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RESUMEN

La estructura genética se refiere al modo en que se distribuye la variaciéon genética en una
poblacién o entre poblaciones y da cuenta del grado de similitud genética entre éstas. La estructura
genética de una poblacion puede verse afectada por factores geograficos, ecolédgicos o
comportamentales. En general, se espera que las poblaciones caracterizadas por un alto flujo génico
y apareamiento aleatorio estén mucho menos estructuradas que aquellas en las que se mantienen
las condiciones inversas. En el presente trabajo nos proponemos examinar la estructura genética de
Phyllotis xanthopygus (Rodentia: Cricetidae) a lo largo de un gradiente altitudinal en los Andes
Centrales, con el fin de comprender la distribucidn de la variabilidad genética en esta especie y los
procesos que la determinan. Hipotetizamos que las poblaciones de P. xanthopygus a lo largo del
gradiente altitudinal, presentan distintos niveles de variabilidad genética, producto de eventos de
diferenciacion relativamente recientes y reflejan un patrén de aislamiento por distancia. A lo largo
de una transecta altitudinal, se estudiaron 29 individuos de P. xanthopygus pertenecientes a tres
poblaciones a 1700, 2300 y 3100 metros sobre el nivel del mar (m.s.n.m.); mediante el empleo de
un marcador nuclear y un marcador mitocondrial. Para ambos marcadores, se estimaron los niveles
de diversidad genética, el grado de estructuracion genética y la historia demografica.

Las poblaciones de P. xanthopygus mostraron diferentes niveles de diversidad genética a lo
largo del rango geografico analizado en este estudio. Con el marcador mitocondrial, encontramos
diferenciacidon genética entre las poblaciones y un patron de aislamiento por distancia. Con el
marcador nuclear, las poblaciones de P. xanthopygus no presentaron diferenciacién genética ni
estructura genética poblacional. Los andlisis demograficos sugieren un escenario de inestabilidad

demografica y de expansidn poblacional reciente en algunas de las poblaciones estudiadas.
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INTRODUCCION

La materia prima del cambio evolutivo es la variabilidad genética, mientras que la unidad de
cambio es la poblacién (Ascunce, 2002). Asi, las unidades fundamentales para estudiar la variacién
genética son las poblaciones, es decir, grupos de organismos de la misma especie que habitan
dentro de un drea geografica suficientemente restringida, como para que cualquier miembro pueda,
potencialmente, aparearse con cualquier otro (Templeton, 2006).

La estructura geografica de las poblaciones consiste en dos partes distintas pero
interrelacionadas: la estructura demografica y la estructura genética. La primera estad determinada
por todos los procesos asociados al nacimiento, muerte y dispersién, incluyendo el sistema de
apareamiento y la historia de vida (Roderick, 1996). La segunda resulta de una combinacién de
procesos poblacionales y moleculares que operan dentro de un contexto espacial y temporal (Guillot
y Orlando, 2013) y se refiere al modo en que se distribuye la variacién genética en una poblacién o
entre poblaciones y puede verse afectada por factores geograficos, ecolégicos o comportamentales,
como heterogeneidad ambiental, fragmentacidn de habitat, aislamiento por distancia, fluctuaciones
en la densidad poblacional y variacion en los patrones de dispersion (Vazquez-Dominguez et al.,
2009).

Cuando hablamos de una especie con alta estructura genética, nos referimos a que se pueden
detectar diferencias genéticas entre las poblaciones (Figura 1b). En contraste, en una especie con
baja estructura genética, las poblaciones que la constituyen presentan nulas o muy pocas
diferencias en su composicién genética (Figura 1a). El conocimiento de la estructura genética de una
poblacién es un requisito previo para la comprensién de la evolucién de las especies, ya que ayuda
a evaluar hasta qué punto cada poblacidn de una especie es una unidad evolutiva independiente y
diferenciada (Figura 2a) o permanece vinculada a través del flujo génico (Figura 2b) (Eguiarte et al,
2010). En general, se espera que las poblaciones caracterizadas por un alto flujo génico vy
apareamiento aleatorio estén mucho menos estructuradas que aquellas en las que se mantienen

las condiciones inversas (Patton y Feder 1981).
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Figura 1: Ejemplos de estructura genética de poblaciones. a) Un modelo idealizado de estructura de poblacién, en la que
las subpoblaciones evolucionan independientemente después de la division de la poblacién original. b) Un modelo realista
de estructura poblacional en el que algunas subpoblaciones estan mas estrechamente relacionadas que otras por
intercambio génico. El intercambio parcial de genes ocurre entre algunas subpoblaciones (Lineas discontinuas con flechas)
(Nei, 2013).

El flujo génico es definido como la suma de mecanismos que generan movimiento de genes
de una poblacidn a otra (Whorley et al, 2004). Los estudios de flujo génico adquieren relevancia
para la interpretacidon y comprension de los patrones microevolutivos y la estructura genética de las
poblaciones ya que funciona como una fuerza evolutiva cohesiva, produciendo un efecto
homogeneizador de la variabilidad genética (Figura 2b) (Planter, 2007).

Por otro lado, definimos "deriva génica" como cambios en las frecuencias génicas por
acontecimientos al azar, lo que da como resultado cambios en el acervo génico entre generaciones
sucesivas de una poblacién (Slatkin, 1993). La deriva génica es una fuerza evolutiva no direccionada
e impredecible que se encuentra en todas las poblaciones y puede alterar la composicidon genética

de una poblacidn a través del tiempo.
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Figura 2: a) El aislamiento geogréfico detiene el flujo génico entre subpoblaciones. Eventualmente, una poblacidn
geograficamente aislada se volveria genéticamente muy diferente b) Los miembros de diferentes poblaciones migran e
intercambian genes. Cuanto mayor es el flujo génico, mas similar es el pool génico de las dos subpoblaciones. Modificado
de https://socratic.org/questions/how-does-geographic-isolation-contribute-to-evolution.
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En las poblaciones naturales, los efectos del flujo génico sobre la variabilidad dentro y entre
poblaciones son opuestos a los efectos de la deriva génica (Templeton, 2006). El flujo génico es
considerado uno de los factores fundamentales para mantener elevados niveles de diversidad
genética intrapoblacionales al contrario de la deriva génica que, debido a la pérdida o fijacion de
alelos, reduce la variabilidad genética dentro de las poblaciones (Pifiero et al., 2008). Por otro lado,
entre poblaciones, el flujo génico tiende a reducir la variabilidad genética, mientras que la deriva
génica tiende a incrementarla, debido a la divergencia en las frecuencias alélicas (Templeton, 2006).
Para alelos neutrales, cuando el flujo génico se interrumpe, la deriva génica es una fuerza mucho
mas efectiva para producir diferenciacion genética entre las poblaciones (Slatkin y Barton, 1989).

Ademas, las caracteristicas bioldgicas de las especies (sistema de apareamiento, capacidad
de dispersién, tamafio efectivo de la poblacidn), la fragmentacién del hébitat, tanto actuales como
histdricos, y la disposicion espacial de las poblaciones, determina la velocidad a la que se pierde o
se repone variacion genética a través de la deriva génica y el flujo génico respectivamente (Eckert
et al., 2008; Wlasiuk et al., 2003). La prediccidn general de que las poblaciones geograficamente
periféricas deberian exhibir una menor diversidad y una mayor diferenciaciéon genética que las
poblaciones del centro, se basa en el “Modelo del centro abundante” (Eckert et al. 2008). Bajo este
modelo, se espera que las poblaciones periféricas presenten un menor tamafo efectivo de la
poblacién y un mayor aislamiento espacial permitiendo la erosién de la diversidad genética y
aumentando la diferenciacion genética entre poblaciones, a través de la deriva génica y la reduccidn
del flujo génico (Vucetich y Waite, 2003).

Por otro lado, los cambios histdricos, climaticos y geoldgicos pueden influir en la diversidad y
diferenciacion genética de las poblaciones a través de cambios en el tamafio de la poblacién y/o las
tasas de flujo génico histdricos y contemporaneos (Vucetich y Waite 2003). El uso de multiples
marcadores moleculares, puede revelar cdmo los cambios en los tamanos poblacionales o la
presencia de barreras al flujo génico han influido, histéricay contemporaneamente, en la estructura
genética de las poblaciones. Los marcadores nucleares y mitocondriales presentan propiedades
moleculares contrastantes que permiten describir de manera complementaria la estructura

genética de las poblaciones (Wang, 2010).



Patrones de estructuracién genética en roedores

En muchas poblaciones de roedores se han reportado altos niveles de diferenciacion genética
y una marcada estructura genética en distancias geograficas cortas. Esta estructura se ha
relacionado al menos en parte, con tamafio poblacionales pequefios y limitaciones en la dispersion
debido a sistemas sociales, dispersion sesgada por el sexo, sistemas de cria altamente
estructurados, barreras geograficas y/o vagilidad reducida (Aars et al., 1998; Brouat et al., 2007;
Chesser, 1983; Mapelli et al., 2012; Munger et al., 1983). Sin embargo, también se han reportado
estudios en los cuales no se ha evidenciado un patrén de aislamiento por distancia, ni estructuracion
poblacional (Chiappero et al., 2011; Dobson, 1994; Whorley et al., 2004). Esto puede deberse a
multiples factores: uno de ellos podria ser que una eventual reduccién en el tamano de la poblacion
no sea lo suficientemente importante como para que la deriva génica cause divergencia entre las
poblaciones (Chiappero et al., 2011), otro factor podria ser que las poblaciones presenten tamafios
poblacionales pequefios pero altas tasas de flujo génico en distancias cortas (Dobson, 1994) o que
la escala geografica de estudio exceda en gran medida las distancias de dispersion de los individuos
de la especie considerada. De esta manera, aun cuando encontremos que las poblaciones no estan
en equilibrio entre flujo génico y deriva génica en una escala geografica regional, podremos detectar
que las poblaciones situadas geograficamente cerca, pueden seguir un patrén de aislamiento por
distancia (Chiappero et al., 2011).

