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RESUMEN
El titi gris (Saguinus leucopus) es una especie de primate endémica de Colombia, la cual se
encuentra en Peligro de extincion (EN, segin UICN) debido principalmente a la pérdida del
habitat y al trafico ilegal. Para definir planes de conservacién que incluyan la elaboracion
de protocolos de manejo y liberacion de especimenes decomisados se requiere conocer la
estructura genética de S. leucopus, dentro de su rango de distribucion. A pesar que se han
realizado algunos estudios sobre los niveles de diversidad y distribucion de la composicion
genética de la especie, éstos se han restringido a algunos departamentos dentro de su
distribucion o a estudios que no permiten acceder a los datos obtenidos en su investigacion.
En la actualidad, no se cuenta con una base de datos para identificar la estructura genética

de esta especie a largo de su rango natural de distribucion.

Para estudiar la estructura genética-geogréafica y la dinamica poblacional de S. leucopus a lo
largo de su area de distribucion, se usaron tres marcadores mitocondriales: el gen completo
Citocromo Oxidasa Il (COXII) (n=55), la region hipervariable | de Regién Control (HPVI-
RC) (n=80) y el gen completo Citocromo-B (CytB) (n=80). Adicionalmente, se obtuvieron

genotipos para un set de nueve marcadores nucleares (tipo microsatélites) (n=56).

Los datos mitocondriales y nucleares revelaron altos niveles de variacién genética al
interior de S. leucopus. Los datos mitocondriales permitieron identificar una reduccion en el
tamafio efectivo de S. leucopus. La correspondencia entre los resultados obtenidos con
marcadores mitocondriales y marcadores microsatélites soportan la presencia de una
estructura filogeogréafica al interior de S. leucopus, la cual estd compuesta por tres grupos

genéticos principales (sur-centro-norte) a lo largo de su distribucion.

La presente investigacion es la primera en reportar una estructura filogeografica en S.
leucopus a lo largo de su rango distribucional, lo que permitié reconocer la necesidad de
designar unidades prioritarias para la conservacion de la integridad genética de esta especie.
La estructura genética encontrada permite realizar planes de conservacion que incluyan la
elaboracion de protocolos de manejo y liberacion de especimenes, aplicando el uso de

herramientas moleculares para inferir el origen de los animales decomisados.
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1. INTRODUCCION

Colombia tiene el privilegio de poseer una de las faunas méas variadas del mundo, debido a
su ubicacion ecuatorial y su compleja topografia, resultando en la conformacion de
diferentes habitats y condiciones climéaticas (Emmons, 1997; Alberico et al., 2000). A su
vez, es reconocido como uno de los paises con mayor diversidad de primates del Nuevo
Mundo junto con Brasil, Zaire, Camerun, Indonesia, Madagascar y Pert (Cuervo et al.,
1986; Alberico et al., 2000). A pesar que no es posible saber con absoluta certeza el
namero de primates que habitan en Colombia, Defler (2010) afirma que en Colombia se
encuentran reportadas 29 especies de primates que comprenden 45 taxones (especies y
subespecies), de los cuales 12 son endémicos distribuidos desde el nivel del mar hasta los
3.200 msnm.

A nivel nacional, dentro de los mamiferos, el orden Primates es el grupo taxonémico que
contiene mas especies amenazadas, con 22 taxones dentro de las categorias de amenaza de
la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN): seis en estado critico
(CR), cinco amenazadas (EN) y once vulnerables (VU) (Defler, 2010). Una de las
principales causas del estado de amenaza de las poblaciones de primates son los procesos
de peérdida y fragmentacion del habitat, lo que restringe la distribucion de poblaciones de
primates a segmentos de habitat relictos de la fragmentacion, llevando a un trastorno de los
procesos evolutivos (dindmica entre migracion, flujo génico y deriva genética) que puede
resultar en la reduccion de la diversidad genética como consecuencia a la disminucién de la
capacidad de supervivencia y/o extincion de las poblaciones (Fahrig, 2003; Henle et al.,

2004; Harcourt & Doherty, 2005) por la reduccion en “fitness” o adecuacion bioldgica.

La pérdida y fragmentacion del habitat se consideran los principales procesos de
modificacion ambiental que afectan la diversidad bioldgica. Habitualmente, la pérdida del
habitat tiene efectos negativos sobre la persistencia de las especies, mientras que la
fragmentacion del habitat puede causar efectos positivos, negativos o no causar ningun
efecto sobre las poblaciones. Sin embargo, la fragmentacion del habitat a menudo se

produce al mismo tiempo con la pérdida del mismo. El efecto de ambos fendmenos



actuando juntos, causa la division de un habitat contiguo en multiples parches discontinuos,
los cuales abarcan menos area y pueden verse afectados en mayor medida por el efecto de
borde (Fahrig, 2003; Lindenmayer & Fischer, 2007). Estos procesos pueden resultar en un
decremento en el tamafio de las poblaciones y en aislamiento de los remanentes de la
poblacién (Chapman & Peres, 2001; Arroyo-Rodriguez & Mandujano, 2009). La
sensibilidad que presentan los mamiferos a la fragmentacion esta relacionada con su
tamafio corporal y la adaptabilidad que posee a los diferentes tipos de habitats (Ewers &
Didham, 2006).

En el caso de los primates la sensibilidad a la fragmentacion depende de la especie. Por
ejemplo, los tamarinos (género Saguinus) son primates pequefios, reconocidos por
adaptarse con bastante éxito habitats que han sufrido algun proceso de modificacion, lo cual
permite que sean comunes en zonas de vegetacién secundaria, areas de selva selva
intervenida y en proceso de regenracion (Defler, 2010). Este género constituye el mas
grande y diverso de los primates del Nuevo Mundo, habitando desde el sur de centro
América hasta el norte de Bolivia, incluyendo Colombia, Ecuador, Perd, Guyana, Surinam
y Brasil (Defler, 2004; Rodriguez et al., 2006; Defler, 2010; Pérez-Pinzén et al., 2013).
Defler (2010) reconoce la existencia de seis especies del género Saguinus en Colombia, de
las cuales dos son endémicas (Saguinus leucopus y Saguinus oedipus). El titi gris (Saguinus
leucopus) es la especie del género Saguinus que presenta la distribucion mas restringida; se
encuentra distribuida en un area pequefia que presenta una alta actividad antropogénica, la
cual tiende a reducirse y fragmentarse cada vez mas con el transcurso del tiempo. Todo esto
sumado a la caza ilegal para su comercio, ha hecho que esta especie sea categorizada en
Peligro (EN) de acuerdo a los criterios de la UICN (2013). Por esta razon, S. leucopus
representa una prioridad fundamental de conservacion en Colombia, puesto que cuenta con
varias poblaciones pequefias que habitan areas restringidas, como consecuencia de los
procesos de modificacion ambiental, principalmente la pérdida y la fragmentacion de su
habitat (Defler, 2004; Defler, 2010; Stevenson et al., 2010; Pérez-Pinzon et al., 2013).



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El titi gris (Saguinus leucopus - Callitrichidae) es un primate endémico de Colombia, y
presenta una de las distribuciones mas restringidas del territorio nacional. De hecho,
presenta el menor rango de distribucion de todas las especies del género Saguinus
(Stevenson et al., 2010; Alba-Mejia, 2013). Ademas de esto, S. leucopus es una especie
sometida a la caza, ya que el tamafio pequefio que tiene promueve su comercio ilegal como
mascota, por lo que en la actualidad se tiene un elevado numero de individuos en
cautiverio, provenientes de incautaciones y entregas voluntarias, lo cual ha generado
modificaciones en las densidades de sus poblaciones (Rodriguez et al., 2006; Alba-Mejia,
2013; Pérez-Pinzén et al., 2013). Por esta razdn, esta especie ha sido categorizada en
Peligro (EN) de acuerdo a los criterios de la UICN (Rodriguez et al., 2006; Castafieda et
al., 2010).

Las poblaciones de S. leucopus se encuentran asociadas a fragmentos muy pequefios de
bosque (Defler, 2010), y pueden presentar una pérdida importante en su diversidad genética
como consecuencia de la reduccion y fragmentacion de su habitat, el cual se localiza en
zonas que tienden a achicarse rapidamente por efectos antropogénicos. Sin embargo, aln se
desconoce el efecto de procesos demograficos, ecoldgicos y sociales sobre los procesos de
dispersion, migracion y flujo génico en esta especie, lo que dificulta la evaluacion de su
capacidad de persistencia en estos fragmentos y de dispersion a otros fragmentos de
bosques cercanos (Defler, 2010; Stevenson et al., 2010; Alba-Mejia, 2013).

En ese sentido, S. leucopus debe ser considerada una prioridad de conservacion, que
requiere de atencion especial y de esta manera lograr crear e implementar un plan de
conservacion que garantice la estabilidad de las poblaciones en los ecosistemas. Por tanto,
teniendo en cuenta el grado de vulnerabilidad de esta especie, es fundamental priorizar
investigaciones que permitan identificar el grado de amenaza y disefiar dichos planes de

conservacion (Rodriguez et al., 2006; Defler, 2010; Pérez-Pinzon et al., 2013).



La pérdida y la fragmentacion del habitat son procesos de modificacion ambiental que se
viene presentando por un largo periodo de tiempo, sin que se conozcan sus efectos sobre la
composicidon genética actual de las poblaciones de S. leucopus. Se requiere generar
conocimientos béasicos de aspectos sobre la composicion genética historica, que permita
reconstruir la historia demografica de la especie. De igual forma, es indispensable detectar
y describir los efectos de estas modificaciones en escalas geograficas e intervalos de tiempo
mas pequefios, proporcionando informacion importante, como: las tasas de migracion, el
éxito reproductivo, relaciones genéticas inter e intrapoblacionales, tamafios poblacionales,
parentesco entre individuos y dindmica poblacional a lo largo de su rango de distribucion; y
de esta manera lograr comprender los procesos evolutivos que ocurren dentro de las
poblaciones naturales de S. leucopus (Frankham et al., 2002; Castafieda et al., 2010; Defler,
2010; Yang & Jiang, 2011; Alba-Mejia, 2013).

Pese a la importancia de la especie, se han realizado pocos estudios que permitan conocer
los niveles de diversidad y distribucion de la composicién genética historica y
contemporanea de ésta. Dichos estudios, se limitan a pocos departamentos a lo largo de su
rango de distribucion o utilizan marcadores moleculares que no son los adecuados para
evaluar la estructura genética de las poblaciones de S. leucopus (Defler, 2004; Defler, 2010,
Stevenson et al., 2010; Pérez-Pinzon et al., 2013). En la actualidad existe un
desconocimiento de la diversidad genética de S. leucopus a lo largo de todo su rango de
distribucion, lo que se convierte en el principal obstaculo para el desarrollo de iniciativas
para su conservacion, puesto que las formulaciones de planes de manejo efectivos necesitan
identificar las unidades de manejo y conservacion, para lo que se necesita conocer la
dinamica, estructura y flujo génico de las poblaciones (Moritz, 1994; Crandall. et al., 2000;
Poveda & Sanchez, 2004; Pires-Costa et al., 2005; Palsbgll et al., 2007).

Se estima que con el paso del tiempo se acentuaran las amenazas que hoy afrontan las
poblaciones de S. leucopus, por lo cual es urgente poner en marcha un plan de conservacion
enfocado a mitigar las presiones que afectan a la especie, asi como la fauna y flora
asociadas a su area de distribucion. Ademas, es necesario priorizar las investigaciones para

ampliar los conocimientos sobre flujo génico, la dindmica y estructura poblacional de esta



especie, con el fin definir las pautas para la identificacion de zonas estratégicas para su
manejo y conservacion, que puedan asegurar la supervivencia y viabilidad de sus
poblaciones a largo plazo, y de esta manera proteger su habitat e incrementar el nimero de
individuos dentro de las poblaciones. Este aspecto es de gran importancia, si tenemos en
cuenta que actualmente existe Gnicamente una figura del Sistema Nacional de Areas
Protegidas (Parque Nacional Natural Selva de Florencia, departamento de Caldas) en toda
la distribucién de S. leucopus (Poveda & Sanchez, 2004; Rodriguez et al., 2006; Pérez-
Pinzdn et al., 2013; Alba-Mejia, 2013).

En consecuencia y para afrontar este problema, en el 2005 surgi6 ElI Programa
Internacional de Conservacion del Saguinus leucopus (PICSL). Este programa trabaja en
diferentes frentes de conservacion, in situ y ex situ, educacion e investigacion. Pese a que
en la parte in situ se realizé6 un convenio entre PICSL y Wildlife Conservation Society
(WCS) con el objetivo de estudiar la distribucion, densidad, genética y salud de las
poblaciones silvestres, en la actualidad no se cuenta con una caracterizacion de los linajes
genéticos y relaciones genealdgicas de las poblaciones silvestres de S. leucopus. Esta
informacion es de vital importancia, si tenemos en cuenta que conocer la composicion
genética historica y la dindmica poblacional contemporanea, orientaria los programas de
reproduccion en cautiverio y la reintroduccion de individuos incautados, evitando la
pérdida de la viabilidad a largo plazo y garantizando la conservacion de los distintos linajes
dentro de la especie (Rodriguez et al., 2006; Stevenson et al., 2010).

En la Gltima década se ha mostrado que la forma habitual, sencilla y menos costosa de
examinar la variabilidad genética de las poblaciones es mediante el uso de marcadores
moleculares (You-Chun et al., 2002; Kimberly et al., 2006). Los marcadores moleculares
de ADN mitocondrial (ADNmt) tienen una tasa de mutacion relativamente elevada, por lo
que son una herramienta que proporciona un acercamiento al efecto de los procesos
historicos sobre la variacion y evolucion de la estructura historica poblacional. De igual
forma, estos marcadores son Utiles para identificar grupos poblacionales genéticamente
divergentes, permitiendo identificar las prioridades de los programas de conservacion o
Unidades de Manejo y Conservacion (Poveda & Sanchez, 2004; Castafieda et al., 2010). A



pesar de esto, la identificacion de la estructura genética contemporanea y los procesos
evolutivos que ocurren en las poblaciones naturales de S. leucopus requieren de un
marcador molecular que se caracterice por altas tasas de mutacién y fijacion de alelos
(Ellegren, 2004; Chistiakov et al., 2005). Los microsatélites se destacan por tener una alta
capacidad para detectar y describir diferencias genéticas a escalas geograficas y en
intervalos de tiempo mas pequefios, que tradicionalmente no se alcanzan a evaluar
utilizando ADN mitocondrial. La alta variabilidad de los marcadores tipo microsatélites 1os
convierte en una herramienta idonea para describir la estructura genética contemporanea,
las tasas de migracion, el éxito reproductivo, relaciones genéticas, tamafios poblacionales,

parentesco entre individuos y dindmica poblacional, entre otros.

En base a esto, la presente investigacion aportara informacion necesaria para la
caracterizacién de la composicién genética histérica y contemporanea de poblaciones
naturales de S. leucopus (Primates: Callitrichidae) en los departamentos de Tolima, Bolivar,
Caldas y Antioquia, atendiendo la consecuente necesidad de ampliar los conocimientos
acerca de la dindmica, estructura y flujo génico de esta especie, lo que permitird obtener las
bases para la determinacién de unidades de manejo y conservacion in situ de S. leucopus,
contribuyendo al PICSL y a los programas de reproduccion en cautiverio y reintroduccion

de individuos incautados.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Estudiar la estructura y dindmica poblacional de Saguinus leucopus (Primates:

Callitrichidae) mediante el uso de marcadores moleculares.

3.2. Objetivos especificos

1. Describir la estructura genética histérica y la historia demografica de las

poblaciones naturales de S. leucopus, a partir de secuencias de ADN mitocondrial.

2. Analizar la estructura genética contemporanea de las poblaciones naturales de S.
leucopus, a partir de marcadores tipo microsatélites.

3. Realizar recomendaciones para la conservacion de las poblaciones naturales de S.
leucopus en base a los resultados obtenidos en la presente investigacion.



4. ANTECEDENTES

4.1. Descripcion de la especie

4.1.1. Generalidades de Saguinus.

En Colombia, la familia Callitrichidae tiene los géneros Callimico, Saguinus y Cebuella
(Defler, 2010). Solo existen tres especies trasandinas pertenecientes al género Saguinus: S.
oedipus, S. leucopus y S. geoffroyi. De estas, las dos primeras son consideradas endémicas
(Castarieda et al., 2010; Defler, 2003; Poveda & Sanchez, 2004; Ruivo et al., 2005) (Figura
1). Estudios citogenéticos y moleculares, han concluido que Saguinus es el género basal de
la familia Callitrichidae (Nagamachi et al., 1999; Schneider, 2000).

Las especies del género Saguinus (Thomas, 1903) son de tamafio mediano y pesan entre
800 y 2.000 g dependiendo de la especie (Defler, 2003). Se encuentran distribuidas en
bosques tropicales y subtropicales desde el norte de Panama hasta el sur de Brasil,
distribuyéndose desde el nivel del mar hasta aproximadamente los 1.500 metros de sobre el

nivel del mar, alcanzando su concentracién maxima en la baja Amazonia (Defler, 2003).

Estos primates son esencialmente de habitos diurnos y algunos son completamente
arboricolas, aunque habitualmente prefieren los bosques densos a las orillas de cuerpos
aguas, y se desplazan facilmente entre las ramas de los arboles (Castafieda et al., 2010).
Regularmente viven en grupos sociales que comprenden una pareja mondégama y sus crias
con indiviuos satélite de menor jerarquia. Rara vez se pueden observar individuos solitarios
0 grupos con mas de 14 individuos (Defler, 2003). La comunicacién es un factor importante
para la cooperacion en el grupo. Los conjuntos sociales son territoriales, defienden su
territorio con gritos y persiguiendo a los intrusos, pero rara vez participan en una verdadera
lucha. Su dieta se compone principalmente de frutas, sin embargo, también comen hojas,
flores insectos y pequefios vertebrados (Defler, 2010; Poveda & Séanchez, 2004; Ruivo et
al., 2005).



Figura 1. Especies del género Saguinus presentes en territorio colombiano.

Saguinus inustus. Saguinus nigricollis. Saguinus fuscicollis.

Saguinus geoffroyi. Saguinus oedipus. Saguinus leucopus.

(Modificado de Defler, 2010)

Se ha discutido bastante con respecto al origen del género Saguinus y sobre el proceso que
dio lugar a las tres especies trasandinas pertenecientes al género Saguinus (S. oedipus, S.
leucopus y S. geoffroyi) (Hershkovitz, 1977). Una posibilidad es que las especies se
originaran de un grupo ancestral emparentado con la subespecie S. nigricollis graellsi, a
partir de la cual se desplaz6 un grupo que migré6 hasta el norte de Colombia,
diversificAndose en los tres grupos previamente mencionados. La segunda posibilidad, es

que el grupo de primates se originara a partir de un ancestro amazénico que habria dado



origen en primera medida a S. leucopus en el valle del Magdalenay y luego a S. geoffroyi y
S. oedipus aproximadamente en el Plioceno superior. Luego S. geoffroyi se habria

expandido desde Colombia hasta Panama y Costa Rica (Defler, 2010).

4.1.2. Generalidades de la especie.

Saguinus leucopus es una especie endémica de Colombia distribuida en la region norte y en
el piedemonte de la cordillera central. Sus limites de distribucion se encuentran desde la
orilla oriental del bajo rio Cauca, la orilla occidental del rio Magdalena y el piedemonte de
la Cordillera Central en donde se distribuye hasta los 1500 metros de altura. Se encuentra
en el nordeste de Antioquia, el sur de Bolivar, en el departamento de Caldas y en el norte
del Tolima (Figura 2) (Defler, 2003; Defler, 2010). Esta especie fue descrita por
Hershkovitz (1977) como monotipica, aunque es posible la existencia de dos subespecies
(Defler, 2010).

En su area de distribucion es conocido como titi o titi gris. Esta especie habita en bosque
seco tropical, humedo tropical, muy himedo tropical y himedo premontano. Su rango
altitudinal va desde los 0 hasta los 1.500 metros sobre el nivel del mar. Habita bosques
primarios y secundarios, aungque también existen registros en zonas urbanas (Defler, 2010).
La mayor proporcién de las areas donde habita soportan fuertes presiones antropogénicas
como la deforestacién y la fragmentacion producto de actividades agropecuarias y
ganaderas, relegando las poblaciones a pequefias zonas con cobertura vegetal (Defler,
2003), por lo que se le termina encontrando en residuos de bosques aislados, lo que ha
causado que se le considere como una especie pionera en tolerar fragmentacion de habitat
(Gordo et al., 2013).

El peso promedio para la especie es de 500 gramos aproximadamente (Massicot, 2006). El
pelaje del dorso es de color café en su base y se aclara casi completamente hacia la punta.
Los flancos son blanguecinos y las extremidades son casi blancas. El abdomen es oscuro y
la cola peluda; esta presenta un color café con el extremo blanco y no es prensil. La cara no

presenta pelaje y se encuentra delineada por una franja delgada de pelo blanco. Entre las



orejas y el cuello, tiene el pelaje de color café. Las manos, y los pies son blancos y tienen
garras en vez de uiias (Defler, 2003).

Figura 2. Rango de distribucion de Saguinus leucopus en Colombia.

(Modificado de Defler, 2010)



Como resultado de la distribucion geografica restringida y el habitat altamente
fragmentado, se ha considerado como una de las especies de primate de Colombia con
distribucion mas limitada (Defler, 2003; Rodriguez et al., 2006). Las poblaciones se han
reducido en un 86% debido al tréfico ilegal y a la destruccion de su habitat, lo que sigue
aumentando de manera alarmante por lo que pueden sufrir procesos de extincion en corto
tiempo (Defler, 2003).

