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1. RESUMEN

El grupo mesophragmatica comprende 13 especies de Drosophila neotropicales endémicas
del continente Sudamericano, entre ellas la especie Drosophila mesophragmatica. El
objetivo del presente estudio fue aportar al conocimiento de la dinamica poblacional de D.
mesophragmatica mediante un estudio molecular. Se realizo la captura de individuos de la
especie en seis poblaciones localizadas en la Provincia de Pichincha. Los individuos
machos fueron identificados como D. mesophragmatica mediante observaciones de su
morfologia y de sus genitalia. Se extrajo el ADN y se procedio a ensayar la amplificacion
del mismo con primers de microsatélites de D. mojavensis. La transferibilidad de los
marcadores de D. mojavensis a D. mesophragmatica fue muy baja. Sin embargo, los 5
marcadores obtenidos fueron suficientes para los andlisis realizados. Se efectuaron los
analisis intrapoblaciones de frecuencia alélica, heterocigosidad observada, heterocigosidad
esperada, rango alélico, equilibrio Hardy-Weinberg y desequilibrio ligado, mientras que
para los analisis interpoblacionales se utilizaron los estadisticos F, AMOVA y PCoA. Los
analisis de diversidad genética mostraron poblaciones con alta variabilidad. Los diferentes
loci estan en equilibrio ligado, sin embargo no todos ellos se encuentran en equilibrio
Hardy-Weinberg.. La diferenciacion genética entre las poblaciones es baja, es decir las
poblaciones son bastante parecidas. El flujo génico es importante entre todas las
poblaciones. Sin embargo esta diferenciacion genética baja es de todas maneras
significativa e indica una cierta estructuracion poblacional. Pareceria que los Andes estan
actuando como barrera de un flujo génico elevado para las poblaciones que se encuentran
tanto hacia la Costa (Lloa) como hacia el Oriente (Antisanillo). Por otro lado, la ciudad de

Quito, sus alrededores y zonas agricolas también podrian estar actuando como barreras de
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un flujo génico elevado entre ciertas poblaciones. Es muy probable que las poblaciones en

estudio se traten de una metapoblacion.

Palabras clave: Grupo mesophragmatica, Andes, Estructura Poblacional, Flujo Génico,

Microsatélites.



2. ABSTRACT

The mesophragmatica group contains 13 neotropical species endemic to the South
American continent, including D. mesophragmatica. The objective of this study was to
provide information about the population dynamics of D. mesophragmatica with the help
of molecular markers. Individuals from 6 populations in the Pichincha Province were
captured. The individuals were identified as D. mesophragmatica by morphological
characteristics and observations of the male genitalia. DNA was extracted from each
individual and amplification of certain sectors of the DNA was tested with microsatellite
primers specific to D. mojavensis. The cross-species amplification rate was low, however
five molecular markers provided data, sufficient for the analysis. The intrapopulation
analysis executed were allelic frequencies, observed heterozygosis, expected heterozygosis,
allelic range, Hardy-Weinberg equilibrium and linkage disequilibrium. The interpopulation
analyses utilized F-stats, AMOVA and PCoA. The genetic diversity studies revealed
populations with a significant variability. The loci are in linkage equilibrium but not all of
them are in Hardy-Weinberg equilibrium. The genetic differentiation between populations
was very low, which would indicate that the populations are similar and that gene flow has
been significant. The low genetic differentiation indicated population structure. The Andes
may act as a barrier to gene flow between populations located on Ecuador’s Coast in the
west and Amazonia in the east with populations located in the Interandean zone. The city of
Quito, its surroundings and agricultural areas may also have acted as barriers to gene flow
between certain populations located in the Interandean zone. It is very likely that the

populations in study are in fact a metapopulation.



Key Words: mesophragmatica Group, Andes, Population Structure, Gene Flow,

Microsatellites.



3. INTRODUCCION

31 EL GENERO DROSOPHILA

Drosophilidae es una familia del orden Diptera, son moscas acaliptradas de la
superfamilia Ephydridae. No se conoce con certeza cudl es el taxdn hermano de esta familia
pero se asume que es la familia Camilidae. La familia Drosophilidae se habria originado en
los tropicos hace 50 millones de afios en el Eoceno, posiblemente antes (Waggoner, en

linea, 2009; Wiegmann & Yeates, en linea, 1996).

La familia Drosophilidae comprende mas de 3,300 especies descritas y se divide en dos
subfamilias: Steganinae y Drosophilinae. La subfamilia Drosophilinae contiene 38 géneros,
uno de ellos es Drosophila (Powell, 1997). Dentro del género Drosophila existen
aproximadamente 2000 especies descritas (Markow y O’Grady, 2008a). Las distribuciones
de las diferentes especies son muy variadas, existen especies con una distribucién
restringida como es el caso de D. mojavensis que vive exclusivamente en los desiertos de
Sonora y Mojave de Norteamérica (Ross y Markow, 2006), asi como D. mesophragmatica
gue se encuentra unicamente en los Andes (Vela y Rafael, 2004). También hay especies de
distribucion cosmopolita, ellas son: D. busckii, D. hydei, D. immigrans, D. melanogaster,
D. simulans, D. ananassae, D. funebiris y D. repleta (Markow y O’Grady, 2008a). Las
droséfilas son moscas especializadas que se aparean en plantas en descomposicion y
material fingico. La mayoria de ellas se nutren de plantas y frutos u hongos descompuestos

gracias a la accion de bacterias y levaduras (Powell, 1997).
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Actualmente el género Drosophila consta de 8 subgéneros, de los cuales los subgéneros
Drosophila, Sophophora e Idiomyia son los méas abundantes (Powell, 1997). Dentro del

subgénero Drosophila esta el grupo mesophragmatica (Van der Linde y Houle, 2008).

Drosophila es un género muy utilizado en genética experimental debido a ciertas
cualidades como sus necesidades alimenticias minimas, ciclo de vida corto, reproduccion
exitosa en el laboratorio, descendencia numerosa y ademas por ser insectos pequefios que
no requieren mucho espacio. Por lo tanto las poblaciones de Drosophila constituyen un

excelente material para estudiar diferentes aspectos de la genética (Rafael y Vela, 2003).

3.2 EL GRUPO MESOPHRAGMATICA COMO OBJETO DE ESTUDIO

Dentro de cada género hay subdivisiones como los grupos de especies. Uno de estos grupos es
mesophragmatica (Brncic y Koref-Santibafiez, 1957) que pertenece a la radiacion virilis-repleta del
subgénero Drosophila. Este grupo incluye 13 especies neotropicales endémicas del continente
Sudamericano, ellas son: D. altiplanica Brncic y Koref-Santibafiez, 1957; D. brncici Hunter y
Hunter, 1964; D. camaronensis Brncic, 1957; D. canescens Duda, 1927; D. gasici Brncic, 1957, D.
gaucha Jaeger y Salzano, 1953; D. mesophragmatica Duda, 1927; D. orkui Brncic y Koref-
Santibafiez, 1957; D. pavani Brncic, 1957; D. viracochi Brncic y Koref-Santibafiez, 1957; D.
amaguana Vela y Rafael, 2004; D. ruminahuii Vela y Rafael, 2004; y D. shyri Vela y Rafael, 2004.
Todas las especies del grupo pueden ser distinguidas por sus caracteristicas morfoldgicas externas,
con excepcion de D. gaucha y D. pavani que son especies hermanas (Brncic y Koref-Santibafiez,

1957; Vela y Rafael, 2004; Mota et al., 2008).
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Estas especies viven en los Andes Sudamericanos, con excepcién de D. gaucha que
puede ser encontrada en el sur del Brasil. La configuracion del sistema montafioso habria
facilitado la especiacion rapida ya que da lugar a la formacion de poblaciones locales
aisladas. El grupo mesophragmatica se puede considerar como derivado de un escenario
evolutivo ya que sus especies son generalmente alopétricas (Brncic, 1957; Mota et al.,
2008). Sin embargo, Cespedes (2010) recientemente encontrd viviendo en simpatria a D.
amaguana y D. mesophragmatica y una nueva especie D. rucux en la Quebrada de Cruz

Loma.

En 1957 Brncic y Koref-Santibafiez presentaron una clave basada en caracteristicas
morfolégicas externas que permitio la identificacién de tres subgrupos dentro de las seis
especies. El primer subgrupo contenia una especie con cerdas escutelares anteriores
convergentes (D. viracochi). El segundo subgrupo presentaba tres especies oscuras con
cerdas escutelares anteriores divergentes (D. mesophragmatica, D. orkui y D. altiplanica).
El Gltimo subgrupo se encontraba compuesto de dos especies de color café claro con cerdas
escutelares anteriores divergentes (D. pavani y D. gaucha). Nacrur (1958) propuso la
division de las seis especies conocidas del grupo en dos linajes taxonémicos basado en la
direccion de las cerdas escutelares anteriores. En el 2004, Vela y Rafael reconocieron y
actualizaron esta propuesta, renombrando los dos subgrupos como subgrupo viracochi que
abarcaba las especies D. viracochi y D. ruminahuii y el subgrupo mesophragmatica con las
once especies restantes (Mota et al., 2008; Vela y Rafael, 2004). Sin embargo, un posterior
estudio filogenético de seis de las especies realizado por Mota y sus colaboradores (2008)

dividié al grupo mesophragmatica en tres linajes. Este estudio se hizo mediante marcadores
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nucleares y mitocondriales. EI primer linaje esta compuesto por D. viracochi, en el segundo
se encuentran las especies hermanas D. pavani y D. gaucha y el tercero comprende a D.
gasici, D. brncici y D. mesophragmatica. Este estudio también concluye que D. viracochi
es la primera divergencia del grupo. Esta y las demés separaciones habrian ocurrido en el
Plioceno o Pleistoceno, posiblemente asociados con los refugios glaciares de los Andes

(Mota et al., 2008).

Para realizar este estudio se escogié Drosophila mesophragmatica por ser una especie
del grupo mesophragmatica y ademas porgue ha sido registrada en varias provincias del

Ecuador y en varias localidades de la Provincia de Pichincha (Vela y Rafael, 2004).

3.3 BIOLOGIA MOLECULAR, HERRAMIENTA PARA ESTUDIOS DE

GENETICA DE POBLACIONES

3.3.1 GENETICA DE POBLACIONES

La genética de poblaciones es una ciencia que estudia las fuerzas que dan lugar a
cambios evolutivos en las especies a travées del tiempo. Se sustenta en las leyes de Mendel y
otros principios genéticos aplicados a poblaciones de organismos. Esta ciencia permite
aplicar la perspectiva evolutiva en la biologia mediante la observacion de los cambios

genéticos que permiten la evolucion (Hartl y Clark, 2007).



Las especies de plantas y animales estan estructuradas en poblaciones. Una
poblacién es un grupo de individuos que potencialmente pueden aparearse entre si,
pertenecen a la misma especie y viven en un area geogréafica restringida (Freeland, 2005).
Revelar y entender la estructura genética de las poblaciones es una de las aplicaciones mas
interesantes y solidas de la ecologia molecular, lo cual permite entender de mejor manera la
dindmica de la poblacién, identificar metapoblaciones, estimar las tasas de migracion,
conocer el flujo génico y observar patrones biogeograficos. El estudio de la estructura
genética de cualquier grupo es importante ya que la variabilidad genética nos indica la
evolucion que han seguido las distintas poblaciones. La variabilidad genética existente nos
puede indicar las caracteristicas que han sido favorecidas por la seleccion natural,
permitiendo establecer la ruta evolutiva que ha seguido cada especie o poblacion (Alvarez,

2002; Beebee y Rowe, 2008).