Los roedores conforman buenos modelos de estudio para poner a prueba hipdtesis
relacionadas a la distribucién de la variabilidad genética bajo un modelo de aislamiento por distancia
(Lessa, 1990). En particular, la mayoria de los roedores exhiben una alta dependencia al tipo de
habitat, lo que permite una vista mas detallada de los factores que afectan los patrones de variacion
genética (Fedorov et al., 2008). Asimismo, presentan fluctuaciones periddicas en el tamafio de la
poblacién que pueden reducir la cantidad de diversidad genética en las poblaciones. Ademas, su
habilidad relativamente limitada de dispersion restringe el flujo génico manteniendo las sefiales de

divergencia genética de eventos historicos (Munger et al. 1983).



Objetivo:

El objetivo de este trabajo es examinar la diversidad genética y la estructura genética de P.
xanthopygus a lo largo de un gradiente altitudinal en los Andes Centrales, mediante el analisis de
genes mitocondriales y nucleares. Para este fin, se evaluardn 3 poblaciones de P. xanthopygus a lo
largo de un gradiente altitudinal (1.700, 2.400 y 3.100 msnm); donde cada uno de los sitios seran

tratados como unidades poblacionales independientes.

Hipotesis y predicciones

H1- Las poblaciones de P. xanthopygus a lo largo de un gradiente altitudinal presentan
distintos niveles de diversidad genética.
*P: La poblacion del centro del gradiente presentard mayor diversidad genética en

comparacién con las poblaciones de los extremos altitudinales (superior e inferior).

H2- Las poblaciones de P. xanthopygus a lo largo de un gradiente altitudinal presentan un
patrdn de aislamiento por distancia.
¢ P: Las poblaciones mas cercanas presentaran mayor flujo génico entre si y, por lo tanto,

seran mas similares genéticamente que poblaciones mas distantes.

H3- En funcién de la escala geografica de este estudio, las eventuales diferencias genéticas
entre poblaciones serian producto de eventos de diferenciacion relativamente recientes.
¢ P: La variacidn genética nuclear sera mayor que la variacién genética mitocondrial entre

poblaciones de P. xanthopygus, indicando eventos de diferenciacién relativamente recientes.



MATERIALES Y METODOS

Phyllotis xanthopygus como modelo de estudio

Los roedores sigmodontinos constituyen uno de los grupos de mamiferos neotropicales mas
diversos y ampliamente distribuidos. Dentro de la familia Cricetidae (Subfamilia Sigmodontinae), el
género Phyllotis incluye alrededor de 13 especies y su rango geografico se extiende desde Ecuador
hasta el sur de Argentina. Al igual que muchos grupos de roedores, se sabe que los filotinos tienen
fluctuaciones en el tamafio poblacional y su abundancia aparentemente esta limitada por la
disponibilidad de alimento (Pearson 1975).

En particular P. xanthopygus (Waterhouse, 1837) (Figura 3), también llamado pericote
patagdnico, es un roedor endémico de Sudamérica, tiene una amplia distribucién en Perq, Bolivia,
Chile y Argentina, se encuentra eny a lo largo de los Andes desde el sur de Peru hasta la Patagonia
(15°Sa51°S) (Figura 4). Se distribuye en un extenso gradiente altitudinal desde los Andes centrales
(5600 m) hasta el nivel del mar (Steppan et al., 2007). Los ejemplares adultos de P. xanthopygus
presentan una longitud de 121 mm total desde la punta de la nariz hasta la base de la cola y un peso
corporal promedio de 55 g (Jones et al., 2009). Tiene una alta capacidad de dispersién, lo que se
apoya en observaciones de campo por la presencia de poblaciones pequefias pero genéticamente
diversas que ocupan parches pequenos y aislados (Kramer y Birney, 2001). Sus habitats incluyen
ambientes rocosos con escasa vegetacion, y también “islas rocosas” aisladas entre pastizales y
matorrales. Kim et al. 1998, ha reportado que los parches de habitat, adecuado para esta especie,
son de tamafios variables (<1 km? a docenas de km?) y que el grado de aislamiento geogréafico entre
parches va desde 100 m hasta los 10 km. Ademds, se ha caracterizado a P. xanthopygus, cuyo
complemento cromosdmico es 2n = 38 (Labaroni et al., 2014), como una especie que presenta
profundas divergencias moleculares y una importante estructuracién genética desde el punto de
vista latitudinal (Albright, 2005; Riverdn, 2011).

En particular, para el gradiente altitudinal analizado en el presente estudio, se ha reportado
que P. xanthopygus se encuentra distribuido solo entre los 1.700 m y 3.100 metros sobre el nivel
del mar (m.s.n.m.) (Figura 4) y su abundancia es mayor en las zonas de elevacion intermedia (2.300

m.s.n.m.) (Novillo y Ojeda, 2014).
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Figura 4: Distribucion geografica de Phyllotis xanthopygus y ubicacién de las 3 poblaciones a 1700, 2300 y 3100 m.s.n.m
(33°36'48,4'"'S -69°28'42,7"0) en la zona de estudio en los Andes centrales de Argentina, Provincia de Mendoza.



Sitios de Muestreo

El estudio se realizdé dentro de dos areas protegidas colindantes: la Reserva Provincial del
Manzano Histdrico y Reserva Manzano Portillo de Piuquenes, localizadas en el departamento de
Tunuydn, Mendoza. Entre diciembre de 2012 y febrero de 2014 establecimos sitios de muestreo a
lo largo de una transecta altitudinal a 1700 (33 ° 35'35.8"S, 69 ° 24'15.6"0), 2300 (33 ° 36'48.4"S, 69
©28'42.7"0) y 3100 (33 ° 36'37.9"S, 69 ° 32'14.5 " O) (m. s.n.m.)(Figura 5). Los sitios se encuentran
alineados de Este a Oeste separados por distancias comprendidas entre 5 y 12 Km, abarcando
cambios graduales en el paisaje (Figura 6). De acuerdo con Méndez (2011), estos sitios pertenecen
a diferentes provincias fitogeograficas, donde los sitios a 1700 y 2300 m.s.n.m. corresponden a la

provincia Andina, mientras que el sitio a 3100 m.s.n.m. se encuentra dentro de la regién Altoandina.
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Figura 6: Paisaje predominante en cada uno de los sitios de muestreo donde se capturaron los ejemplares de Phyllotis
xantophygus. a) Parche de habitat a 1700 m.s.n.m. b) Parche de habitat a 2.300 m.s.n.m.; c) Parche de habitat a 3.100
m.s.n.m.
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En el sitio a 1.700 m.s.n.m. y de 2.300 m.s.n.m. predomina vegetacién tipo arbustivas, de
matorral o herbdceas, encontrandose comunidades de Eupatorium buniifolium, Stipa tenuissima y
Colliguaja integérrima, mientras que a los 2.300 m.s.n.m. se encuentran mayormente comunidades
de Junellia scoparia, Junellia juniperina y Adesmia horrida. Asimismo, en el sitio de 3.100 m
predominan las estepas graminosas y arbustales achaparrados, encontrandose comunidades de
Berberis empetrifolia y Azorella monantha (Méndez, 2011). En cuanto al clima, se trata de una zona
semiarida con temperatura media anual que ronda los 15°C y precipitacién media anual de 303 mm
(www.climatedata.org). La zona muestra una marcada estacionalidad, con lluvias concentradas en
el verano y temperaturas que pueden alcanzar los 30°C mientras que durante el invierno se registran
temperaturas bajo cero y las precipitaciones principalmente ocurren en forma de nieve.
Particularmente para nuestros sitios de muestreo, los datos de temperatura tomados durante 2
afios por dataloggers (Extech®USB Temperature Dataloggers, rango -40 a 70°C, resolucién 0,1°C,
precisiont 1,0°C (-10 a 40°C)) muestran un marcado descenso de la temperatura media anual hacia
mayores elevaciones: 14,91 + 6,83 °C (1700 m), 11,15 + 5,65 °C (2300 m) y 7,40 £ 5,6 °C (3100 m)
(Sassi y Novillo, 2015).

Tabla 1: Altura, ubicacion geogréfica y nimero de individuos (N), capturados en cada una de las poblaciones estudiadas.

Poblacion Altura (msnm) Coordenadas N
Poblacidn baja 1700 33°35'35.8"S, 69 ° 24'15.6"0 9
Poblacién media 2300 33°36'48.4"S, 69 © 28'42.7"0 10
Poblacidn alta 3100 33°36'37.9"S,69 °32'14.5"0 10

Captura y preservaciéon del material colectado

En cada campafa durante 3 noches consecutivas, se colocaron 20 trampas de captura viva
tipo Sherman distribuidas en 3 transectas, sumando un total de 60 trampas por sitio de muestreo
(a 1700, 2300 y 3100 m s.n.m.). A lo largo de 2 afios se realizaron dos campanfas anuales en época
estival, hasta completar el nimero de ejemplares. Se capturaron entre 9 y 10 individuos de P.
xanthopygus por cada sitio, obteniendo un total de 29 individuos. Luego, se procedié a la
preservacion de tejidos de musculo de oreja en alcohol (96%) para los anadlisis genéticos. La
Coleccion Mastozooldgica del IADIZA (CMI) CCT- CONICET-Mendoza alberga ejemplares (individuos)

y muestras de oreja colectado de los tres sitios.