4.2 Diversidad y Estructura Genética

Los factores evolutivos que cambian las frecuencias alélicas de las poblaciones son: la
mutacion, la deriva genética, la migracién y la seleccién natural; sin embargo, estos
factores actlan de diferentes formas. La variabilidad genética es generada principalmente
por dos procesos: la mutacion que genera nuevos alelos en la poblacién, y la
recombinacion, que crea nuevas combinaciones alélicas en la poblacion. Estos procesos se
encargan de generar y mantener la diversidad genética al interior de las poblaciones (Amos
& Harwood, 1998; Yang & Jiang, 2011). La diversidad se reduce principalmente por la
accion de la deriva genética y la seleccién natural, debido a que estas fuerzas evolutivas
eliminan o fijan alelos por eventos estocasticos o de adaptacion, respectivamente (Aspi et
al., 2006; Bergl et al., 2008). Es asi que la distribucién de la diversidad genética (tanto
frecuencia genotipica como alélica) dentro y entre las poblaciones puede cambiar a través
del espacio y el tiempo, como resultado de la historia de vida de la especie (sistema de
dispersion y apareamiento) y fuerzas evolutivas (mutacion, migracion, deriva genética y
seleccion natural), por lo que la estructura genética en las poblaciones depende del balance
existente entre los procesos que aumentan la diversidad genética y las fuerzas que la
reducen (Hacker et al., 1998; Fahrig, 2003; Brouat et al., 2004).

Las fuerzas evolutivas que actlian sobre la estructura genética de una especie determinada,
puede ocasionar que las frecuencias alélicas sean compartidas por toda la poblacion, a lo
largo de su rango de distribucion (Muller et al., 2009; Yang & Jiang, 2011). Sin embargo,
en otras especies se puede encontrar que la poblacion presenta una estructura genética

diferente, debido a que sus frecuencias alélicas varian entre los fragmentos aislados (Brouat



et al., 2004; Aspi et al., 2006; Bergl et al., 2008). La diferenciacion genética entre
poblaciones puede ser el resultado de la baja tasa de interaccion entre los organismos de los
diferentes grupos o porque su sistema de reproduccion se da entre individuos que presentan
algun grado de parentesco, esto puede conducir a que las fuerzas evolutivas actien de
forma diferente en dichas poblaciones, conduciendo a la diferenciacion de su estructura
genética (Hanski & Gaggiotti, 2004). En el caso especifico del grupo de los primates, se
han encontrado especies que presentan un tipo de estructura genética y otras que presentar
el otro, para entender la dinamica de cada poblacién es necesario comprender la

estructuracion genética que presenta la especie que se desea estudiar.

La dinamica de las poblaciones fragmentadas depende de los patrones de dispersion
(Hanski & Gaggiotti, 2004). Este aspecto es particularmente importante al estudiar
poblaciones pequefias, debido a que la estocasticidad demografica al combinarse con la
deriva geneética puede conducir facilmente a las poblaciones a la extincion (Frankham,
2002). Por esta razon, se deben conocer los patrones de dispersion de las poblaciones
mediado por la matriz del paisaje y la capacidad de dispersién de los organismos que la
constituyen (Ricketts, 2001). La matriz del paisaje es un factor importante al trabajar con
poblaciones pequefias; sin embargo, se debe hacer una distincion entre los diferentes grados
de intervencién de los paisajes. Frankham (2007) muestra que la pérdida de habitat y la
fragmentacion son procesos basicamente diferentes. Aunque la pérdida de héabitat tiene
siempre efectos negativos sobre las especies, la fragmentacion del habitat puede cambiar
las frecuencias alélicas generando efectos positivos, negativos o no tener efectos dentro de
la poblacion en estudio. Cuando la fragmentacion del habitat cambia las frecuencias
alélicas de forma positiva, regularmente es debido a que, a pesar del cambio ocurrido, los
individuos se encuentran en un habitat adecuado (Hilty et al., 2006), mientras que cuando
se tienen efectos negativos, es debido a que las condiciones bidticas y abidticas cambian de
forma abrupta, lo que afecta negativamente a varios grupos de organismos (Gehring &
Swihart, 2003).

Los patrones de organizacién de la diversidad genética dentro de las especies y las matrices

de paisaje, permiten conocer la historia evolutiva de las poblaciones y evaluar su potencial



evolutivo (Amos & Harwood, 1998; Hanski et al., 2000), permitiendo examinar problemas
como la baja variabilidad genética, que limita la respuesta a cambios en el ambiente
(Crandall et al., 2000; Brouat et al., 2004; Aspi et al., 2006; Manel et al., 2003; Williams et
al., 2003; Yang & Jiang, 2011). En general, un habitat altamente fragmentado conduce a
que la mayoria de las especies presenten una organizacion jerarquica en grupos
poblacionales locales con alto grado de aislamiento (Gaggiotti & Hanski, 2004), Ilevando
muchas veces a la pérdida de variacion genética en la poblacion y diferenciando las
poblaciones aisladas por las variables en la matriz de paisaje a las que se ven sometidas
(Berg et al., 2008; Ewers & Didham, 2006; Fahrig, 2003). De esta forma, el conocimiento
de la distribucién jerarquica de la diversidad genética es de vital importancia para orientar
planes de manejo y conservacion, ya que permite conocer el grado de aislamiento o
conectividad de las poblaciones de una especie (Gonzalez-Solis et al., 2001; Jensen et al.,
2005; Gillespie & Chapman, 2008).

El conocimiento de los parametros genéticos de una poblacién brinda elementos Gtiles para
el planteamiento de estrategias de manejo de especies objeto de conservacion, uso y
aprovechamiento, y permite elegir los procedimientos adecuados para el mantenimiento de
las poblaciones en peligro (Hacker et al., 1998; Schwartz et al., 2007; Broguet & Petit,
2009). Los estudios de flujo génico y dindmica poblacional son una alternativa para obtener
datos que posibiliten el manejo exitoso de especies amenazadas que habitan ambientes muy
fragmentados (Bergl et al., 2008; Mapelli, 2010). Sin embargo, en especies como S.
leucopus, se desconocen los patrones de dispersion y conectividad que existe entre las
diferentes poblaciones, factor esencial para la aplicacion de politicas eficaces de

conservacion.

De este modo, la comprensidn de parametros genéticos como la estructura genética permite
identificar Unidades Evolutivas Significativas (ESU por sus siglas en inglés) y Unidades de
Manejo (MU por sus siglas en inglés) (Moritz, 1994), entendiendo por ESU y MU unidades
poblacionales que merecen manejo propio y que tienen una alta prioridad de conservacion
en el manejo de especies amenazadas (Zhang & Hewitt, 2003; Palsbgll et al., 2007). Asi, a

partir de criterios genéticos poblacionales, se pueden definir unidades de conservacion



prioritarias por debajo del nivel de especie para llevar a cabo estrategias que garanticen el
manejo in situ adecuado de especies amenazadas (Hedrick et al., 2001; Maudet et al., 2002;
Hey et al., 2003; Palsbgll et al., 2007).

Es por esto, que la aplicacion de politicas eficaces de conservacion requiere un
conocimiento detallado de la estructura genética de las poblaciones y los patrones de
dispersion de los individuos, principalmente en especies que se encuentran altamente
amenazadas. Existen diferentes métodos para estimar las tasas de dispersion y conectividad
entre poblaciones (monitoreo directo, captura y recaptura, etc.) (Rouquette & Thompson,
2007). Sin embargo, los métodos genéticos han sido ampliamente utilizados gracias a su
eficacia, ya que han permitido evaluar aspectos genético-estructurales, calcular tasas de
dispersion y correlacionarlos con elementos del paisaje, lo que ha permitido identificar
aquellos elementos que impiden o favorecen la dispersion. Ademas, los métodos genéticos
permiten identificar el origen de los migrantes e incluso los eventos de dispersion raros. Es
por esto que el desarrollo de marcadores moleculares, como los microsatélites, permiten
estimar patrones genéticos poblaciones de una manera detallada y con mayor resolucién
(Coates et al., 2009; Flagstad et al., 2012). Estos analisis se basan principalmente en
observar la distribucion espacial de alelos en las poblaciones, y permiten hacer inferencias
de los niveles o patrones de flujo génico en las poblaciones (Muller et al., 2009).

4.2.1. Modificaciones de la estructura genética en primates

Investigaciones en diversos grupos de primates han evaluado los procesos que afectan la
estructura genética de sus poblaciones, concluyendo que los factores mas importantes para
los cambios en las frecuencias alelicas son: variacion en el tamafio del grupo, la densidad,
la composicion de las unidades sociales, y la dispersion de machos y hembras (Bergl et al.,
2008; Guschanski et al., 2009; Liu et al., 2009; Quemere et al., 2010). En numerosas
especies de antropoides, se han observado diferencias moleculares que revelan patrones de
dispersién que han dado lugar a patrones de comportamiento afiliativo disimiles dentro de
los grupos sociales relacionados. Esto, sumado a aislamiento poblacional causado por la

fragmentacion del habitat, limita las oportunidades de dispersion favoreciendo tendencias



en las especies de permanecer en su propia localidad (Robbins et al., 2007; Teichroeb et al.,
2009); aumentando la probabilidad de endogamia (Vigilant et al., 2015). En algunas
especies de primates, ambos sexos suelen dejar sus grupos familiares cuando llegan a la
madurez sexual, mientras que otras veces se dispersa solo alguno de los sexos. La
dispersion diferencial de sexos funciona como un mecanismo para mantener la variabilidad
genética y evitar la endogamia (Field & Guatelli-Steinberg, 2003; Pusey & Wolf, 1996).

Estudios que evaltan los cambios en la estructura genética de poblaciones de haplorrinos
(suborden de primates, donde separa los grupos que presentan el labio superior continuo),
enfrentan gran variedad de retos. Las metodologias de estudio y los modelos deben
considerar los complejos patrones del comportamiento social de los primates, al igual que
el comportamiento cooperativo y las relaciones de afiliacion, asi como los patrones de
filopatria femenina. Por esta razon, se necesitan modelos solidos que se adapten a las
condiciones del grupo estudiado para realizar un analisis completo (Booksmythe et al.,
2015). En general, los modelos predicen que las hembras deben ser filopéatricas cuando los
recursos alimenticios son de alta calidad y se encuentran distribuidos en parches donde
estan los grupos establecidos. Mientras que cuando los recursos alimenticios son de baja
calidad y se encuentran dispersos, aumenta la competencia y las hembras se ven obligadas a
dispersarse (Sterck et al., 1997). Sin embargo, los patrones de dispersion de los taxones son

muy variables, especialmente en monos del Nuevo Mundo (Di Fiore et al., 2009).

4.3 Marcadores Moleculares

4.3.1 ADN Mitocondrial.

La identificacién de marcadores moleculares adecuados es critica para la descripcion de
diversidad intra-especifica relevante para la orientacion de programas de manejo Yy
conservacion. La relativamente alta tasa de sustitucion de ADN mitocondrial permite
examinar la estructura genética histdrica relevante por debajo del nivel de especie. En el
presente estudio se emplean dos regiones mitocondriales, incluyendo un fragmento de la
region no codificante o Region Control y el gen codificante completo citocromo b. El

citocromo b ha demostrado ser preciso en la reconstruccion filogenética de especies de



mamiferos, en la asignacion de taxones, y en brindar buena resolucion al separar especies
(Tobe et al., 2010).

La secuencia no codificante Region Control se ha empleado para establecer relaciones
evolutivas entre especies cercanas y subespecies (Tagliaro et al., 1997), ya que se ha visto
que presenta la tasa evolutiva mas alta de todo el genoma mitocondrial (Sigurgardottir et
al., 2000). La secuencia de Region Control tiene una estructura compleja con regiones
conservadas separadas por regiones altamente variables. En mamiferos, la secuencia de
Regién Control puede ser dividida en tres dominios (Figura 1): ElI dominio izquierdo
(region hipervariable 1) adyacente al gen Pro-tRNA, que contiene las secuencias de
terminacion donde se detiene la sintesis de la cadena pesada (H-strand) del asa de
desplazamiento (D-loop) de triple cadena; la regidn central conservada, consistente en una
secuencia rica en G-C que ha estado implicada en la regulacién de la replicacién de H-
strand y formacion de D-loop y; el dominio derecho (regién hipervariable I1) adyacente al
gen Phe-tRNA, que contiene el sitio de inicio de la replicacion de H-strand, los promotores
para la transcripcion de H-strand y L-strand (cadena liviana) y los bloques de secuencias
conservadas (CBS) (Fumagalli et al., 1996). Para el estudio se utiliz6 la regién
hipervariable I (HVRI) o dominio izquierdo, debido a que es una region codificante y tiene

una tasa de mutacion mayor que citocromo b.

4.3.2 Marcadores Moleculares tipo Microsatélites.

El elevado grado de variabilidad generalmente asociados a secuencias nucleares implican
que a menudo contienen informacion que permite conocer la variabilidad y diversidad
genética a nivel poblacional. Los marcadores microsatélites tienen la capacidad de detectar
polimorfismos genéticos en escalas temporales las que los marcadores de ADN
mitocondrial no son capaces de hacerlo, por lo que permiten revelar el efecto de procesos

contemporaneos en los patrones genéticos (Miles et al., 2009; Guichoux et al., 2011).

Los microsatélites son secuencias de 2-6 nucleétidos repetidas en tandem (p. ej.
ACACACACACACAC). También se conocen como repeticiones cortas en tindem (STRs



por sus siglas en inglés) o repeticiones de secuencia simple (SSRs por sus siglas en inglés).
Estas secuencias repetidas en tindem cuentan con regiones flanqueantes conservadas que
permiten su amplificacion y posterior genotipificacion (Ellegren, 2004; Chistiakov et al.,
2005). Este tipo de marcador se puede clasificar a partir del nimero bases o al tipo de
estructura repetitiva que lo componen. De acuerdo al nimero de bases que posee el motivo
de repeticidn se pueden clasificar como mono, di, tri, tetra, penta o hexanucle6tido (p. ej.
TATATA, GATAGATAGATA). Respecto a la estructura repetitiva estos se clasifican en:
1) simples, cuando tienen un solo motivo repetido varias veces en serie (repeticiones
perfectas) (p. ej. (AC)10); 2) compuestos, con dos 0 mas motivos de diferente composicién
repetidos en serie (repeticiones imperfectas) (p. ej. (GT)2(AC)1p); 3) simples 0 compuestos
interrumpidos, cuando presentan secuencia no repetitiva entre las distintas repeticiones (p.
ej. (AC)5(CT)4GTCA(GC)11); 4) complejos, cuando existen combinaciones entre
cualesquiera de las clases anteriores sin ningun patrén de orden definido (Urquhart et al.,
1994). Dependiendo de la secuencia o de la estructura repetitiva que componen un
microsatélite, su abundancia y distribucion en el genoma pueden ser diferentes, ya que
repeticiones trinucleotidicas y hexanucledtidicas son méas frecuentes en los exones.
Ademas, dependiendo de las caracteristicas del motivo de repeticidn, algunos microsatélites
poseen un mayor nimero de alelos (teniendo un mayor poder discriminatorio ) y son menos
susceptibles a errores en la genotipificacion (Nikitina & Nazarenko, 2004; Broguet et al.,
2007).

Debido a la posibilidad de detectar la variabilidad genética mediante la amplificacién y
secuenciacion, los marcadores microsatélites se han convertido en el mas utilizado en
estudios de ecologia y evolucion debido a que se caracterizan por ser neutrales, se heredan
de forma codominante, poseen un elevado grado de variabilidad y fijacion de alelos en las
poblaciones, ademéas de que son abundantes y ampliamente distribuidos en el genoma
(Frankham et al., 2002; Ellegren, 2004; Chistiakov et al., 2005; Yang & Jiang, 2011).
Aunque su distribucidn dentro de los cromosomas no es uniforme, ya que se encuentran en
menos abundancia en las regiones subteloméricas (Koreth et al., 1996), pueden encontrarse
tanto en las regiones codificantes como en las que no lo son (Toth et al., 2000), sin

embargo, en eucariotas se encuentran con mayor frecuencia en las regiones no codificantes



(Metzgar et al., 2000). Por estas caracteristicas, este tipo de marcador molecular ha
adquirido una importancia creciente en los Gltimos afios en estudios sobre analisis de
variabilidad y diversidad genética, relaciones entre especies, niveles de consanguinidad,
controles de paternidad, éxito reproductivo y comportamiento en poblaciones silvestres
(Miles et al., 2009; Guichoux et al., 2011).

La eficiencia de amplificacion de los marcadores tipo microsatélites, depende en gran
medida de la region flanqueante, ya que debe ser altamente conservada y el polimorfismo
debe hallarse dentro del motivo repetitivo. Esto se debe principalmente a que un locus
microsatélite puede contener méas de un alelo, y la deteccion de estos alelos va a depender
de las diferencias y variaciones en la longitud o nimero de veces que se encuentra una
secuencia repetitiva en los diferentes individuos, lo cual se produce por inserciones o
deleciones de las unidades de repeticion (Frankham et al., 2002; Ellegren, 2004; Chistiakov
et al., 2005). De esta forma, en microsatélites el polimorfismo va a estar dado por las
variaciones en el nimero de repeticiones en cierto locus, lo cual estard reflejado en los
cambios de tamafio o longitud de los fragmentos amplificados (Metzgar et al., 2000; Toth
et al., 2000).

Las secuencias de las regiones flanqueantes de los loci microsatélites estan generalmente
conservadas entre los individuos de la misma especies y especies muy cercanas, de tal
forma que se pueden disefiar primers gque se unan a esta regién flanqueante y de esta forma
llevar a cabo la amplificacion del locus en taxones muy cercanos (amplificacion cruzada)
(Selkoe & Toonen, 2006). Sin embargo, se ha reportado que la amplificacion cruzada
presenta una reduccion en el éxito de amplificacion y en el namero de alelos, asociando el
aumento en los problemas y errores en la genotipificacién (p. ej. alelos nulos y
amplificacion predominante de alelos pequefios) con cambios y mutaciones en las regiones
flanqueantes (principalmente en los sitios de unidn de los primers usados) (Soulsbury et al.,
2009). De hecho, en algunas especies se ha reportado la tendencia en la disminucion en el
polimorfismo y nimero de alelos conforme se aleja del clado en donde se describieron los
microsatélites. Esta regla se conoce como “tendencia de ascertividad”. Esta tendencia ha

sido descrita en diferentes especies de ovejas, zorros, aves, cetaceos, tortugas y rumiantes;



y especificamente para primates se encontrd que al usar 42 microsatelites desarrollados en
humanos se presenta una disminucion del tamafio de alelos y el numero de bases en 33
(cerca del 78%) de estos microsatélites (Crawford et al., 1998; Ortega & Maldonado,
2007).

Ademas de esto, existen problemas potenciales asociados al uso de microsatélites como
herramientas de estudio en poblaciones silvestres (Hoffman & Amos, 2005; Dewoody et
al., 2006). Por ejemplo, la aparicion de alelos nulos como producto de mutaciones en la
secuencia flanqueante, el cual corresponde al sitio de unién de alguno de los primers,
dificulta la amplificacion de alelos largos o cortos (p. ej. allele dropout). Otro problema, es
la creacion de “artefactos” o amplificaciones inespecificas, producto del deslizamiento de la
polimerasa (p. ej. stutter peaks), lo cual produce un aumento en la longitud de la unidad
repetitiva (este tipo de error es mas frecuente en loci dinucleétidos). Estos errores generan
una dificultad para discriminar entre individuos homocigotos y heterocigotos, causando
errores en el analisis e interpretacién de las estimaciones de equilibrio Hardy-Weinberg,
tamafio poblacional, flujo génico y evaluacion de la estructura poblacional (Gonzalez,
2003; Hoffman & Amos, 2005; Pompanon et al., 2005; Dewoody et al., 2006).

4.4 Quimerismo

Existe un problema metodoldgico particular en el analisis molecular mediante marcadores
microsatélites en primates que presentan quimerismo genético (Hsu & Benirschke, 2013),
en los cuales la comunicacion entre mellizos durante el desarrollo temprano, permite la
mezcla de dos o mas linajes gendmicos dentro de un mismo individuo, producto del
intercambio de lineas celulares a través de la fusion coridnica. En dichos casos, la fusion de
dos blastocistos originan un unico coridn con anastomosis que comunica a los dos
embriones, les permite a las células madre embrionarias migrar a través de la sangre,
posibilitando que los tejidos se conformen con los linajes de los individuos y de sus

hermanos, es decir, heredados tanto por linea vertical como horizontal (Ross et al., 2007).



A pesar de ser un fendmeno raro en los mamiferos, el quimerismo genético ocurre con
frecuencia en tejidos hematopoyéticos de primates de la familia Callitrichidae (Wislocki,
1939). Estudios adicionales, permitieron establecer la existencia del quimerismo a través de
especies dentro de esta familia a diversos niveles. Se observo, por primera vez, gracias a la
deteccion de cromosomas sexuales discordantes en los cariotipos de gemelos de sexo
opuesto (Benirschke et al., 1962). Sin embargo, el alto costo de los cariotipados limito el
analisis de un gran niumero de animales y tejidos, por lo que se empezé a implementar el
uso de marcadores de microsatélites como un método de deteccion (Ross et al., 2007).
Ambos métodos, cariotipado y microsatelites, tuvieron éxito en la deteccion de tejido
quimérico, y gracias a éstas herramientas se concluy6 que los tejidos derivados de origen
hematopoyético son quiméricos en esta familia (Ross et al., 2007). Los investigadores han
preferido el uso de microsatélites al trabajar con poblaciones quiméricas, pero se debe tener

en cuenta el tipo de tejido con el que se esta trabajando.

Estudios previos han utilizado marcadores moleculares de tipo microsatelites en primates
Callitrichidos, los cuales se han concentrado en examinar la extensidn y distribucién de
quimerismo que se produce en los diferentes tejidos de los derivados del sistema
hematopoyético, utilizando microsatélites especificos de cada especie analizada (Ross et
al., 2007; Sweeney et al., 2012; Tachibana et al. 2012). Dichas investigaciones, muestran
evidencia que sugiere que las células de la linea germinal podrian incluir células quimericas
(Benirschke & Brownhill, 1963). Sin embargo, no existen resultados concluyentes con

respecto a estas aseveraciones.