3.3.2 BIOLOGIA MOLECULAR COMO HERRAMIENTA

La biologia molecular es una herramienta Gtil para la genética de poblaciones
debido a que el estudio de moléculas es una manera eficiente de detectar variacion. Sin
embargo, la variacion molecular que se detecta con estas técnicas no esta relacionada con
diferencias en el fenotipo entre poblaciones. Por esta razon no se puede especificar
exactamente cuales tipos de diferencias moleculares estan involucradas en el proceso
evolutivo (Hartl y Clark, 2007). Los loci usados en la mayoria de estudios de genética de
poblaciones son neutros a la seleccion natural, por lo tanto las diferencias entre las

poblaciones se dan como resultado de la mutacion y deriva génica, sin la intervencion de
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fuerzas selectivas. Asi, la interpretacion de los datos es méas confiable y menos complicada.
Ademas, la variacion neutral es un indicador preciso de variabilidad de alelos elevada o no
en una poblacion. Una variabilidad elevada es importante para que una especie pueda
sobrevivir a presiones selectivas. El andlisis de loci es también util para estudiar la

estructura poblacional de una especie en particular (Beebee y Rowe, 2008).

Al hacer un estudio de genética de poblaciones se asume que la cantidad de
variacion adaptativa en una poblacion se encuentra correlacionada con la cantidad de
variacion neutral. Esto es importante ya que permite inferir que la variacion neutral serd un
buen indicador de la buena salud genética de una poblacion. Sin embargo, esta correlacion
no siempre se da. Depende mucho de la especie 0 especies con las cuales se esté trabajando.
Es por esta razén que existen diferentes tipos de marcadores moleculares y se utiliza el mas

conveniente segun el grupo de estudio (Beebee y Rowe, 2008).

Un analisis de genética de poblaciones tiene algunos requerimientos que derivan de
la suposicion de que las poblaciones estan en equilibrio Hardy-Weinberg (HWE por sus
siglas en inglés). Estos requerimientos son: que exista panmixia en la poblacion, que los
efectos de mutaciones y de migracion sean minimos y puedan ser excluidos del estudio, que
el tamafio de la poblacion sea infinitamente grande, que exista herencia mendeliana y por
ultimo que no haya seleccion neutral. Esta suposicion de un HWE es util debido a que

desviaciones del mismo pueden ser informativos (Beebee y Rowe, 2008).
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Otro asunto importante a tratar cuando se realiza un andlisis de genética de
poblaciones es que no exista desequilibrio ligado en los loci que se estudian. Este
desequilibrio ligado podria darse por proximidad fisica entre los loci de un mismo
cromosoma o por una reciente mezcla de dos poblaciones que no han tenido suficiente

tiempo para una asociacion independiente entre loci (Beebee y Rowe, 2008).

Una de las preguntas mas simples en la genética de poblaciones es si existe una
correlacion entre el tamafio de la poblacion y la diversidad genética detectable en la
naturaleza. Existen evidencias de que las poblaciones grandes tienen mas diversidad
genética que las pequerias (Beebee y Rowe, 2008). Otro tema comunmente investigado es
la estructura de las poblaciones. Las herramientas mas poderosas para estudiar la estructura
poblacional en la gran mayoria de casos son los marcadores moleculares codominantes
Ilamados microsatélites. Los polimorfismos por la longitud de los fragmentos amplificados
(AFLPs por sus siglas en inglés) también son ampliamente utilizados con este mismo

proposito (Beebee y Rowe, 2008).

Para hacer un estudio de este tipo se deben escoger estrategias adecuadas para el
muestreo de las poblaciones que estan siendo estudiadas debido a que los recursos
usualmente son limitados. De la misma manera se debe definir qué tipo de marcador
molecular se utilizard. Un marcador ideal tiene seis caracteristicas importantes: detecta
variacion cualitativa o cuantitativa, no muestra influencia del ambiente o de desarrollo,
tiene herencia simple codominante, detecta cambios nucleotidicos silenciosos, detecta

cambios en porciones codificantes y no codificantes del ADN y detecta cambios evolutivos
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homologos. Sin embargo, ningn marcador tiene todas estas caracteristicas, es por esto que
se escoge el marcador segun los beneficios que ofrezca y segun el tipo de estudio que se

quiera realizar (Lowe et al., 2004).

Los marcadores moleculares son una fuente de informacion extremadamente (til
para los estudios de ecologia y genética de poblaciones. Generan datos infinitamente
variables de las moléculas de ADN que se encuentran en casi todos los seres vivos. Los
seres Vvivos tienen genomas extremadamente complejos y dentro del genoma existe una
diversidad enorme de ADN. Ademas, no todo el ADN codifica para un producto funcional.
La creacidn de técnicas como la PCR y los primers selectivos permiten a los investigadores
conseguir abundantes copias de un segmento pequefio y especifico con el cual quieran

trabajar (Freeland, 2005).

35 MICROSATELITES

Una de las herramientas mas poderosas para estudiar la estructura poblacional en la
gran mayoria de casos son los marcadores moleculares llamados SSRs (Simple Sequence
Repeats) o microsatélites (Beebee y Rowe, 2008). Un microsatélite es un locus que
consiste de secuencias cortas reiteradas llamadas motivos. Estas secuencias cortas son
repeticiones en tdndem de uno a seis pares de bases, los cuales se encuentran repetidos n
veces en una posicion cromosomal especifica (Freeland, 2005). El polimorfismo es el
numero de veces que se repite la secuencia corta. Los microsatelites son marcadores que se

encuentran tanto en el ADN nuclear como en el ADN de las mitocondrias y cloroplastos
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(Avise, 2004). Estos marcadores son codominantes, es decir indican hetero u
homocigosidad. Esto es importante porque permite un calculo preciso de las frecuencias

alélicas (Freeland, 2005).

Los microsatélites tienen la propiedad de ser variables, y esto se debe a la alta tasa
de mutacién que poseen comparado con otros marcadores de regiones neutrales del ADN
(AFLP, RFLP, RAPD). Su tasa de mutacién es de aproximadamente 10 o 10 bases por
locus por gameto por generacion (Avise, 2004; Watson et al., 2007). Esta es una tasa
mucho mas elevada que la tasa de mutacién general de alrededor de 10 0 10™°. Debido a
esta alta tasa de mutacion, la homoplasia de tamafio ocurre frecuentemente. Esto quiere
decir que se pueden obtener dos alelos del mismo tamafio en diferentes poblaciones o
especies que han tenido diferentes caminos evolutivos para llegar a ese nUmero y que no
tienen el mismo alelo ancestral. Por esta razon los microsatélites sélo deben ser utilizados
para eventos genéticos recientes en las poblaciones. Por otro lado, debido a su alto nivel de
polimorfismo, son muy versétiles para distinguir entre poblaciones e individuos (Freeland,

2005).

Para usar estos marcadores en estudios moleculares el primer paso consiste en la
elaboracion de primers, seguido por la construccion de una biblioteca gendémica para la
especie en estudio, luego analizar la biblioteca para encontrar clones que contengan
microsatélites, secuenciar estos clones y utilizar la informacion de las secuencias unicas

que estan a los lados (regiones flanqueantes) de la secuencia del microsatélite para elaborar
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los primers. Después de obtener los primers se realiza la PCR con el protocolo adecuado,

se corren las muestras en un gel de poliacrilamida y se interpreta (Avise, 2004).

Las regiones flanqueantes de los microsatélites son las que se utilizan para fabricar
los primers complementarios que se uniran a ellas y permitiran la amplificacion del
microsatélite. Una ventaja de estas secuencias adyacentes es que con frecuencia se
encuentran conservadas entre especies cercanamente emparentadas. Esto significa que los
primers pueden en ocasiones ser usados para obtener datos de varias especies (Freeland,

2005).

3.6 ESTADISTICOS UTILIZADOS PARA EL ANALISIS DE LA

ESTRUCTURA POBLACIONAL

3.6.1 ANALISIS DE POBLACIONES UNICAS

El anélisis tanto de cada poblacion individual como de todas las poblaciones de las
que se tiene datos en conjunto es interesante. El estudio de cada poblacién es importante
porgue permite conocer el estado de esa poblacién en cuanto a su diversidad genética. Este
es uno de los atributos méas importantes de cualquier poblacion ya que el ambiente esté en
constante cambio y la diversidad genética es necesaria para evolucionar constantemente y
adaptarse. Por lo tanto la estimacion de la diversidad genética para una poblacion tiene

aplicaciones fundamentales para la biologia de la conservacion (Freeland, 2005).
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Existen diferentes tipos de estimadores de la diversidad genética. Uno de los mas

utiles es la diversidad alélica (d). Este estadistico nos indica el nimero promedio de alelos
por locus en una poblacién. Otro estimador es la heterocigosidad observada (Ho) que se
obtiene dividiendo el nimero de heterocigotos de un locus por el numero total de
individuos muestreados (Freeland, 2005). Un estimador adicional es el rango alélico (R),
que es la diferencia entre el numero de repeticiones maxima y minima en microsatélites.
Sin embargo, muchas veces se utiliza otro estadistico en reemplazo de los dos mencionados
anteriormente, aquel de la diversidad génica (h) o heterocigosidad esperada. Es mas versatil
debido a que es menos sensible a efectos de muestreo (como por ejemplo pocos individuos
por poblacion). Lo que calcula h es la probabilidad de que dos alelos escogidos al azar sean

diferentes (Freeland, 2005). Se calcula de la siguiente manera:

m
h=1-X Xi2
i=1
Donde m es el nimero de haplotipos y X; es la frecuencia en la muestra del iésimo

haplotipo.

Para el andlisis de una poblacién, una de las cosas mas importantes que se debe
indagar es si la poblacion estd en HWE. De esta manera si se sabe la frecuencia de cada
alelo en una poblacion, se puede predecir la frecuencia de cada genotipo. Se obtiene asi una
frecuencia genotipica observada. Para saber si la frecuencia genotipica observada es
significativamente diferente de la esperada se utiliza la prueba del Chi cuadrado:

X?=3 (0O-E)’/E
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Las poblaciones que no esten en HWE también son interesantes para un estudio y se debe

indagar por qué no lo estan (Freeland, 2005).

Para un estudio de la diversidad genética se debe tomar en cuenta si la poblacion
estd 0 no en equilibrio ligado, es decir si el numero efectivo de loci usados es igual al

numero real. Esto solo se daré si existe una segregacion independiente (Freeland, 2005).

Existen ciertos factores que influyen en la diversidad genética. Uno de ellos es la
deriva génica, es decir cuando existe variacion de frecuencias alélicas de una generacion a
otra debido al azar. Este es un cambio evolutivo no adaptativo y es mas fuerte en
poblaciones pequefias en donde se fijan y extinguen alelos rapidamente. Depende del
tamafio efectivo de la poblacion, mientras mas pequefia sea habra mas fijacion de alelos.
Otro factor que influye son los cuellos de botella, que es una reduccion dréstica en el
tamafio de la poblacion. Este también es un cambio evolutivo no adaptativo que reduce la
diversidad genética y aun cuando el tamafio de la poblacion se ha recuperado, el pool

genético sigue bastante reducido (Freeland, 2005).

La seleccion natural es otro factor de cambio evolutivo. La seleccion natural es
adaptativa ya que da lugar a la reproduccion diferencial de individuos genéticamente
distintos. Altera las frecuencias alélicas de tal manera que incrementa o disminuye la
diversidad segun si la seleccion es estabilizadora, direccional o disruptiva. Por ultimo, el

tipo de reproduccion también afecta la diversidad genética, ya que la reproduccion sexual
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genera diversidad y nuevos genotipos durante la recombinacion de los cromosomas

(Freeland, 2005).