Analisis moleculares

Extraccion y amplificacién de ADN

Se realizé la extraccién de ADN gendmico a partir de muestras de tejido de oreja siguiendo el
protocolo salting out y los procedimientos estandar propuestos por Sambrook et al. (1989).

Para el total de 29 individuos se amplificaron, por el método de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), la regidn control del genoma mitocondrial (RCmit) y el Intrén 7 de B-Fibrindgeno
como gen nuclear (B-FBG). Las reacciones de amplificacion para ambos genes se realizaron a un
volumen total de 50 pl compuesto por: 5 ul de 10X PCR buffer, 1,5 ul de MgCl, 50mM, 2 ul de DNTP’s
10mM, 2 pl de primer Reverse, 2 ul de primer Forward, 35,5 ul de H,0, 2 ul de templado ADN y 0,25
pl Taq polimerasa.

Para la amplificacidn del fragmento de regidn control se utilizd el siguiente par de primers:
(FIGRA:5'TACCCCCAGCACCCAAAGCTG3’; R1GRA:5'TGGGCGGGTTGTTGGTTTCAC3’), bajo los
siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a 942 C por 3 min, seguido por 35 ciclos de 942 C (30
s), 552 C (45 seg), 722 C (1min) y extension final a 722 C (7 min).

Para la amplificacion del fragmento de B-FBG se utilizo el siguiente par de primers: (Fgb-
17U-Rattus: 5’GGGGAGAACAGAACCATGACCATCCAC3’; Fgb-17L-Rattus: 5" ACCCCAGTAFTATCTGCC
ATTCGGATT3’), bajo los siguientes parametros: desnaturalizacion inicial a 942 C por 5 min, seguido
por 33 ciclos de 942 C (1 min), 582 C (1 min), 722 C (1min) y extensién final a 722 C (7 min).

Los productos obtenidos de la amplificacion se examinaron mediante electroforesis en geles
de agarosa al 1% (Figura 8 y Figura 9). El fragmento obtenido de las amplificaciones fue de
aproximadamente 388pb para el gen mitocondrial y de 428 pb para el gen nuclear. Los productos
de la amplificacién se purificaron con el kit PCR purification BIONEER. Posteriormente, ambos genes
fueron secuenciados por el Servicio de Secuenciacién de Acidos Nucleicos de la unidad genémica
Inta Castelar de la provincia de Buenos Aires. La secuenciacion se realizdé en un equipo 3130 xI

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Andlisis de la region control de genoma mitocondrial:

El ADN mitocondrial (ADNmt) de vertebrados (Figura 7) es una molécula circular,
relativamente pequefia de alrededor de 16-20 kb de largo. Se encuentra formada por 37 genes que

incluyen: 22 ARNs de transferencia (tARNs), 2 ARNs ribosomales (rARNs) y 13 ARNs mensajeros



(mARNs) que codifican para proteinas involucradas en el transporte de electrones y en la
fosforilacién oxidativa, procesos que tienen lugar en la membrana mitocondrial (Jobling et al., 2004).
La Unica region no codificante del ADNmt, es la region control o D-loop. Esta pequefia region de
aproximadamente 1 kb de largo, se encuentra involucrada en procesos de regulacién y en el proceso
de iniciacidn y de la trascripcién del ADNmt (Jobling et al., 2004; Page y Holmes, 1998).

Esta regidon es la mas utilizada en estudios de vertebrados dado que presenta una tasa de
sustitucion de nucledtidos alta y un grado importante de polimorfismo intraespecifico,
constituyendo una herramienta ideal para estudios enfocados en patrones de variacion genética a
nivel intraespecifico. Para el caso de mamiferos, el largo de esta region varia aproximadamente

entre 880 a 1400 pb (Sbisa et al., 1997).

Region Control o D-Loop

12S rRNA

Citocromo b

Subunidades
de la NADH
deshidrogenasa

16S rRNA

Subunidades
de la NADH
deshidrogenasa

Subunidades
de la NADH
deshidrogenasa

Subunidad de la
citocromo oxidasa

Subunidades de la ATPsintasa
Subunidad de la

citocromo oxidasa

Figura 7: Esquema general del genoma mitocondrial de vertebrados.

Andlisis del Intro 7 de 8-Fibrindgeno del genoma nuclear:

El Fibrindgeno, un precursor de la Fibrina, es una proteina soluble involucrada en la
coagulacién de la sangre que se encuentra en todos los vertebrados y ha sido caracterizada en
numerosos mamiferos. En el genoma de vertebrados existe una copia Unica de cada gen para los
tres pares de subunidades homdlogas a, B y v que forman el Fibrinégeno (Chung y Davie, 1984;

Prychitko y Moore, 2003).
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El andlisis del séptimo Intron de B-Fibrinégeno ha resultado Gtil para numerosos estudios
filogenéticos, se conoce como gen codificante no proteico y se ha utilizado para analisis filogenéticos
por debajo del nivel de familia (Astuti, 2004). Se ha considerado ampliamente que los intrones del
genoma nuclear evolucionan de una manera “neutral” y mas lentamente que el ADN mitocondrial

pero mas rapidamente que las secuencias de exdn nuclear (Wickliffe, 2003).

Figura 8: Gel de Agarosa al 1%. Productos obtenidos de amplificaciones de B-FBG de Phyllotis xanthopygus.

Figura 9: Purificaciones de productos de PCR de B-FBG de Phyllotis xantophygus.

Edicidn y alineamiento de secuencias

Se analizaron 388 pb de la regidn control del ADNmt y 428 pb del gen nuclear B-Fibrinégeno.
Las secuencias se editaron utilizando el programa ProSeq 3.5 (Filatov, 2009) y se alinearon mediante

el programa Clustal X (Thompson et al., 2003) (Figura 10). En ambos programas se mantuvieron por
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defecto las condiciones de alineamiento de secuencias y los alineamientos obtenidos fueron
inspeccionados manualmente. Para cada marcador analizado, se consideré que cada una de las

diferentes secuencias detectadas es un haplotipo (Kumar et al., 2004).

a)

Individuo Secuencia Haplotipo
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Figura 10: Ejemplo del alineamiento de secuencias de un segmento de a) regidn control del genoma mitocondrial y de b)
Intron 7 de B-Fibrindgeno. Se muestran las secuencias alineadas para algunos de los individuos muestreados y los sitios
polimdrficos que permitieron la identificacion de algunos haplotipos presentes en la muestra. La diferencia en uno o mas
nucledtidos (marcados con color) es suficiente para designar un haplotipo diferente. Un punto (.) en cada posicion, indica
un nucledtido idéntico con la secuencia consenso.

Analisis estadisticos de las secuencias
Diversidad genética intra e interpoblacional

Los niveles de diversidad genética total y por poblacién se estimaron por el calculo del
numero de sitios polimarficos (S), la diversidad de nucledtidos () y la diversidad haplotipica (h). Los
sitios polimérficos (S) se definieron como las posiciones en un conjunto de secuencias alineadas,
donde se puede observar al menos una mutacién. La diversidad nucleotidica (i) medida como el

numero de diferencias nucleotidicas entre dos pares de secuencias tomadas al azar, indica el grado



medio de divergencia nucleotidica entre los individuos presentes en la poblacién. La diversidad
haplotipica (h) es un parametro que indica la probabilidad de que dos secuencias tomadas al azar
de una poblacién sean diferentes. Estos indices se calcularon en el programa DnaSP 6.11.01 (Rozas
etal., 2017).

La distancia genética, medida como el niumero de sustituciones nucleotidicas que ocurren
entre dos secuencias, haplotipos, individuos o taxa, es un estimador cuantitativo de cuan
divergentes son genéticamente (Avise, 2000). Se calculé la misma entre cada par de poblaciones
utilizando el modelo de sustitucidén nucleotidica de Kimura dos parametros (K2P) que considera una
tasa diferencial de transiciones (mas frecuentes) y transversiones (menos frecuentes) (Kimura,

1980), en el programa Arlequin 3.5.1(Excoffier y Lischer, 2010).

Estructura de la poblacidn y flujo genético

Flujo génico y aislamiento por distancia

Existen dos clases de métodos para estimar cuanto flujo génico ocurre en las poblaciones
naturales (Slatkin, 1987). Los métodos directos usan estimaciones de distancias de dispersion y del
éxito reproductivo de los dispersores para inferir cuanto flujo génico esta ocurriendo en el momento
en que se realizan las observaciones (Slatkin y Barton 1989). Los métodos indirectos estiman el nivel
promedio de flujo génico a partir de un modelo matematico que incluye el flujo génico y otras
fuerzas (e.g. mutacién, deriva génica, seleccién) con el fin de predecir cuanto flujo génico debe
haber ocurrido para que los datos den lugar a los patrones observados (Slatkin, 1987).