El potencial de los marcadores microsatélites en este grupo de primates, no se limita
Unicamente al estudio del quimerismo en el marco de su biologia del desarrollo. Este tipo
de marcadores moleculares permite medir las frecuencias alélicas, evaluar los alelos
presentes, estudiar las diferencias en la frecuencia alélica entre poblaciones de una zona
especifica e identificar posibles alelos anémalos con estructuras complejas (Jin et al.,
1997). Factores importantes, si se quiere evaluar los fendmenos en los que se fundamenta
en la impronta gendmica. El estimar la expresion de un alelo, dependiendo de su matriz de

origen, puede contribuir a la identificacion de un posible mecanismo evolutivo en



individuos quiméricos. Permitiendo realizar asociaciones entre rasgos de comportamiento
y desarrollo, implicaciones importantes en las caracteristicas del cuidado parental en las
poblaciones y la relacion entre los miembros de un grupo familiar y otros grupos (Cheney,
1987; Buchan et al., 2003).

El estudio mediante el uso de marcadores microsatélites en grupos de primates Callitricidos
permite identificar individuos y determinar la relacién genética que tienen unos con otros,
ayudando a dilucidar como se encuentran sus relaciones intragrupales y por ende entender
cémo se encuentra el estado de sus poblaciones. Sin embargo, la genotipificacion de
individuos quiméricos normalmente presenta errores principalmente asociados con la
presencia de tres 0 mas alelos en los loci utilizados. Por esta razdn, es necesario tener en
cuenta el porcentaje de quimerismo que presentan los tejidos somaticos con los que se
puede abordar la investigacion, ya que se debe asegurar que el porcentaje quimérico sea

adecuado, para no llegar a conclusiones erroneas.

4.5 ldentificacion de Unidades para la Conservacion.

Los resultados obtenidos a partir de estudios que utilizan diferentes marcadores
moleculares pueden ser muy utiles para seleccionar las poblaciones de primates candidatos
para realizar planes de conservacion, contribuyendo al manejo de las especies que puedan
encontrarse en peligro de extincion y desarrollar programas de conservacion consistentes.
Este proceso se realiza mediante la identificacion de ESUs, las cuales son las unidades
operativas de la conservacion. Su objetivo es conservar el potencial evolutivo de especies
enteras mediante la conservacion de los linajes intra-especificos con historias evolutivas
independientes dentro de las poblaciones que se encuentran aisladas y por ende evolucionan
independientemente de otras poblaciones (DeSalle & Amato, 2004). La identificacion de
ESUs, permite evaluar el impacto antropologico que puede afectar a una poblacion, factor
importante al trabajar con especies que han sufrido decrementos poblacionales y/o
disminuciones sustanciales en su habitat natural. Al igual, que al evaluar el numero de

extinciones historicas a los que se ha visto afrontada determinada especie. Esta herramienta



permite hacer un acercamiento a las poblaciones que son la fuente mas apropiadas para

realizar reintroducciones (Meusnier et al., 2008).

La subdivision demografica puede proporcionar la oportunidad para que poblaciones
puedan adaptarse a las presiones ambientales locales que no se comparten a través de todo
el rango de distribucion de la especie. El implementar el uso de ESUs, puede incrementar el
potencial evolutivo de linajes tnicos, ya que poseen diferencias en las frecuencias alélicas.
Por medio de evaluacion con marcadores neutros, se puede pronosticar si existe alguna
diferencia que se relacionen con rasgos de importancia ecologica (Pinto et al., 2014).
Ademas, la identificacion de ESUs puede ser importante al realizar estudios que pretendan
evaluar los factores que influyen en los patrones de diversidad genética, como: el flujo de
genes, la deriva genética, el proceso de seleccion, por ejemplo, se podria identificar que se
ha producido deriva en forma aislada en otras poblaciones. Para el establecimiento de
unidades de gestion en la biologia de la conservacion, es importante conocer el estado de
los ESUs. Esta perspectiva no se restringe Unicamente al campo de la conservacion,
diversidad de campos pueden beneficiarse con este enfoque, como por ejemplo el control

biologico (Allendorf et al., 2010).

Existen diferentes formas de relacionar la informacion genética con los datos
georreferenciados que permiten establecer las Unidades de Conservaciones con ESUs. El
método criterio de monofilia reciproca de Moritz (1994), fue el primer método descrito en
este tipo de investigaciones, el cual requiere arboles filogenéticos para las inferencias a
posteriori. Actualmente, el método de evaluacion mas utilizado fue el descrito por DeSalle
& Amato (2004), en donde el criterio de evaluacion esta basado en distancias genéticas. La
presencia de ciertos polimorfismos permite agrupar individuos como unidades, que luego se
acoplan con los datos geograficos, permitiendo identificar patrones genéticos congruentes

con la ubicacion de las poblaciones estudiadas.

La identificacion de las unidades de conservacion en poblaciones naturales es necesaria
para evaluar el estado de amenazas y definir los objetivos de conservacion. Para que las
acciones de conservacion pueden ser implementadas se deben identificar las MUs dentro de

las ESUs (Moritz, 1994). La evaluacion de la variacion genética se ha convertido en una



practica estandar para la identificacion de las unidades de conservacion, las cuales
tipicamente incluyen una consideracion de la presencia de linajes evolutivos o ESUs
(Hedrick et al., 2001). La identificaciéon de MUs es fundamental para el trabajo en biologia
de conservacion con poblaciones naturales y es crucial para evaluar los efectos de la
actividad humana sobre la abundancia de determinada especie (Palsbell ef al., 2007). La
identificacion de las MUs debe hacerse mediante la evaluacion de datos genéticos de
poblaciones distribuidas lo largo de un rango geografico, en donde se debe estimar la
cantidad de divergencia genética en la que las poblaciones se hacen demograficamente

independientes (Palsbell et al., 2007).



5. METODOLOGIA

5.1 Area de Estudio.

La fase de campo se llevd a cabo por la organizacion Wildlife Conservation Society
(WCS)-Colombia entre el 2012 y 2015. Durante este tiempo los veterinarios de WCS-
Colombia colectaron muestras de individuos silvestres de S. leucopus obtenidos en cinco
localidades: 1) Mariquita en el departamento de Tolima, 2) Norcasia en el departamento de
Caldas, 3) Puerto Berrio en el departamento de Antioquia, 4) Remedios en el departamento
de Antioquia y 5) Puerto Rico en el departamento de Bolivar (Figura 3). Estas localidades
se definieron por WCS procurando abarcar todo el rango de distribucion de la especie.
Ademas, estos sitios se caracterizan por no ser utilizados para realizar liberaciones de
individuos provenientes de incautaciones y entregas voluntarias, lo que permite estudiar
poblaciones que no han presentado incersion de individuos realizadas por el ser humano. El
trabajo de campo requiri6 un esfuerzo (proceso de posteo) para habituar y cebar las
trampas. El tiempo de posteo acumulado en cada una de las localidades fue el siguiente: 1)
Mariquita (La Parroquia: 509,3 horas durante 75 dias; San Juan: 148,63 horas durante 20
dias), 2) Norcasia (174 horas), 3) Puerto Berrio (1530 horas), 4) Remedios (139,41 horas en
12 dias) y 5) Puerto Rico (1020 horas).

Dada la dificultad de definir a priori lo que representa una poblacion de primates, en la
mayoria de las localidades se muestrearon grupos sociales para los cuales se desconoce el
tipo de interaccion que existe entre ellos. Por esta razon, la unidad méas basica en este
trabajo fueron los grupos sociales y no las poblaciones, por lo cual los analisis se realizaron

tanto para los grupos sociales muestreados y los sitios en los cuales fueron muestreados.
5.2 Toma y Procesamiento de Muestras.
En cada una de las cinco localidades de muestreo se utilizaron tres métodos para la captura

de individuos de S. leucopus: 1) Trampas Tomahawk, 2) Captura Directa (a mano) y 3)

Jaulas Colectivas de Activacion Manual (WCS 2013). De estos tres métodos, el uso de



jaulas colectivas de activacion manual es un método que permite la captura de manadas
completas. Este método consiste en instalar las trampas de varios compartimentos a una
altura aproximada de dos metros del suelo y por un periodo de cuatro a diez semanas,
habituar un grupo realizando ceba diaria con guayaba o banano, y finalmente una captura.
Esto permite la captura de todos o la mayoria de los individuos de un grupo en un mismo
momento. En el método de Captura Directa inicialmente se reconocen y ubican grupos y
luego se procura capturar la mayor cantidad de individuos por el personal de campo. Los
individuos capturados con estos dos métodos pueden designarse como miembros de una
misma manada, grupo familiar o grupo social. Para los individuos capturados con las

trampas Tomahawk no hay certeza de que hagan parte de un mismo grupo.

Una vez capturados los individuos los veterinarios de WCS-Colombia tomaron muestras
sanguineas y muestras de pelo de los individuos juveniles o adultos de S. leucopus
siguiendo los protocolos de captura, manipulacion, anestesia y toma de muestra
estandarizados por WCS-Colombia. Se tomaron entre 0.1 y 0.2 mililitros (ml) de sangre
periférica en tubos de 2 ml con etanol al 100%. Adicionalmente se obtuvieron muestras de
sangre de Saguinus oedipus en cautiverio proporcionados por la Unidad de Rescate y
Rehabilitacion de Animales Silvestres (URRAS).

Para evitar el problema de quimerismo que representa el uso de tejidos hematopoyéticos en
la familia Callitrichidae para la genotipificacion de marcadores microsatélites, fue
necesario tomar muestras de pelo y heces de cada uno de los individuos juveniles o adultos
y asi realizar la genotipificacion a partir de dichos marcadores. De igual forma, se conto
con muestras de pelo de los infantes encontrados a lo largo del muestreo, que fueron
tomadas para evitar las complicaciones en el proceso de anestesia y puncion para la toma
de muestras de sangre. Las muestras de pelo se almacenaron en silica gel, dentro de sobres
de papel mantequilla, mientras que las muestras de heces se almacenaron en tubos con

etanol al 100% manteniendo el mismo codigo asignado para cada individuo.



Figura 3. Mapa del area de estudio. Se encuentran sefialados los grupos sociales muestreados (G-XX) (1-18) en las cinco localidades (1-5):
1) Mariquita, Tolima, 2) Norcasia, Caldas, 3) Puerto Berrio, Antioquia, 4) Remedios, Antioquia y 5) Puerto Rico, Bolivar.
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Finalmente, para cada muestra se registraron los siguientes datos: fecha de toma de
muestra, sexo, edad y coordenadas geograficas. De igual forma, se tomaron algunas
fotografias que permitieron registrar algunos de los aspectos morfoldgicos mas importante
de cada individuo. Finalizada la toma de datos fisicos y muestras bioldgicas, se esperé a
que los individuos se recuperaran completamente del anestésico y se liberaron en el mismo
sitio de captura. Todas las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta su llegada
Laboratorio de Biologia y Ecologia Molecular del Instituto de Genética de la Universidad

Nacional de Colombia, sede Bogota, en donde fueron procesadas.

5.3 Fase de Laboratorio.
El acceso a los recursos genéticos se realizd bajo el Permiso Marco de Recoleccién de
Especimenes de Especies Silvestres de la Diversidad Bioldgica con fines de investigacion
cientifica no comercial de la Universidad Nacional de Colombia, otorgado por la Autoridad
Nacional de Licencias Ambiental (ANLA) mediante resolucion No. 0255 del 12 de marzo
de 2014.

5.3.1 Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN genomico de las muestras de sangre, se utiliz6 el método de
Fenol-Cloformo descrito por Sambrook et al. (1989). De igual forma, para la extraccion de
ADN gendmico de las muestras de heces y pelo se utilizo el protocolo de Tiocianato de
Guanidina (GuSCN) y Dioxido de Silicio (Boom et al., 1990; Hoyos et al., en preparacion).
Para verificar la concentracion y calidad del ADN extraido se realizaron electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% tefiidos con SYBR ® SAFE.

5.3.2 Obtencién de Datos de Marcadores Mitocondriales.

5.3.2.1. Amplificacion de Marcadores Mitocondriales.

Para describir la estructura genética historica y evaluar la historia demografica de las
poblaciones naturales de S. leucopus se usaron tres genes mitocondriales: 1) Inicialmente se

amplifico el gen Citocromo Oxidasa C Subunidad Il (COXII), por ser un gen que ha sido



utilizado previamente en otros estudios poblacionales y a partir del cual se han reportado
altos niveles de diversidad genética en Hominoidea, Cercopithecoidea, Strepsirrhini, y
dentro de varios géneros de primates neotropicales incluyendo S. leucopus (Ruiz-Garcia et
al., 2014). Sin embargo, pruebas realizadas con este gen revelaron incongruencias con
estudios previos y la presencia de un pseudogén lo cual podria explicar el elevado nimero
de haplotipos y de sitios segregantes (ver Resultados), razones por las cuales se decidié
amplificar otros dos genes mitocondriales que tuvieran diferentes tasas de mutacion y que
permitieran tener diferentes niveles de resolucion de la estructura genética historica de las
poblaciones de S. leucopus: 2) Region Hipervariable | de Region Control (HpvI-RC) y 3) el
gen Citocromo B (CytB).

A continuacion, se describe el proceso de evaluacion y amplificacion de cada gen.

Citocromo Oxidasa C Subunidad Il (COXII): Para obtener el fragmento de
aproximadamente 800pb que contiene el gen COXII (688pb), se disefiaron primers de
regiones conservadas identificadas mediante el alineamiento de secuencias disponibles en
GenBank (Prim_COXIIL1 y Prim_COXIIH1), a estos primers disefiados se le agregaron
colas M13REV y M13(-21) para realizar la secuenciacion (Tabla 1). Sin embargo, los
resultados obtenidos con estos primers disefiados eran contradictorios con los obtenidos por
Ruiz-Garcia et al. (2010; 2014). Por esta razon, se decidio realizar la amplificacion del gen
COXII en algunos individuos usando los primers usados previamente en S. leucopus por
dichos autores (L6955 y H7766) (Ruiz-Garcia et al., 2010; Ruiz-Garcia et al., 2014) (Tabla
1). La PCR con ambos pares de primers se realizd en un volumen final de 35uL que
contiene Buffer NH4 1X (Fermentas), 2L de ADN extraido de sangre, 2.0 mM MgCl,, 0.2
mM de cada dNTP y 0.25 U DNA Taq Polymerase (Fermentas) con 0.5 uM de cada
primer. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un Termociclador Eppendorf
comenzando con una temperatura inicial de 94°C durante 2 min, seguido de 34 ciclos de
94°C por 30seg, 30 seg a 49°C y 45seg a 72°C, y un paso de extension final de 1min a
72°C.



Tabla 1. Primers disefiados e implementados en la amplificacion y secuenciacion de tres

regiones mitocondriales para el estudio de poblaciones naturales de S. leucopus.

Primer Secuencia (5"-3") Funcién
Prim_CRL1 YTYYACCAYCARYACCCAAA Amplificacion RC
Prim_CRH1 ATGGCCBTGARGTARGAACCA Amplificacion RC

Seq_M13REV CAGGAAACAGCTATGACC Secuenciacion RC

ProH1 TAGAATTTCAGCTTTGGGTGTT Amplificacion y

secuenciacion CytB

ND6L1 CAACCCACAGCACCACTA Amplificacion y

secuenciacion CytB
Prim_COXIIL1 TTTGTCAAAGTCAAATCATAGA Amplificacion y

secuenciacion COXII
Prim_COXIIH1 AGGAAGTCCTCTCAGTCTTTAAC Amplificacion y

secuenciacion COXII

Regidon Hipervariable |1 de Regién Control (HpvI-RC): Para la obtencién de un
fragmento de aproximadamente 500pb que contiene la Regidn Hipervariable | de la Region
Control mitocondrial (HpvI-RC) (419pb) se disefiaron primers de regiones conservadas
identificadas mediante el alineamiento de secuencias disponibles en GenBank (Prim_CRL1
y Prim_CRH1) (Tabla 1). Debido a que estos primers tienen algunas posiciones
degeneradas fue necesario agregar colas MI13REV y M13(-21) para realizar la
secuenciacion. La PCR se realizé en un volumen final de 35uL que contiene Buffer NH4
1X (Fermentas), 2uL de ADN extraido de sangre, 2.0 mM MgCl,, 0.2 mM de cada dNTP y
0.25 U DNA Taq Polymerase (Fermentas) con 0.5 uM de cada primer. Las reacciones de
amplificacién se llevaron a cabo en un Termociclador Eppendorf comenzando con una
temperatura inicial de 94°C durante 2 min, seguido de 34 ciclos de 94°C por 30seg, 30seg a
53°Cy 45seg a 72°C, y un paso de extension final de 1min a 72°C.

Gen Citocromo B (CytB): Para conseguir la amplificaciéon de un fragmento de
aproximadamente 1882 pb, que contiene el gen Citocromo B (CytB) (1140pb), se disefiaron
primers de regiones conservadas, la cuales fueron identificadas mediante el alineamiento de
secuencias disponibles en GenBank (ND6L1 y ProH1) (Tabla 1). La PCR se realizd en un
volumen final de 35uL que contiene Buffer NH4 1X (Fermentas), 2uL de ADN extraido de
sangre, 2.0 mM MgCl;, 0.2 mM de cada dNTP y 0.25 U DNA Taq Polymerase (Fermentas)
con 0.5 UM de cada primer. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un




Termociclador Eppendorf comenzando con una temperatura inicial de 94°C durante 2 min,
seguido de 34 ciclos de 94°C por 30seg, 30seg a 53°C y 45seg a 72°C, y un paso de
extension final de 1mina 72°C.

5.3.2.2. Purificacion y Secuenciacion de productos amplificados:

Los productos amplificados se verificaron en geles de agarosa al 1.2%, tefiidos con
SYBR® safe. Para eliminar los dNTPs y primers no incorporados (incluyendo dimero de
primer) en la PCR, se utilizaron diferentes métodos de purificacion para los fragmentos
amplificados. Para COXIlI y Hpvl-RC se utilizd el protocolo de purificacion de
precipitacion con etanol y para el fragmento de CytB los productos se purificaron usando el
Kit Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research). Los fragmentos para COXII y Hpvl-
RC se secuenciaron en un sentido utilizando el primer de amplificacion (Prim_COXIIH1-
H7766) y Seq_ M13REV respectivamente (Tabla 1), el fragmento de CytB se secuencio en
los dos sentidos utilizando uno de los primers de amplificacion (ND6L1) y un primer de
secuenciacion (Sle2) (Tabla 1). Todas las reacciones de secuenciacion se realizaron en un
analizador ABI 3500 (Applied Biosystem) del Servicio de Secuenciacion y Analisis
Molecular, Instituto de Genética, Universidad Nacional de Colombia.

5.3.2.3. Revision y Depuracién de Secuencias Obtenidas.

La designacion de los nucleétidos en las secuencias obtenidas se realizd utilizando el
programa PeakTrace ™ Basecaller (http://www.nucleics.com/peaktrace/). Las secuencias en
las que se encontraron algunas posiciones mezcladas o correspondientes a haplotipos
Unicos o poco frecuentes se repitieron hasta tres veces para descartar un posible error de
secuenciacion como origen del polimorfismo. Los cromatogramas fueron revisados
individualmente y las secuencias para cada individuo se ensamblaron y editaron usando el
programa CodonCode Aligner 5.0.1 (CodonCode Corporation, Dedham, MA). Todas las
secuencias correspondientes a cada region mitocondrial se alinearon usando el algoritmo de
ClustalW implementado en Bioedit (Hall, 1999). Finalmente, para descartar la aparente

presencia de codones de terminacion prematuros, inserciones o deleciones, y por la tanto la


http://www.nucleics.com/peaktrace/

amplificacion de pseudogenes, las secuencias se tradujeron a proteinas usando el programa
MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013).

5.3.3 Amplificacion y Genotipificacion de loci microsatelite.

Debido a que en la actualidad no se cuenta con marcadores microsatélites propios para S.
leucopus, fue necesario utilizar marcadores microsatélites aislados en especies cercanas.
Dada que esta implementacion puede conllevar a problemas en los estudios moleculares
que impiden la elaboracidn de estudios genéticos, se probaron previamente los marcadores
para asegurarnos de su adecuado funcionamiento. Por esta razon, inicialmente se realizé
una evaluacion preliminar en individuos de S. leucopus de nueve loci microsatélite
reportados inicialmente por Bohle & Zischler (2002), los cuales fueron aislados y
desarrollados especificamente para Saguinus bicolor y probados en S. mystax y S. oedipus,

especies muy cercanas a S. leucopus.

Inicialmente, se probaron los niveles de polimorfismo y los tamafios alélicos de estos nueve
marcadores en muestras de sangre de las poblaciones naturales de S. leucopus (Primates:
Callitrichidae) de los departamentos de Tolima, Bolivar, Caldas y Antioquia y se
estandariz6 un protocolo de PCR Mudltiplex usando el programa Multiplex Manager 1.2
(Holleley & Geerts, 2009). Los primers forward utilizados para la amplificacion de cada

locus se marcaron con el fluorocromo asignado en la PCR Mdltiplex (Figura 4).

Una vez probados los niveles de polimorfismo, se amplificaron individualmente cada uno
de los de nueve loci microsatélites marcados con el fluorocromo asignado para la PCR
Multiplex. Estas amplificaciones se realizaron en un volumen final de 10pL con Hot Start
PCR Buffer 1X (Fermentas), 2uL de ADN extraido de bulbo de pelo, 2.0 mM MgCl,, 0.2
mM de cada dNTP y 0.06U de Méaxima Hot Start Taqg DNA Polymerase (Thermo
Scientific) con 0.5 UM de cada primer. Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo
en un termociclador Eppendorf comenzando con una temperatura inicial de 95°C durante 4
min, seguido de 34 ciclos de 94°C por 30seg, 30 seg a 50°C y 30seg a 72°C, y un paso de
extension final de 10mina 72°C.



