 2.341
19 2038 2.151
20 2520 2.098
21 1196 1.824
22 937 1.137
23 3101 1.029
24 1227 2.607

Tabla 17.- Concentracion y Pureza del ADN extraido a D. mawii de los
individuos pertenecientes a la poblacion Huimanguillo. Nota: Las
muestras 7 y 8 no mostraron registro de ADN en el nanodrop, sin
embargo, estas muestras si mostraron amplificacion.

Numero Muestra | ng/pl totales de ADN | PUREZA (260-280 nm)

1 1298 1.98

2 742 1.742

3 549 1.549

4 2554 2.549

5 179 1.79

6 16123 16.123

7 - -

8 - -

Tabla 18.- Concentracion y Pureza del ADN extraido a D. mawii de los
individuos pertenecientes a la poblaciéon Jonuta

Numero Muestra | ng/Zpul totales de ADN | PUREZA (260-280 nm)
1 5162 1.616
2 4129 1.414
3 5631 1.516
4 1918 1.64
5 1506 1.559
6 1826 1.78
7 6132 1.575
8 2115 1.571




9 5200 1.552
10 2766 1.56
11 2297 1.626
12 4077 1.618
13 2206 1.427
14 3901 1.557
15 8467 1.448
16 272 1.602
17 4552 1.768
18 1005 1.14
19 8056 1.727
20 1047 1.67/8
21 5835 1.812
22 425 1.71
23 1058 1.748

Cuantificacion Trachemys venusta

Tabla 19.- Concentracion total y Pureza del ADN extraido a T. venusta
de los individuos pertenecientes a la UMA del estado de Tabasco.

Numero de muestra ng/ul;\%tsles CE PUREZA (260-280)
1 2462.8 1.801
2 2942.8 1.769
3 7217.4 2.209
4 6522.1 1.881
5 4208.4 1.993
6 4620.9 1.973
7 3485.4 1.863
8 1665.1 1.582
9 4843.9 1.997
10 2379.6 1.652
11 2902.1 1.891
12 1949.6 1.847
13 5082.8 2.103
14 2968.8 1.947




15 3623.6 1.995
16 6727.2 2.115
17 4541.4 2.351
18 1816.7 2.168
19 5968.4 2.149
20 2160.4 2.261
21 4550.4 2.349
22 3312.9 2.279
23 4021.7 2.239
24 3283.5 1.901
25 5223.8 2.085
26 5514 2.083
27 5338.1 2.056
28 6739.6 2.037
29 3157.3 2.069
30 2884.5 2.111
31 8650.8 1.976
32 1361.6 2.003
33 4000.4 1.973
34 5735.7 1.657
35 9028.7 2.057
36 3264 1.872
37 7640.1 2.039
38 4696 1.947
39 1236 1.982
40 4717.3 2.041
41 3798.5 2.003
42 4147.4 2.033
43 4309.7 1.982
44 4038.6 2.07
45 3902.5 2.051
46 4388.2 2.015
47 7651.6 2.006
48 4542 .4 1.945




49 3328 1.898
50 4079.5 1.876
51 3378.2 1.981
52 7179.5 1.992
53 4895.2 1.934
54 3460.2 1.962
55 5886.3 2.033
56 3320.1 2.005
57 2167.8 1.989
58 4844.7 1.987
59 4674.9 2.066
60 6411.4 2.057
61 5223 2.019
62 5254.9 2.01
63 2630.4 1.892
64 4277.8 1.985
65 5456.3 2.037
66 3286.6 2.007
67 2623.5 1.996
68 2357.3 2.047
69 3342.9 2.018
70 4501.4 2.029
71 3999 1.996
72 3783.8 2

73 4103.2 2.02
74 4412.4 2.03
75 5807.5 2.067
76 3173.8 2.05
77 5962 2.004
78 4158.8 2.042
79 4292 1.968
80 11375.6 1.578
81 1750.7 1.977
82 1532.9 1.795




83 2705.9 1.99
84 3590.7 1.946
85 7462.6 2.023
86 9380.6 2.052
87 5686.4 2.069
88 6636.4 2.006
89 6153 2.023
90 5954.6 2.031
91 4530.1 1.966
92 9914 .4 1.775
93 3878.1 2.027
94 5826.6 2.066
95 4652.8 2.063
96 3826.3 2.048
97 4043.7 2.015
98 3921.3 1.962
99 2882.9 1.921
100 5126.6 2.026
101 5763.4 2.069
102 3038 2.071
103 5563.9 2

104 3764.8 1.944
105 8005.5 1.994
106 3784.6 1.901

Tv: Trachemys venusta, ng: nanogramos, pl: microlitros.