La mayoria de los modelos tedricos de flujo génico surgen de los conceptos desarrollados por
Sewall Wright y suponen que los individuos forman poblaciones discretas, denominadas demes
(coleccion de individuos de la misma especie que viven lo suficientemente cerca como para
compartir un sistema de apareamiento; Templeton 2006) que intercambian migrantes entre ellos
con igual probabilidad a una tasa constante. El modelo se puede caracterizar con sélo dos
parametros: tamafio poblacional N y tasa de migracion m y se basa en el estadistico Fsr de Wright
gue mide la variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones, y por lo tanto ,la diferenciacién

genética entre ellas (Slatkin, 1987). El estadistico puede calcularse como:

1 .
For = @ m+ D Paragenoma haploide

1 A
For = aNm+ D Paragenomas diploides



El indice Fst es una medida de diferenciacién de poblaciones en cuanto a su estructura
genética. Mide la cantidad de varianza que puede ser explicada por la estructura poblacional y por
tanto, puede ser interpretado como una medida de similitud de los individuos de una misma
poblacién, comparados con la poblacién total. Los valores oscilan entre 0 y 1, indicando O una
completa panmixia, donde los individuos se cruzan libremente y 1 ausencia de flujo génico.

A partir de Fst puede obtenerse una estimacion indirecta de Nm:

Nm = % (1/ Fsr- 1) para organismo haploide

Nm = %(1/ Fsr- 1) para organismos diploides

De esta manera, si Nm es muy pequefio (Nm<1) indica que la deriva génica es importante, si
Nm> 1 el flujo génico es el proceso evolutivo determinante (Slatkin, 1987).

Un modelo utilizado en el analisis de la relacién entre la dispersidén y la estructura genética es
el del aislamiento por distancia (Figura 11). Este modelo, para loci neutrales, predice que
poblaciones mds cercanas geograficamente presentaran mayor flujo génico y, por lo tanto, la
similitud genética entre poblaciones disminuird en tanto se incrementen las distancias geogréficas

(Crow y Kimura 1970; Slatkin 1993).

Figura 11: Modelos de aislamiento por distancia. La tasa de flujo génico es funcion de la distancia geogréfica entre

“,on

poblaciones. “m” representa tasa de migraciéon. Modificado de Eguiarte et al. 2010.

En este trabajo, la estimacion del flujo génico se basé en el estadistico Fst (Wright, 1943) y a
partir de este, se obtuvo una estimacién indirecta de Nm (nimero migrantes), lo cual se realizé en
el programa DNAsp 6.11.01 (Rozas et al., 2017). Se realizaron 100 permutaciones con un nivel de
significacién p<0,05 (Excoffier y Lischer, 2010). Para examinar la existencia de un patrén de
aislamiento por distancia se estimé la relacidn entre la distancia geografica (medida en el programa
Google Earth) y la tasa de migracién entre pares de poblaciones (Slatkin, 1993).

Por ultimo, para evaluar la posible correlacion entre la diferenciacidon genética y la distancia
geografica se realizd el Test de Mantel (Wright 1943). Este test proporciona la significancia

estadistica de la correlacién entre la matriz de Nm entre pares de poblaciones y la distancia
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geografica y determina si existe una relacion lineal significativa entre el flujo génico y la distancia

geografica entre poblaciones. El analisis se realizé en XLSTAT (Fahmy, 2013).

Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA)

El andlisis de la varianza molecular AMOVA permite examinar los componentes de la variacion
genética y la estructura de la poblacion (Excoffier et al., 1992). Se fundamenta en que la informacion
de la variacién nucleotidica entre haplotipos puede ser dividida, de manera jerdrquica en: a)
diferencias entre los haplotipos dentro de una poblacidn; b) diferencias entre los haplotipos de
diferentes poblaciones dentro de un grupo; y c) diferencias entre los haplotipos de diferentes
grupos. Partiendo de la hipdtesis nula de ausencia de estructura genética poblacional, proporciona
el porcentaje y significacidon de variabilidad explicado por cada uno de estos niveles jerarquicos
(Excoffier et al. 1992).

Para determinar cdmo se encuentra repartida la diversidad genética en distintos niveles
jerdrquicos (entre y dentro poblaciones), se realizé un analisis de varianza molecular (AMOVA) con
1000 repeticiones para las pruebas de significancia e intervalo de confianza al 95 %, en el programa

Arlequin 3.5.1 (Excoffier y Lischer, 2010).

Historia demografica

Se examind la historia demografica de P. xanthopygus por poblacién y en total, con base en
la distribucién de diferencias nucleotidicas pareadas (distribucion mismatch) (Slatkin y Hudson
1991) y el modelo de neutralidad. Este analisis permite saber si las poblaciones de una especie han
experimentado una expansion poblacional reciente o se han mantenido estables. Las poblaciones
que han sufrido expansién poblacional se espera que exhiban una distribucién suave, unimodal y
bajo valor de “raggedness”, mientras que las poblaciones que se han mantenido estables o han
sufrido cuellos de botella, se espera que exhiban una distribucion mas erratica, multimodal y valores
mas altos de “raggedness” (Harpending, 1994). Ademas, se calcularon los estadisticos R, y suma de
desviaciones cuadradas (SSD) (Macias et al., 2017; Ramos-Onsins y Rozas, 2002) los cuales permiten
testear si las distribuciones se ajustan significativamente a lo esperado para una poblacién en
expansion. Los test mencionados se realizaron en el programa Arlequin 3.5.1 (Excoffier y Lischer,

2010) y DnaSP 6.11.01 (Rozas et al., 2017).



El modelo de neutralidad tiene como hipétesis nula que la variacién molecular es el resultado
de un balance entre las mutaciones neutrales o al azar y la extincion de mutaciones por deriva
génica, manteniendo las frecuencias génicas en equilibrio (Kimura, 1991). Para buscar desviaciones
en este modelo se utilizaron los estadisticos D (Tajima, 1989) y Fs (Fu, 1997). Los valores negativos
de estos estadisticos son esperados en poblaciones que han experimentado una expansion
poblacional relativamente reciente o efecto de seleccion purificadora. Los valores positivos indican
procesos de seleccion balanceadora o reduccién del tamafio poblacional (Tajima 1989). El nivel de
significancia estadistica de estas estimaciones se evalué con 1000 repeticiones (con simulacién

coalescente) en el programa DnaSP 6.11.01 (Rozas et al., 2017).



RESULTADOS

Diversidad genética intra e interpoblacional basado en el analisis de un segmento de
region control del genoma mitocondrial.

Se obtuvo un fragmento de 388 pb de region control de ADNmt para un total de 29 individuos.
Se encontraron 23 sitios polimdrficos (nimero total de mutaciones=25) de los cuales 14 resultaron
parsimoniosamente informativos lo que implica que hay al menos dos estados de caracteres
diferentes en cada uno de los sitios, y cada uno de esos estados se produce en al menos dos de las
secuencias. Los sitios variables se identificaron en base a las sustituciones nucleotidicas y no hubo
inserciones o deleciones. Se identificaron catorce haplotipos. La diversidad haplotipica (h) y
nucleotidica (rr) fueron de 0,901 y 0,00933 respectivamente, indicando una alta diversidad

haplotipica y una diversidad nucleotidica baja entre todos los individuos analizados (Tabla 2).

Tabla 2: indices de diversidad molecular total y de cada poblaciones estudiada de Phyllotis xanthopygus, basados en el
analisis de un segmento de regidén control del genoma mitocondrial. Abreviaturas: Tamafio de la muestra (N), nimero de
sitios polimérficos (S), Sitios Parsimoniosamente Informativos (S. P. I.), diversidad nucleotidica (1) y diversidad de haplotipos

(h)

Diversidad génica intrapoblacional
Poblacion | N | S | g p.|. Tt o Ne de h to Haplotipos
haplotipos
Baja 9 4 2 0,00401+ 0,00076 4 0,750 £0,112 H4 H6 H12 H14
Media | 10 | 15 6 0,01100+ 0,00216 8 0,956 +0,059 | H1H2H3 H4 He
H11 H12 H13
Alta 10 | 16 6 0,01151+ 0,00244 7 0,933 +0,062 | H1H4 H5H7 H8
H9 H10

Total 29 | 23 14 0,00933+ 0,00151 14 0,901 0,036

Las poblaciones mediay alta presentaron mayor nimero de sitios polimadrficos (S) que la baja.
Asimismo, la diversidad nucleotidica () fue mas alta en la poblacién media (0,011) y alta (0,011) en
comparacién con la poblacién baja (0,004).

La diversidad haplotipica (h) fue alta en todas las poblaciones (mayor a 0,5), presentandose
un valores cercanos a 1 en las poblaciones media y alta (Tabla 2). El haplotipo H4 es compartido por
las 3 poblaciones y es el que se encuentra con mayor frecuencia (7 individuos). Mientras que dos de
ellos (H6, H12) fueron compartidos por la poblacién baja y media, y solo uno (H1) es compartido por

la poblacidon media vy alta. El haplotipo H6, se encuentra presente en 6 individuos restringidos solo a



las poblaciones baja y media. De los 14 haplotipos, se encontraron 10 haplotipos Unicos, uno
perteneciente a la poblacién baja, 4 pertenecientes a la poblacion media y 5 pertenecientes a la

poblacidn alta (Tabla 3).

Tabla 3: Frecuencia absoluta de haplotipos en total y para cada una de las poblaciones estudiadas de Phyllotis
xanthopygus, basados en el analisis de un segmento de regidn control del genoma mitocondrial.

Haplotipo | Baja Media Alta Total
H1 0 1 1 2
H2 0 1 0 1
H3 0 1 0 1
H4 3 2 2 7
H5 0 0 2 2
H6 4 2 0 6
H7 0 0 2 2
H8 0 0 1 1
H9 0 0 1 1
H10 0 0 1 1
H11 0 1 0 1
H12 1 1 0 2
H13 0 1 0 1
H14 1 0 0 1

Tabla 4: Distancia Genética (D), Flujo Génico (Nm) calculado a partir de Fsr y distancia geografica para cada par de
poblaciones de Phyllotis xanthopygus, basados en el analisis de un segmento de regidén control del genoma mitocondrial.