Con el fin de estandarizar una metodologia que permitiera la amplificacion de un mayor
ndmero de marcadores en una PCR Multiplex, se realizaron diferentes amplificaciones
probando todos las posibles combinaciones entre nueve loci microsatélites usando el Kit
Multiplex PCR (Qiagen) y Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific) en
ocho muestras de sangre de las poblaciones naturales de Saguinus leucopus (Primates:
Callitrichidae) de los departamentos mas distantes en su distribucion (Tolima y Bolivar).
Estas reacciones de amplificacion se realizaron siguiendo el protocolo descrito para el Kit
Multiplex PCR (Qiagen) en un volumen final de 12 pL con 1x QIAGEN Mudltiplex PCR
Master Mix (Qiagen), 2uL de ADN y 0.2 uM de cada primer. Estas reacciones de
amplificacién se llevaron a cabo en un termociclador comenzando con una temperatura
inicial de 95°C durante 15 min, seguido de 34 ciclos de 94°C por 30seg, 90 seg a 57°C y
1min a 72°C, y un paso de extension final de 30min a 60°C. Las amplificaciones con
Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific), se realizaron siguiendo las

condiciones descritas para las amplificaciones individuales.

Durante la estandarizacion de la amplificacidn se ajusto la concentracidn de primer de cada
marcador para obtener una amplificacién que permitiera obtener las intensidades necesarias
para correr los fragmentos en el en el analizador ABI 3500 (Applied Biosystem).

La amplificacion de productos se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al
2.5% tefiidos con SYBR® safe. A parir de los resultados visualizados en los geles se
realizaron diluciones y se enviaron 10ul para ser corridos en el analizador ABI 3500
(Applied Biosystem), usando como marcador de peso molecular L1Z 600 en el Servicio de
Secuenciacion y Analisis Molecular, Instituto de Genética, Universidad Nacional de
Colombia. Los datos obtenidos se editaron y analizaron usando el programa GeneMapper®

(Applied Biosystems®), mediante el cual se realizé la asignacion alélica.



Figura 4. PCR Multiplex disefiada para S. leucopus a partir de nueve marcadores microsatélites descritos por Bohle & Zischler (2002).
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Estas amplificaciones permitieron evaluar no solo el efecto de todas las posibles
combinaciones entre los nueve loci microsatélites sobre el genotipo obtenido para cada
individuo, sino también la replicabilidad de los genotipos obtenidos a partir de ADN
extraido de muestras de sangre. En esta evaluacion se encontraron inconsistencias en los
genotipos de algunos individuos, asociado principalmente a la presencia de méas de dos
alelos producto del quimerismo reportado en los Callitrichidae (Ross et al., 2007; Sweeney
et al., 2012). Debido a que se ha reportado que las muestras de pelo exhiben menores
niveles de quimerismo (Ross et al., 2007; Tachibana et al., 2012), fue necesario volver a
estandarizar una metodologia de PCR Mudltiplex usando ADN obtenido de muestras de pelo
de los mismos ocho individuos genotipificados previamente con muestras de sangre. De
igual forma con estas muestras de pelo también se realizaron diferentes amplificaciones
probando todos las posibles combinaciones entre nueve loci microsatélites usando el Kit
Mudltiplex PCR (Qiagen) y Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase (Thermo Scientific).
Al final se eligi6 la combinacion de marcadores, la concentracion de primer y los
protocolos de amplificacion que permitieran la asignacion del genotipo de todos los
individuos usando muestras de pelos para disminuir la posibilidad de errores del genotipado

producto del quimerismo.

Los productos amplificados se verificaron mediante electroforesis en geles de agarosa al
2.5% tefiidos con SYBR® safe. A partir de estos geles se realizaron diluciones
dependiendo de la intensidad de los productos amplificados para cada individuo,
obteniendo un volumen final de 10pul para ser corridos en el analizador ABI 3500 (Applied
Biosystem) usando como marcador de peso molecular LI1Z 600 en el Servicio de
Secuenciacion y Analisis Molecular, Instituto de Genética, Universidad Nacional de
Colombia. Los datos obtenidos se editaron y analizaron usando el programa GeneMapper®

(Applied Biosystems®), mediante el cual se realizo la asignacion alélica.



5.3.4 Analisis de Datos

Marcadores Mitocondriales (Analisis filogenéticos v filogeograficos).

Para establecer las inferencias de las relaciones filogenéticas y evolutivas de los individuos
muestreados se realizaron andlisis para cada uno de las regiones mitocondriales y también
se realizaron analisis concatenando las regiones CytB y Hpvl-RC. Inicialmente se
determin6 el mejor modelo mutacional para cada uno de estos individualmente y luego
concatenados usando el programa JModeltest (Darriba et al., 2012). Para determinar las
relaciones filogenéticas se usaron cuatro metodos de inferencia: Maxima Parsimonia,

Neighbour-Joining, Méxima Verosimilitud y analisis Bayesiano.

Las relaciones filogenéticas con el método de Neighbour-Joining se realizaron
implementado el programa MEGA v6.0 (Tamura et al., 2013) con bootstrap de 10000
réplicas. Para realizar el analisis de Maxima Parsimonia se usé el software PAUP v4.0
(Swofford, 2002) con bootstrap de 20000 réplicas. Para realizar la reconstruccion
filogenética con Maxima Verosimilitud (ML) se usé el software GARLI v2.0 (Zwickl,
2006) con bootstrap de 20000 réplicas. La reconstruccion filogenética Bayesiana se realiz6
usando el software MrBayes 3.2.5 (Ronquist et al., 2012), corriendo 4 Cadenas de Markov
Monte Carlo para 100000 generaciones, con muestreo cada 100 generaciones, descartando
un 10% de burn in. Para verificar la consistencia de las topologias obtenidas para cada

método de inferencia se realizaron varias corridas independientes.

De igual forma, se estimaron las relaciones filogenéticas entre los individuos realizando
una red de haplotipos basado en un procedimiento de parsimonia (Templeton et al., 1998),
utilizando el criterio de 95% probabilidad para conectar secuencias utilizando el programa
de TCS ver. 1.21 (Clemente et al., 2000). Usando las redes de haplotipos se determind si
existe alguna relacion entre estructura genética historica y la estructura geogréafica de los

individuos muestreados.



Utilizando los programas DNAsp (Librado & Rozas, 2009) y MEGAS6 (Tamura et al.,
2013) se estimd la diversidad haplotipica y nucleotidica en los individuos muestreados.
Finalmente, se usaron las secuencias de ADN mitocondrial para examinar la historia
demografica de las poblaciones de S. leucopus usando un método coalescente Bayesian
Skyline Plot en el programa BEAST v1.8.2 (Drummond et al., 2012). Este método permite
inferir variaciones en el tamafio efectivo de las poblaciones a través del tiempo. Los andlisis
se corrieron utilizando el criterio de seleccion (AIC) bajo el modelo mutacional (HKI+I).
Se corrieron 25 millones de generaciones muestreando cada 1000 generaciones con un burn

in equivalente al 10%.

Microsatélites.

Los genotipos de los individuos de las poblaciones naturales de los departamentos de
Tolima, Bolivar, Caldas y Antioquia fueron obtenidos mediante el programa GenMapper
v4.1 (Applied Biosystems). Para evitar sesgo en la asignacion de los genotipos producto de
la presencia de alelos nulos, allele dropout (dominancia de alelo corto), corrimientos
(stutter peaks) o errores tipogréficos, los genotipos obtenidos fueron revisados usando el
software MICRO-CHECKER (Van Oosterhout et al., 2004). Posteriormente se estimaron
frecuencias alélicas, equilibrio Hardy-Weinberg, desequilibrio de ligamiento, nimero de
alelos, numero efectivo de alelos por locus y heterocigocidad con los programas Arlequin
3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010) y Fstat v2.9.3.2 (Goudet, 1995). Adicionalmente se
calcularon distancias genéticas aplicando correcciones de Bonferroni para determinar los

valores significativos.

Para examinar los niveles de diferenciacion genética se calcularon los estadisticos de Fst y
Rst. Estos estadisticos reflejan el nivel de flujo génico para todos los pares de poblaciones,
Se calculd su nivel de significancia (1000 permutaciones) mediante el programa Arlequin
3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Los valores de significancia se ajustaron aplicando
correcciones de Bonferroni. Para establecer la presencia de estructura genética teniendo en
cuenta diferentes niveles jerarquicos preestablecidos se realizé un Anélisis Molecular de la

Varianza (AMOVA) a partir de los valores de Fst entre las diferentes localidades usando el



programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Los niveles jerarquicos definidos
fueron grupos sociales, localidades de muestreo y regiones muestreadas.

Para determinar la existencia de una estructura genética entre los individuos muestreados se
empled el programa Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Este programa esta basado en
inferencia Bayesiana, y a partir de los datos introducidos calcula el nimero de grupos
genéticos distintos 0 acervos genéticos que deberian existir para que cada una de ellos
estuviera en equilibrio de Hardy-Weinberg. Los analisis con el software Structure 2.3.4
(Pritchard et al., 2000) se realizaron para modelos ancestrales (mezclado y no mezclado) y
modelos de frecuencias alélicas (correlacionadas y no correlacionadas) usando una Cadena
de Markov Monte-Carlo (MCMC) de 500000 repeticiones y un burn-in equivalente al 10%.
Ademas, se asigno un rango para el valor de K (nimero de grupos genéticos distintitos)
desde 1 hasta 19 (nimero de grupos sociales muestreados) con 10 iteraciones para cada uno
de los modelos evaluados. A partir de los resultados obtenidos se estimoé el nimero de
grupos (K) que mejor se ajusta a los datos. Para esto se usé el software en linea Structure
Harvester v0.6.94 (Earl & vonHoldt, 2012) usando el método descrito por Evanno et al.
(2005).



6. RESULTADOS

6.1 Marcadores Mitocondriales.

6.1.1 Citocromo Oxidasa C Subunidad 11 (COXII).

En las pruebas iniciales realizadas con este gen mitocondrial, se analizaron seis individuos
de los dos puntos de muestreo mas distantes (Mariquita-Tolima y Puerto Rico-Bolivar),
usando dos parejas de primers: Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 (Tabla 1) y L6955-H7766
(Ruiz-Garcia et al., 2010; Ruiz-Garcia et al., 2014). EI fragmento obtenido con los primers
incluia los tRNA al inicio (Ser-Asp) y al final (Lys) del gen COXI|I, obteniendo secuencias
con un tamario de 749pb con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 y 748pb con los
primers de L6955-H7766. Para identificar el inicio del gen COXII, se realiz6 un
alineamiento de las secuencias obtenidas con la secuencia completa de COXII del genoma
mitocondrial de S. oedipus (gi[529217432:7004-7691), se delimito el inicio y el final del
gen basado en la homologia con los tRNA. Después de hacer dicho proceso se encontraron
diferencias en el tamafio de las secuencias del gen COXII obtenida con los primers L6955-
H7766 (690pb) y las secuencias obtenidas con los primers Prim_COXIIL1-
Prim_COXIIH1 (688pb), estas diferencias encontradas estan asociadas a inserciones y
deleciones encontradas la secuencia obtenida con los primers L6955-H7766 en
comparacion con la secuencia completa de COXII del genoma mitocondrial de S. oedipus
(0i[529217432:7004-7691) y la secuencia las secuencias obtenidas con los primers
Prim_COXIIL1- Prim_COXIIHL1.

Luego de alinear las secuencias éstas se tradujeron, para identificar la presencia de codones
de parada en los tres marcos de lectura. Identificando codones de parada en dos marcos de
lectura para las secuencias obtenidas con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 (1:
0, 2: 18, 3:21), mientras que para las secuencias obtenidas con los primers L6955-H7766 se

identificaron codones de parada en los tres marcos de lectura (1: 11, 2: 26, 3:8).

Los resultados de los analisis filogenéticos con las secuencias obtenidas para las dos parejas

de primers, revelaron la presencia de tres grupos monofiléticos: 1) Grupo conformado por



las secuencias de los individuos de S. leucopus obtenidas con los primers Prim_COXIIL1-
Prim_COXIIH1, 2) Grupo conformado por las secuencias de individuos de S. oedipus
obtenidas con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 y la secuencia de S. oedipus
obtenida del genoma mitocondrial gi|529217432:7004-7691 y 3) Grupo conformado por las
secuencias de los individuos de S. leucopus obtenidas con los primers L6955-H7766
(Figura 5). A pesar de ser un nimero muy reducido de individuos, en el grupo de las
secuencias obtenidas con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 se lograron
recuperar dos linajes correspondientes al origen geografico de los individuos muestreados
(Mariquita-Tolima y Puerto Rico-Bolivar) con una distancia genética no corregida de 0.2%
(S.E.=0.001).

Figura 5. Arbol filogenético basado en Neighbour-Joining (Kimura-2p) de secuencias de S.
leucopus y S. oedipus obtenidas con los primers Prim_COXIIL1-Prim_COXIIH1 y L6955-
H7766.
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Se incluye la secuencia de COXIIl de S. oedipus obtenida del genoma mitocondrial
reportado en Genbank (gi|529217432:7004-7691). El soporte de las ramas corresponde a
valores de bootstrap para 1000 repeticiones. Los colores de los clados indican la
procedencia geografica



Las distancias genéticas entre los dos grupos obtenidos de secuencias para los mismos
individuos de S. leucopus fue mayor con los pares de primers Prim_COXIIL1-
Prim_COXIIH1 y L6955-H7766 (Distancia Genética no corregida=20.5%, S.E.=0.015),
que entre las secuencias de S. leucopus y S. @dipus obtenidas con los primers
Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 (Distancia Genética no corregida=6.1%, S.E.=0.009) y
obtenidas con los primers L6955-H7766 (Distancia Genética no corregida=19%,
S.E.=0.015) (Tabla 2).

Tabla 2. Distancias genéticas no corregidas obtenidas con los primers Prim_COXIIL1-
Prim_COXIIH1 y L6955-H7766.

1 2 3
Sle_(Prim_COXIIL1-Prim_COXIIH1) 0,009 | 0,015
Soe_(Prim_COXIIL1-Prim_COXIIH1-GenBanK) | 6.1% 0,015
Sle_(L6955-H7766) 205% | 19.1%

Las distancias fueron calculadas entre las secuencias de S. leucopus (Sle) y S. oedipus
(Soe). En azul se muestra las desviaciones estandar para cada comparacion.

La magnitud de la distancia genética estimada entre secuencias para S. leucopus generadas
con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 y L6955-H7766, asi como las inserciones
y los codones de parada identificados al interior de las secuencias obtenidas con L6955-
H7766, indica que las secuencias generados con estos primers (L6955-H7766)
corresponden a un pseudogén: es decir una secuencia nucleotidica similar a un gen normal
pero que no da como resultado un producto funcional, es decir, que no se expresa
(Woischnik & Moraes, 2002; Zhang et al., 2010). Por ende, las secuencias generadas con

los primers Prim_COXIIL1-Prim_COXIIH1 corresponden al gen mitocondrial funcional.

Partiendo del hecho que las secuencias generadas con los primers L6955-H7766
corresponden a un pseudogén, el paso a seguir es identificar la ubicacién de este
pseudogen: es decir si es una copia del gen insertado en el genoma mitocondrial o en el
genoma nuclear. Una posibilidad para identificar esto seria comparar el pseudogén con el
genoma nuclear o el genoma mitocondrial; la ausencia del pseudogén en el genoma

mtDNA indicaria que es una copia insertada en el genoma nuclear (NUMTS), y viceversa.



Sin embargo, en la actualidad no se cuenta con el genoma nuclear ni mitocondrial de S.
leucopus. Una estrategia alternativa seria aislar el genoma mitocondrial (mediante el uso de
gradientes de CsCl o Kits comerciales, amplificacion de amplio rango, diluciones seriales
de extracciones de ADN, entre otros) y repetir las amplificaciones como se ha hecho en
muchos estudios (lbarguchi et al., 2006; Soto-Calderdn et al., 2013): la ausencia de la
amplificacién con los primers L6955-H7766 indicaria que el pseudogén se encuentra en el

genoma nuclear, y viceversa.

A pesar de que no se cuenta con el genoma mitocondrial ni nuclear de S. leucopus, se
encuentra disponible el genoma mitocondrial para S. oedipus, taxdén hermano de S.
leucopus. Comparaciones realizadas con BLAST revelaron bajos porcentajes de identidad
(80%) entre las secuencias obtenidas para COXII en S. leucopus con los primers L6955-
H7766 y el genoma mitocondrial de referencia para S. oedipus (gi|529217432:7004-7691),
en comparacion con los porcentajes de identidad de las secuencias obtenidas con los
primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 (94.04%). Este concuerda con la descripcion
original del genoma mitocondrial de referencia de S. oedipus (gi|529217432:7004-7691), en
el cual no se reportaron copias adicionales del gen COXII. Estos resultados sugieren dos
posibilidades: 1) que el pseudogén se encuentre restringido al genoma mitocondrial de S.
leucopus teniendo un origen después de la separacién de las dos especies (siendo la
perdidad del pseudogén en S. oedipus muy impropable), o 2) que el pseudogén se ubique en
el genoma nuclear. Para dilucidar entre estas dos posibilidades se requiere aislar el genoma
mitocondrial de S. leucopus o el genoma nuclear de S. oedipus y repetir la amplificacion, un
procedimiento fuera del alcance del presente estudio. Sin embargo, el porcentaje de
identidad (94.04%) encontrado entre las secuencias obtenidas para COXII en S. leucopus y
el genoma mitocondrial de referencia para S. oedipus (gi|529217432:7004-7691) reveld que
las secuencias obtenidas con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 son ortdlogas

con la secuencia de COXII reportada en el genoma mitocondrial para S. oedipus.

Dadas estas evidencias que indican la amplificacion de un pseudogén con los primers
L6955-H7766, se decidié utilizar los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 para la

amplificacion del gen COXII en S. leucopus.



Tabla 3. A. Sitios variables para cinco haplotipos mitocondriales encontrados en individuos de S. leucopus (Sle) y S. oedipus (Soe)
utilizando el gen COXII (682pb), obtenidos con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1.(N) el nGero total de individuos para
cada haplotipo. B. Distribucion de los cuatro haplotipos mitocondriales encontrados en individuos de S. leucopus (Sle) utilizando el
gen COXII (682pb)(Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1) en los cinco localidades muestreadas.

A.
, 111111122222 333333333333344444455652525666
Haplotipogggree?lgiz 233891125599025770234455777889122499458679023
91094614639 2872836¢6730847325617013675642167316
Slel 26147 43 TGCTCCGCTTCTACTCCTGTTTCCCTCTGAGTCACACTTCCGCCC
Sle2 36171 2 . .. T
Sle3 36174 4 . . . . . . . . . .T .
Sle4 56187 4 . . . . T L
Soel S05294 2 CATCTTATAA.CGTCTTCACCCTTTCTCAGACTGTGTCCATA . TT
B.
, SUR  |CENTRAL [NORTE
Haplotipo Igg;:eurzrr]\(gg Tolma Caldas | Antioquia Bolivar
1 2 |3 a4 5
Slel 26147 43| 18 14 | 5 6
Sle2 36171 2 2
Sle3 36174 4 3 1
Sle4 56187 4 4

1) Tolima, Mariquita; 2) Caldas, Norcasia; 3) Antioquia, Puerto Berrio; 4) Antioquia, Remedios y 5) Bolivar, Puerto Rico.



Usando los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1, en total se obtuvieron secuencias del
gen COXII para 55 individuos (adultos y juveniles), 53 individuos corresponden a S.
leucopus silvestres distribuido a lo largo de todo su rango de distribucion, en los
departamentos de Tolima (Mariquita=18), Caldas (Norcasia=14), Antioquia (Puerto
Berrio=10 y Remedios=7) y Bolivar (Puerto Rico=4). Los dos individuos restantes

corresponden a S. oedipus en cautiverio descritos anteriormente.

Con los primers Prim_COXIIL1- Prim_COXIIH1 se obtuvo un fragmento de 682pb del
gen Citocromo Oxidasa C Subunidad Il (COXII). En las 55 secuencias analizadas se
encontraron un total de 45 sitios polimdrficos correspondientes a cinco haplotipos
(Hd=0.382 +/- 0.081, n=0.00518 +/- 0.00292, k=3.531 +/- 0.121). En las muestras
exclusivas de S. leucopus se reportan cuatro sitios polimorficos que corresponden al mismo
namero de haplotipos distribuidos en las cincos sitios de muestreo (Hd=0.335 +/- 0.080,
7=0.00073 +/- 0,00020, k=0.501 +/- 0.007). Entre las muestras de S. oedipus no se
encontraron sitios polimorficos conformando un Unico haplotipo (Tabla 3). Entre S.
leucopus y S. oedipus se encontraron 41 diferencias fijas con 4 sustituciones polimorficas

en S. leucopus pero monomérficas en S. oedipus.

Todos los andlisis filogenéticos (Maxima Parsimonia, Neighbour-Joining, Maxima
Verosimilitud y analisis Bayesiano) permitieron recuperar la misma topologia para los 55
individuos analizados para un fragmento de 682pb del gen COXII. Estas topologias
revelaron la presencia de dos Haplogrupos bien diferenciados, el primer haplogrupo incluye
a los 53 individuos silvestres de S. leucopus que se encuentran a lo largo de todo su rango
de distribucion y el seqgundo haplogrupo corresponde a los dos individuos de S. oedipus con
un alto soporte (Probabilidad Posterior=1.0) (Figura 6). De esta forma, podemos afirmar
que el fragmento de 682pb del gen COXII obtenido con los primers Prim_COXIIL1-
Prim_COXIIH1 recupera dos grupos monofileticamente distintos con las secuencias de S.

leucopus y S. oedipus.



Figura 6. Arbol filogenético Bayesiano de haplotipos del gen COXII (682pb) para 55

individuos de S. leucopus (Sle) y 2 individuos de S. oedipus (Soe).
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Los valores en los nodos corresponden a las pobabilidades posteriores, los analisis se
realizaron usando un modelo de sustitucion HKY, 4 MCMC para 100000 generaciones, con
un 10% de burn in. Los colores de los clados indican la procedencia geogréfica. Las barras
laterales indican el haplotipo y la especie a la cual corresponde cada grupo encontrado.