3.6.2 ANALISIS DE MULTIPLES POBLACIONES

Como se dijo anteriormente, al estudiar una poblacidn se obtiene informacidn sobre
diferentes procesos evolutivos. Sin embargo para poder entender el proceso evolutivo de las
poblaciones también es necesaria informacion sobre el flujo génico entre poblaciones. Este
proceso junto con la deriva génica, la seleccién natural y las mutaciones acttan en conjunto
para determinar si las poblaciones divergen o convergen genéticamente. Las poblaciones de
una misma especie van a variar genéticamente y existen ciertos métodos para analizar datos
genéticos que permiten determinar si las poblaciones son o no genéticamente distantes unas

de otras (Freeland, 2005).

El modelo més comln para cuantificar la diferenciacion genética son los F-
estadisticos. Estos usan coeficientes de endogamia para describir la particion de la
variacion genética dentro y entre poblaciones y puede ser calculada en tres niveles. Fis
mide el grado de endogamia dentro de individuos con respecto a su poblacion. Refleja la
probabilidad de que dos alelos dentro del mismo individuo sean identicos por descendencia.
Se calcula de la siguiente manera:

F|5 = (HS — H|) / Hs
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Donde Hs son los heterocigotos esperados bajo HWE y H, los heterocigotos observados
(Freeland, 2005). Este coeficiente (Fis) permite evaluar si existe apareo al azar (Balloux y
Moulin, 2002). Fst es otro estadistico que provee un estimado de la diferenciacion genética
entre poblaciones. Mide el grado de endogamia dentro de una poblacion en relacion al total
de las poblaciones. Refleja la probabilidad de que dos alelos escogidos al azar de una
subpoblacion sean idénticos por descendencia. Se calcula mediante la siguiente formula:
Fst=(Hr—Hs)/Hy
Donde Hr es la heterocigosidad esperada del total de la poblacion. De esta manera un valor
de 0 indica poca o ninguna diferenciacion genética y un valor de 1 una total diferenciacién
genética. Sin embargo, para ver si el Fst es significativo se utiliza una permutacién que
reparte genotipos entre las poblaciones de individuos al azar miles de veces y calcula el Fst
para cada permutacion. El valor P de la prueba se basa en el nimero de veces que los
valores Fstson iguales o mayores a aquellos calculados de los datos. Esto significa que aun
teniendo un valor bajo se puede concluir que existe una diferenciacion genética importante
y por lo tanto una cierta estructuracién poblacional. Por ultimo existe el coeficiente Fi que
provee un coeficiente de endogamia para un individuo al medir la heterocigosidad del
individuo relativo al de todas las poblaciones. Se calcula con la férmula a continuacion:
Fir=(Hr—H) /Hy

La relacion entre los tres es: Fir = Fis + Fst — (Fis)( Fst) (Freeland, 2005).

Los valores theta son también estimadores de la diversidad molecular. Usualmente

se calcula;

O =4N@E{mu}
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donde N(e) es el tamafio efectivo de la poblacion y mu es la tasa de mutacion por gen por
generacion. Sin embargo para los microsatélites se ha desarrollado Theta (H), que es un
estimado de theta obtenido a partir de la homocigosidad observada, se calcula de la
siguiente manera:

by =— 1,

(1-H)
Tomado de Manual Arlequin

Donde H (= h) es la heterocigosidad esperada cuya formula se encuentra descrita en la

seccidn anterior (Excoffier et al., 2005).

Una técnica para el estudio de la variaciéon molecular dentro de una especie es el
Anadlisis de Variacion Molecular (AMOVA por sus siglas en inglés). Con este analisis los
datos obtenidos de los marcadores se incorporan a una matriz especial y el AMOVA
produce estimados de componentes de variacion y analogos de las F-estadisticas. De esta
manera refleja la correlacion de la diversidad haplotipica a diferentes niveles de
subdivisiones jerarquicas (es decir dentro de la poblacion, entre poblaciones y entre
regiones). EI método puede acomodar diferentes tipos de matrices y datos moleculares y
diferentes tipos de supuestos evolutivos sin modificar la estructura basica del analisis. La

significancia de la prueba se calcula utilizando permutaciones (Excoffier et al., 1992).

El flujo génico es un proceso evolutivo importante para las poblaciones ya que
influye en el tamafio de la poblacion, diversidad génica, adaptacion local y especiacion.

Ademas, es la fuerza que mantiene interconectadas a diferentes poblaciones de una especie,
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es decir es determinante para la estructura poblacional (Freeland, 2005, Prat et al., 2006).
Este proceso reduce la tasa de deriva génica y previene subdivisiones poblacionales
substanciales. Su cuantificacion es dificil, existen tres métodos de los cuales dos son
factibles para el presente estudio. El primero es utilizando el Fst debido a que se demostrd
que existe una relacion entre la divergencia genética entre dos poblaciones y la cantidad de
flujo génico entre ellas:

Fst=1/(4Nem + 1)
Nem siendo el nimero de adultos que son migrantes.
Nem=(1/Fst—1)/4.

El otro método es asignar individuos a su poblacién de origen mas probable comparando su
genotipo con los perfiles genéticos de varias poblaciones. Por ultimo existe la prueba
Mantel que analiza si existe una correlacion entre la distancia geografica y la genética. De
esta manera se puede saber si existe una aislamiento por distancia, es decir que mientras

mas alejadas se encuentren las poblaciones, menos flujo génico habra (Freeland, 2005).

Una técnica para visualizar las similitudes y diferencias de los datos es el analisis de
coordenadas principales (PCoA por sus siglas en inglés). Lo que hace el PCoA es usar una
matriz de similitud o disimilitud y asignar una ubicacion en un espacio dimensional a cada
item, obteniéndose un grafico. Para realizar este grafico se realiza un analisis eigen en el
cual se calcula una serie de valores y vectores eigen a partir de la matriz triangular. Cada
variable en el analisis (en este caso cada poblacion) se representa como un vector. Se
grafica a todos los vectores con su angulo y longitud correspondiente. Su magnitud sera

equivalente al grado de correlacion de cada poblacion relativo al eje principal. El gréafico
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que se obtiene permite visualizar diferencias entre individuos o grupos de individuos

(SequentiX, en linea, 2006).

3.7 INVESTIGACIONES RELACIONADAS E IMPORTANCIA DEL ESTUDIO

3.7.1 ESTUDIOS DE D. MESOPHRAGMATICA'Y DE ESTRUCTURA

POBLACIONAL EN DROSOPHILA

Los estudios con D. mesophragmatica y del grupo mesophragmatica son
relativamente pocos. Los primeros trabajos son los de Brncic y Koref-Santibafiez en 1957 y
Brncic en 1957. El primer trabajo trata sobre la descripcion morfoldgica de cada especie del
grupo Y sus posibles relaciones filogenéticas y el segundo es un estudio comparativo de la
variacion cromosomal en el grupo. Los dos trabajos son importantes hasta ahora para la
identificacion de diferentes especies del grupo. Poco tiempo después se publicaron dos
estudios sobre el aislamiento sexual y cortejo en el grupo (Koref-Santibariez et al., 1958 y
Koref-Santibafiez, 1963), los cuales proveen ideas sobre las barreras reproductivas en el
grupo y la forma de los genitalia. En el 2004 Vela y Rafael publican un articulo en el que
describe tres nuevas especies pertenecientes al grupo mesophragmatica. Este estudio es
importante porque describe especies que habitan los Andes ecuatorianos. En el 2006 sale a
la luz el primero estudio molecular del grupo, y trata sobre los elementos transponibles,
utilizando las técnicas de Dot Blot y PCR (Germanos et al., 2006). Este estudio concluye
que existen abundantes elementos transponibles en el grupo. Luego Mota et al. realizaron

un estudio sobre la filogenia del grupo en el 2008 mediante el secuenciamiento de 5 genes y
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su comparacion con las diferentes especies. Este estudio es importante, permite entender el

parentesco existente entre las especies del grupo.

Se ha realizado varios estudios sobre la estructura poblacional en otras especies de
Drosophila. En 1999 Hamblin y Veuille secuenciaron dos loci nucleares en 4 poblaciones
distintas para investigar la estructura poblacional de D. simulans de Africa. Ellos
encontraron evidencia de un cuello de botella reciente de las poblaciones y de una seleccién
direccional. Cobb et al. en el 2000 realizaron un estudio utilizando 8 microsatelites en 5
poblaciones de D. teissieri para medir los efectos de la fragmentacion del bosque en la
variacion molecular. Ellos hallaron una diferencia significativa en la variacion de las
distintas poblaciones. En el 2001 Agis y Schlotterer investigaron la estructura poblacional
de D. melanogaster en la costa este Australiana. Estos autores analizaron 10 poblaciones y
48 microsatélites y descubrieron una alta variacion de alelos por locus pero una baja
divergencia genética entre las diferentes poblaciones. En el 2002 Frydenber et al.
estudiaron la variacion genética en D. buzzatii. Ellos trabajaron con 10 microsatélites en 5
poblaciones y encontraron que dos poblaciones eran naturales y tres colonizadoras
provenientes de Europa y Australia. Ademas descubrieron que la variacion alélica es
significativamente mayor en las poblaciones naturales debido al efecto fundador en las
poblaciones colonizadoras. Dieringer et al., (2005) analizaron la estructura genética de
poblaciones de D. melanogaster en Africa. Para ellos usaron 17 microsatélites de 13
poblaciones y detectaron dos grupos claramente distinguibles. En el 2006 Ross y Markow,

estudiando la variacion microsatelital en poblaciones divergentes de D. mojavensis,
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encontraron que las cuatro regiones geograficas distintas tienen una diferenciacion genética

significativa entre ellas y aislamiento reproductivo.

3.7.2 TRANSFERIBLIDAD DE MICROSATELITES

Los microsatélites son uno de los marcadores genéticos mas populares para estudios
de ecologia molecular. Se necesita cada dia mas marcadores que pueden ser transferidos
entre especies. Esto es importante porque muchas especies necesitan ser estudiadas de
manera comparativa. La deforestacion y el desarrollo urbano estan reduciendo ain mas los
fragmentos de los bosques rapidamente. Ademas, es importante el desarrollo de marcadores
transferibles para especies del tropico y endémicas ya que éstas se encuentran poco
representadas. Esto es alarmante porque las especies del tropico son las mas abundantes y
aquellas que son endémicas, por el mismo hecho de serlo, son muy importantes para la
biologia de la conservacion. Por lo tanto es de gran importancia encontrar microsatélites

que sirvan para grupos enteros de especies (Barbara et al., 2007).

La transferibilidad de microsatélites entre especies es, sin embargo, méas limitada de
lo que los cientificos quisieran creer. En artropodos hay un buen porcentaje de
transferibilidad entre especies de un mismo género, pero ya entre géneros o entre familias
el porcentaje de microsatélites que amplifiquen es muy bajo. Es mas dificil la transferencia
de microsatélites en este grupo de especies que en otros por su tiempo generacional corto

(Barbara et al., 2007).
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Los marcadores moleculares en Drosophila, y especificamente los microsatélites,

han sido desarrollados principalmente para especies del subgénero Sophophora. Esto se
debe a que Drosophila melanogaster, especie modelo en estudios genéticos y de desarrollo,
pertenece al subgénero Sophophora y los estudios moleculares han sido principalmente
orientados a esta especie y a especies cercanas. D. mesophragmatica no pertenece al mismo
subgénero, por ello las opciones de escoger primers de microsatélites disefiados para
especies cercanas a la estudiada son bastante limitadas (Tweedie et al., 2009). A pesar de
que las opciones sean limitadas, si existen primers de microsatélites desarrollados para
algunas especies de grupos hermanos del grupo mesophragmatica, como es el caso de D.
mojavensis, D. virilis, D. arizonae, D. pachea, D. neotestacea, D. recens, entre otras (Ross

et al., 2003).