Pares de Poblaciones | D (%) | Fst Nm Distancia geografica (Km)
Baja-Media 0,03 |0,033 |14,56 | 7,23

Media-Alta 0,03 |0,025 |19,26 | 5,47

Baja-Alta 0,09 |0,10 |4,52 12,42

Las distancias genéticas (D) para la regidon control muestran valores bajos. Asi, entre las
poblaciones baja-media y las poblaciones alta-media se encontraron distancias genéticas similares
y presentan un valor de 0,03%. La mayor distancia genética se presenté entre la poblacién alta y

baja, cuyo valor fue de 0,09% (Tabla 4).



Estructura de la poblacion y flujo genético
Flujo génico y aislamiento por distancia

El estimador Fsr global presentd un valor bajo de Fsr= 0,05 y una tasa de migracién alta Nm =
9,41. Los valores de Fsr entre pares de poblaciones presentaron valores bajos que oscilan en 0,025
y 0,1. La estimacion de Nm, a partir de Fsr arrojo en todos los casos valores altos (Tabla 4).

Si bien los valores de Fst fueron bajos, existe un patrén de aislamiento por distancia evidente
al comparar el log Nm (calculado a partir del Fst) vs. el log de distancias geograficas entre las
poblaciones (Figura 12). La presencia de un patrén de aislamiento por distancia fue confirmada por
el test de Mantel, el cual muestra que hay una correlacion negativa significativa entre las
comparaciones pareadas del log Nm (basado en Fst) y el log de distancias geograficas (r =- 0,99; p=
0,0001). Dicha correlacién entre la distancia geografica y Nm indican que cuanto mayor es la
distancia geografica entre poblaciones, menor es el valor de Nm (flujo génico) por lo que mayor es

la diferenciacién genética entre las poblaciones estudiadas.
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Figura 12: Grafico que muestra la relacidn entre la distancia geografica y el flujo génico (Nm) entre pares de poblaciones
Phillotys xanthopygus, basado en Fsr, basado en el analisis de un segmento de regién control del genoma mitocondrial
(r=-0,988; p=0,0001).

Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA)
El analisis de varianza molecular (AMOVA) realizado mostro que la mayor parte de la varianza

se da dentro de las poblaciones (97,9%) mientras que solo el 2,69% se da entre poblaciones.

Asimismo, el indice Fsr resulté bajo y no significativo (Tabla 5).



Tabla 5: Analisis jerarquico de la varianza molecular basado en el anélisis de un segmento de regidn control del genoma
mitocondrial para tres poblaciones de Phillotys xanthopygus. El nivel de significancia (P) del componente de la varianza
fue testeado mediante permutaciones siguiendo a Excoffier et al., (1992).

Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA)

Fuente de Variacion % de Variacion | indice de Fijacién | P

Entre Grupos - - -

Entre poblaciones dentro de grupos | 2,69 0,03 0,19

Dentro de poblaciones 97,31 - -

Historia demografica

Para la muestra total, esto es, tomando en cuenta todas las poblaciones como una sola, las
pruebas de neutralidad de Tajima y Fu presentaron valores negativos pero no significativos (D = -
1,54638, p > 0.10; Fs = -1,48, p > 0.10); para cada una de las poblaciones estos tests tampoco
resultaron significativos. De la misma manera, el test R,y SSD resultaron no significativos en todos
los casos y fallan en rechazar la hipétesis nula de expansidén poblacional (Tabla 6) (Rogers, 1995).

Para la muestra total el analisis de distribuciones pareadas o “mismatch distribution” sugiere
una historia demografica estable, reflejando una distribucién multimodal y un promedio alto en el
numero de diferencias pareadas (k= 3,62). Por otro lado, los resultados del analisis de “mistmach
distribution” para cada una de las poblaciones sugieren una historia de expansién poblacional para
la poblacidn baja, reflejado en una distribucion unimodal y un bajo nimero de diferencias pareadas
(K pob.baja=1,50) y una historia demografica estable para la poblacion media y la poblacién alta,
reflejado en una distribucion bimodal suave y con un alto nimero de diferencias pareadas (K
pob.media= 4,26; K pob.aita= 4,26) (Figura 13).

Tabla 6: Pruebas estadisticas de la distribucidn mismatch e indices de neutralidad de tres poblaciones de Phyllotis
xanthopygus, basadas en un segmento de 388 pb del gen mitocondrial de Region Control: tamafio de la poblacion (N),
estadistico D (Tajima 1989), estadistico FS (Fu, 1997), Raggedness statistic (rg) (Rogers y Harpending, 1992), suma de

desviaciones cuadradas (SSD) (Schneider y Excoffier, 1999) y estadistico R2 (Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Nivel de
significancia estadistica: *p < 0,05 (significativo).

Poblacion |N |D Fs K rg R: SSD
Baja 9 (023 |-0,16 (1,50 (0,07 |0,17 |0,02
Media 10 |-0,90 |-0,93 |4,26 |0,05 |0,12 |0,01
Alta 10 |-0,97 |-1,04 |4,46 |0,05 |0,14 |0,02
Total 29 |-1,55 |-1,48 (3,62 |0,04 |0,08 |0,02




0,4
] ] TOta | — Frecuencia Esperada - B .
024" — Frecuencia Observada 1t ) aJa
h 0,3
| o
o 2024 N \
5 0,1 . % -
3 N S
] L w N N
[l ‘ 0,1 |
0 i 0 _ e _
0 5 10 15 20 0 5 , 10 . . 15 20
Numero de diferencias Numero de diferencias
0,2 0,3
015 | O\ / ' )
* j © 0,2
(18] e —
ks, 1 g
S n ] .
g 0,1 §
(&) |
g ] £
= |
i AN 01 _
0,05 ~\
| Y, ] .
‘ ‘ ' 0 5 10 15 20
° ’ Numero déndiferencias 15 » Ndmero de diferencias

Figura 13: Graficos de distribucion mismatch para tres poblaciones de Phyllotis xantophygus basadas en un segmento de 388 pb del gen mitocondrial de Regidén Control. El eje x muestra el nimero de
diferencias de pares, el eje y muestra la frecuencia de las comparaciones de pares. Las frecuencias observadas fueron representadas por una linea roja. La frecuencia esperada bajo la hipdtesis del
modelo de expansion de la poblacidn fue representada por una linea negra.

24



Diversidad genética intra e interpoblacional basado en el analisis de un segmento de
B-Fibrindgeno del genoma nuclear.

Se obtuvo un fragmento de 428 pb de B-Fibrindgeno en un total de 29 individuos. Se
encontraron 17 sitios polimérficos (nimero total de mutaciones=17), de los cuales 8 resultaron
parsimoniosamente informativos. Los sitios variables se identificaron en base a las sustituciones
nucleotidicas y no hubo inserciones o deleciones. Ademas, se identificaron 11 haplotipos. Para la
muestra total la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (m) fue de 0,901 y 0,00618
respectivamente, indicando una alta diversidad haplotipica y una diversidad nucleotidica baja. Las
poblaciones mediay baja presentaron mayor nimero de sitios polimérficos (S) que la poblacion alta.
Asimismo, la diversidad nucleotidica (ir) fue mds alta en la poblacién baja (0,008) en comparacion

con la poblaciéon media (0,005) y alta (0,003) (Tabla 7).

Tabla 7: indices de diversidad molecular total y de cada poblaciones estudiada de Phyllotis xanthopygus, basado en el
andlisis de un segmento de B-Fibrindgeno del genoma nuclear. Abreviaturas: Tamafio de la muestra (N), nimero de sitios
polimarficos (S), Sitios Parsimoniosamente Informativos (S. P. 1.), diversidad nucleotidica () y diversidad de haplotipos

(h).

Diversidad génica intrapoblacional
Poblacién | N | S S.P.l. nto Ne de h o Haplotipos
haplotipos
Baja 9 |13| 3 0,00844+0,00279 5 0,833+0,098 H1H2 H3
H7 H11
Media |10 10| 3 0,00578+ 0,00195 7 0,911+0,077 H2 H3 H4
H5 H6 H8 H10

Alta 10 | 4 3 0,00363+0,00068 6 0,889+0,075 H1 H2 H3
H4 H5 H9

Total |29 |17 | 8 0,00618+ 0,00119 11 0,901+0,026

La diversidad haplotipica (h) fue alta en todas las poblaciones, presentdndose un valor
cercano a 1 en la poblacién media (h=0,911) y valores de 0,833 y 0,889 para las poblaciones baja 'y
alta, respectivamente. Los haplotipos H2 y H3 son compartidos por las 3 poblaciones y, junto con el
haplotipo H1, son los que se encuentran con mayor frecuencia (5 individuos). El haplotipo H1 se
encuentra presente en las poblaciones baja y alta, mientras que los haplotipos H4 y H5 son
compartidos por la poblacién alta y media. De los 11 haplotipos, se encontraron 6 haplotipos Unicos
presentes en una sola poblacién: los haplotipos H7 y H11 pertenecientes a la poblacién baja, H6; H8
y H10 pertenecientes a la poblacion media y el haplotipo H9 se encuentra en 2 individuos

pertenecientes a la poblacidn alta (Tabla 8).