Al interior de S. leucopus (Haplogrupo 1) se lograron recuperar cuatro linajes
correspondientes a los haplotipos reportados en la red de haplotipos (Figura 7). Debido a
que dentro de los linajes de S. leucopus recuperados en las topologias obtenidas con los
diferentes métodos de inferencia filogenética no se logro resolver las relaciones entre los
los linajes Slel con respecto a Sle2 y Sle3, fue necesario utilizar la red de haplotipos para
resolver esta politomia y esclarecer las relaciones filogenéticas entre los individuos que

componen los linajes Slel, Sle2 y Sle3.

Figura 7: Red de parsimonia estadistica de haplotipos en 55 individuos de S. leucopus
(Sle) utilizando el gen COXII (682pb).
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Los circulos con colores representan haplotipos encontrados en los individuos analizados;
los colores en cada circulo representan cada localidad de muestreo. El area de los circulos
es proporcional a la frecuencia de cada haplotipo. Todas las lineas representan un paso
mutacional y el circulo sin color representa un haplotipo que no se encuentra entre los
individuos analizados.

Los resultados obtenidos tanto con los analisis filogenéticos (Méaxima Parsimonia,
Neighbour-Joining, Méaxima Verosimilitud y analisis Bayesiano) como con la red de
haplotipos realizados con el gen COXII (682pb) para S. leucopus, revelaron: 1)el haplotipo
Sle 1 se caracteriza por no presentar una estructura geografica clara, debido a que es un
linaje que se encuentra conformado por individuos provenientes de la region Sur (Tolima-

Mariquita y Caldas-Norcasia) y la regién Central (Antioquia-Puerto Berrio y Antioquia-



Remedios), 2) a pesar de que los linajes correspondientes a los haplotipos Sle2 y Sle3
obtuvieron soportes bajos en las topologias obtenidas, presentaron algun nivel de estructura
geografica encontrandose restringidos a la regién Central (Antioquia-Puerto Berrio y
Antioquia-Remedios) y 3) unicamente el linaje correspondiente al haplotipo Sle 4 presento
altos soportes en las topologias obtenidas, y una estructura geografica clara, estando

restringido Unicamente a la region Norte (Puerto Rico-Bolivar) (Figura 7).



6.1.2 Regién Hipervariable 1 de Region Control (Hpvl-RC) y Gen Citocromo B
(CytB).

En total se obtuvieron secuencias de 80 individuos (59 adultos, 18 juveniles, 3 Infantes)
para los dos genes (HpvI-RC y CytB), incluyendo 78 individuos silvestres de S. leucopus,
correspondientes a todo su rango geografico, en los departamentos de Tolima
(Mariquita=26), Caldas (Norcasia=21), Antioquia (Puerto Berrio=15 y Remedios=9) y
Bolivar (Puerto Rico=7). Los dos individuos restantes corresponden a S. oedipus en

cautiverio descritos anteriormente.

Para la HpvI-RC se obtuvo un fragmento de 419pb. En las 80 secuencias se encontraron un
total de 61 sitios polimoérficos, con niveles de identidad entre 88.54% y 90.93%. Entre las
dos especies se encontraron 30 diferencias fijas y 2 sustituciones compartidas, 22
sustituciones polimorficas en S. leucopus pero monomérficas en S. oedipus, al igual que 9
sustituciones polimorficas en S. oedipus pero monomdrficas en S. leucopus. En las
muestras exclusivas de S. leucopus se reportaron 23 sitios polimoérficos, de los cuales 22
sitios fueron informativos, que corresponden a 11 haplotipos distribuidos en los cinco sitios
de muestreo (Hd=0.785 +/- 0.032, n=0.01216 +/- 0,00072, k=5.094 +/- 1.742). Para las
muestras de S. oedipus se reportaron 11 sitios polimorficos correspondientes a dos
haplotipos (Tabla 4).

El tamafio de la secuencia del gen completo CytB que se obtuvo fue de 1140pb. En las 80
secuencias obtenidas se encontraron un total de de 134 sitios polimdrficos, con niveles de
identidad entre 89.12% y 89.56%. Entre las dos especies se encontraron 114 diferencias
fijas, con 20 sustituciones polimérficas en S. leucopus pero monomdrficas en S. oedipus.
Para las muestras exclusivas de S. leucopus se reportaron 20 sitios polimorficos, que
corresponden a 11 haplotipos distribuidos en las cincos sitios de muestreo (Hd=0.796 +/-
0.033, 7=0.0311 +/- 0,00036, k=3.547 +/- 1.213). En las dos muestras de S. oedipus no se
encontraron sitios polimérficos, reportando asi un unico haplotipo para esta especie (Tabla
4).



Tabla 4. A. Sitios variables para 14 haplotipos encontrados en un alineamiento de 1559pb para 78 individuos de S. leucopus (Sle). B.

Distribucion de los 14 haplotipos encontrados en individuos de S. leucopus (Sle) en las cinco localidades muestreadas.

A.
Posiciones Variables
Citocromo B Region Control HVI
11 111111111111 1111111111
122 2 23 4556 77778890 1 1112 2 22 2 2 3 3 3 3 333334 4°5
Haplotipo gecuenci_a 8 1 457 99 718 3115@6 14098 4 6 7 70 2 3 46 8 112 22 3 46 77 4 4 3
eferencia
0 1 9 9 1 3 8 9 6 8 0 8 0 8 4 81 6 6 0 1 6 8 4 1 1 0 3 4
Slel 61452 29 T C CCCTCACCGT CCATGTCATCG GTGTTTCTATAACTAAATCAAG A
Sle2 6165 2 1 T
Sle3 61532 1 A
Sle4 6155 2 13 C G A c A G G A
SleS 61482 4 C G A A c A G G A
Sle6 6171.3 2 C G A C c . G A
Sle7 55824 5 C G T C C C G A
Sles 61773 7 C G T C C G G A
Sle9 55884 3 C G T T C c G G A
Sle10 5587 4 1 C G T G C c C G G A
Slell 61673 5 C G T G C cC . C C G G A
Sle12 61875 1 C T C A G T C c G A
Slel3 61905 1 C T G T C c G A
Sle14 61855 5 C T T . T C G A . C . T T A C G A

El alineamiento de 1559pb corresponde a las secuencias concatenadas del gen Citocromo B completo (1140pb) y a la region Hipervariable
| de Region Control (419pb)



Regién
. Secuencia Sur Centro | Norte
Haplotipo Referencia Nl1 213 2 5
Slel 6145 2 2915 13| 1
Sle2 6165 _2 1 1
Sle3 6153 2 1 1
Sle4 6155_2 13|11 2
Sle5 6148 2 4 4
Sle6 6171 3 2 2
Sle7 5582 _4 5 5
Sle8 6177_3 7 7
Sle9 5588_4 3
Slel0 5587_4 1
Slel1l 6167_3 5 5
Sle12 6187 5 1 1
Sle13 6190 5 1 1
Sle14 6185 5 5 5

1) Tolima, Mariquita; 2) Caldas, Norcasia; 3) Antioquia, Puerto Berrio; 4) Antioquia,
Remedios y 5) Bolivar, Puerto Rico.

Al concatenar los dos genes Hpvl-RC y CytB, se obtuvo un fragmento de 1559pb. En las
80 secuencias obtenidas se encontraron un total de 195 sitios polimérficos, con niveles de
identidad entre 89.03% y 89.86% (Tabla 4 y Figura 8). Entre las dos especies se
encontraron 144 diferencias fijas y 2 mutaciones compartidas, 42 sustituciones polimorficas
en S. leucopus pero monomorficas en S. oedipus, al igual que 9 sustituciones polimorficas
en S. oedipus pero monomorficas en S. leucopus. Para las muestras exclusivas de S.
leucopus se reportaron 43 sitios polimdrficos, de los cuales 40 sitios fueron informativos,
que corresponden a 14 haplotipos distribuidos en los cinco sitios de muestreo (Hd=0.819
+/- 0.033, 1=0.0554 +/- 0,00038, k=8.641 +/- 2.955). En las dos muestras de S. oedipus se

encontraron 11 sitios polimorficos, reportando dos haplotipos para esta especie (Tabla 4).



Figura 8. Red de parsimonia estadistica que muestra las relaciones entre 14 haplotipos encontrados en un alineamiento de 1559pb para 78

individuos de S. leucopus (Sle).
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El alineamiento de 1559pb corresponde a las secuencias concatenadas del gen Citocromo B completo (1140pb) y a la region Hipervariable
| de Region Control (419pb). Todas las lineas representan un paso mutacional, los colores representan las localidades de muestreo y los
circulos sin color representan haplotipos que no se encuentraron entre los individuos analizados. El area de los circulos es proporcional a la
frecuencia de cada haplotipo. Los haplotipos encontrados se agruparon de acuerdo a las tres regiones (Sur, Centro y Norte),

correspondientes a la ubicacién geografica de los individuos analizados.



Los resultados de las redes de haplotipos realizadas para S. leucopus, con las dos regiones
mitocondriales concatenadas (HPVI-RC + CytB), revelaron un total de 14 haplotipos, entre
los cuales los dos haplotipos de mayor frecuencia son Slel (N=29) y Sle4 (N=13),
compuestos principalmente por individuos provenientes de los puntos de muestreo que se
encuentran mas al sur de la distribucion de la especie (Tolima-Mariquita y Caldas-
Norcasia) (Tabla 4 y Figura 8). La composicion de los haplotipos encontrados esta
directamente asociada con la procedencia de los individuos y los grupos sociales de cada
individuo. De esta forma, encontramos un grupo genético (haplotipos Slel, Sle2, Sle3, Sle4
y Sleb), que en su mayoria contiene individuos procedentes de los puntos de muestreo que
se encuentran mas al sur de la distribucion de la especie (Tolima-Mariquita y Caldas-
Norcasia), puntos que conforman como tal la region Sur. lgualmente, se encontrd otro
grupo genético (haplotipos Sle6, Sle7, Sle8, Sle9, Slel0 y Slell), conformado
exclusivamente por individuos procedentes de los puntos de muestreo que se encuentran en
el centro de la distribucién (Antioquia-Puerto Berrio y Antioquia-Remedios), los cuales
conforman la region Central. Finalmente, hallamos un grupo genético (haplotipos Slel2,
Slel3 y Slel14) conformado por los individuos procedentes del punto de muestreo que se
encuentran mas al norte (Puerto Rico-Bolivar), el cual conforma la region Norte (Figura 8).
La estructura geogréafica fue bastante consistente con la distribucion geografica de los
haplotipos encontrados, a excepcién del haplotipo Sle6 que contiene dos individuos
procedentes de Antioquia-Puerto Berrio (Centro), mostrando una relacion mas cercana al
grupo genético de la region Sur. Por otro lado, encontramos haplotipos conformados
exclusivamente por individuos pertenecientes a un grupo social especifico (Sle5, Sle6, Sle7,
Sle8, Sle9, Slell y Slel4) (Tabla 4 y Tabla 5).

Las relaciones entre los haplotipos reportados y los grupos genéticos recuperados para S.
leucopus se caracterizan por presentar una gran cantidad de pasos mutacionales o
haplotipos ausentes, para lograr conectar los haplotipos o grupos pertenecientes a las
diferentes regiones de origen (Figura 8). La estructura genética y geografica encontrada en
la red de haplotipos realizada con los dos marcadores mitocondriales concatenados se
mantuvo en las redes de haplotipos realizadas en los analisis con los dos marcadores
separados (HPVI-RC y CytB) (Figura 10).



Tabla 5. Distribucion de los 14 haplotipos encontrados para S. leucopus (Sle), en las cinco

localidades de muestreo (1-5) y en los grupos sociales muestreados (GS 1-16).

SUR CENTRO NORTE
Tolima Caldas Antioquia Bolivar
(N=26) (N=21) (N=24) (N=7)
1 2 3 4 5
N G GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS GS
12 13 14 15 16 1 2 3 4 5 8 7 8 9 17 18 10 11
Slel 29 2 4 8 1 3 3 4 2 1 1
Sle2 1 1
Sle3 1 1
Sled 13 4 2 4 1 1 1
Sle5 4 4
Sle6 2 2
Sle7 5 5
Sle8 7 7
Sle9 3 3
Slel0 1 1
Slell 5 5
Sle12 1 1
Slel3 1 1
Slel4 5 4 1
Total 78 6 4 10 4 2 3 5 4 4 1 3 1 7 8 5 4 5 2

1) Tolima, Mariquita; 2) Caldas, Norcasia; 3) Antioquia, Puerto Berrio; 4) Antioquia,
Remedios y 5) Bolivar, Puerto Rico.

Se realizaron andlisis filogenéticos y filogeograficos para los genes HPVI-RC y CytB por
separado y concatenados. Los andlisis filogenéticos obtenidos con los cuatro métodos de
inferencia usados (Méaxima Parsimonia, Neighbour-joining, Méaxima Verosimilitud y
analisis Bayesiano) recuperaron la misma topologia para los 80 individuos analizados
(Figura 9 y 10). Estos analisis filogenéticos revelaron la presencia de dos haplogrupos bien
diferenciados, con altos soportes con todos los métodos de inferencia usados. Un primer
Haplogrupo corresponde a los 78 individuos silvestres de S. leucopus distribuidos a lo largo
de su rango geografico; el segundo Haplogrupo corresponde a los dos individuos de S.
oedipus. Podemos afirmar que tanto los dos marcadores mitocondriales, ya sea
concatenados o por separado, soportan los dos grupos monofiléticos distintos para las
secuencias de S. leucopus y S. oedipus.




Figura 9. Arbol filogenético basado en recontruccion Bayesiana para 78 individuos de S.

leucopus (Sle) y 2 individuos de S. oedipus (Soe).

—
[@ Tolima_Mariquita
[ Caldas_Norcasia
[ Antioquia _Puerto Bamrio
B Antdoquiz _Remedics
[@ Bdlivar_Puerto Rico
1 6154931 R — Reglon
a158_12 11 Liaje> Sur
——— 61971241 (sw ’
6195.11_1.1 sk3)
97100
P 6263_12_1 1
e 6201_12.4 1
P 0204_18_1 1
620514.4 1
62081281,
e 6207 1811
62631811
62037811
e210_18.1. 4
IR TR
(PR -
61678311 —
61738311
222 61748311
1 61758311
61768311
6177.9.3.8
6178938
oo 6179938 Linzje4
sas 6180938 (Ste7,
0.2 6181938 ks, 10
8 S0, — Regl on
sk, Central
. Stell)
1
1 m— Lingje3
L —t LA ] (8126) e
— = ’ —
1 Linaje2 1A
) (St=12, - Region
SE13,
«3; 14 Norte
—
—
093
61921234
1 61911214 Lingjel e
619e12 1t (Sle 4, — Regl o
636121 4 Sk 35) Sur
et ¢
62121418
6141594
6218 151 ¢
J 62161504
GTA5 14
6181614 L )
5294
6992

Los valores en los nodos corresponden a las probabilidades posteriores obtenidas para un
alineamiento total de 1559pb correspondiente al gen CytB completo (1140pb) y a la region
HPVI-RC (419pb). Modelo sustitucion HKY, 4 MCMC para 100000 generaciones, con un
10% de burn in. Los colores sobre los clados indican a la procedencia geografica. Las
barras laterales corresponde al linaje de cada haplotipo. Las llaves corresponden a las
regiones de geogréficas en la cuales se encuentran estos linajes.



Al interior del haplogrupo correspondiente a los individuos de S. leucopus se recuperd una
estructura genética intraespecifica asociada con la procedencia de las muestras analizadas,
soportando la monofilia de cinco linajes intraespecificos, correspondientes a los grupos
genéticos encontrados en las tres regiones (Sur, Centro y Norte) en la red de haplotipos
realizada con los individuos de S. leucopus (Figura 9). La topologia global de los cinco
linajes intraespecificos identificados presenta altos soportes, e inlcuso al interior de estos
linajes se encuentran grupos bien delimitados y con alto soporte asociados principalmente a
la conformacién de los grupos sociales muestreados (Figura 9). Encontrando no solo una
estructura genética al interior de S. leucopus, sino también una estructura geografica
(asociada con la procedencia de las muestras analizadas) y social (asociada con los grupos
sociales muestreados). La estructura genética y geografica encontrada en las topologias
concuerda con la estructura encontrada en la red de haplotipos, relacionando los grupos
genéticos encontrados y las regiones geogréaficas (Sur, Centro y Norte) de los puntos de

muestreo a lo largo de la distribucion de S. leucopus.

La topologia obtenida muestra que los cinco linajes monofiléticos intraespecificos para S.
leucopus estdn separados en dos grupos. Un primer grupo estd conformado por los
haplotipos Sle4 y Sle5, los cuales contienen exclusivamente individuos provenientes de la
region Sur (Tolima-Mariquita y Caldas-Norcasia) y la region Central (Antioquia-Puerto
Berrio y Antioquia-Remedios). El segundo grupo esta conformado por los otros cuatro
linajes restantes que parecen estar mas relacionados entre si, y que presentan una relacion
directa con la procedencia de los individuos analizados. De esta forma, encontramos un
linaje intraespecifico monofilético conformado por los haplotipos identificados como Slel,
Sle2, Sle3 y Sle5 que se encuentran restringidos a individuos provenientes de la region Sur
(Tolima-Mariquita y Caldas-Norcasia) y a un individuo (6184 9 3 1) procedente de la
zona Central (Antioquia-Puerto Berrio). Finalmente, los tres grupos restantes corresponden
a haplotipos restringidos a la region Norte (Puerto Rico-Bolivar) (Slel2, 13y 14) y la
region Central (Antioquia-Puerto Berrio y Antioquia-Remedios) (Sle6, Sle7, Sle8, Sle9,
Slel0y Slell).



Figura 10. Comparacion de Redes de haplotipos y topologias de arboles filogenéticos de
recontruccion Bayesiana. A. Matriz con los dos genes concatenados (CytB+ HpvI-RC) B.
CytBy C. HpviI-RC.
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El color muestra la procedencia geogréfica de los grupos encontrados, y su ubicacion en el
mapa.



Los resultados obtenidos para el analisis del Skyline Plot indican que por un largo periodo
de cerca de 4000 afos aproximadamente (desde hace 6000 afios hasta hace 1400 afios) el
tamario efectivo histérico de la poblacion de S. leucopus se mantuvo estable sin presentar
ningan cambio. Aproximadamente hace 1350 afios el tamafio de la poblacion comenzé a
presentar una reduccion, la cual comenzé a ser mayor desde hace 500 afios, siendo mas
pronunciada desde hace 200 afios. De esta forma los analisis realizados indican que la
poblacion de S. leucopus estd sufriendo una reduccién en su tamafio efectivo, la cual ha

aumentado en los Ultimos afios (Figura 11).

Figura 11. Skyline Plot de los cambios en el tamafio efectivo de la poblacion femenina

(Nef) de S. leucopus a través del tiempo en miles de afios antes del presente.
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En el eje X (0) representa el tiempo presente. Los calculos fueron generados usando un

alineamiento de ADN mitocondrial total de 1559pb (CytB (1140pb) y HPVI-RC (419pb))

en 78 de S. leucopus. Se corrieron 25 millones de generaciones muestreando cada 1000

generaciones con un burn in equivalente al 10%. Se muestra la mediana (linea negra) y los
intervalos de confianza superiores al 95% HPD (sombreado azul).



6.1.3 Datos de Marcadores Microsatélites.

6.1.3.1. Variabilidad Genética.

En total se obtuvieron los genotipos de nueve marcadores microsatélites para 56 individuos
(44 adultos, 11 juveniles y 1 infante), correspondientes a S. leucopus silvestres distribuidos
a lo largo de su rango geogréafico en los departamentos de Tolima (Mariquita=12), Caldas
(Norcasia=14), Antioquia (Puerto Berrio=17 y Remedios=6) y Bolivar (Puerto Rico=7).
Los 56 individuos analizados corresponden a 14 grupos sociales distribuidos a lo largo de
distribucion de S. leucopus (Tabla 8). En las repeticiones realizadas para cada uno de los
marcadores no se encontraron errores de genotipificacién en ninguno de los loci utilizados
para realizar el estudio (Tabla 6). En general, los loci fueron altamente polimdrficos, con
8.77 alelos (Na) en promedio en toda la poblacion; el locus SB38 presentd el mayor nimero
de alelos (Na=13) y el locus SB31 el menor (Na=6). La heterogocidad observada en todo la
poblacién fue alta (Ho promedio=0.71). El locus con mayor heterogocidad observada fue el
SB38 (H0=0.85) y el locus SB24 con la menor (Ho=0.59) (Tabla 6). EI nimero de alelos

fue variable en todas las localidades (Tabla 6).

El analisis con marcadores microsatélites evidencié que la localidad de Tolima-Mariquita
(Na=3.44, Ho=0.61) presentd la menor diversidad genética, mientras que la localidad de
Antioquia-Puerto Berrio (Na=5.00; Ho=0.75) presento la mayor diversidad. En general las
localidades ubicadas en el Centro (Antioquia-Puerto Berrio; Antioquia-Remedios, Na=4.56,
Ho=0,76) y Norte (Puerto Rico-Bolivar, Na=4.67, H0=0.76) son las que presentan mayor
diversidad genética, mientras que las localidades en el Sur (Tolima-Mariquita Na=3.44,
Ho=0.61; Caldas-Norcasia Na=4.78, H0=0.66) fueron las que presentaron menor diversidad

genética.

El menor numero efectivo de alelos (Ne) se reportd en la localidad de Tolima-Mariquita
(Promedio Ne=3.16), mientras que Antioquia-Remedios presenté el mayor (Promedio
Ne=5.00) (Tabla 6). Se encontraron desviaciones del Equilibrio Hardy-Weinberg (p< 0.05)
para tres localidades: 1) Tolima-Mariquita (SB30), 2) Caldas-Norcasia (SB7) y 3)

Antioquia-Remedios (SB30). De acuerdo al coeficiente de endogamia (Fis) reportado para



cada localidad, estos desequilibrios estan asociados con la existencia de un exceso de
homocigotos en estas localidades (Tolima-Mariquita Fis=0.23; Caldas-Norcasia Fis=0.33;
Antioquia-Remedios Fis=0.57) (Tabla 6).