3.7.3 IMPORTANCIA Y OBJETIVO DEL ESTUDIO

La mayoria de los estudios sobre estructura poblacional mencionados en la seccion
anterior se realizaron con especies bastante estudiadas, con primers especificos para la
amplificacion de microsatélites. En los casos en los que no se dispone de primers
especificos para la especie, se realiza la secuenciacion y se fabrica primers a partir de las
secuencias de las regiones flanqueantes. Los estudios utilizando técnicas moleculares
dentro del grupo mesophragmatica son muy pocos. Nunca antes se habia trabajado con
microsatélites dentro del grupo, por lo tanto no se ha desarrollado ningun primer especifico
para la especie, lo cual obliga a desarrollar estudios previos de transferibilidad de

marcadores hacia la especie en estudio. La mayoria de estudios que se enfocan en la
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transferibilidad de microsatélites son realizados con el objetivo de caracterizar los
microsatélites de una especie a otras especies mas no de determinar la estructura
poblacional en la especie target (Barbara et al., 2007). El presente trabajo es por lo tanto un
estudio pionero dentro del grupo mesophragmatica. Es ademas un estudio de gran interés
porque considera la transferibilidad de microsatélites de una especie a otra asi como su
estructura poblacional con los microsatélites transferidos. ElI conocimiento de la
estructuracion de la poblacion provee guias importantes para estrategias de conservacion y
manejo de poblaciones al indicar qué tan variables son las poblaciones, cuanto flujo génico
existe entre ellas, qué tan fuerte es la deriva génica, entre otros factores (Balloux y Moulin,
2002). Adicionalmente el presente estudio permitio dilucidar la dindmica genética en D.

mesophragmatica.

El objetivo del presente estudio es aportar al conocimiento de la dindmica
poblacional de D. mesophragmatica mediante un estudio molecular. Para ello, en primer
lugar, se realizd la transferencia de primers de microsatélites desde la especie D.
mojavensis a D. mesophragmatica. En segundo lugar se analizé la estructura genética de
seis poblaciones de D. mesophragmatica de la Provincia de Pichincha, dos poblaciones de
la Cordillera Occidental, dos poblaciones del Valle Interandino y dos poblaciones de la

Cordillera Oriental.
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4, MATERIALES Y METODOS

41 OBTENCION DE MUESTRAS

411 SALIDAS DE CAMPO

Se estudiaron seis poblaciones provenientes de la Provincia de Pichincha, dos de la
cordillera occidental de los Andes: Lloa (L) y Quebrada Cruz Loma (T; loma al norte del
Teleférico de Quito); dos del valle interandino: Monteserrin bajo (M; El Quinche) y
Pasochoa (P); y dos de la cordillera oriental de los Andes: Pefias Blancas (C; via a

Papallacta) y Antisanillo (A; via a Antisana) (Figura 1).

Para capturar D. mesophragmatica se coloco de 20 a 60 trampas en cada lugar. Se
dejaron las trampas (con cebo de banano fermentado con levadura) colgadas en los arboles
0 arbustos durante 2 y 3 semanas. Las trampas consistian de una botella de plastico de
medio litro con huecos por donde ingresaban las moscas, mismas que fueron cubiertas por
capuchones para evitar su inundacion (Anexo 1). Los capuchones fueron fabricados con

botellas plasticas grandes de 3 litros cortados en un extremo.

Para la captura se cubria la trampa con una bolsa negra teniendo cuidado de tapar
los huecos. Se abria la tapa y se colocaba un tubo vacio o con medio de cultivo en la
abertura de la botella. Las moscas vivas volaban hacia la luz. Las moscas que no lo hacian

fueron capturadas con un aspirador. Las moscas muertas en el cebo de la botella se
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guardaron en alcohol al 70% para preservarlas. Cuando no se obtenia la cantidad de

individuos necesaria, es decir 20, se volvia a la tercera semana para realizar otra captura.

En cada localidad se dejé dataloggers de marca HOBO®Pro v2 programados para
medir la humedad y la temperatura cada dos horas el mismo dia que se dejo las trampas.
Los dataloggers se recogieron en la primera o segunda recolecta, dependiendo del momento

en el que se encontraron individuos de la especie estudiada.

41.2 FASE DE LABORATORIO

En el laboratorio se identificO morfol6gicamente las moscas vivas con la ayuda de
un esteromicroscopio. Las caracteristicas utilizadas fueron el patrén de bandas en la parte
dorsal del torax, las cerdas escutelares anteriores que deben ser divergentes, y la vena
transversal posterior rodeada por un halo oscuro (Anexo 2). Se guardé a los machos
identificados morfolégicamente como D. mesophragmatica en tubos esterilizados de 0,5ml
con alcohol al 70%, que fueron debidamente etiquetados. Se procedié a examinar los
genitalia de los machos para verificar la identidad de D. mesophragmatica. Para ello se
retird el ultimo segmento abdominal del individuo y se lo colocdé en KOH 10% en un tubo
eppendorf de 1,5ml y se hirvid en bafio maria durante 7 minutos. Luego, con la ayuda de un
estereomicroscopio, se separo las estructras de los genitalia. El preparado fue observado en

un microscopio y lo cual confirmo la identidad de D. mesophragmatica (Anexo 3).
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Las hembras capturadas en la naturaleza no se las pudieron utilizar directamente

para el estudio ya que usualmente vienen fecundadas del campo, por lo tanto al realizar una
amplificacion de su ADN se estaria amplificando mas de un genoma. Las hembras
capturadas que fueron identificadas morfoldégicamente como D. mesophragmatica se
sembraron en tubos para obtener descendencia F1. Luego se tom6 un macho F1 de cada
hembra sembrada y se analizé los genitalia para verificar la identidad de la especie.

Posteriormente se lo guardo en alcohol al 70%.

42  EXTRACCION DE ADN

Se realiz6 la extraccion de ADN con un protocolo estandar de fenol-cloroformo que
es ampliamente usado en la extraccion del ADN de insectos (Anexo 4). ElI método ha sido
ligeramente modificado en el laboratorio de Genética Molecular de la Pontificia
Universidad Catolica del Ecuador. En el protocolo modificado no se utilizdé fenol, sino
alcohol isoamilico ya que este producto sirve con la misma eficiencia que el fenol y tiene la
ventaja de ser menos toxico. Otra modificacion es que se afiadio RNAsa A a las muestras

para digerir el ARN y obtener un ADN mas puro.

Las moscas fueron maceradas en un buffer de lisis altamente salino que permitio la
ruptura de la membrana celular para extraer los productos celulares. Se afiadié la enzima
proteinasa K para digerir las proteinas de la mosca y se incub6 a 50°C que es la temperatura
oOptima de accion de esta enzima. Se afiadié igualmente la enzima RNAsa A para digerir el

ARN de la muestra. Luego se incub6 por una hora. Luego se afiadio cloroformo alcohol
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isoamilico y se centrifug0, obteniéndose un precipitado de polisacaridos, proteinas y otros
productos celulares, y en el sobrenadante los acidos nucleicos. Se tomo6 solamente el
sobrenadante y se repitié el proceso. Posteriormente se realizaron lavados con etanol a
diferentes concentraciones para lograr una precipitacion del cido nucleico y lavar todas las
impurezas para obtener un ADN en buenas condiciones. Se dejo evaporar todo el etanol y

se resuspendio el ADN en agua ultrapura.

43 ESTANDARIZACION Y AMPLIFICACION DE MICROSATELITES

MEDIANTE PCR

Los microsatélites que se utilizaron provienen del estudio de Staten et al., (2004) en
el cual obtuvieron varios microsatélites de D. mojavensis, especie emparentada a D.
mesophragmatica. Se realizaron ensayos de transferibilidad de estos microsatélites desde
D. mojavensis hacia D. mesophragmatica. Para ellos se mandd sintetizar 24 pares de
primers a Invitrogen® Carlsbad, California. Después de aproximadamente un mes se
recibio los primers en estado liofilizado. Para almacenar, a la solucién madre se la diluyo a
una concentracion de 100uM. Esto se realizé multiplicando por 10 los nMoles de cada
primer y el numero obtenido fue el nimero de ul de agua ultrapura afiadidos al primer
liofilizado. Una vez diluido, se dej0 reposar para que se diluya bien durante
aproximadamente dos horas. Pasadas estas dos horas se fabricaron alicuotas de cada
primer. Para hacerlo se tom¢ 10 pl de la solucion madre se los mezclé con 90 ul de agua

ultrapura. Asi se obtuvieron alicuotas a 10uM que se almacenaron en la congeladora de -4°
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mientras que las soluciones madres fueron selladas con parafilm y mantenidas en la

congeladores de -20° para evitar su degradacion y contaminacion.

Se realizaron las reacciones PCR, cada una de 15 ul y con 1X de buffer, 0,2mM
dNTPs, 1,5mM MgCl,, 1U Taq polimerasa, 0,5 uM de primer forward y 0,5 uM de primer
reverse. Para obtener un producto Optimo, se ensayd diferentes condiciones como la
temperatura de anillamiento, concentracion de MgCl,, concentracion de primer, nimero de
ciclos y por altimo se realiz6 PCRs touchdown en los cuéles se baja la temperatura de
anillamiento cada cierto numero de ciclos. De los 24 pares de marcadores, solamente se
logré una amplificacion y lectura clara de 5 pares. Estos fueron amplificados con diferentes
condiciones en cuanto a la temperatura de anillamiento y el nimero de ciclos por cada

temperatura para identificar con cual combinacion se obtenia el producto mas claro posible.

44  VISUALIZACION EN GELES DE POLIACRILAMIDA E

INTERPRETACION DE LOS DATOS

Una vez efectuada la amplificacion, se realizaron corridas de ensayo de algunos
amplificados en geles de poliacrilamida. Los amplificados utilizados tenian diferentes
concentraciones de formamida y se varié igualmente el tiempo de corrida para obtener una
combinacion que permita una lectura de las bandas lo mas precisa posible. Cuando se
obtuvieron las condiciones Optimas, se corrieron todos los amplificados en geles de
poliacrilamida 6%, 5M Urea. Para hacer el gel se siguid el protocolo del Anexo 5 que es un

protocolo estandar para la electroforesis vertical con las respectivas modificaciones
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realizadas en el Laboratorio de Genética Molecular de la Pontificia Universidad Catolica
del Ecuador. El gel, una vez fabricado y polimerizado, se lo limpid y ubico en una cdmara
de electroforesis vertical. Se llend la camara de TBE 1X y se realiz6 una precorrida a una
potencia eléctrica de 65W durante una hora para que se caliente el gel. Mientras se
desarrollaba esta precorrida, se afiadié formamida (en concentraciones de ADN:formamida
1:1 0 1:0,5) a los amplificados y se denatur6é cada muestra a 95°C durante 4 minutos. A la
escalera utilizada (10bp DNA ladder de Invitrogen®) también se le afiadié formamida
(ladder:formamida 1:20) y se lo denaturé a 72°C durante 5 minutos. Cuando finalizé la
precorrida se coloco un peine de 68 pocillos en el frente de migracion del gel. Se cargo
entre 2 y 3ul de la muestra en cada pocillo dependiendo del marcador. Se cargd igualmente

por lo menos dos pocillos con 2 ul de la escalera (Anexo 8).