Tabla 8: Frecuencia absoluta de haplotipos en total y para cada una de las poblaciones estudiadas de Phyllotis xanthopygus
basado en el analisis de un segmento de B-Fibrindgeno del genoma nuclear.

Haplotipo |Baja Media Alta |[Total
H1 3 0 2 5
H2 3 1 1 5
H3 1 1 3 5
H4 0 2 1 3
H5 0 3 1 4
H6 0 1 0 1
H7 1 0 0 1
H8 0 1 0 1
H9 0 0 2 2
H10 0 1 0 1
H11 1 0 0 1

Las distancias genéticas para B-Fibrinégeno, muestran valores bajos. La mayor distancia

genética se presentd entre la poblacidn baja y media, cuyo valor fue de 0,08% (Tabla 9).

Tabla 9: Divergencia nucleotidica (D) entre las tres poblaciones estudiadas de Phyllotis xanthopygus, expresadas en
porcentaje (%), Flujo Génico (Nm) calculado a partir de Fsry distancia geografica para cada par de poblaciones basado en
el analisis de un segmento de B-Fibrindgeno del genoma nuclear.

Pares de Poblaciones |D (%)| Fsr | Nm | Distancia geografica (Km)
Baja-Media 0,08 | 0,09 2,68 7,23
Media-Alta 0,06 | 0,17 1,23 5,47

Baja-Alta 0,06 | 0,06 | 4,65 12,42

Estructura de la poblacion y flujo genético

Flujo génico y aislamiento por distancia

Los estimadores de flujo génico entre pares de poblaciones presentaron valores bajos. El
estimador Fsr global presenté un valor de Fst = 0,07 y de Nm = 3,45. El mayor valor de Fsr fue para

las poblaciones media y alta. La estimacidn de Nm, a partir de Fsr, arrojo en todos los casos valores



mayores a 1 (Tabla 9). El analisis de aislamiento por distancia mostré que si bien hay una coeficiente
de correlacién alto (r=0,961), este no resultd estadisticamente significativo (p=0,16), por lo cual no

es posible inferir la presencia de un patrén de aislamiento por distancia (Figura 14).
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Figura 14: Grafico que muestra la relacién entre la distancia geografica y del flujo génico (Nm) entre pares de poblaciones
de Phyllotis xantophygus, basado en Fsr basado en el analisis de un segmento de B-Fibrinégeno del genoma nuclear
(r=0,961; p=0,16).

Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA)

El andlisis de varianza molecular (AMOVA) mostré que la mayor parte de la varianza se da
dentro de las poblaciones (96,5%) mientras que solo el 3,5% se da entre poblaciones. Asimismo, el
indice Fst resulto bajo y no significativo (Tabla 10).

Tabla 10: Andlisis jerarquico de la varianza molecular basado en el analisis de un segmento de B-Fibrindgeno del genoma

nuclear. El nivel de significancia (P) del componente de la varianza fue testeado mediante permutaciones siguiendo a
Excoffier et al., (1992).

Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA)

Fuente de Variacion % de Variacién | indice de Fijacién | P

Entre Grupos - - -

Entre poblaciones dentro de grupos | 3,5 0,03 0,16

Dentro de poblaciones 96,5 - -
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Historia demografica

Para la muestra total, esto es, tomando en cuenta todas las poblaciones como una sola, las
pruebas de neutralidad de Tajima y Fu presentaron valores negativos pero no significativos (D=-
0,71; Fs=-2,98); al igual el test R, fue no significativo (R,= 0,0816). Para la poblacidn baja, los valores
del test Fu no fueron significativos, mientras que para las poblaciones media y alta se obtuvo un
valor de Fs=-2,62 y -2,52 con un nivel de significancia menor a 0,002. El Test de Tajima resultd no
significativo en todo los casos (p>0,05) (Tabla 11).

Para la muestra total, el andlisis de distribuciones pareadas o “mismatch distribution” sugiere
una historia demografica estable, reflejado por una distribucién multimodal, pero con un nimero
bajo de diferencias pareadas (k= 2,64) (Tabla 11). Por otro lado, los resultados del analisis de
“mistmach distribution” para cada una de las poblaciones sugieren una historia demografica estable,
reflejado en una distribucién bimodal para la poblacién baja y media, y una expansién poblacional
reflejado por una distribucién unimodal para la poblacion alta (Figura 15). Los valores de los
estadisticos “raggedness” (rg), R, y de SSD no fueron significativos para ninguna poblacién, por lo

tanto, se ajustan a lo esperado bajo el modelo de expansién poblacional reciente (Tabla 11).

Tabla 11: Pruebas estadisticas de la distribucién de las diferencias pareadas (distribucién mismatch) e indices de
neutralidad de tres poblaciones de Phyllotis xanthopygus, basadas en un segmento de 428 pb del gen nuclear B-
Fibrindgeno: tamafio de la poblacidn (N), estadistico D (Tajima 1989), estadistico Fs (Fu 1997), Raggedness statistic (rg)
(Rogers y Harpending 1992), suma de desviaciones cuadradas (SSD) (Schneider y Excoffier, 1999) y estadistico R; (Ramos-

Onsins y Rozas 2002). Nivel de significancia estadistica: *P < 0.002 (significativo).

Poblacion N D Fs K rg R: SSD
Baja 9 -1,17  |0,46 3,60 |0,26 0,17 0,12
Media 10 |-1,34 -2,62* 2,40 (0,14 (0,16 |0,04
Alta 10 |0,38 -2,52* 1,50 |0,16 (0,19 0,02
Total 29 |-0,71 -2,98 2,60 |006 |0,08 |0,06




03 04
1 ' — Frecuencia Esperada i Ba H a
I TOtal — Frecuencia Observada ] ; J
4k 0,3 -
02 - i
© (T 7]
Q ] -
c | c
% _ % 02 |
@ | o 1
(N \ o N ,
0,1 - i
| . 0,1 b
0 . — ' o , B
0 5 10 15 20 e
Numero de diferencias 0 5 , 10 .15 20
Numero de diferencias
0,4 0,5
0,4
0,3 - 4
© 7 14
R S03
Q N c _
S 0,2 C:I:J -
u -
Q 7 Q
e | m ]
= L 02
01 - AN ' ’
] 01 \
0 ] e Bl
0 5 10 15 20 0 -
Numero de diferencias 0 5 10 15 20

Numero de diferencias

Figura 15: Graficos de distribucidn mismatch para poblaciones de Phillotys xanthopygus basado en el analisis de un segmento de B-Fibrindgeno del genoma nuclear. El eje x muestra el
numero de diferencias de pares, el eje y muestra la frecuencia de las comparaciones de pares. Las frecuencias observadas fueron representadas por una linea roja. La frecuencia
esperada bajo la hipotesis del modelo de expansidn de la poblacion fue representada por una linea negra.
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DISCUSION

Los marcadores nucleares y mitocondriales ofrecen propiedades moleculares y sensibilidades
diferentes a los procesos poblacionales que incluyen: herencia biparental y uniparental, historias
recombinantes y no recombinantes y una proporcion de 4: 1 de los tiempos de coalescencia
esperados. Estas propiedades de contraste son valiosas cuando se emplean para investigar patrones
de diversidad genética entre poblaciones (Godinho et al., 2006). Los marcadores nucleares, aportan
informacidn sobre el flujo génico mas reciente, a diferencia de los marcadores mitocondriales que
aporta informacién sobre el flujo génico histérico. Las poblaciones de P. xanthopygus mostraron
diferentes niveles de diversidad genética a lo largo del rango geografico analizado en este estudio.
Encontramos diferenciacidon genética baja entre las poblaciones y una estructura espacial moderada
para la variacién mitocondrial, en contraste con la homogeneidad genética y la ausencia de
estructura genética, encontrada con el marcador nuclear. En este sentido, teniamos como hipétesis
gue las poblaciones de P. xanthopygus a lo largo de un gradiente altitudinal presentan distintos
niveles de diversidad genética, sin embargo los resultados obtenidos permiten asegurar que la
diversidad genética en las poblaciones de P. xantophygus es alta y relativamente homogénea.

También hipotetizamos que las poblaciones presentarian un patrén de aislamiento por distancia.
En este aspecto debemos decir que con el marcador mitocondrial regién control se observa un
patron de aislamiento por distancia, donde la distancia genética y el indice Fst aumentan con la
distancia geografica, mientras que el valor de Nm disminuye apreciablemente (Figura 12) (Wright,
1943). Ademas, encontramos un solo haplotipo (H4) compartido por las tres poblaciones (Tabla 3),
esto sugiere que el flujo de genes entre poblaciones esta determinado, al menos en parte, por la
proximidad geografica de las mismas y por tanto, existe cierto grado de aislamiento genético entre
las poblaciones (Stefanovic et al., 2016). Estudios previos en los que se han utilizado marcadores
mitocondriales, han reportado que Phyllotis presenta, desde el punto de vista latitudinal, una
estructuracion genética fuertemente marcada en escalas geograficas mucho mdas amplias que en el
presente andlisis (Albright, 2005; Riverdn, 2011; Steppan et al., 2007). En este trabajo, llevado a
cabo en una escala mucho mas pequefia y en un gradiente altitudinal, si bien se aprecia un patrén
de aislamiento por distancia, no se evidencian niveles de diferenciacién genética entre las
poblaciones: la conexidon genética entre las poblaciones de P. xanthopygus es sostenida por el
resultado del AMOVA (Tabla 5), el cual indica que el mayor porcentaje de diversidad genética se

reparte entre los individuos dentro de las poblaciones. Este resultado posiblemente se deba a la



cantidad de haplotipos Unicos presentes en cada una de las poblaciones y es concordante con los
bajos valores obtenidos de distancia genética (D) y de Fsry los elevados valores de Nm (Tabla 4). Por
lo tanto, las poblaciones no presentan diferenciacidén genética y ni estructuracidén genética como se
espera para poblaciones no aisladas que funcionan como una unidad panmictica (Caldera et al.,
2013).