6.1.3.2. Estructura Genética.

Todos los valores de Fst obtenidos para las comparaciones entre las localidades de
muestreo fueron significativos (p<0.01) y presentaron niveles de diferenciacion genética
entre 0.058 y 0.305 (para el presente estudio consideramos valores de Fst < 0.14 como
bajos, valores de Fst>0.14 y < 0.222 moderados y Fst > 0.304 altos). Los valores de Fst
entre las localidades de muestreo evidenciaron que los niveles de diferenciacion genética
mas bajos se encontraron en las localidades geograficamente mas cercanas y ubicadas en la
misma region Sur (Tolima-Mariquita y Caldas-Norcasia, Fst=0.058) y region Central
(Antioquia-Puerto Berrio y Antioquia-Remedios, Fst=0.091). El grado de diferenciacion
entre estas dos regiones (Sur y Central) fue moderado (en promedio Fst=0.252). Los
valores de diferenciacion genética (Fst) mas altos fueron los obtenidos entre las localidades
geograficamente mas alejadas, es decir entre la localidad mas al Sur de la distribucion
(Tolima-Mariquita) y la localidad mas al Norte (Puerto Rico-Bolivar) (Fst=0.305). En
contraste con esto el indice de diferenciacion encontrado entre la region Norte (Puerto
Rico-Bolivar) y las localidades de la region Central (Antioquia-Puerto Berrio y Antiogquia-
Remedios) (Fst=0.18) fue menor al con las localidades de la region Sur (Puerto Rico-
Bolivar y Tolima-Mariquita Fst=0.305; Puerto Rico-Bolivar y Caldas-Norcasia Fst=0.217)
y entre las localidades de la region Sur y Central (en promedio Fst=0.252), evidenciando
los bajos niveles de diferenciacion genética (Fst) entre la region Norte y Central.



Tabla 6. Diversidad genética y equilibrio Hardy-Weinberg para nueve marcadores microsatélite en cinco localidades. Na: nimero de alelos, Ne: Numero de alelos
efectivos, Ho: Heterocigocidad observada, He: Heterocigocidad esperada, Fis: Coeficiente de endogamia y EHW: Valor p para la prueba de equilibrio Hardy-
Weinberg. En azul se resaltan los loci fuera de equilibrio (p<0.05). Los valores negativos para el coeficiente de endogamia (Fis) indican un exceso de heterocigotos
en las localidades muestreadas (rojo) y los positivos indican un exceso de homocigotos.

Total Tolima_Mariquita | Caldas Norcasia | Antioguia_Puerto Berrio Antioguia_Remedios | Bolivar Puerto Rico Mean
56 12 14 17 6 7

R:?[Egl} de tamafio 1 g 9 ; 5 9 ;

alélico

Diversidad 0.62 0,77 0,52 0.47 0.58 0.59

Na 7 3 5 4 2 4 3,60
SB2 |Ne 4.57 2,89 4.29 3.34 2 3.84 327

Ho 0.65 0.75 0,71 0.53 0.67 0.57 0,65

He 0,76 0.63 0,76 0,52 0.48 0,58 0,60

Fis -0.21 0,07 -0.02 -0.43 0.02

EHW 0.34 0,51 0,79 1 0.44

Rango de tamado 30 21 22 18 10 23 188

alélico

Diversidad 0.75 0,74 0.76 0.72 0.67 0.73

Na 10 5 6 5 4 4 4.80
SB7 |Ne 5.86 4.63 4.68 443 4 3.85 4.32

Ho 0,82 0.67 0,50 0.94 1 1 0,82

He 0.83 0.75 0,73 0.77 0,74 0.69 0,74

Fis 0.11 0,33 -0.24 -0.40 -0.50

EHW 0.28 0,001 0.31 0.35 0.27




Total

Tolima Mariquita

Caldas Norcasia

Antioquia_Puerto Berrio

Antioquia_Remedios

Bolivar Puerto Rico

56 12 14 17 6 7 Mean

Rango de tamaiio 17 14 12 12 15 12 13

alélico

Diversidad 0.75 0.74 0.68 0.85 0.67 0.74

Na 9 5 6 5 6 4 5.20
SB8 |Ne 6.15 441 487 433 6 3.85 460

Ho 0.73 0.58 0.93 0.71 1 0.43 0.73

He 0.86 0.74 0.74 0.68 0.86 0.65 0.74

Fis 0.22 20,26 20,04 20,18 0.36

EHW 0.16 0.56 0.34 0.84 0.26

Rango de tamaiio 14 8 8 12 14 12 10.8

alélico

Diversidad 0.51 0.66 0.72 0.77 0.77 0.68

Na 8 3 4 6 6 5 4.80
SB19 [Ne 466 2.50 3.62 437 6 470 124

Ho 0.68 0.75 0.57 0.71 0.67 0.71 0.68

He 0.78 0.52 0.65 0.71 0.76 0.77 0.6326

Fis 2048 0.13 0.01 0.13 0.08

EHW 0.29 043 0.10 0.41 0.71

Rango de tamaiio 19 2 4 g 12 17 8.6

alélico

Diversidad 0.16 047 0.74 0.72 0.86 0.59

Na 8 2 3 4 5 6 4
SB24 [Ne 146 1.76 242 3.73 5 5.70 3.72

Ho 0.59 0.17 0.64 047 0.83 0.86 0.59

He 0.70 0.16 047 0.73 0.73 0.86 0.59

Fis 20,05 20,38 037 20,16 0

EHW 1 047 0.13 1 0.60

Rango de tamaiio 2 15 15 18 20 7 15

alélico

Diversidad 0.76 0.76 0.79 0.78 0.66 0.75

Na 10 5 5 7 5 4 5.20
SB30 [Ne 6.07 441 423 5,18 5 3.71 451

Ho 0.67 0.58 0.71 0.88 033 0.86 0.67

He 0.85 0.75 0.76 0.79 0.74 0.67 0.74

Fis 0.23 0.07 20,12 0.57 20,31

EHW 0,05 0.56 0.99 0,01 0.44




Total

Tolima_Mariquita

Caldas Norcasia

Antioquia_Puerto Berrio

Antioguia_Remedios

Bolivar Puerto Rico

56 12 14 17 6 7 Mean
Rango de tamano 15 11 13 6 6 12 9.6
alélico
Diversidad 0.48 0.68 0.64 0.78 0.71 0.66
Na 6 2 4 3 4 5 3.60
SB31 [Ne 5 2 3.76 294 4 470 3
Ho 0.82 0.75 071 0.76 1 0.86 0.82
He 0.80 0.49 0.69 0.64 0.80 0.73 0.67
Fis 057 20.04 2020 2028 2020
EHW 0.09 041 023 1 0.89
Rango de tamaiio 16 14 8 8 10 16 112
alélico
Diversidad 034 031 058 0.75 0.66 053
Na g 2 2 5 4 4 3.40
SB37 [Ne 499 198 1.96 373 4 3.85 31
Ho 055 0.42 021 071 0.83 0.57 0.55
He 0.7 034 030 0.59 0.76 0.65 0.53
Fis 2022 030 021 2011 0.13
EHW 1 035 1 1 025
Rango de tamaiio 35 29 35 31 15 17 254
alélico
Diversidad 0.69 0.88 0.84 0.58 0.82 0.76
Na 13 4 g 6 5 6 5.30
$B38 [Ne 6.87 3.83 6.56 5.40 5 5.69 530
Ho 0.85 0.83 0.93 1 0.50 1 0.85
He 0.88 0.69 0.88 0.84 0.58 0.84 0.76
Fis ~022 20.06 2020 0.14 022
EHW 1 0.19 0.38 0.51 0.30
Rango de tamaio |, o 13.56 14 1333 11,56 13,89
alélico
Na 878 344 478 5 436 467
Ne 539 3.16 404 416 5 443
Mean g, 0.71 0.61 0.66 0.75 0.76 0.76
He 0.80 0.56 0.67 0.70 0.72 0.71
Fis(total) ~0.09 0.01 -0.07 ~0.07 ~0.07

EHW




Tabla 7. Valores de Fst (diagonal hacia abajo) y Rst (diagonal hacia arriba) para los 9 loci

microsatélites entre las cinco localidades muestreadas. En azul se muestran los valores

significativos (después de realizar una correccion de Bonferroni).

Tolima-Mariquita

Caldas-Norcasia

Antioquia-P. Berrio

Antioquia-Remedios

Bolivar-P. Rico

Tolima-Mariquita 0,019 0,208 0,216 0,157
Caldas-Norcasia 0,058 0,276 0,266 0,162
Antioquia-P. Berrio 0,283 0,234 0,029 0,137
Antioquia-Remedios 0,270 0,222 0,091 0,168
Bolivar-Puerto Rico 0,305 0,217 0,180 0,180

En azul se muestran los valores significativos después de realizar una correccion de
Bonferroni (p<0.01).

Algunos valores de Rst obtenidos para todas las comparaciones entre localidades de

muestreo no fueron significativos, a pesar de esto los valores que fueron significativos

(p<0.01) presentaron niveles de diferenciacion entre las localidades de muestreo con

valores de Rst entre 0.137 y 0.276 (Tabla 7). A pesar de que los valores de Rst obtenidos

entre las localidades ubicadas en la misma regién (Central-Sur) no fueron significativos,

estas localidades siguen teniendo los niveles de diferenciacion genética mas bajos lo cual

concuerda con lo obtenido con los valores de Fst. De acuerdo a los valores significativos de

Rst, el grado de diferenciacion es similar al obtenido con Fst entre las regiones Central-
Norte (promedio de Rst= 0.153) y Sur-Central (promedio de Rst=0.233). Sin embargo, con

los valores de Rst se obtuvo un menor grado de diferenciacion en comparacion a los valores

de Fst encontrados entre las regiones Sur-Norte (Rst= 0.157).




Tabla 8. Valores de Fst (diagonal hacia abajo) y Rst (diagonal hacia arriba) para los 9 loci microsatélites en los 14 grupos sociales

analizados. En azul se muestran los valores significativos estadisticamente significativos (después de realizar una correccién de

Bonferroni).

Norcl | Norc2 | Norc3 | Norc4d | Norc5 | Marigl2 Mariql3 Mariq14 Remed17 Remed18 PBerrio8 PBerrio9 | Boll0 | Bolll

(N=3) | (N=4) | (N=2) | (N=4) | (N=1) (N=4) (N=3) (N=5) (N=5) (N=1) (N=9) (N=8) (N=5) | (N=2)
Norcl 0,557 0,418 0,169 0,455 0,357 0,294 0,236 0,693 0,462 0,543 0,350 0,425 | 0,442
Norc2 0,235 0,317 | 0,558 | -0,156 0,011 0,255 0,251 0,361 0,241 0,357 0,422 0,296 | 0,452
Norc3 0,178 | 0,220 0,547 | 0,024 0,179 0,054 0,198 0,575 0,345 0,452 0,419 0,226 | 0,225
Norca 0,188 | 0,363 | 0,331 0,516 0,335 0,278 0,179 0,723 0,528 0,538 0,397 0,525 | 0,597
Norc5 0,002 0,135 0,200 0,168 -0,114 0,057 0,076 0,463 0,077 0,343 0,352 0,217 | 0,267
Mariq12 0,131 | 0,169 | 0,198 | 0,185 | 0,016 0,014 -0,006 0,197 0,059 0,204 0,196 0,120 | 0,273
Mariql13 0,253 0,239 0,237 0,284 0,113 0,107 0,022 0,303 0,138 0,217 0,162 0,120 | 0,173
Mariq14 0,209 | 0,297 | 0,304 | 0,146 | 0,221 0,104 0,251 0,466 0,228 0,362 0,240 0,199 | 0,371
Remed17 0,291 | 0,368 | 0,361 | 0,344 | 0,242 0,294 0,347 0,362 0,132 0,050 0,214 0,349 | 0,399
Remed18 0,223 | 0,342 | 0,290 | 0,350 | 0,230 0,291 0,259 0,385 0,105 0,071 0,011 0,036 | 0,165
PBerrio8 0,294 | 0,335 | 0,330 | 0,363 | 0,283 0,323 0,343 0,379 0,160 0,142 0,124 0,221 | 0,302
PBerrio9 0,261 0,329 0,320 0,343 0,255 0,280 0,321 0,346 0,156 0,146 0,125 0,095 | 0,213
Bol10 0,256 | 0,296 | 0,338 | 0,373 | 0,237 0,329 0,349 0,388 0,265 0,209 0,259 0,213 0,188
Bol11 0,211 | 0,253 | 0,235 | 0,313 | 0,111 0,263 0,276 0,343 0,158 0,126 0,181 0,161 0,033




Los valores de Fst y Rst no fueron significativos en todas las comparaciones entre grupos
sociales de las localidades muestreadas, evidenciando un grado de diferenciacion genética
menor entre los grupos sociales, en comparacidn con la diferenciacion genética encontrada
entre las localidades de muestreo (Tabla 8). Los valores significativos permiten diferenciar
algunos grupos sociales: 1) los valores de Fst evidenciaron que en la localidad (Tolima-
Mariquita) el grupo social Marig14 presenta diferencias significativas con los otros grupos
sociales de esta misma localidad (Marig12 y Marig13) y con un grupo social de la localidad
Caldas_Norcasia (Norc4), 2). Los valores de Fst y Rst evidencian una diferencia
significativa entre los grupos sociales de la localidad Antioquia_Puerto Berrio (PBerrio8 y
PBerrio 9) con la mayoria de grupos sociales de las localidades de Tolima-Mariquita y
Caldas-Norcasia, y 3) los valores de Fst y Rst presentaron valores de diferenciacion
genética significativos entre el grupo social Boll0 (Puerto Rico-Bolivar) y los grupos
sociales de las localidades de Tolima-Mariquita (Mariql4), Caldas-Norcasia (Norcl4) y
Antioquia-Puerto Berrio (PBerrio8 y PBerrio9) (Tabla 8).

Para los Analisis de Varianza Molecular se probaron tres diferentes hipétesis de agrupacion
de la poblacion de S. leucopus: 1) Un tnico grupo que incluye todos los grupos sociales, 2)
Cinco grupos correspondientes a las cinco localidades de muestreo, 3) Tres grupos
correspondientes a las regiones en las que se encuentran las localidades de muestreadas. En
las hipdtesis de agrupaciones dos y tres se observaron valores significativamente similares
para la varianza dentro de los grupos sociales (entre el 79,51 % al 86.97%) (Tabla 9). El
mayor porcentaje de varianza explicada se da para la hipétesis de tres regiones (Sur-
Central y Norte), en la cual el 22.06% de la varianza molecular es consecuencia de las
diferencias entre las tres regiones. Los valores significativos mostraron, que para la
hipotesis dos el 21.18% de la varianza molecular es producto de las diferencias encontradas
entre las localidades de muestreo (Tabla 9). Por lo tanto, los resultados obtenidos mediante
la prueba de tres hipdtesis de agrupacion revelaron diferencias significativas entre las cinco
localidades de muestreo y entre las tres regiones (Region Sur, Region Central y Region
Norte), sin embargo el mayor porcentaje de varianza obtenido para la agrupacion de las tres
regiones indicaria una mayor variabilidad genética en las regiones en las que se encuentran

las localidades de muestreadas.



Tabla 9. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) realizado con los nueve loci
microsatélites en las localidades: Tolima, Mariquita; Caldas, Norcasia; Antioquia, Puerto
Berrio; Antioquia, Remedios y Bolivar, Puerto Rico.

.. Suma de |Componente |Porcentajede
Fuente de Variacion d.f. . .. F
Estructura Analizada Cuadrados | de Variacion | variacion (3)
Grupos Sociales
1. Un grupo
Nivel ferarquico Menor: Grupos Sociales
Entre grupos sociales 23 224,643 0,47078 13,03 0,13

Dentrode los grupos

. 56 176 3,14286 86,97
sociales

2 Cinco grupos (Tolima_Mariquita)-(Caldas_Norcasia)-(Antioguia_Puerto Berrio)-{Antioquia_Remedios)-(Bolivar_Puerto Rico)
Nivel ferarquico Menor: Grupos Sociales

Entre Localidades de

4 80,6310 0,8016 21,18 0,21

Muestreo

Entre grupos dentrode

las localidades de 51 144,0120 -0,1595 -4,22 -0,05

muestreo
Dentro de grupos 56 176,0000 3,1429 23,04 0,16

sociales
3. Tres grupos (Region Sur)(Region Central) {Region Norte)
Nivel ferarquico Menor: Grupos Sociales
Entre Regiones 2 64,656 0,872 22,06 0,22
Entre grupossociales 53 159,986 -0,062 1,57  -0,06
dentrode Regiones

Dentro de grupos 56 176,000 3,142 7951 0,2

sociales

Se evaluaron diferentes estructuras utilizando como unidad jerarquica menor los grupos
sociales: 1) Un tnico grupo que incluye las cinco localidades muestreadas; 2) Cinco grupos
correspondientes a las cinco localidades muestreadas; 3) Tres grupos correspondientes a las
regiones en las que se encuentran las localidades muestreadas. En azul se muestran los
valores significativos (p<0.05). F corresponde a valores de FST



En todos los modelos evaluados resultados con Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) el K
mas probable fue tres (K=3), indicando que este es el nimero teorico de grupos que mejor
se ajusta a los individuos analizados. De esta forma, los resultados obtenidos con Structure
2.3.4 (Pritchard et al., 2000) sugieren la existencia de tres acervos genéticos principales en

los 56 individuos de S. leucopus (Figura 12).

En un primer acervo genético principal se encuentran las localidades de Tolima_Mariquita
y Caldas_Norcasia (Region Sur), las cuales forman un acervo genético independiente, que
se mantiene a medida que aumentamos el K. Un segundo acervo genético principal se
encuentra conformado por individuos de la localidad de Antioquia, dentro del cual se
evidencid la presencia de subestructura a medida que se aumentaba el K. Esta subestructura
encontrada al interior del segundo acervo principal esta formada por dos grupos: un primer
grupo conformado exclusivamente por individuos de la localidad de Antioquia_Puerto
Berrio correspondientes al mismo grupo social (GS 8) el cual se mantiene independiente a
medida que se aumenta el nimero de K, y un segundo grupo formado por algunos
individuos de la localidad de Antioquia_Puerto Berrio (correspondientes a dos grupo
sociales GS 8 y GS 9) y por todos los individuos de la localidad de Antioquia _Remedios.
A medida que se aumenta el K este subgrupo se divide en dos acervos genéticos
independientes correspondientes a los individuos de la localidad de Antioquia_Puerto
Berrio y Antioquia _Remedios, lo cual evidencia que estos individuos pertenecen al mismo
acervo principal pero existe una diferenciacion genética entre ellos que los separa en dos
grupos independientes que se mantienen a medida que se aumenta el K (desde K=4 hasta
K=7).

Finalmente, se encontrd un tercer acervo genético principal formado en su mayoria por
individuos de la localidad Bolivar_Puerto Rico (Region Norte), excepto por dos individuos
(6187 y 6190) que tiene una composicion genética nuclear que corresponde a acervos
diferentes. La composicion genética nuclear Gnicamente encontrada en estos dos
individuos, y las diferencias encontradas no solo con los demas idividuos que hacen parte
su mismo grupo social sino también con los individuos de las demés acervos genéticos
encontrados, podrian ser resultado de procesos traslocacion. La composicidn genética

nuclear encontrada en estos dos individuos corresponde en su mayoria a la region Central



(localidad Antioquia, Remedios) y en una menor proporcién a la region Sur (localidad

Tolima, Mariquita y Caldas, Norcasia) (Figura 12).

Estos tres acervos genéticos principales encontrados en los andlisis con Structure 2.3.4
(Pritchard et al., 2000) se mantuvieron constantes e independientes a medida que aumentd
el numero de K (2-19) y se encontrd una correspondencia con la region de procedencia de
los individuos (Region Sur, Region Central y Regién Norte) (Figura 12). De estas tres
regiones, la region Central fue la Unica que presentd una subestructura en su interior,
subdividiéndose en dos y tres acervos genéticos, asociados con la procedencia de los
individuos de las localidades de muestreo (Puerto Berrio y Remedios) y a los grupos
sociales a los que pertenecen los individuos (GS 8 y GS 9) (Figura 12).



Figura 12. Distribucion de los grupos genéticos encontrados (K) con nueve loci microsatélite
autosoémicos, utilizando un modelo ancestral (mezclado) y un modelo de frecuencias alélicas

(correlacionadas) en 56 individuos de S. leucopus. Se muestra desde un K=2 hasta un K=7.

Sur Centro Norte

1 2 3 4 5

Sur Centro Norte

K corresponde al nimero teoérico de grupos genéticos encontrados. Las lineas horizontales
representan los individuos analizados y sus colores muestran la proporcion de cada
individuo asignado a cada K., Con * se resalta el nimero de grupos (K) que mejor se ajusta
a los datos. Los nimeros (1-5) corresponden a los sitios de muestreo de los individuos
analizados: 1) Tolima, Mariquita; 2) Caldas, Norcasia; 3) Antioquia, Puerto Berrio; 4)
Antioquia, Remedios y 5) Bolivar, Puerto Rico. Los grupos geneticos encontrados
concuerdan con las tres regiones correspondientes a la ubicacion geografica de lo sitios de
muestreos Sur, Centro y Norte.



7. DISCUSION

7.1 Efecto de los procesos historicos sobre la estructura genética y demografia.

El analisis de los genes mitocondriales (RC-CytB) permitié encontrar una estructura
genética-geografica al interior de S. leucopus. Las muestras procesadas abarcan el rango de
distribucion de esta espacie, en los departamentos de Tolima, Caldas, Antioquia y Bolivar.
Los andlisis filogenéticos concuerdan con los resultados de la red de haplotipos, en donde
se encontrd una fuerte estructura, caracterizada por la presencia de haplotipos compartidos
entre localidades, pero Unicos por cada region (Sur-Centro-Norte).