Una vez terminada la corrida del gel, se procedi6 con la tincién de plata que se
encuentra detallada en el Anexo 5. Luego de la tincidn, se dej6 secar el vidrio y se analiz6
las bandas presentes en cada individuo. Para saber a qué alelo correspondia cada banda lo
primero que se hizo fue medir diferentes puntos de la escalera de 10pb en centimetros y ver
a cuantas pares de bases correspondia esta medicion. Todo esto se anotd y con estas dos
variables se realizé un grafico de dispersion en Microsoft Office Excel 2007, la variable
independiente siendo el nimero de pares de bases y la variable dependiente la distancia
corrida en centimetros. Se agrego la linea de tendencia y su ecuacion. Luego se midio cada
banda presente en el gel y se utilizd la ecuacion para saber a cudntas pares de bases

correspondia. Se reemplazé la distancia corrida en centimetros en la x de la ecuacion para
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obtener el nimero de pares de bases y asi saber a qué alelo correspondia cada banda. Los

resultados de este proceso se encuentran en la base de datos del Anexo 6.

45  ANALISIS DE LOS DATOS

En primer lugar se realizé un andlisis de diversidad genética intrapoblacional y
variancia genética interpoblacional con cada marcador, cada pareja de marcadores, cada
trio de marcadores, cada cuarteto de marcadores y por Gltimo los cinco marcadores juntos.
El indice utilizado para medir la diversidad genética intrapoblacional fue la heterocigosidad
esperada (h) y el estadistico utilizado para medir la variancia genética interpoblacional fue
Theta (H). En cada caso se realiz6 graficos que muestran la cifra para cada una de las
combinaciones de marcadores descritas y graficos que muestran un promedio de los valores
para cada tipo de combinacién, es decir con un marcador, con dos marcadores, con tres
marcadores, con cuatro marcadores y con cinco marcadores. Este analisis se realizé con el
objetivo de determinar si con el namero de marcadores utilizados se lograba obtener un
valor representativo de la variabilidad genética de la poblacién, y por lo tanto si era

suficiente para poder realizar los diferentes analisis que se describen a continuacion.

El anélisis de los datos obtenidos se realizd con el programa Arlequin 3.5. Este
programa de analisis de datos se aplica a la genética de poblaciones y fue desarrollado por
Excoffier y colaboradores (2005). Su objetivo es proveer al usuario con pruebas y métodos
estadisticos para que se pueda extraer informacion genética y demogréafica de la serie de

muestras de una poblacion. Las pruebas estadisticas que utiliza son realizadas para
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minimizar los supuestos y ser lo méas poderosas posible. Maneja datos genéticos bajo varias
formas diferentes y se realiza los mismos tipos de analisis sin importar el formato usado

(Excoffier et al., 2005; Prat et al., 2006).

Los primeros andlisis realizados fueron los intrapoblacionales. Entre estos los
analisis basicos como numero de alelos por locus, frecuencia alélica por locus por
poblacién y alelos Unicos. También se estimdé parametros de diversidad estandar y
molecular como la heterocigosidad observada (Ho), heterocigosidad esperada (h),
diversidad alélica (d) y rango alélico (R). Luego se realiz6 analisis para probar la existencia
0 no de equilibrio Hardy-Weinberg por locus por poblacion con una versién modificada del
algoritmo de la cadena Markov. Se analiz6 igualmente la existencia o no de desequilibrio

ligado utilizando 1000 permutaciones para analizar la significancia del analisis.

Al nivel interpoblacional, se calculd los estadisticos Fis y Fir. Luego se procedid
con los analisis de distancia genética mediante el calculo de los Fst de cada pareja de
poblaciones. Se realizaron 10000 permutaciones de Fst para ver si la distancia genética

obtenida era estadisticamente significativa.

Una vez que se tenia la matriz de los Fst por parejas, se modifico la base de datos
existente para incluir esta matriz y una matriz de las distancias geograficas entre cada
poblacion. Las distancias geogréficas lineales fueron calculadas con las coordenadas de
cada poblacion en el sitio web http://jan.ucc.nau.edu/~cvm/latlongdist.html. Estas

distancias, en kilometros, fueron convertidas a logaritmo natural y se fabrico la matriz de


http://jan.ucc.nau.edu/~cvm/latlongdist.html
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distancias entre parejas de poblaciones (Agis y Schldtterer, 2001). Con estas dos matrices
se pudo realizar la prueba de Mantel que calcula la correlacion entre la distancia genética y
la distancia geogréafica (Freeland, 2005). Se realizaron 1000 permutaciones para saber la
significancia de la correlacion. Un andlisis de variancia molecular AMOVA, locus por
locus, fue efectuado con el objetivo de dilucidar a qué nivel jerarquico corresponde la
mayor parte de la variacion y complementar asi los resultados obtenidos con el Fst. En este
caso igualmente se hicieron 1000 permutaciones para conocer la significancia del AMOVA

(Excoffier et al., 2005).

Un dltimo analisis fue efectuado con el programa GenAlEx 6 (Peakall y Smouse,
2006) a partir de los Fst calculados con el programa Arlequin 3.5. Este andlisis fue un
PCoA y se lo realizo con el objetivo de visualizar los patrones obtenidos en la matriz de

distancia genética obtenida a partir de los Fst de cada pareja de poblaciones.

Cuando se realizaron pruebas de significancia, se tom6 a los datos como

significativos si P era menor a 0,05 y como altamente significativos si P era menor a 0,01.
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENCION DE MUESTRAS Y LOCALIDADES

Se realizo6 un total de 21 salidas al campo, 6 de ellas para la puesta de trampas y las
13 restantes para las capturas de droséfilas en 6 localidades (Lloa, Quebrada Cruz Loma,
Monteserrin Bajo, Pasochoa, Pefias Blancas, Antisanillo). La mayoria de localidades
necesitaron entre dos Yy tres colectas para obtener la cantidad de individuos necesarios para
el estudio. En 5 de las 6 poblaciones se logré obtener 20 machos para el estudio, en la Gnica
localidad donde esto no fue posible fue en el Pasochoa, solamente se utiliz6 9 individuos de
esta poblacion para el estudio (Tabla 1). Las coordenadas y la altura de cada localidad se

pueden visualizar en la Tabla 2.

La temperatura promedio va desde los 7,5° hasta los 13,2°C y la humedad relativa
varia desde 73,7% hasta 86,2%. Se calculd el promedio para cada una de las localidades
utilizando todas las medidas de temperatura y humedad relativa empezando un dia después
de la colocacion de las trampas hasta el dia de la colecta (Tabla 3). Se realiz6 una prueba de
correlacion entre la temperatura y humedad relativa y se obtuvo un R? de 0,3179, lo cual

indica que no existe correlacion entre estos dos factores (Anexo 7).

52  AMPLIFICACION

De los 24 pares de primers probados, 17 dieron sefiales de amplificacion, es decir el

70,8%. Sin embargo de estos 17 primers, 7 dieron un patron de bandas mdaltiples, 4 dieron
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una sefial demasiado leve, casi imperceptible, por lo tanto su lectura no fue posible. 6
primers dieron lugar a una amplificacion correcta con una buena sefial pero uno de estos
era monomorfico entonces no pudo ser utilizado para el estudio. Solamente 5 loci pudieron
ser leidos para el estudio, es decir un 20,8% de los microsatélites pudieron ser transferidos
a D. mesophragmatica (Tabla 4). Estos cinco fueron DMOJ3101 (llamado de ahora en
adelante 3101), DM0OJ3030 (3030), DM0J5200 (5200), DM0J2302 (2302), DM0J3020
(3020) (Staten et al., 2004). El protocolo utilizado para su amplificacion asi como las
condiciones de su corrida fueron modificados después de numerosos ensayos. Las
condiciones con las cuales se obtuvo el mejor resultado para una lectura correcta de las
bandas estan detalladas en la Tabla 5. Algunos gréaficos de los geles pueden ser visualizados

en el Anexo 8, ellos muestran los alelos encontrados en las diferentes poblaciones.

La lectura de los geles dio como resultado la base de datos que se encuentra en el
Anexo 6. Esta base de datos fue exportada a Arlequin 3.5 utilizando el programa GenAIEx

6.

5.3  ANALISIS INTRAPOBLACIONALES

En cuanto a las comparaciones realizadas para saber si el nimero de marcadores
utilizados era adecuado, tanto la diversidad genética promedio (h) (Figura 2 y 3) como la
variancia genética promedio estimada con Theta (H) (Figura 4 y 5) muestran valores que se
van estabilizando mientras mas marcadores se toman en cuenta. Al llegar al valor de 4 y 5

marcadores, los dos indices se muestran estables.
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El nimero de alelos por locus varia considerablemente, desde tres alelos en el locus
3030 hasta quince alelos en el locus 2302 con un promedio de 8,2 alelos (Tabla 6). En cada
locus hay un alelo que se encuentra con mas frecuencia en por o menos tres poblaciones y
a veces incluso en las seis, lo cual se revela en las tablas del Anexo 9. Al observar la Figura
6 en donde se muestra en el nimero de alelos por locus segun la poblacion se nota que el

patrdn es relativamente homogéneo en todas las poblaciones.

Existe una cantidad numerosa de alelos unicos, como se evidencia en la Tabla 7.
Hay por lo menos un alelo Gnico por cada poblacion con la excepcion de Pasochoa (P). Las
poblaciones de Pefias Blancas (C) y Lloa (L) tienen dos alelos Unicos cada una y la

poblacion Quebrada Cruz Loma (T) tiene 4 alelos Unicos.

La variabilidad genética de cada poblacion se puede evidenciar con diferentes
calculos como aquel de la heterocigosidad observada, la heterocigosidad esperada, el
namero de alelos por locus promedio y el rango alélico promedio. Los resultados de estos
calculos se encuentran en detalle en el Anexo 10. La Tabla 8 es un resumen del promedio
de todos estos calculos para cada poblacion. La heterocigosidad observada es relativamente
uniforme en todas las poblaciones, aunque la poblacion de Antisanillo tiene un
heterocigosidad un poco mas baja mientras que la poblacion de Pefias Blancas tiene una
heterocigosidad promedio un poco mas alta. La heterocigosidad esperada o diversidad
genética promedio igualmente es homogénea. El unico valor destacable es aquel de

Pasochoa que es mas elevado que el resto de poblaciones. La diversidad alélica promedio
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es similar en las seis poblaciones, mientras que el rango alélico promedio es relativamente
uniforme, sin embargo este valor es ligeramente mas pequefio en la poblacion de Pefias

Blancas y ligeramente mas alto en la poblacion de Pasochoa.

El cumplimiento o no del equilibrio Hardy-Weinberg puede ser evidenciado en la
Tabla 9, que es un resumen del Anexo 11. De los 5 loci estudiados, solamente dos de ellos
(3030 y 2302) cumplen con HWE en la mayoria de poblaciones. Los otros tres loci (3101,
5200 y 3020) no cumplen con HWE en la mayoria de poblaciones. En cuanto a las
poblaciones, como se puede ver en el Anexo 11, en la poblacion Antisanillo (A) en tres de
los loci la desviacion es altamente significativa. Las demas poblaciones tienen por lo menos
un locus con una desviacion altamente significativa y uno con una desviacion significativa,

en la mayoria de casos més de dos loci se encuentran desviados del equilibrio H-W.

Los resultados de las pruebas de desequilibrio ligado se encuentran expuestos en el
Anexo 12, los cuales se estan resumidos en la Tabla 10. Se encontrd una significancia en el
desequilibrio ligado para tan solo tres pares de loci, 2302 con 5200, 5200 con 3020 y 3020
con 3030. Esta significancia estuvo presente en una sola poblacion para cada caso. Se

puede por lo tanto afirmar que no existe desequilibrio ligado entre los loci estudiados.