10.5 Mapa localidades de muestreos
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10.6. Noticia, saqueo UMA de tortuga del estado de Tabasco
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10.7. Tabla de microsatelites

Tabla 20. Informacién de 10 microsatélites usados para Dermatemys mawii

locus Secuencia del Primer (5—3’) Ta(°C) | Tamaro del Fragmento (bp)

Dm3A-32 | F: CAAATGTACATACTCGGAACTTTTTG 55 155-167
R: ACCACCAGCTCCCTCTTCTT

Dm3A-37 | F: CCTGCCACTAGTGCATGAGA 55 88-96
R: GGAGCTTTTCCCTTCTTCAA

Dm3A-58 | F: TGAAAAATCCAGGAAAAACAA 50 81-115
R: TGCTCACATCACTTCCTGACA

Dm3A-17 | F: ACAGCAGGGGAGTGGTGATA 50 154-167
R: CCTGAGGCAGAAGGTAGTCG

Dm3A-13 | F: CTCAGCACCTTGCAGAATGA 50 244--254
R: ACTGAGGGCAGACTTCAGGA

Dm3A-72 | F: CATTGAGAGACCATCTGTTTTCA 65 98-108
R: AGCAGAAGCCCAAATTGTTC

Dm3A-42 | F: GTCGCCCAGTGTTTAAAAGG 55 212-226
R: TGGGAGAGGATCATGGAAAG

DM3A-43 | F: ACTGCATTTCCAGGTGAA 55 162
R: CAGATGTTCCTGGCAGAC

Dm3A-61 | F: AGTGGAGCGACCCATC 55 187
R: AGCTGACCCCAAGTAATTTT

Dm4A-11 | F: AGCTGCTGTCTCAGCTTACT 55 155
R: CTCTACAAAGCAGCATGAAA




Tabla 21. Informacién de 14 microsatélites usados para Trachemys venusta

Tamarfo del
locus Secuencia del Primer (5'—3’) Ta(°C)
Fragmento (bp)

F:CGCAGTCAAAACACCTTCAG
a -
TSC108 R:TTCACCTCCCCAGATCTCAC oo 203-263

F:TAAAATGGGCCTCAACAAGG
a -
TSC169 R:GGATTGTTTGGTCAAAGAAGTTG oS 210-250

F:GGTTTTTCTCCATCCCGAAT
TSC241%2 R:TTCATTTTGAAAGGTTAGCTCGT 55 193-213

F:GCAAAACCTGGAGATTTTCAA
TSC243 2 R:TTTCGATGGAAAATGGCTTT 55 92-168

F:CCATACACCCTCTGACAGCA
TSC2522 R:TTCCCAAGACAAGAAACACCTT 55 190-238

F:TGCAAATGGAGTTGCAAGA
TSC2602 R: TCCATTTGAACCTGGGAGAA 55 150-214

F:TGTGCACGGGAGTTGTATG
a -
TSC263 R: TTCTATTTGCCAAAAATTGCAT oo 111-173




F:ACAAGATTGGCACCCACTTC

TSC288 2 R:AGTATGGGGATGCATGTGTG 55 150-184
F:CCATGTGCCATCTGTCTACCT

TSC299 2 R:GATCAAGGGATGAGGGTCAA 55 236-300
F:ACTGGCCAGCAGGAGTAATG

a -

TSC302 R: TGGGGCACAAACTACTAGGG oo 161-201

F:TGTAAAATTGATTAGGACCTCTCTGA
TSC323 R:TGCAATCTATCACATGACTGCAT o4 201-237

F:TGGATTGCATTATTAGAAATGGT

TSC328 2 R: CCCACCAACCACCATAATTC 54 179-243
F:TGGCTTATTTTGCAGCCTGA

TSC33042 R:CCAACTTTCACTCCCATTGC 55 216-270

TSC-108P F:AATTCATTTGCCTTGAGAAA 55 189

R:GTCGTCGATTTGGTTAAAAG
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