La estructura genética fuerte encontrada en S. leucopus concuerda con la historia
demogréfica estable por un periodo prolongado (desde hace 6000 afios hasta hace 1400
afios) reportada en el Skyline Plot (Figura 11). Bajo un escenario de estabilidad
demogréfica, generalmente se favorecen procesos que generan un aislamiento por distancia,
lo cual permite la generacion de una estructura genética caracterizada por la presencia de
grupos monofiléticos que exhiben una estructura geografica (Kolleck 2013). De esta forma,
la obtencion de grupos monofiléticos en los andlisis realizados con S. leucopus se puede
deber, a la colonizacién o expansion de una especie en una zona generando estabilidad y
homogeneidad por un largo periodo, seguido ya sea de: 1) un proceso de aislamiento por
fragmentacion y restriccion de flujo génico, favoreciendo un proceso de vicarianza por la
formacion de nuevos haplotipos en cada region o, 2) la pérdida de haplotipos intermedios a
lo largo de la distribucion de la especie, la cual puede ser producto de cambios
demograficos recientes (ver resultado Skyline Plot, Figura 11), generando un aislamiento de

los haplotipos de cada regién.

No es claro si el patron observado en la red de haplotipos mitocondriales es resultado de
fragmentacion y vicarianza (hipétesis 1) o resultado de la pérdida de haplotipos por
cambios demograficos recientes (hipdtesis 2). Sin embargo, la red obtenida muestra una
historia genética con una cantidad de haplotipos faltantes, que no se encuentran entre los
individuos muestreados, pero que son necesarios para recuperar la historia de los acervos
encontrados al interior de S. leucopus. Teniendo en cuenta que el muestreo abarca todo el

rango de distribucion de S. leucopus, podemos afirmar que evidentemente hay un



componente histérico conformado por un patrén global que nos muestra grupos genéticos
con fuertes asociaciones geograficas cuyas divergencias han sido generadas por procesos de
fragmentacion y vicarianza, pero principalmente por la eliminacion de polimorfismos

intermedios, lo que es consistente con la hipotesis 2.

La hipdtesis de eliminacion de polimorfismos como fuente de la divergencia entre las
regiones encontradas cobra credibilidad, si tenemos en cuenta que el Skyline Plot para S.
leucopus (ver resultado Skyline Plot, Figura 11) muestra una estabilidad demogréfica
histérica con una reduccion en el tamafio efectivo desde hace 1350 afios, la cual se ha
acentuado en los ultimos 500 afios. Este efecto en la reduccion del tamafio poblacional
puede explicar el patrén observado en la red de haplotipos, favoreciendo la pérdida de

haplotipos intermedios a lo largo de la distribucion de S. leucopus.

Los efectos de los procesos demograficos historicos en el modelamiento de la estructura
genética han sido descritos en muchas especies, encontrando una relacion directa entre los
procesos, los cambios demograficos y la estructura genética (Amos et al., 1998; Frankham
et al., 1999; Peter et al., 2010). Algunos estudios han reportado cémo la sobre-explotacién
y destruccion del habitat genera fuertes reducciones demogréaficas afectando en mayor
magnitud a especies con rangos distribucionales pequefios (Amos et al., 1998; Hoffman et
al., 2011; Peery et al., 2012). Sin embargo, la deteccion y medicion de los impactos de
estos cambios demogréaficos requiere conocer los patrones de abundancia histdrica (Palstra
& Ruzzante, 2008; Hoffman et al., 2011; Peery et al., 2012), los cuales rara vez son
conocidos en poblaciones de primates como S. leucopus. De esta forma, para entender los
procesos que han modelado la estructura genética y el patron obtenido en la red de
haplotipos de S. leucopus es necesario utilizar otras especies de mamiferos en los que se
haya reportado una estructura genética y una historia demogréfica similar, pero que
adicionalmente cuenten con patrones de abundancia histdricas que nos permita acercarnos a

los procesos que han ocurrido en S. leucopus.

El lobo marino antartico (Arctocephalus gazella) es una especie sometida a una historia de
explotacidn descontrolada reduciendo sus poblaciones al borde de la extincion por su caza
durante los siglos XVIII y XIX. Esta especie se considera un modelo demogréafico

importante debido a que los procesos de reduccidén y posterior recuperacion de sus



poblaciones se encuentran bien documentadas y se cuenta con patrones de abundancia
historicos (Hoffman et al., 2011). Al igual que S. leucopus, los resultados de Skyline Plot y
la red de haplotipos realizado con ADNmt (HVI) muestran una historia demografica que se
caracteriza por ser un poblacion histéricamente grande que se mantuvo estable por mucho
tiempo y se ha sometido recientemente a una reduccion drastica de su tamafio efectivo lo
que ha producido una pérdida de haplotipos en la poblacion, generando una red con una
cantidad de haplotipos faltantes que no se encuentran en los individuos muestreados pero
que son necesarios para recuperar la historia genética de A. gazella (Hoffman et al., 2011).
Esta historia genética concuerda con los censos realizados y los patrones de abundancia
histéricos obtenidos antes y después del auge de la caza de esta especie, revelando un

cuello de botella producto de un evento historico y antropogénico (Hoffman et al., 2011).

Si bien en el caso de A. gazella se cuenta con una estructura genética soportada por censos,
patrones de abundancia y muestreos a lo largo del tiempo, en el caso de S. leucopus no se
cuenta con registros que permitan asegurar con certeza que la estructura encontrada es
producto de la eliminacion de polimorfismos como fuente de la divergencia. Dejando
abierta la posibilidad de que la estructura genética encontrada en S. leucopus sea producto
del muestreo realizado. Sin embargo, en un estudio en S. leucopus realizado en una escala
micro-geogréafica en cinco municipios del departamento de Antioquia (64 individuos en 12
grupos sociales), Acevedo (2015) reporta una red de haplotipos con ADNmt (HVI-RC) que
sigue presentando pasos mutacionales o haplotipos ausentes (en una proporcion menor a la
reportada en el presente estudio) entre los haplogrupos encontrados en los individuos
analizados. Al igual que en a la estructura genética reportada en este estudio, Acevedo
(2015) encontré un patron global (usando ADNmt (HVI) y microsatelites) el cual se
caracteriza por agrupar individuos de acuerdo a su origen geografico dentro del
departamento de Antioquia. La concordancia encontrada entre datos mitocondriales y datos
nucleares, asi como relacidn entre el patron de la estructura geografica encontrada en S.
leucopus en una escala macro-geogréfica (5 localidades a lo largo de su rango de
distribucion) y micro-geografica (5 municipios al interior de Antioquia), permiten descartar
la posibilidad de que la estructura genética encontrada en S. leucopus sea producto del

muestreo realizado.



No es raro encontrar en otras especies de primates redes de haplotipos mostrando una
estructura geografica similar a la reportada aqui para S. leucopus. Se han descrito patrones
similares en especies como Macaca radiata (Evans, 2003), Rhinopithecus roxellana (Li et
al., 2007), Lepilemur edwardsi (Craul et al., 2009), Brachyteles hypoxanthus (Chaves et
al., 2011), Saimiri oerstedii citrinellus (Blair & Melnick, 2012), entre otras. En estos
estudios, se llegé a la conclusion que la conformacion de la estructura genética de las
poblaciones en estas especies se ha atribuido principalmente a los procesos antropogénicos
(como la fragmentacién y pérdida de habitat) que han causado pérdida de haplotipos y de

diversidad genética.

La historia demografica no s6lo se ve afectada por procesos antropogénicos. Es bien
conocido que las fluctuaciones climéaticas asociadas a los periodos geoldgicos generan
expansiones y reducciones en el tamafio efectivo de las poblaciones de muchas especies
(Davis et al., 2005; Koblmuller et al., 2012; Salmona et al., 2012). Uno de los periodos con
mayor impacto en los cambios demograficos poblacionales fue el Ultimo Méximo Glacial,
ocurrido aproximadamente hace 20.000 al final del Pleistoceno, el cual se caracterizo por
ser un periodo particularmente dramatico de avance glacial y enfriamiento global que
resulté en cuellos de botellas demograficos en muchas especies (Beaumont et al., 2011;
Clark et al., 2009). Después del Ultimo Maximo Glacial sigui6 un periodo de clima calido
y himedo que se prolongé hasta el Holoceno Temprano, con un clima que fue propicio no
solo para la expansién demografica de muchas especies animales sino que también brind6
una oportunidad para la colonizacion de nuevas regiones por parte de los humanos
modernos provocando profundas alteraciones en los ecosistemas y a su vez cambios
demograficos en algunas especies (Davis et al., 2005; Koblmuller et al., 2012; Fontaine et
al., 2012). A pesar que los cambios climaticos ocurridos en los periodos del Pleistoceno y
Holoceno, han sido descritos como fuerzas que han modelado procesos demogréficos en
especies que no habitan los trdpicos, pocos estudios han evaluado su efecto en la historia
demografica de las especies que los habitan, como es el caso de los primates que se

encuentran en areas tropicales y sub tropicales (Chakraborty et al., 2014).

En S. leucopus se infirid un tamafio efectivo constante durante parte del Holoceno, aun
cuando en dicho periodo se presentaron fluctuaciones climaticas durante la transicion entre

Holoceno Medio y Tardio, periodo en el cual se presentaron fases himedas-frias, calidos-



secos, seguido de fuertes sequias intermitentes durante los ultimos cuatro milenios
(Williams et al., 2004; Philander, 2012; Chakraborty et al., 2014). De las fluctuaciones
ambientales ocurridas durante el Holoceno Medio, podemos considerar como una de las
mas importante el periodo conocido como el optimo climéatico del Holoceno (entre 9000-
5000 afios antes del presente) el cual se caracterizd por tener la temperatura mas alta del
Holoceno, permitiendo el crecimiento de la vegetacion como la que existe en la actualidad
(Philander, 2012; Chakraborty et al., 2014). Este éptimo climatico del Holoceno fue
seguido por un incremento en las precipitaciones, el cual produjo un clima caracterizado
por una alta humedad y fuertes fluctuaciones en los niveles de los cuerpos de agua
(Velasquez, 2004).

Si bien el impacto de los procesos antropogénicos en la vegetacion ha sido reportado desde
hace aproximadamente 5000 afios, este impacto ha sido particularmente importante desde
2000 afios atras (Philander, 2012; Salmona et al., 2012; Kolleck, 2013; Chakraborty et al.,
2014). El resultado del Skyline Plot sugiere que la poblacion de S. leucopus comenzé a
experimentar una reduccion aproximadamente hace 1350 afios, época se caracterizO por
pulsos frios con un ciclo calido con caracteristicas de humedad variable (Velasquez, 2004;
Vélez et al., 2006). A pesar de que se podria considerar que las condiciones climaticas
primordialmente célidas que se presentaron en el Holoceno Medio y Tardio son propicias
para la expansién y crecimiento de los tamafios efectivos de una poblacién, en poblaciones
de primates se ha reportado una reduccidon en estos periodos (Chaves et al., 2011; Kolleck,
2013; Chakraborty et al., 2014). Los pocos estudios realizados han encontrado que estas
reducciones poblacionales en especies de primates (Brachyteles hypoxanthus,
Rhinopithecus brelichi, Macaca munzala, Pongo abelii y Gorilla gorilla diehli) ocurridas
en el Holoceno Medio y Tardio no corresponden a las fluctuaciones climaticas de este
periodo. Por el contrario, han encontrado que esta reduccion ha sido acelerada y reforzada
por el rapido desarrollo de civilizaciones antiguas (aproximadamente hace 1500 afios), el
rpido desarrollo de la agricultura y los cambios en el paisaje en los Gltimos tiempos
(Goossens et al., 2006; Bergl et al., 2008; Chaves et al., 2011; Philander 2012; Kolleck,
2013; Chakraborty et al., 2014). Los procesos antropogénicos serian el principal factor que
altera la historia demografica en los primates, generando cambios relativamente recientes

en las poblaciones de primates, salvo algunas excepciones en las que se han reportado



reducciones demogréaficas mas fuertes en el periodo del Pleistoceno que las generadas por

los procesos antropogénicos recientes.

De esta forma, se podria asociar la reduccién poblacional que encontramos en S. leucopus
(que inici6 aproximadamente hace 1350 afios) con el periodo en el cual se ha reportado una
mayor actividad y aumento del impacto de los procesos antropogénicos como la
agricultura, la ganaderia en Colombia y crecimiento reciente de las areas urbanas en el
rango de distribucion de esta especie variable (Velasquez, 2004; Vélez et al., 2006),
acentuandose esta reduccion poblacional de S. leucopus en los ultimos afios (500 afios).
Soportando la hipdtesis de un mayor efecto en los cambios demograficos de S. leucopus
producto de los procesos antropogénicos que las fluctuaciones climaticas en los periodos

geologicos.

En base a esto, podriamos afirmar que la estructura genética de S. leucopus y la
diferenciacion entre los tres acervos genéticos principales encontrados es el resultado de
alteraciones en los procesos demograficos historicos que han generado pérdida de
diversidad genética a causa de modificaciones en el habitat, lo que ha sido causado

principalmente por procesos antropogénicos en su area de distribucion.

Los resultados obtenidos en este estudio contrastan con lo encontrado por Ruiz-Garcia
(2010; 2014), quienes reportaron a partir de secuencias de ADNmt (COXII) una estructura
genética en geografica en su distribucion, mostrando una notable expasion en esta especie
desde hace 0.3 millones de afios. A pesar que en algunas especies de primates ha sido
reportado igualmente una expansion S. leucopus que se caracteriza por presentar haplotipos
de baja frecuencia sin ninguna estructura demografica reciente (Ascunce et al., 2007;
Oliveira 2014), los resultados obtenidos en este estudio con ADNmt (RC y CytB) no
soportan una expansion demografica en las poblaciones de S. leucopus. La razon que
explicaria la falta de concordancia entre los resultados obtenidos con secuencias
mitocondriales usadas en el presente estudio (CytB-HPI-RC) y las usadas por Ruiz-Garcia
et al. (2010; 2014) (COXI), es amplificacion de pseudogenes (Numts) del gen
mitocondrial COXII en las secuencias generadas con los primers (L6955-H7766) usados en
los trabajos de Ruiz-Garcia et al. (2010; 2014) (ver resultados Figura 5).



En una poblacion que ha sufrido una expansion reciente se esperaria encontrar una red de
haplotipos en forma de estrella con abundancia de haplotipos de muy baja frecuencia
estrechamente relacionados con haplotipos modales, que no exhiben ningun tipo de
estructura geografica. Este fenomeno ha sido reportado en algunas especies de primates,
como por ejemplo en Gorilla gorilla diehli (Bergl & Vigilant, 2007), la cual a pesar de
encontrarse en una zona altamente fragmentada y estar considerada en peligro alto de
extincién, adn exhibe contacto reproductivo entre muchas de las localidades, resultados
alentadores para la conservacion de la poblacion de gorilas del rio Cross.

7.2 Efecto de los procesos contemporaneos sobre la estructura genética

La correspondencia entre los resultados obtenidos con marcadores mitocondriales y
microsatélites soporta las inferencias a las que se ha llegado en la presente investigacion.
Las diferentes pruebas evaluando la estructura genética muestran la distincion de tres

grupos genéticos principales a lo largo de la distribucion de S. leucopus.

La estructura social, el sistema de apareamiento, los patrones variables de dispersion entre
sexos Y la filopatria hacen parte del comportamiento y estrategias reproductivas presente en
especies de Callitricidos. Al interior de los Callitricidos se han reportado sistemas de
apareamiento, patrones de dispersion y migracion variables, sin embargo la mayoria de
Callitricidos tiene un sistema de apareamiento polidndrico cooperativo, pero también se
pueden encontrar algunas especies con un sistema de apareamiento basado en poligenia,
poliginandria y monogamia (Huck et al., 2007). Estas caracteristicas propias de cada
especie pueden modificar el flujo génico y contribuir a la diferenciacion y la formacion de
estructura genética dentro y entre poblaciones de primates (Blair & Melnick 2012; Liu et
al., 2009; Diaz-Mufioz 2011).

Como consecuencia de los patrones de dispersion diferentes entre los sexos y la herencia
uniparental de los marcadores de ADNmt, podria esperarse una diferenciacion entre la
estructura encontrada con el ADNmt y la encontrada para los marcadores microsatélites
como ha sido reportada en otras especies de primates (Di Fiore, 2003). A pesar de no haber
realizado ninguna prueba estadistica para encontrar alguna evidencia de una dispersion

sesgada hacia alguno de los sexos en S. leucopus, la concordancia entre la estructura



encontrada de ADNmt y los marcadores nucleares (tipo microsatélites) podria soportar la
hipotesis segun la cual no existe una diferencia significativa en la dispersion de machos y
hembras en S. leucopus, en una escala macrogeografica. Sin embargo, analizando con
mayor detalle la estructura encontrada con ADNmt podemos observar que la regién sur se
compone por dos agrupamientos en la red de haplotipos, mientras que en la estructura
encontrada con los microsatélites las dos localidades (Tolima, Mariquita y Caldas,
Norcasia) correspondientes a la regién Sur se agrupan en un Unico acervo genético
independiente y constante (Figura 8, Figura 10 y Figura 12). De igual forma, en la region
Central se puede encontrar una mayor estructura con ADNmt (presencia de dos
agrupamientos) que con los marcadores nucleares (Figura 8, Figura 10 y Figura 12). Estos
resultados indicarian una mayor restriccion en la dispersion de las hembras; sin embargo,
esta reduccion en la dispersion de las hembras no es clara y este patron puede ser el

resultado del comportamiento social y el sistema de apareamiento de la especie.

Sin embargo, Goldizen et al. (1996) y Huck et al. (2007) han reportado que no existe una
diferencia significativa entre la dispersion de machos y hembras en Saguinus mystax y
Saguinus fuscicollis, lo que concuerda con lo encontrado en este estudio para S. leucopus.
A pesar que Huck et al. (2007) reportaron que en una poblacion de S. mystax machos y
hembras tienen la misma posibilidad de migrar, habitualmente las hembras migran mayores
distancias debido a las limitaciones para reproducirse en una poblacion que se caracteriza
por tener un sistema de apareamiento poliandrico. No obstante, por la concordancia entre la
estructura encontrada de ADNmt y los marcadores nucleares y la falta de pruebas que
revelen una diferencia significativa entre la dispersion de machos y hembras en S. leucopus,
podemos inferir que la estructura genética encontrada y la distincion de tres grupos
genéticos a lo largo de la distribucion de S. leucopus no es consecuencia del sistema de
apareamiento o los patrones variables de dispersion en esta especie, pero es necesario
realizar analisis apropiados que nos permitan descartar el sistema de apareamiento o

patrones variables de dispersion.

El primer acervo genético principal identificado (region Sur), corresponde a las localidades
Tolima (Mariquita) y Caldas (Norcasia). Los resultados con ADNmt muestran dos grupos
monofiléticos compuestos indistintamente por individuos de las dos localidades, es decir

que la composicidn genética historica de estas dos localidades se parece entre si, pero es



diferente con las de las otras localidades. Esto concuerda con los resultados encontrados
con los marcadores microsatélites, ya que nos muestran estas dos localidades (Tolima y
Caldas) como un acervo Unico, evidenciado un contacto contemporaneo entre las

localidades de la region sur.

El segundo acervo genético principal (region Central) identificado corresponde a las
localidades de Antioquia (Puerto Berrio y Remedios). Los resultados con ADNmt muestran
dos grupos monofiléticos compuestos indistintamente por individuos de las dos localidades,
evidenciando que la composicién genética historica de estas localidades se parece entre si,
pero es diferente con las otras localidades. Los resultados obtenidos con marcadores
microsatélites concuerdan con los resultados obtenidos con el ADNmt debido a que las dos
localidades fueron asignadas como un acervo genético diferente (Figura 12, K=3). Sin
embargo, a medida que aumentamos el K, este acervo genético principal muestra una
subestructura (tanto con ADNmt como con microsatelites) dividiéndose en dos (K=4) y
hasta tres grupos (K=5) que muestran una asociacion con los grupos sociales muestreados,
lo cual es evidencia discutible de que la estructura genética de la region Central tiene un
componente histérico aun mas complejo que el encontrado en las otras regiones. Este
resultado es concordante con lo encontrado en un estudio genético realizado en esta zona,
en donde utilizaron seis de los nueve marcadores usados en la presente investigacion
(Acevedo, 2015). Reportaron una estructura genética a una escala micro-geografica e
incluso entre algunos municipios en el centro y occidente de Antioquia, asi como también
en el &rea urbana de Medellin. Segun los resultados obtenidos por Acevedo (2015) con
ADNmt (HPVI-RC) y microsatélites, evidencian que la estructura genética encontrada en los
municipios Antioquia y en el area urbana de Medellin es el resultado de las diferencias
notables no solo entre regiones sino también entre los grupos sociales muestreados en cada
localidad, lo cual se ve reflejado en el agrupamiento de individuos de acuerdo a su grupo social

y origen geografico.

En el tercer acervo genético principal correspondiente a Bolivar (Puerto Rico, region
Norte), la presencia de dos individuos (6187: macho adulto colectado en grupo social de
cinco individuos y 6190: hembra colectada en un grupo social de dos individuos) que
corresponden a un acervo genético diferente al reportado para esta localidad, fue

concordante con lo encontrado con con ADNmt, en donde los dos individuos corresponden



a dos haplotipos unicos y diferentes de los encontrados en los demas miembros de sus
grupos sociales (Slel2 y Slel3, respectivamente). A pesar de haber realizado los muestreos
en zonas donde la ocurrencia de liberaciones es baja, y si tenemos en cuenta que la
estructura genética encontrada con ADNmt y microsatelites no concuerda con procesos de
migracion a larga distancia, las caracteristicas de estos dos individuos y las diferencias
genéticas nos hacen pensar que la presencia de estos individuos en dicha localidad puede
ser producto de liberaciones realizadas. No obstante para descartar completamente la
posibilidad de que la presencia de estos dos individuos en el tercer acervo genético
correspondiente a Bolivar sea producto de eventos de migracion, es necesario aumentar el

namero de individuos y los puntos de muestreo de cada region.