5.4  ANALISIS INTERPOBLACIONALES

Los analisis de endogamia Fis y Fir son los primeros resultados interpoblacionales

que se presentaran (Tabla 11). En estos casos los valores pueden ser desde -1 hasta 1, el -1
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indica que todos los individuos son heterocigotos y el 1 que no existe heterocigosidad. El
Fis mide el grado de endogamia de individuos respecto a su poblacion. Los valores
obtenidos estan en un rango de 0,028 a 0, 234. Esto nos indicaria una heterocigosidad
promedio en las poblaciones, sin embargo segun el analisis de significancia se obtuvo una
ausencia de heterocigosidad altamente significativa en la poblacién de Antisanillo (A) y
una ausencia de heterocigosidad significativa en las poblaciones Quebrada Cruz Loma (T)
y Pasochoa (P). El andlisis Fir mide la endogamia de cada individuo respecto al total de
poblaciones, se obtuvo un valor promedio 0,16627 para todos los individuos de. Esto
igualmente indicaria una heterocigosidad promedio de cada individuo respecto al total de

las poblaciones.

Para analizar la diferenciacion genética entre poblaciones se midio el Fst entre cada
par de poblaciones. Se obtuvo valores entre 0,024 y 0,081, los cuales indican una
diferenciacion genética leve (cuando Fst se encuentra entre 0 y 0,05) en cuatro de las
comparaciones y una diferenciacion genética moderada (cuando Fst se encuentra entre 0,05
y 0,25) en el resto de comparaciones (Freeland, 2005). En el Anexo 13 se encuentran los
valores de Fst y un gréfico explicativo. Al observar el Anexo 13 y la Tabla 12 se destaca
que los valores Fst para las poblaciones Pasochoa-Pefias Blancas, Lloa-Monteserrin Bajo,
Quebrada Cruz Loma-Antisanillo y Quebrada Cruz Loma-Monteserrin Bajo son los mas
bajos mientras que los valores Fsr para las poblaciones Monteserrin Bajo-Pasochoa y
Quebrada Cruz Loma-Pasochoa son los mas altos. Al realizar 10000 permutaciones y ver la

significancia obtenemos valores significativos de Fst en todas las comparaciones con la
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excepcion de Pasochoa-Pefias Blancas. Tanto la tabla de valores de P como su tabla

respectiva de significancia se puede observar en el Anexo 14.

La prueba de Mantel, utilizada para saber si existe correlacion entre la distancia
genética y geografica, se realizé a partir de las distancias geograficas entre cada par de
poblaciones (Tablas 13 y 14). Dio como resultados un coeficiente de correlacién (R) con un
valor de -0,017 vy al realizar las pruebas de significancia se obtuvo un valor de 0,48 (Anexo
15). El coeficiente de correlacion bajo y su falta de significancia implica que no existe una

correlacion entre las distancias genéticas y geogréaficas.

Al realizar una PCoA via matriz de covariancia sin estandarizacion de datos usando
como variable los Fst obtenidos para cada pareja de poblaciones se obtuvo el gréafico que se
puede observar en la Figura 7. Este grafico ubica a las poblaciones segun su distancia
genética. Se observa una distribucion heterogénea de las poblaciones, en donde la
poblacion Quebrada Cruz Loma (T) y Monteserrin bajo (M) son las més cercanamente
ubicadas mientras que Pasochoa (P) y Pefias Blancas (C) se encuentran igualmente
cercanas. Tanto Antisanillo (A) como Lloa (L) se encuentran lejanas de las demas

poblaciones y entre si. El porcentaje de variacion explicado por los ejes es el 80,85%.

Un AMOVA (andlisis de variancia molecular) fue realizado para distinguir en
donde se ubica la mayor variacion genética. Los resultados del AMOVA se pueden
visualizar en la Tabla 15. La variacion genética se encuentra en un 94,26% dentro de las

poblaciones y en un 5,74% entre poblaciones. Estos datos son altamente significativos.
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6. DISCUSION

6.1 LOCALIDADESY MUESTRAS OBTENIDAS

La obtencidon de muestras fue un proceso que tomo tiempo y planificacion ya que
aun no existe un registro preciso de la distribucion de la especie estudiada. A lo largo de
esta tesis se pudo observar que D. mesophragmatica efectivamente se encuentra en las
estribaciones de los Andes entre los 2 700 y 3 600 msnm. La temperatura promedio es baja
(7 a 13°C) vya que son poblaciones que se encuentran en la montafia a una altura
considerable (Tabla 3). En una montafa, la temperatura del aire baja aproximadamente
6,5°C por cada 1 000 m de altura, por esta razdn tenemos una temperatura baja. Ademas se
observa una fuerte diferencia entre la temperatura de la noche y del dia. Esto se debe a que
el aire de la montafia tiene menos particulas y retiene menos energia del sol que el aire al

nivel del mar (UNEP, 2002).

La temperatura promedio en 4 de las 6 poblaciones fue muy similar, estas
poblaciones son Quebrada Cruz Loma (T), Pasochoa (P), Lloa (L) y Antisanillo (A). Las
dos temperaturas promedio que difieren son la de Pefias Blancas (C) y Monteserrin Bajo
(M). Pefias Blancas tiene una temperatura promedio mas baja que las demas mientras que
Monteserrin Bajo una temperatura promedio mas alta. Al observar la altura de cada
poblacién, es probable que esto se deba a que la poblacion de Pefias Blancas se encontraba
a una mayor altura sobre el nivel del mar que las deméas mientras que Monteserrin Bajo fue
la poblacion que se encontraba a una menor altura sobre el nivel del mar. Como ya se

explico, la temperatura va descendiendo mientras mayor sea la altura (UNEP, 2002). Por
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otro lado, la humedad relativa es mas o menos constante en las poblaciones (Tabla 3). La
humedad relativa indica el porcentaje de agua presente en una masa de aire en relacion a la
humedad absoluta que podria contener esta masa sin que exista condensacion del agua. La
cantidad de agua contenida en el ambiente es cercana al maximo absoluto en las localidades
utilizadas. No existe correlacion entra la temperatura y la humedad relativa. Esto se debe a
que la humedad existente en un sitio determinado depende de un gran nimero de factores
como la cantidad de agua presente, la geografia del mismo, los seres vivos presentes y no

solamente de la temperatura.

6.2 EXITO DE LA TRANSFERENCIA DE LOS MARCADORES

La transferibilidad de los microsatélites de D. mojavensis a D. mesophragmatica fue
baja (Tabla 4). La mayoria de los primers utilizados si dieron lugar a una amplificacion
pero en la mayoria de casos la cantidad de bandas era demasiado numerosa, la visibilidad
de las bandas era muy mala o el locus era monomorfico. El 70,8% de los primers
amplificaron, esto difiere de lo encontrado en los estudios de Barbara et al. (2007) en donde
se sugiere que un 61% de los marcadores polimorficos amplifican al ser transferidos de una
especie a otra cuando se trabaja dentro de un mismo género en el caso de artropodos. En los
estudios hechos por Barbara et al. (2007), se toma en cuenta el porcentaje de marcadores
que amplifican y que dan un resultado legible. En el caso de los marcadores que
amplificaron en este estudio, la mayoria de ellos daban resultados ilegibles, con demasiadas
bandas o con bandas leves. Algunos de los primers utilizados eran demasiado inespecificos

para la especie estudiada. Es por esta razon que su union al ADN era poca especifica y daba
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como resultado la amplificacion de varias regiones del ADN, resultando en una lectura con
gran cantidad de bandas y haciendo imposible la identificacion de los alelos deseados. Esto
se tratd de evitar elevando la temperatura, sin embargo en muy pocos casos se logro

corregir esta falla.

De los 24 pares de primers ensayados, solamente 5 dieron una amplificacion
positiva con bandas claras para su lectura y presentaron polimorfismo. Esto quiere decir
que se obtuvo una transferibilidad del 20,8%, lo cual difiere de lo encontrado por Barbara
et al. (2007). Ellos observaron que un 62% de marcadores amplifican y presentan
polimorfismo al transferir de una especie a otra dentro del mismo género en artrépodos. Sin
embargo encuentran también que en especies tropicales, el porcentaje de transferencia de
marcadores polimorficos es de 41% (aqui no se especifica el grupo ni rango taxonémico).
De la misma manera en especies endémicas el porcentaje de transferencia es de 59% (aqui
tampoco se especifica grupo ni rango taxondémico) (Barbard et al., 2007). En D.
mesophragmatica el porcentaje de marcadores polimoérficos que amplifican es baja,
probablemente se deba a que es una especie tanto tropical como endémica. Otra razén por
la cual el porcentaje de amplificacion podria ser bajo es porque segun Barbara et al. (2007),
las especies con ciclos de vida cortos tienen un éxito de amplificacion mas bajo y por lo
tanto una tasa de mutacion mas elevada lo cual dificulta la transferibilidad de marcadores

de una especie a otra.

La baja transferibilidad también se puede explicar porque la especie de la cual

provienen los microsatélites, D. mojavensis, es una especie con un habitat y una
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distribucion completamente distintos al de D. mesophragmatica. Esta diferencia de habitat
genera diferentes tasas de mutacion, lo que a su vez baja la tranferibilidad. Ademas, a pesar
de que D. mesophragmatica y D. mojavensis son del mismo género, no son del mismo
grupo. D. mesophragmatica pertenece al grupo mesophragmatica mientras que D.
mojavensis pertenece al grupo repleta, los dos grupos provienen de la misma radiacion
(repleta) (Van der Linde y Houle, 2008). Se utiliz6 los primers de D. mojavensis porque no
existian publicaciones de estudios con primers de las especies del grupo mesophragmatica.
D. mojavenis es una de las 12 especies de Drosophila de las cuales se tiene el genoma
completo secuenciado y existe un gran nimero de marcadores microsatélites especificos

para esta especie.

Las condiciones que se utilizaron tanto para la PCR como para la corrida de las
muestras de cada marcador son diferentes a las condiciones utilizadas en los estudios cuyo
objetivo fue sintetizar estos marcadores (Tabla 5). Esto se debe a que no habia
amplificacion en D. mesophragmatica al usar las condiciones mencionadas en los articulos.
La condicion méas importante fue la temperatura y la cantidad de ciclos de la PCR. En
ningun caso se realizé la PCR touchdown con 36 ciclos (3:3:30) o la temperatura de
anillamiento de 56°C que proponia los articulos de Etges et al. (2007) y Staten et al.

(2004).
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6.3 NUMERO DE MARCADORES UTILIZADOS

El nimero de marcadores utilizados (cinco) fue el adecuado para los analisis de
diversidad genética de las poblaciones, los de variancia geneética y estructura poblacional.
La diversidad genética promedio de las poblaciones es extremadamente alta cuando se toma
en cuenta solo uno de los marcadores, sin embargo al tomar en cuenta 4 de ellos o los 5 se
llega a un valor estable, lo cual nos indica que aunque se usaran mas marcadores, la
diversidad genética tendria un valor equivalente a la que se obtiene con 5 marcadores
(Figrua 2 y 3). Lo mismo sucede con la variancia genética, es decir mientras mas
marcadores se toman en cuenta, ésta se va estabilizando hasta que a los 4 y 5 marcadores el
valor obtenido es practicamente el mismo. Esto también nos indica que al utilizar més
marcadores se obtendria el mismo valor, por lo tanto no fue necesaria la blsqueda
marcadores adicionales (Figura 4 y 5). Los resultados obtenidos pueden indicar con
bastante claridad la diversidad que tiene cada poblacion, la variancia genética que hay entre

ellas y ademas darnos una idea acerca de la estructura poblacional.