En cuanto al marcador nuclear intron 7 de B-Fibrinégeno, las poblaciones de P. xanthopygus
no presentaron diferenciacién ni estructura genética evidente. Asimismo, no hubo patrén de
aislamiento por distancia (Figura 14): esperdabamos encontrar mayores valores de flujo génico entre
las poblaciones mas cercanas es decir entre las poblaciones media-alta y media-baja. Sin embargo,
los resultados de los estadisticos D, Fsty Nm (Tabla 9) mostraron que existe mayor conexién genética
entre las poblaciones alta y baja que entre éstas con la poblacion media. En este mismo sentido,
cerca del 50% de los haplotipos encontrados son compartidos por al menos dos poblaciones, y dos
de ellos (H2; H3) se encuentran presentes en las tres poblaciones estudiadas (Tabla 8). Por lo tanto,
los niveles de diferenciacién genética entre poblaciones obtenidos con el marcador nuclear indican
gue la distancia geografica entre las poblaciones, no es un factor limitante para mantener elevados
niveles de flujo génico (Stefanovic¢ et al. 2016). Ademas, el resultado del AMOVA (Tabla 10) indica
que el mayor porcentaje de variacién genética se reparte entre los individuos dentro de las
poblaciones, lo que indica baja diferenciacion y ausencia de estructura genética entre poblaciones.
De esta manera, el patron encontrado con el marcador B-Fibrindgeno es una composicion genética
relativamente homogénea y una alta conectividad genética entre poblaciones.

Por otro lado, para ambos marcadores, las distancias genéticas (D) y los indices de
diferenciacion (Fsr) son bajos (Tabla 4; Tabla 9), lo que es atribuible a un alto flujo génico entre
poblaciones. Detectamos una estructura poblacional con el marcador mitocondrial que no se vio
reflejada con el marcador nuclear, este patrén es caracteristico de poblaciones que se estan
diferenciando genéticamente bajo un flujo génico relativamente alto (Rasi¢ et al., 2015). Las
estimaciones del niumero efectivo de migrantes (Nm) proporcionadas en la Tabla 9 y la ausencia de
patrén de aislamiento por distancia observada en nuestros datos con el marcador nuclear, son
indicativas del flujo génico elevado en curso entre las poblaciones estudiadas. De esta manera, si las
tasas de flujo génico son suficientes y constantes, las diferencias genéticas entre las poblaciones
podrian mantenerse bajas (Pearson, 1975). En particular, los valores de Fsr obtenidos (Tabla 4; Tabla
9), con ambos marcadores, para la poblacion media dan cuenta de un flujo génico mas regular y de

mayor magnitud desde y hacia esta poblacién.



A partir de los Test de neutralidad (Tabla 6 y Tabla 11) y las distribuciones mismatch (Figura
13 y Figura 15), observamos fluctuaciones demograficas histéricas y actuales en cada una de las
poblaciones. Se evidencian indicios de reducciones de los tamafios poblacionales tanto para la
poblacién baja (con Regién Control) como para la poblacidn alta (con B-Fibrindgeno), mientras que
la poblacién media mostré distribuciones mistmatch multimodales con ambos marcadores, este
resultado sugeriria que esta poblacién es demograficamente estable (Castillo-Olguin et al., 2012;
Ramos-Onsins y Rozas, 2002). Sin embargo, esto podria explicarse a partir de la estructura genética
encontrada en las poblaciones de P. xanthopygus con el marcador mitocondrial, lo cual pueden
producir un patréon multimodal incluso en poblaciones demograficamente inestables (Aris-Brosou y
Excoffier, 1996; Marjoram y Donnelly, 1994). La gran diversidad de haplotipos, la baja diversidad de
nucledtidos, las distribuciones de desajustes unimodales y los valores significativamente negativos
de la estadistica de Fs respaldan una expansioén reciente a partir de una poblacién fundadora mas
pequefia como la explicacion mas plausible para las desviaciones significativas observadas de la
neutralidad en la poblacidn alta (Nyakaana et al., 2008).

Los valores de diversidad nucleotidica () y haplotipica (h) encontrados con ambos
marcadores (Tabla 2 y Tabla 7) y la presencia de haplotipos comunes en baja frecuencia y
abundancia de haplotipos unicos, encontrados principalmente en el marcador mitocondrial, es un
patrén frecuentemente atribuido a poblaciones que han experimentado una expansion poblacional
reciente (Rogers y Harpending, 1992; Slatkin y Hudson, 1991). Las sefiales de expansién poblacional
ya han sido documentadas en estudios previos: Steppan et al. (2007) y Albright et al. (2005) afirman
que P. xanthopygus es una especie que se caracteriza por profundas divergencias genéticas entre
poblaciones y una alta diversidad genética en toda su distribucion.

Tenemos una mala comprension de si la diferenciacion genética entre poblaciones es el
producto de los procesos evolutivos en curso en las poblaciones contemporaneas o un legado de
fluctuaciones histoéricas en el tamafio efectivo de la poblacion y el flujo de genes (Eckert et al., 2008).
Los procesos demograficos histdricos y actuales afectan de manera diferente la variabilidad genética
en el genoma nuclear y mitocondrial (Canino et al., 2010). La dinamica de las poblaciones y los
eventos estocdsticos que varian espacial y temporalmente se reflejan en una mayor estructura
genética en los marcadores mitocondriales en comparacion con los marcadores nucleares (Rasi¢ et
al., 2015). En este sentido, la ausencia de estructura genética encontrada en el marcador nuclear
puede ser el resultado de tiempo insuficiente para que las poblaciones alcancen un equilibrio entre

migracion y deriva génica (Dever et al., 2002). Se espera que los genes nucleares heredados



biparentalmente, tengan tamafios poblacionales efectivos (Ne) que son 4 veces mayores que los
genes heredados uniparentalmente, como los marcadores de ADNmt. Esto hace que los genes
nucleares sean menos susceptibles a la erosidn de la variacidn genética neutra y menos propensos
a detectar expansion poblacional, como resultado de eventos fundadores o eventos de
recuperacion poblacional (Fijarczyk y Babik, 2015). En este sentido debemos decir, que una
explicacion alternativa seria que los patrones de marcadores nucleares observados pudieran
deberse a un flujo de genes con sesgo masculino, con una dispersién recurrente de machos y una
dispersidn rara de hembras que conduce a un patrén de contraste de estructuracién entre el ADNmt
y el ADNn (Nicolas et al., 2012). Nada se sabe sobre el comportamiento de apareamiento y
dispersidn en esta especie, por lo que esta hipdtesis requiere la ampliacién de estudios genéticos
poblacionales con un andlisis estadistico exhaustivo y cuidadoso, la utilizacion de marcadores
moleculares de herencia uniparental y la incorporacidn de estudios ecoldgicos poblacionales que
contemplen marcaje y recaptura de individuos, las distancias de dispersidn y del éxito reproductivo
de los dispersores (Slatkin & Barton 1989).

Aunque los factores historicos podrian explicar parte de la diversidad genética evidenciada
en las poblaciones de P. xanthopygus, la siguiente pregunta es é¢qué mantiene esta diversidad?
Whitlock (1992) ha argumentado que la inestabilidad en la disponibilidad de recursos y la variacién
demografica pueden desempefiar un papel importante en el surgimiento y el mantenimiento de la
variabilidad genética. Un aspecto importante a considerar en este contexto, son las consecuencias
genéticas de vivir en habitats fragmentados o naturalmente irregulares. En la provincia de Mendoza,
los Andes alcanzan una gran altitud en una distancia lineal relativamente corta, lo cual implica
cambios abruptos en el paisaje, el ambiente y la calidad y disponibilidad de recursos.
Particularmente, el rango altitudinal estudiado aqui, cubre un amplio gradiente de temperatura y
precipitacién en una pendiente pronunciada, lo que implica fuertes variaciones ambientales (Sassi
et al., 2017). De esta manera las poblaciones se encuentran en un mosaico de paisaje, donde la
cantidad y la estabilidad de recursos varian temporalmente, restringiendo o promoviendo
movimientos de individuos y genes que afectan, como consecuencia, los patrones de migracion
entre las poblaciones y la estructura genética de las poblaciones (Munger et al., 1983). Asimismo, el
grado en que los tamafios poblacionales fluctian a través del tiempo determina la velocidad a la
que se pierde o se repone variacidon genética a través de la deriva génica y del flujo de genes,
respectivamente (Pearson, 1975). Cuando la variacidn en los pardametros demograficos y

ambientales es estocastica, los individuos se enfrentan a eventuales periodos de condiciones



desfavorables para la supervivencia y reproduccién, que impulsan caidas abruptas en los tamafios
poblaciones. De manera que, la recuperacion de la poblacién se da esencialmente mediante el
aporte de migrantes, provenientes de otras poblaciones (Hansson y Henttonen, 1985).