Ruiz-Garcia et al. (2007; 2010; 2014) evaluaron la estructura poblacional de S. leucopus
mediante el uso de un marcador mitocondrial (COXII) y un set de 10 marcadores
microsatélites, abarcando todo su rango de distribucion, con un mayor nGmero de muestras.
El set de de 10 marcadores microsatélites reportaron la presencia de una estructura
genética, en la que reportaron dos acervos genéticos: 1) Antioquia y 2) Tolima, lo cual
concuerda con lo encontrado en el presente estudio. A pesar de los dos acervos genéticos
encontrados con un set de 10 marcadores microsatélites, los datos mitocondriales del gen
mitocondrial COXII obtenidos por Ruiz-Garcia et al. (2014) (usando los primers L6955 y
H7766) no reportaron ninguna estructura geografica en la distribucion de sus haplotipos.

La amplificacion inadvertida de un pseudogén del marcador COXII por Ruiz-Garcia et al.
(2014) (ver Resultados Figura 5), puede explicar la no concordancia entre la estructura

encontrada con los marcadores microsatélites y los datos mitocondriales.

Algunos autores como Hernandez-Camacho & Cooper (1976) y Defler (2003) han
propuesto la existencia de sub-especies al interior de S. leucopus a partir de algunos
cambios en los patrones de coloracion del pelaje en algunas poblaciones de esta especie.
Estos cambios en los patrones de coloracién han sido descritos dos individuos en el
extremo sur de la distribucion de la especie (Tolima, Mariquita), lo cual concuerda con la
estructura genética encontrada al interior de S. leucopus. Sin embargo, la estructura
genética-geografica y los niveles de diferenciacion al interior de S. leucopus no sugieren la
existencia de sub-especies lo cual concuerda con lo propuesto por Ruiz-Garcia et al.
(2014).



Pese a una historia compleja de trafico y movimiento ilegal de individuos de S. leucopus,
vale la pena resaltar el alto nivel de conservacion que exhibe la estructura genética
encontrada compuesta por los tres acervos genéticos principales identificados, para las
regiones previamente establecidas (Sur-Central-Norte). Los resultados encontrados no
muestran ninguna evidencia significativa, de que se hayan realizado procesos de
liberaciones en acervos genéticos que no corresponden directamente a las localidades
muestreadas. A pesar de la cantidad de incautaciones y liberaciones que se realizan con
individuos de S. leucopus, en este estudio s6lo se identificaron dos individuos (6187 y
6190) fuera de su acervo genético ancestral en la region Norte (Bolivar_Puerto Rico). Por
el contrario, el acervo genético principal encontrado en la region Sur (Tolima_Mariquita y
Caldas _Norcasia) siempre se mantuvo como un acervo robusto. Este resultado es
importante si se tiene en cuenta que dicho acervo tiene el mayor nimero de muestras y de
grupos sociales (12 grupos sociales), y aun asi mantiene su estructura, sin presentar ningun
tipo de mezcla. Es indispensable evaluar el tiempo y las areas que abarcan los programas de
conservacion que se han llevado a cabo en estas localidades, ya que dichos resultados
podrian soportar la efectividad e importancia de las acciones que estan llevando a cabo para
la conservacion y mantenimiento de la integridad genética de la region Sur. Es necesario
tener en cuenta que este patron que muestra un alto nivel de conservacion en la estructura
genética encontrada y la ausencia individuos fuera de su acervo genético ancestral, salvo
algunas excepciones previamente mencionadas, puede ser el resultado de dirigir el
muestreo a localidades que no han sido intervenidas o en las que no se han realizado
procesos de liberacion. Tal vez al realizar un muestreo que incluya sitios en los que si se
han realizado procesos de liberacion puede revelar una estructura més compleja y

consecuente con la historia de trafico y movimiento ilegal de individuos de S. leucopus.

Por otro lado, el acervo genético principal encontrado en la regién Central
(Antioquia_Puerto Berrio y Antioquia _Remedios), a pesar de tener un bajo nimero de
grupos sociales (4 grupos sociales), permite identificar una subestructura genética al
interior, encontrando dos y hasta 12 subgrupos en dicha regién. Esta diferencia entre el
namero de grupos sociales y la estructura encontrada entre y al interior de los tres acervos

genéticos principales identificados en S. leucopus nos indica la presencia de factores



diferentes al comportamiento social propio de la especie, que se encuentran actuando sobre

la variacion genética y los procesos de divergencia en S. leucopus.

Recientes estudios en genética y ecologia del paisaje, han evaluado el efecto de la
composicion del habitat sobre el comportamiento y ecologia en poblaciones de primates
(Alouatta belzebul, Alouatta caraya, Saimiri oerstedii y Rhinopithecus biet) y han
rechazando el modelo simplista en el que se creia que un habitat fragmentado impide la
conectividad de las poblaciones de éstas especies (Liu et al., 2009; Bastos et al., 2010;
Oklander et al., 2010, Blair & Melnick, 2012). En su lugar es necesario entender el paisaje
como una matriz dinamica y heterogénea que puede tener efectos tanto positivos como

negativos sobre la dispersidn y persistencia a largo plazo de una especie (Pearson, 2013).

Los efectos de la estructura y heterogeneidad del paisaje sobre la distribucion de la
variabilidad genética a menudo estan correlacionados con factores bioticos y abioticos,
incluyendo caracteristicas propias de cada especie (tamafio corporal, comportamiento
social, modo de reproduccion, filopatria, dieta, habitat, entre otros) (Vigilant & Guschanski,
2009; Blair & Melnick, 2012). Debido a esto, es necesario comparar y evaluar la estructura
genética en diferentes escalas espaciales en una especie para comprender los efectos sobre
la variacion genética y poder predecir los procesos de divergencia al interior de poblaciones

que habitan paisajes modificados (Diaz-Mufioz, 2012).

En este estudio los marcadores microsatélites en S. leucopus revelaron una estructura
compuesta por tres acervos genéticos principales (Sur-Centro-Norte), en los cuales algunas
localidades aisladas no presentan ningn flujo génico reciente generado por un habitat
heterogéneo que haya modificado la dispersion a larga distancia, favoreciendo el flujo
génico entre individuos de localidades cercanas. Esta estructura genética ha sido descrita en
algunas especies de primates que habitan areas con una intervencion antropogeénica alta.
Por ejemplo, en Saimiri oerstedii citrinellus en la region Pacifica de Costa Rica, apartir de
un set de 16 marcadores microsatélites se reportaron al menos dos grupos genéticos
distintos, geograficamente separados al interior de la poblacion (Oriente-Occidente). Los
analisis realizados con STRUCTURE y GENECLASS permitieron identificar flujo génico
entre los dos grupos genéticos identificados. Estos dos grupos estan asociados a fragmentos

de bosque secundario separados por pastos, plantaciones de palma africana y zonas



residenciales. Al medir los efectos de estos patrones espaciales sobre la variacion genética
encontraron que unicamente las plantaciones de palma representan barreras moderadas al
flujo génico, donde la influencia sobre la variacion genética depende de la escala y se
manifiesta durante los procesos de dispersion entre poblaciones (Blair, 2011; Blair &
Melnick, 2012).

De igual manera, Liu et al. (2009) mediante el uso ADNmt (HVI) y marcadores
microsatélites, encontraron cinco grupos genéticos geograficamente separados en
Rhinopithecus biet en la meseta tibetana (Nor-occidente, Nor-oriente, Centro, Sur-oriente,
Sur-occidente). Estos grupos presentaban niveles de flujo génico bajo, principalmente por
las caracteristicas del habitat, y su efecto en la estructura genética de la especie coincide
con las caracteristicas y patrones espaciales de la zona. La estructura de R. biet esta
asociada a parches de bosques rodeados por habitat inadecuado (cultivos, pastizales,
carreteras, zonas residenciales, entre otras), los cuales afectan el flujo génico entre grupos
(por la larga distancia que los separa), actuando como barreras poco permeables. Sin
embargo, la presencia de algunos corredores y la capacidad de algunos individuos de
moverse entre los diferentes parches ha favorecido el flujo génico al interior de los grupos

premiando el flujo génico entre localidades cercanas.

Dentro del género Saguinus (Tamarinos) también se ha reportado la formacion de
estructura genética en diferentes escalas espaciales, logrando mostrar que en comparacion
con otros primates las especies del género Saguinus son mas propensas a cambios en la
estructura alélica, producto de los cambios en los patrones espaciales en escalas pequefias
(Diaz-Mufioz, 2010; Diaz-Mufioz, 2012; Farias et al., 2015). Los Tamarinos presentan un
grado de parentesco al interior de los grupos y una baja tasa de dispersion, caracteristicas
que aumentan las probabilidades de presentar estructura genética en respuesta a cambios en
la estructura del paisaje (Diaz-Mufioz, 2010; Diaz-Mufioz, 2012).

Diaz-Mufioz (2012) usando un set de siete microsatélites (cuatro de los cuales usamos en
este estudio) y un marcador de ADNmt, encontr6 que las barreras riverinas (Rio Chagres) y
las modificaciones antropogénicas (Canal de Panama) estan contribuyendo en diferentes
escalas temporales y generacionales a la formacion de estructura genética encontrada en la

poblacion Saguinus geoffroyi en las cuencas de las provincias de Panama y Colén. Los



marcadores mitocondriales permitieron establecer una diferenciacion genética asociada a
procesos historicos como lo son las barreras riverinas (Rio Chagres). Sin embargo, los
marcadores microsatélites detectaron un nivel de diferenciacion, que no fue detectado por
los marcadores mitocondriales, en las poblaciones a lo largo del canal de Panama. De esta
forma, Diaz-Mufioz (2012) no solo ratificé el efecto de los procesos histéricos (como la
formacidn de barreras riverinas) en la divergencia y estructura genética de las poblaciones,
sino que también permiti6 establecer el efecto de los procesos contemporaneos (como los
cambios en la estructura del paisaje a diferentes escalas) empiezan a tener efecto en la
divergencia y estructura genética al interior de una poblacién a partir de tiempos
relativamente cortos (la construccién del canal de Panama finalizo en 1914) y pocos

nameros de generaciones (20-40 generaciones).

Es necesario tener en cuenta que algunos cambios en la estructura del paisaje pueden
afectar los patrones de flujo génico mas que otros, y dependiendo de las caracteristicas de
cada especie algunos cambios en la estructura del paisaje pueden no tener ningun efecto en
sobre los patrones de flujo génico (Diaz-Mufioz, 2012). Para el caso particular de Saguinus
bicolor, Oliveira (2014) y Farias et al. (2015) reportaron mediante el uso microsatélites (el
mismo set de nueve marcadores usados en este estudio) y tres marcadores de ADNmt
(CytB, Regidn Control y Citocromo Oxidasa 1), que la fragmentacion en el habitat y las
actividades antropogénicas no han generado una estructura genética en ninguna escala
geogréfica en esta especie. Sin embargo, la reduccion del habitat y las modificaciones en
la estructura del paisaje han generado cuellos de botella al interior de las poblaciones de S.

bicolor, causando una reduccion en la diversidad génica de esta especie.

Pese a que se sabe que su el area de distribucidn de S. leucopus corresponde a una de las
regiones mas afectadas por pérdida y transformacion del habitat en Colombia (Perez-
Pinzon et al., 2013), no se cuenta con una caracterizacion detallada que permita conocer
toda la estructura del paisaje donde habita S. leucopus y entender el efecto de esas
modificaciones sobre la estructura genética que reportamos en este trabajo. La Regidn
Norte (Departamento de Bolivar) de la distribucion de S. leucopus se caracteriza por ser
una zona transformada en la que la mayor parte del bosque ha sido destruido en gran escala
para su uso en la agricultura, ganaderia y mineria. Esta region se compone de tres

ecosistemas estratégicos: 1) la Serrania de San Lucas, 2) la planicie inundable de la Mojana



y 3) la Depresion Momposina (De la Hoz, 2009), con caracteristicas geograficas que han
sido de vital importancia para mantener aislada esta region por mucho tiempo, ya que se
dificulta la construccion de vias de comunicacién entre el margen izquierdo del rio
Magdalena, la Serrania de San Lucas y el rio Cauca; adicionalmente, esta zona se ha
caracterizado por el asentamiento de grupos armados al margen de la ley (De la Hoz, 2009).
La mayor parte del sur del Bolivar estad incluido en la Zona de Reserva Forestal del rio
Magdalena (73% de su territorio se encuentra en zona de reserva). Municipios como
Tiquisio tienen mas del 90% de su jurisdiccion en zona de reserva forestal (De la Hoz,
2009).

Parte del habitat de Regidn Central de la distribucion de S. leucopus (Departamento de
Antioquia) corresponde a pequefias montafias en la parte norte o este de la cordillera
Occidental y Central, y esta region podria considerarse la zona con mayor cantidad de
modificaciones del habitat en el rango de distribucion de S. leucopus (Acevedo, 2015). El
paisaje de esta zona estd compuesto por seis estructuras principales: 1) Valle medio
Magdalena, 2) Cordillera Central, 3) Cafion del rio Cauca, 4) Llanura aluvial del rio Cauca,
5) Cordillera Occidental (Arbaux, 2003). Los fragmentos de bosque estan inmersos en una
matriz de pastos y de regeneraciones secundarias en distintos estados que se han
desarrollado después de varias etapas de explotacion (Cuartas, 2001). Algunos cambios en
la estructura del paisaje estan asociados a la agricultura a pequefia escala; sin embargo, la
mayor parte de las modificaciones del habitat de S. leucopus estan asociadas con la
construccion de varios proyectos hidroeléctricos en la zona (Guatapé, Niquia, Porce Il y
Porce I, entre otras), la cual ha tenido un crecimiento demografico significativo desde la
década de los afios 80, presentado un mayor crecimiento en la década de los 90 como
respuesta al mercado de energia mayorista en Colombia y la construccion de estas
hidroeléctricas (Cuartas, 2001; Arbaux, 2003).

Tal vez la zona en la que se cuenta con mas informacion acerca de la estructura del habitat
de S. leucopus es en los departamentos de Tolima y Caldas (regién Sur), en donde se cuenta
con un plan de conservacién y manejo del titi gris (Saguinus leucopus) y un Sistema
Regional de Areas Protegidas del Eje Cafetero Colombiano (SIRAP-EC). En este plan de
conservacion se determind que la distribucion de titi gris al interior de la region del SIRAP-

EC (nor-occidente del Tolima y Caldas) es de un é&rea aproximada de 3800 km? la cual



representa cerca de un 13% de la distribucion total original de la especie, y se estimo el area
de distribucion potencial de la especie entre 544 y 1767 km?, de los cuales menos del 4% se
encuentra en areas protegidas. En estas localidades se han realizado varios estudios para
estimar la densidad poblacion y se ha encontrado que la cobertura original de bosque
himedo tropical se ha perdido en cerca de un 85% y del bosque nativo remanente el 80% es
bosque en diferentes estados de sucesion. Al oriente del departamento de Caldas, zona que
corresponde al valle del Magdalena, casi todo el paisaje original ha sido transformado en
potreros. En el piedemonte, entre los 200 y los 500 m, se conservan algunos bosques de
galeria y unos pocos fragmentos de bosque con intervencion, inmersos en una matriz de
potreros. Entre los 500 y los 1500 m, la zona esta compuesta por un mosaico de paisajes,
entre los cuales se destacan potreros, cultivos de subsistencia, bosques de galeria y algunos
bosques secundarios en diferentes estados de sucesion. Hacia el oriente de Caldas y al
Norte del Tolima, existen algunas areas bajo figuras de proteccion en donde se ha
registrado la presencia de S. leucopus (Poveda & Sanchez-Palomino, 2004; Sanchez-
Londofio, 2007; Santamaria et al., 2007; Roncancio et al., 2009; Roncancio et al., 2011;
Roncancio et al., 2012; Pérez-Pinzdn et al., 2013; Alba-Mejia et al., 2013).

Es evidente que la composicion geogréafica y del paisaje en la distribucion de S. leucopus ha
sufrido cambios significativos, caracterizdndose por tener un incremento en el nimero de
parches de bosque y una mayor complejidad paisajistica asociada a procesos de sucesion
vegetal. Estos cambios han modificado el habitat de la S. leucopus y en este momento la
dindmica de esta especie incluye paisajes heterogéneos como una mezcla de habitats
naturales e intervenidos con variaciones en forma, tamario, conectividad y distribucionen el
espacio (Roncancio et al., 2012; Pérez-Pinzon et al., 2013). Por esta razén es necesario
identificar los efectos en los procesos y la dispersidbn que tienen las caracteristicas
geogréficas y la matriz del paisaje compleja de cada una de las regiones en las que se
identificaron los acervos genéticos principales en S. leucopus, caracterizando las barreras y
la escala en la cual afectan el flujo génico y la dispersion a lo largo de la distribucién de S.

leucopus.

A pesar de los grandes avances que este estudio aporta y la evidencia encontrada, tanto para
marcadores microsatélites como para ADNmt, la cual soporta la diferenciacion de S.

leucopus en tres grupos genéticos principales a lo largo de su rango distribucional, es



necesario incrementar el muestreo y obtener un mayor nimero de muestras principalmente
al norte de la distribucion de la especie para delimitar estos grupos genéticos encontrados.
De igual forma, para entender los efectos de las modificaciones del habitat sobre la
estructura genética de S. leucpus se requiere de un muestreo particular que se encuentra

fuera de los alcances de este estudio.

7.3 Implicaciones para la conservacion

Desde la perspectiva de la conservacion, el criterio para seleccionar las poblaciones
prioritarias es considerar el nivel de singularidad y variacion genética que se encuentra
dentro de cada especie (McKay & Latta, 2002). Las Unidades Evolutivamente
Significativas (ESU, por sus siglas en ingles) se designan en base a lo monofilia reciproca
de marcadores moleculares y la divergencia significativa en loci nucleares y mitocondriales
(Moritz, 1994). Evaluamos estos criterios en diferentes poblaciones de S. leucopus,
realizando un anélisis con marcadores moleculares mitocondriales. Los resultados revelaron
la existencia de tres acervos genéticos principales al interior al interior de S. leucopus. Es
importante tener en cuenta que tanto la red de haplotipos como las topologias obtenidas con
los analisis filogenéticos, evidenciaron la presencia de varios haplotipos con una tendencia
global de agruparse en tres grupos principales monofileticos (Sur-Centro-Norte), con

exclusién de un par de individuos.

Vogle & DeSalle (1994) y Palsboll & Allendorf (2007) afirman que las unidades de manejo
(MU, por sus siglas en ingles) y conservacién estan delimitadas por caracteres que
diagnostican los grupos de individuos o poblaciones Unicas que se excluyen de otros
grupos, es decir corresponde a grupos demograficamente independientes y con dinamicas
poblacionales diferentes. En base a esta afirmacion y teniendo en cuanta la diferencias
encontradas en las frecuencia y distribucién de los haplotipos encontradas en este estudio,
podria postularse (en una escala macro- geogréfica) que los tres acervos genéticos
identificados al interior de S. leucopus (Sur, Centro y Norte) deben ser designados como
UM (Moritz, 1994). Sin dejar de lado la necesidad de identificar si la estructura genética
encontrada en una escala micro-geografica (al interior de los tres acervos genéticos)

requiere de la designacion de ESU y MU.



Hudson y Coyne (2002) manifiestan su preocupacion al designar ESU y MU utilizando
solo el ADNmt, ya que debido a su tasa de evolucion, la fijacion de polimorfismos y la
formacidn de grupos monofileticos requiere de mas tiempo que los genes nucleares, por lo
gue no es una buena estrategia para la evaluacién de monofilia reciproca, a menos que la
divergencia de las poblaciones sea muy antigua. En el caso de S. leucopus no se tenia
conocimiento previo sobre la divergencia al interior de esta especie. Por esta razon, la
presente investigacion ademas de utilizar ADNmt implementd el uso de marcadores de tipo
microsatélite. Se evalud la correspondencia de los datos mitocondriales y nucleares
obtenidos, teniendo en cuenta los principales acervos genéticos encontrados para las cinco
localidades de muestreo a lo largo del rango de distribucion de la espcie. Las localidades
ubicadas en el Sury Centro del rango de distribucion de la especie, tienden a formar grupos
moderadamente bien apoyados. Estas localidades no solo estan separadas por grandes
distancias, sino que también cuentan con una composicion geografica y una estructura del

paisaje que se carateriza por la fragmentacion y deforestacion del habitat de S. leucopus.

En base a la estructura encontrada con los marcadores de ADNmt y los marcadores
microsatélites, junto con la composicion genética Unica que exhiben los tres grupos
principales identificados en S. leucopus, se debe considerar la implementacion de unidades
de gestion, para las tres unidades de conservacion. Por esta razon, es igualmente razonable
sugerir que las tres Unidades de Manejo deban ser designadas como ESUs (Unidades
Evolutivas Significativas Moritz, 1994). Esto se encuentra soportado en las diferencias
significativas que encontramos en la frecuencia y distibucion de haplotipos, frecuencias y
distribucion de los alelos y las dinamicas poblacionales al interior de los tres grupos
genéticos principales encontrados en S. leucopus. Estas diferencias indican que las
poblaciones que se encuentran al interior de los tres grupos genéticos principales
encontrados pueden tener un potencial diferente a evolucionar, por lo que se deberian
tratarse no solo como ESUs sino tambien como unidades de conservacidn separadas. Esto
es importante, si se tiene en cuenta que el taxdn evaluado esté catalogado como en peligro
por la Lista Roja de Especies Amenazadas de la UICN, y se le debe considerar en un riesgo
muy alto de extincion en estado silvestre, dados los reportes de deforestacion de su habitat.
Los planes de manejo y conservacion de S. leucopus deben considerar el nimero y alcance
espacial de las ESUs y MU propuesta en este trabajo, procurando mantener la diversidad

genética de las poblaciones de éste primate en el pais.
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