6.4  ANALISIS INTRAPOBLACIONALES

6.4.1 DIVERSIDAD GENETICA EXISTENTE EN LAS POBLACIONES

La mayoria de los locus estudiados muestran una gran cantidad de alelos (Tabla 6 y

Figura 6) y no hay una poblacion que demuestre una cantidad superior o inferior

significativa que el resto en cuanto al numero de alelos por locus. La cantidad de alelos
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unicos es elevada, lo cual también indica que la variabilidad es elevada (Tabla 7). Existe
una cierta diferencia en cuanto a la cantidad de alelos Unicos por poblacion, siendo
Quebrada Cruz Loma (T) la que mas alelos Unicos tiene mientras que Pasochoa (P) no tiene
ninguno. En el caso de Pasochoa (P), probablemente la cantidad de individuos (n=9)
muestreados para esta poblacion hizo que no se encuentre alelos Unicos en esta poblacion.
Lo mas probable es que si se hubiera logrado conseguir los 20 individuos como en las
demas poblaciones, si se tendria alelos Unicos. En cuanto a Quebrada Cruz Loma (T),
igualmente la cantidad de alelos Unicos que tiene puede deberse al azar y no ser
significativa. La otra opcion seria que es una poblacion mas aislada que las demas y que
tiene menos interaccion con las otras, sin embargo esta teoria no es consistente con los

analisis realizados.

En cuanto a los indices de variabilidad genética, nos indican valores relativamente
uniformes, es decir no existe una poblacion que tenga una mayor o menor variabilidad.
Ademas los valores indican que las poblaciones si tienen variabilidad genética, lo cual es de
extrema importancia en las poblaciones de una especie ya que esto lleva a una mayor
posibilidad de adaptacion en caso de que existan presiones selectivas (Beebee y Rowe,
2008). En la tnica poblacion en donde se observa una ligera diferencia que el resto es en la
poblacion de Pasochoa (P). Esta poblacion tiene una diversidad genética promedio mas
elevada que el resto de poblaciones, la cual podria estar influenciada por un nimero menor
de individuos (n=9) con un nimero de alelos similar a aquellas poblaciones con (n=20). Es
por esta razon que la heterocigosidad observada es similar al de las otras poblaciones

mientras que la esperada es mas elevada. Sin embargo, resultd positivo en cuanto a que los
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individuos fueron bastante variables y dieron lugar a una diversidad alélica igual de
abundante que las poblaciones con 20 individuos. Se espera por lo tanto que con 20
individuos de esta poblacion, la heterocigosidad esperada sea menos elevada y se obtenga

una cifra parecida a la de las demas poblaciones (Tabla 8).

6.4.2 EQUILIBRIO H-W

Los resultados de los andlisis indican que por lo menos dos loci de cada poblacion
no estdn en HWE. Es comun obtener uno o algunos loci que no cumplen con HWE, otros
estudios de estructura poblacional que han encontrado lo mismo son Schiffer et al., 2007;
Capy et al., 2000; Cobb et al., 2000; Frydenberg et al., 2002; Pascual et al., 2001 y Schiffer
et al., 2007. Una causa para la desviacion podria ser el efecto Walhund, es decir que dos
poblaciones se confundan con una (Freeland, 2005). Cuando existe el efecto Walhund lo
que sucede es que las subpoblaciones (2 0 mas) tienen diferentes frecuencias alélicas y por
lo tanto la heterocigosidad se reduce. A pesar de que el muestreo se efectud en un area
reducida, la capacidad de dispersion de D. mesophragmatica es alta. Por lo tanto es dificil
definir los limites de cada poblacién y, como se vera méas adelante, es probable que las
poblaciones en estudio sean metapoblaciones. Adicionalmente, la desviacion del HWE
puede existir cuando las poblaciones no estan en panmixia, es decir cuando no existe un
apareo al azar. Hay evidencia de que las moscas no se aparean al azar, sino que prefieren
individuos con caracteristicas parecidas (van Heerwarden et al., 2009). Esto nos indica que

la ausencia de panmixia es una posible razon (Tabla 9).
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Otras posibilidades que pueden explicar la desviacion de HWE son que haya
seleccion de un genotipo en particular, que exista deriva génica, que existe desequilibrio
ligado, por efectos de mutacion, endogamia o migracion. La seleccion de un genotipo en
particular usualmente no es el caso ya que los microsatélites son secciones repetitivas del
ADN Yy no codifican para un producto, por lo tanto deberian ser neutros a la seleccion
natural (Beebee y Rowe, 2008). La deriva génica es una posibilidad, ya que no se conoce el
tamafo de las poblaciones. Si son pequefias, la deriva génica puede estar actuando de tal
manera que influya en las proporciones de homocigotos. El desequilibrio ligado, como se
explica posteriormente, no es significativo en estas poblaciones y por lo tanto no es una
explicacion. La mutacion puede ser otra fuerza que lleve a la desviacion del HWE, ya que
las tasas de mutacion de los microsatélites son bastante altas (Freeland, 2005). La
endogamia es otra explicacién a la desviacion del equilibrio ya que si existe endogamia en
las poblaciones. Por altimo, el flujo génico también puede estar influyendo ya que a pesar
de que existe estructuracion poblacional, potencialmente habria escenario de flujo génico a

través de migracion.

La desviacion del HWE en muchos casos puede ser el resultado de un error de
muestreo (Freeland, 2005). En este caso esto puede ser que haya un error de muestreo, ya
que a pesar de que el nimero de individuos total es alto, el nimero de individuos de cada
poblacion es de solamente 20 (y en un caso 9). La dificultad en la obtencion de los
individuos y la cantidad de poblaciones (que implicaba un numero total de individuos alto)
obstaculizo la posibilidad de utilizar mas individuos por poblacion. Sin embargo, la falta de

muestreo no es necesariamente el unico factor que dio lugar a este resultado. EI HWE se
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alcanza al cumplirse ciertas condiciones, y en la naturaleza en varios casos no se la puede

obtener.

6.4.3 EQUILIBRIO LIGADO

Como se menciono en el parrafo anterior, los loci en estudios estan en equilibrio
ligado. Esto quiere decir que la segregacion de cada uno de ellos es independiente de los
demas. En este caso el nimero efectivo de loci es 5, y por lo tanto los 5 loci utilizados en el
estudio sirven para los analisis genéticos (Freeland, 2005). Los tres pares de loci que se
encontraron en desequilibrio ligado solamente lo estaban para una de las seis poblaciones,
por lo tanto no se los tomo en cuenta como loci en desequilibrio ligado (Tabla 10 y Anexo

12).

Los estudios intrapoblacionales indican que son poblaciones saludables, es decir
bastante variables, lo cual es muy importante para poblaciones de una especie endémica
como es D. mesophragmatica. El ambiente esta en constante cambio y es necesario que las
poblaciones evolucionen continuamente y se adaptan a diferentes presiones selectivas.
Ademas una variacion genética baja da lugar a endogamia, lo cual reduce el fitness de los

individuos (Freeland, 2005).
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6.5 ANALISIS INTERPOBLACIONALES

6.5.1 ENDOGAMIA

Los analisis de endogamia indican que en las poblaciones de Antisanillo (A),
Quebrada Cruz Loma (T) y Pasochoa (P) la heterocigosidad es mas baja de lo esperado, lo
cual indica que si existe endogamia (Tabla 11). El tamafio de la poblacion tiene bastante
influencia sobre la endogamia. Una de las explicaciones seria por lo tanto que el tamafio de
estas poblaciones es menor al de las otras tres poblaciones, Lloa (L), Monteserrin bajo (M)
y Pefias Blancas (C). Estas no muestran sefiales de endogamia (Tabla 11). Sin embargo el
Fir en todas las poblaciones se acerca mas a 0 que a 1, y al medir la endogamia de cada
individuo respecto al total de poblaciones el resultado nos indica que la endogamia no es

significativa en las poblaciones, esta presente pero no esta afectando la variabilidad.

6.5.2 DIVERGENCIA GENETICA ENTRE POBLACIONES

El estadistico Fst mide la diferenciacion genética entre poblaciones al medir el
grado de endogamia dentro de una poblacion relativo al total de todas las poblaciones
(Freeland, 2005). En este estudio se obtuvo una diferenciacion genética leve en cuatro de
las comparaciones y una diferenciacion genética moderada en el resto. Las permutaciones
nos indican que a pesar de que los Fst sean bajos, la diferenciacion genética es significativa
en todas las comparaciones con la excepcion de Pasochoa (P)-Pefias Blancas (C) (Tabla

12). Esto sugiere que a pesar de que las poblaciones no tienen valores altos de
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diferenciacion genética, los valores obtenidos del Fst no son producidos por el azar y que si
existe una cierta estructuracion poblacional. La razon por la cual el valor Fst no es
significativo cuando se compara a las poblaciones Pasochoa y Pefias Blancas puede ser por
varias razones. Una de ellas es que a pesar de que la distancia entre las dos poblaciones es
grande, no se encuentran separadas por una cordillera. Probablemente la ubicacion de cada
poblacién es facilmente accesible para la otra y existe una gran cantidad de flujo génico
entre las dos. Sin embargo este resultado también podria explicarse por el hecho de que en
la poblacion de Pasochoa el nimero de individuos recolectados fue menor. La falta de datos
de esta poblacién podria producir el aparente resultado de que es mas parecida

genéticamente a la poblacion de Pefias Blancas de lo que en realidad es.

6.5.3 BARRERAS GEOGRAFICAS Y HUMANAS

Como se mencioné en el parrafo anterior, la significancia de los datos obtenidos
indica la existencia de una estructuracion poblacional. La prueba de Mantel demuestra que
no existe correlacion entre la distancia genética y la distancia geogréafica (r = -0,017). Esto
significa que se puede afirmar que en estas poblaciones no se aplica el modelo de
aislamiento por distancia, es decir que mientras méas alejadas se encuentren las poblaciones,
menos flujo génico habré (Balloux y Moulin, 2002; Freeland, 2005). Este resultado no es
sorprendente si se toma en cuenta las condiciones geologicas en las cuales se encuentran las
poblaciones. Se escogio cuatro poblaciones en las dos cordilleras (al lado este y oeste de
cada una) y dos poblaciones en la zona interandina. Justamente por esto, a pesar de que dos

poblaciones estén cercanas, su flujo génico no sera necesariamente mayor a dos
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poblaciones que estén mas alejadas. Lo que se asume es que las cordilleras actian como
barrera e impiden la migracion de la mayoria de individuos de un lado al otro de la misma.
D. mesophragmatica se encuentra por lo general a una altura de 2700 a 3600 msnm
(Céspedes, 2010). Las cordilleras andinas superan esta altura, por lo tanto son inaccesibles
para los individuos de las poblaciones e impiden que crucen de un lado al otro de la
cordillera. Es importante saber que en las dos cordilleras hay montafias que no alcanzaran
una altura tan extraordinaria como otras, estos espacios permitirian entonces el paso de los
individuos. Sin embargo el flujo probablemente es mucho menor de lo esperado de si se

tratara de un territorio plano.

La montafia en si actuaria como barrera fisica, pero la diferencia de habitat actla
como barrera ecoldgica. Un estudio que apoya esta idea es aquel de lliadi et al. (2001). Esta
publicacién afirma que existe una fuerte diferenciacion entre las subpoblaciones de D.
melanogaster que viven en diferentes pendientes de un sistema montafioso. Esto se puede
explicar por la diferente cantidad de radiacién solar, humedad y temperatura que crean
habitats diferentes. Ademas, por estos mismos factores la vegetacién y por lo tanto fuente
alimenticia de las moscas va a ser muy diferente en dos pendientes a distintos lados de un
sistema montafioso. La adaptacion local a pendientes con diferentes habitats aumenta la

divergencia genética entre poblaciones.

Se realiz6 un analisis de coordenadas principales con los datos del Fsr. El alto
porcentaje de variacion explicado por los ejes (80,85%) nos indica que las distancias

genéticas (Fsr) entre las poblaciones estan reflejadas con claridad en el gréfico (Figura 7).
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Los resultados obtenidos nos indican que existe un mayor flujo génico entre las poblaciones
Quebrada Cruz Loma (T) y Monteserrin Bajo (M) y entre las poblaciones Pasochoa (P) y
Pefias Blancas (C) mientras que las poblaciones de Lloa (L) y Antisanillo (A) tienen un

flujo génico bajo con todas las poblaciones y entre ellas.