Se ha estudiado la densidad poblacional y los cambios en los tamanos poblacionales en P.
andium y P. darwini, especies ecoldgicamente similares a P. xanthopygus (Kim et al., 1998). Tienen
un tiempo generacional corto y son especies irruptivas, donde la abundancia y densidad poblacional
estan relacionadas con la estacionalidad (Crespin y Lima, 2006; Hernandez-Betancourt et al., 2008).
Existe evidencia de altas densidades poblacionales luego de condiciones ambientales inusuales
como grandes cantidades de precipitaciones (Pearson, 1975; Torres, 1994). En los afios de "brotes",
P. darwini exhibe una rapida maduracién de los jévenes (tanto machos como hembras) con
intervalos minimos entre camadas, lo que resulta en un rapido crecimiento de la poblacion. Ademas,
estudios demograficos de P. darwini demostraron que, por lo general, ninguno de los adultos
sobrevivid mas alld de una estacién reproductiva y la poblacién reproductora total consistié en
adultos inmigrantes y animales jovenes residentes nacidos en la misma estacion. Estos datos
sugieren una alta rotacion anual de la poblacion P. darwni (Meserve y Le Boulengé, 1987). También
se ha informado un paralelo interesante en Microtus agrestis en Suecia y Finlandia. Esta especie se
caracteriza por un ciclo de vida corto, ciclos reproductivos rapidos y eventos de dispersidn cortos
pero frecuentes (Kim et al., 1998). Se ha sugerido que la combinacidn de altas tasas de dispersion
con altas densidades poblacionales y la variacién espacio-temporal en la calidad del habitat puede
explicar las altas tasas de flujo genético entre poblaciones (Gauffre et al., 2008).

P. xanthopygus es una especie que muestra una gran plasticidad fisioldgica y ecolégica con
una alta capacidad de dispersidon pero, al mismo tiempo es altamente dependiente de habitats
rocosos que le proveen zonas de refugio ante la presencia de predadores (Kramer y Birney, 2001;
Nespolo et al., 1999; Steppan et al., 2007). En este contexto, la plasticidad fenotipica juega un rol
central en la aclimatizacidn a la variacion ambiental (Sassi et al., 2017). Si bien no se espera que la
variacion genética en marcadores neutros responda a los efectos ambientales, se prevé que los
organismos que muestran una gran plasticidad, presenten altas tasas de flujo de genes y en
consecuencia estructuras genéticas débiles en todas las poblaciones (Sexton et al., 2014). En este
contexto, las caracteristicas genéticas de las poblaciones deben ser dictadas por la interaccién de la
deriva genética, el flujo genético y la seleccidn natural, procesos que pueden estar fuertemente
influenciados por la demografia y la distribucién espacial de las poblaciones (Hollander et al., 2017).

En este sentido, estudios realizados en este mismo gradiente altitudinal, han permitido observar



gue existen variaciones periédicas en la densidad y abundancia de P. xanthopygus que se
manifiestan en el éxito de captura en y entre los tres sitios (Paola Sassi en comunicacién personal).
Ademas, se han reportado diferencias significativas en el patrén de actividad, la seleccién de items
alimenticios y el tamafio de camada entre las tres poblaciones aqui estudiadas (Sassi et al., 2015,
2017, 2018). Estas diferencias se dan principalmente entre las poblaciones alta y baja v,
probablemente, se ven reforzadas por los rangos térmicos que difieren entre los sitios de muestreo
a lo largo del afio (Sassi y Novillo, 2015).

En este contexto, la teoria de metapoblacién proporciona una base para considerar los
resultados obtenidos en términos de demografia de poblacidon y dindmica de fuente-sumidero
(Pulliam, 1988). Quizas sea mas adecuado pensar a las poblaciones aqui estudiadas en términos
colectivos mas que en términos de poblaciones individuales. De esta manera, cada uno de los sitios
aqui muestreados puede actuar como fuente o sumidero de diversidad genética potencial en el
sentido de que, si bien proporciona un refugio fijo, la disponibilidad de recursos y las condiciones
ambientales varian de forma estacional promoviendo una migracidn esporadica suficiente entre las
poblaciones para mantener elevados niveles de diversidad genética (Kim et al., 1998). Cada
poblacién se desplaza entre las fuentes y los sumideros cuando la estocasticidad ambiental es
grande y esto podria acentuarse por parametros de la historia de la vida de P. xanthopygus, como
una alta rotacién anual de individuos, dispersidon sesgada por sexo, sistemas de cria altamente
estructurados y/o barreras geograficas (Munger et al. 1983; Chesser 1983). De esta manera, la
combinacion de parches de habitat a lo largo del gradiente y factores de la historia de vida de P.
xanthopygus sugiere que en la actualidad es poco probable que las poblaciones locales logren un
equilibrio demografico. Para Microtus arvalis y Phyllotis darwini se ha sugerido una dinamica
poblacional similar de fuente-sumidero entre habitats permanentes y temporales, donde tanto
factores enddgenos como exdgenos se retroalimentan y operan juntos, influyendo en los procesos

demograficos de estas especies (Gauffre et al., 2008; Lima et al., 2001).

Conclusiones y perspectivas futuras:

El objetivo inicial de este trabajo era la caracterizacidon genética de las poblaciones de P.
xantophygus a lo largo de una gradiente altitudinal en los Andes Centrales de Mendoza. En este

sentido, encontramos que la diversidad genética en las poblaciones de P. xantophygus es alta y



relativamente homogénea, con una patrén de aislamiento por distancia que se evidencié analizando
el genoma mitocondrial pero no se detecté analizando el genoma nuclear.

Es necesario resaltar que cuando el nimero de individuos y de poblaciones analizadas es bajo,
los resultados estdn sujetos a grandes errores y deben interpretarse con cautela. Resulta necesario
garantizar la seleccidon de una muestra representativa en cada uno de los sitios de estudio. Sin bien,
asignar el esfuerzo de muestreo depende de multiples factores, para organismos diploides se
recomienda que 30 individuos por poblacién deberian ser suficientes para determinar con precision
los pardmetros genéticos poblacionales como los estimados en el presente estudio (Hale et al.,
2012). En este sentido, también es conveniente adecuar el disefio de muestreo considerando un
mayor nimero de poblaciones por sitio, esto permitiria comprobar si los resultados obtenidos son
producto de diferenciacién biolégica o un efecto del muestreo.

Por otro lado, la importancia de los marcadores utilizados en el presente estudio para la
identificacidon de la estructura poblacional esta bien documentada. Sin embargo, estos marcadores
presentan niveles de polimorfismo genético bajos, reduciendo la facultad para detectar niveles de
diferenciacion genética significativa a pequefia escala (Aars et al. 1998). Los analisis de estructura
de poblacién que proporcionan mayor informacién, combinan multiples loci independientes. En
este aspecto, podremos reforzar las concusiones obtenidas en este estudio y adquirir mayores
detalles, utilizando marcadores microsatélites que son regiones del genoma en las que una
secuencia corta, 2-6 pares de bases, se repite un cierto nimero de veces (Ascunce, 2002) . Estos
marcadores se heredan de manera codominante, permitiendo diferenciar individuos homocigotos
y heterocigotos, presentan altas tasas de mutacién, lo que permite diferenciar individuos
estrechamente emparentados y han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos ya que
resultan muy informativos en cuanto a la cantidad y distribucion de la diversidad genética y de los
procesos que determinan la estructuray la variacion dentro y entre poblaciones naturales. Permiten
estimar la estructura genética de la poblacién aun cuando existe un alto flujo génico y la
diferenciacion entre las poblaciones es baja (Fasanella, 2012). Sin embargo, los microsatelites
presentan algunos inconvenientes, uno de ellos es que en muchos casos resulta necesario aislar y
caracterizar marcadores especificos para la especie objeto de estudio, lo que supone un elevado
esfuerzo en términos de tiempo y recursos econémicos.

Por ultimo, es necesario analizar aspectos ecoldgicos de P. xantophygus ya que para
comprender completamente el flujo de genes y la estructura de las poblaciones en los sistemas

naturales, necesitamos la integracion de otras formas de informacién incluidos datos detallados de



comportamiento de dispersion, sistema de apareamiento, tolerancias ecoldgicas e historias de vida.
Cuando se utilizan los datos y analisis adecuados, la filogeografia y la genética del paisaje pueden
proporcionar excelentes complementos para examinar cdmo los modos y patrones de los procesos
gue operaron en el pasado y en la actualidad, afectan la estructura genética de las poblaciones y la
conectividad entre sitios. Ya que los gradientes ambientales pueden ayudar a identificar las
caracteristicas del paisaje que mas afectan la dispersion y el flujo de genes (Mapelli et al., 2012),
resulta interesante examinar cdmo la composicion y configuracidn del paisaje a lo largo de este
gradiente influyen en el diversidad genética y el aislamiento poblacional. En este sentido, los
estudios futuros deberian orientarse a continuar intentando dilucidar los procesos histéricos y
contemporaneos que afectan la diversidad genética en estas poblaciones.

En muchas situaciones, las relaciones de causa y efecto pueden verse confundidas por
interacciones sinérgicas entre variables y por una incapacidad para distinguir factores préoximos de
factores finales (Munger et al., 1983). Por lo tanto, para futuros estudios recomendamos ampliar el
tamafio muestral tanto de individuos como de poblaciones por sitio, enmarcar adecuadamente las
hipotesis y los marcadores moleculares a utilizar, para la escala geografica estudiada. Este trabajo
constituye la primera aproximacién al conocimiento de la diversidad genética a pequefia escala en
poblaciones de P. xantophygus. El conocimiento de la diversidad genética actual de las poblaciones,
permite hacer inferencias acerca de los procesos y eventos que operaron sobre ellas en el pasado

para desde alli poder predecir los futuros niveles de diversidad genética en estas poblaciones.
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