En cuanto a Quebrada Cruz Loma (T), Lloa (L) y Monteserrin Bajo (M) (que son
las tres poblaciones situadas hacia el norte del area muestreada), la ubicacion geografica de
cada poblacion probablemente explica el por qué de estas distancias genéticas. La
poblacién Quebrada Cruz Loma (T) se encuentra ubicada en la cordillera occidental hacia
el lado de la zona interandina mientras que la de Lloa (L) estd también en la cordillera
occidental pero hacia la costa. La pobacion Monteserrin Bajo (M) se encuentra en la zona
interandina. A pesar de que Quebrada Cruz Loma (T) se encuentra mucho méas cercana a
Lloa (L) (esta a tan s6lo 8,35 km de distancia) (Tabla 13 y Figura 7) que de Monteserrin
Bajo (M), existe una cordillera (la occidental) entre Lloa (L) y las otras dos poblaciones,
evitando asi una migracion muy fuerte a través de esta barrera. Por otro lado, no existe esta
barrera geografica entre Quebrada Cruz Loma (T) y Monteserrin bajo (M), entonces a pesar
de su distancia geogréfica (31,63 km), la migracion es mas factible entre las dos. Algo
parecido sucede con las otras tres poblaciones. Antisanillo (A) se encuentra mas cercana a
Pefias Blancas (C) (a 14,37 km) que Pasochoa y Pefias Blancas (C) entre si (separadas por
33,25 km). Sin embargo, Antisanillo (A) se encuentra en la cordillera oriental hacia el
Oriente, mientras que Pefias Blancas (C) se encuentra en la cordillera oriental hacia la zona

interandina y Pasochoa (P) se encuentra en la zona interandina. El flujo génico entre
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Antisanillo (A) y las otras dos poblaciones cercanas se ve obstaculizado por la cordillera

(oriental) que les separan.

Las ubicaciones de Antisanillo (A) y Lloa (L) en el PCoA son lejanas a las demas
poblaciones y entre si ya que se encuentran blogueadas de las otras poblaciones por las dos
cordilleras, Lloa (L) por la cordillera occidental y Antisanillo (A) por la cordillera oriental.
Es por lo tanto comprensible que su distancia genética les ubique alejadas, probablemente
existe menos flujo génico con las otras poblaciones por el mismo hecho de que existe esta

barrera.

Un fendmeno que no se puede explicar por la barrera que constituyen las dos
cordilleras es la cantidad poco significativa de flujo génico entre Monteserrin Bajo (M) con
Pasochoa (P) y Pefias Blancas (C) asi como entre Quebrada Cruz Loma (T) con Pasochoa
(P) y Pefias Blancas (C). La primera explicacion que viene a la mente seria que la distancia
es mayor entre dichas poblaciones. Sin embargo, como se puede ver en la Tabla 16, este no
es el caso. Las distancias entre las cuatro poblaciones son mas 0 menos equivalentes con la
excepcién de Monteserrin Bajo (M) y Pasochoa (P) que se encuentran un poco mas alejadas
(a 48,47 km). Las distancias son incluso a veces menores entre las poblaciones con menor
flujo génico. La ausencia de una mayor cantidad de flujo génico no se puede explicar ni por
la distancia geogréafica ni por la barrera fisica de las cordilleras. Una explicacion podria ser
que cada pareja de poblaciones cuyo flujo génico es alto tienen ciertas rutas migratorias que
no tienen con las otras poblaciones. El hecho de que Quebrada Cruz Loma (T) y

Monteserrin Bajo (M) estén més hacia el norte y Pasochoa (P) y Pefias Blancas (C) mas
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hacia el sur posiblemente facilita la migracion de los individuos entre estas poblaciones.
Otra explicacion posible es la fragmentacion por asentamientos humanos, es decir que las
rutas entre las poblaciones hacia el sur y hacia el norte estan interrumpidas por pueblos y la
ciudad de Quito, sus alrededores y las zonas agricolas (Marquet, 2002). Estos diferentes
tipos de asentamientos humanos (tanto ciudades como areas cultivadas) fragmentan los
habitats de las moscas al derrumbar los bosques en donde viven. Las poblaciones se ven
obligadas a encontrar refugios en otros bosques o en quebradas. Su habitat se reduce y sus

rutas migratorias son interrumpidas.

En el caso de que los asentamientos humanos y zonas agricolas expliquen la falta de
flujo génico entre las poblaciones del norte y las del sur de la zona interandina, habria que
explicar por qué éstos estan actuando como barrera para el flujo entre estas poblaciones y
no para el flujo entre Quebrada Cruz Loma (T) y Monteserrin bajo (M). Como se observa
en la Figura 1, entre estas dos poblaciones esta la ciudad de Quito. Esta constituye una
barrera enorme para la dispersion de los individuos. ¢Por qué entonces en este caso si existe
un gran flujo génico? Para ir desde la Quebrada Cruz Loma (T) hasta Monteserrin bajo (M)
y vice versa, los individuos han encontrado una ruta de dispersion. Es muy dificil saber los
caminos exactos tomados por las moscas pero es probable que existan rutas de flujo génico
alrededor de la ciudad que permiten la dispersion de los individuos de una poblacion a otra,
posiblemente a través de bosques o0 bien zonas poco habitadas. Otra explicacion podria ser
el cambio en la geografia de Quito a lo largo del tiempo. Al ser una ciudad construida en
las faldas de un monte, su crecimiento ha sido bastante irregular a través de los tiempos. En

tan solo 50 afios, la poblacion de Quito urbano y rural es cinco veces lo que era (Murray, en
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linea, 1998). Existe por lo tanto la posibilidad de que la dispersion se haya dado antes de
que la ciudad de Quito crezca hacia el norte. Las rutas migratorias que existian pueden
haber facilitado una dispersion alta de individuos de las dos poblaciones entre si. Esas rutas
pueden haber desaparecido ahora, pero la interaccion entre individuos reciente hace que
sean mas parecidas genéticamente. De la misma manera el clima de Quito y sus alrededores
hace algunas décadas era mas frio lo cual igualmente pudo haber facilitado la migracién de
individuos (Murray, en linea, 1998). Por ultimo, las zonas adyacentes a la ciudad no
estaban tan fragmentadas como actualmente se encuentran, antafio existian menos areas de
cultivo. Las zonas no intervenidas también pueden haber actuado como rutas para el
intercambio de individuos. Lo que estd claro es que existen o existian rutas de dispersion
entre Quebrada Cruz Loma (T) y Monteserrin bajo (M) que no son factibles entre Quebrada

Cruz Loma (T) y Monteserrin bajo (M) con Pasochoa (P) y Pefias Blancas (C).

6.5.4 FLUJO GENICO EXISTENTE UNE LAS DIFERENTES POBLACIONES

A pesar de que se habla de este flujo génico reducido entre algunas poblaciones,
solamente se puede decir que es un flujo génico reducido en comparacion con el que existe
entre otras poblaciones de este mismo estudio. Los valores de los Fst, como ya se ha
mencionado, son de todas maneras bajos y la divergencia genética es asimismo baja. Esto
revela que a pesar de todas las barreras y asentamientos humanos si existe flujo génico

entre todas las poblaciones, pero en diferente magnitud.
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Para complementar los analisis se realiz6 un AMOVA, el cual demostré que la
mayor parte de la variancia (94,26%) se encuentra dentro de las poblaciones, es decir entre
los individuos de una poblacion (Tabla 15). Este resultado apoya los analisis anteriores,
tanto los intrapoblaciones como los interpoblacionales. Ya se menciono que la cantidad de
alelos, la heterocigosidad esperada, el rango alélico son bastante fuertes, es decir que existe
una diversidad genética considerable en cada poblacion. EI AMOVA también esta
indicando esto ya que el 94,26% de la variancia es intrapoblacional. Ademas, los analisis
interpoblaciones Fst muestran una divergencia muy ligera entre poblaciones. EI AMOVA
igualmente estd confirmando estos resultados ya que solamente el 5,64% de la variancia es

interpoblacional.

Los resultados obtenidos nos estarian indicando es que existe poca divergencia
genética (ya que los Fst son bastante bajos), pero aln asi existe una cierta estructuracion
poblacional (porque la significancia de los Fst es alta). Es muy probable que las
poblaciones en estudio se traten de una metapoblacién. Una metapoblacion es un conjunto
de poblaciones que interactdan por la dispersion de individuos a través de ellas. Muchas
especies existen asi porque el paisaje en el que se encuentran es desigual, sea esto por
pérdida de habitat, fragmentacion, entre otros. Estos paisajes desiguales representan una de
las situaciones donde las teorias y modelos de metapoblaciones son particularmente
adecuadas (Marquet, 2002). En este caso, es claro que el paisaje donde habita la especie es
desigual, no solamente porque se encuentra en y entre dos cordilleras y su habitat de

preferencia es a un cierto rango de altura, sino porque también entre las diferentes



58
poblaciones existen asentamientos humanos, el mas importante siendo la ciudad de Quito y

sus extensos alrededores los cuales incluyen areas agricolas.

La metapoblacion de D. mesophragmatica tiene un flujo génico importante entre
sus poblaciones. Se ha visto que el flujo génico es alto en animales que pueden volar como
es el caso de D. mesophragmatica. Las diferentes especies del genero Drosophila se
mueven en caminos relativamente rectos (dentro de lo posible) a velocidades moderadas
hasta encontrar alimento. Después de haberse alimentado, se mueven poco (Begon et al.,
1990). Es dificil estimar la tasa a la cual se mueven los individuos de este género por ser
especies gue tienen un ciclo de vida bastante corto, ademas existe una variacion enorme en
cuanto a la dispersion de Drosophila segin la especie y sus respectivos habitos
alimenticios. Algunas especies se mueven tan solo unos pocos metros al dia mientras que

otras pueden moverse kildmetros en un dia (Dobzhansky y Wright, 1943; Simon, 2010).

El intercambio de genes provocado por la dispersion entre poblaciones homogeniza
las frecuencias alélicas de las distintas poblaciones y hace que los efectos de seleccién y
deriva génica sean bajos. Ademas, impide en un cierto grado la adaptacién local y por lo
tanto la especiacion (Bridle et al., 2009). Por otro lado, el flujo génico también genera
nuevos polimorfismos en las poblaciones (Balloux y Moulin, 2002). Este fendmeno tiene
beneficios para la especie y su presencia en la especie estudiada nos provee mas evidencia

de su buena salud genética.
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Las poblaciones de D. mesophragmatica estudiadas estan al parecer bastante
saludables genéticamente al tener una gran variacion genética y de la misma manera un
flujo génico importante que permite mantener esta variacion. Al parecer las dos cordilleras
y posiblemente los asentamientos humanos estan actuando como barreras e impidiendo en
un cierto grado el flujo de genes de una poblacion a otra. Por el momento esto no parece
haber afectado las poblaciones ya que la mayor parte de la variacion se encuentra dentro de
las poblaciones, sin embargo en el futuro podria llevar a la adaptacion local de cada

poblacién a su medio.
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7. CONCLUSIONES

La transferibilidad de los marcadores de D. mojavensis a D. mesophragmatica fue
muy baja. EI hecho de que D. mesophragmatica sea una especie endémica, tropical y que
tenga un ciclo de vida corto seguramente bajo la transferibilidad de los marcadores.
Ademas, el parentesco entre las dos especies no es lo suficientemente fuerte como para que
la transferencia sea bastante exitosa. El haber logrado transferir cinco microsatélites y
poder usarlos para futuros estudios de especies del grupo mesophragmatica es de gran
importancia. Sin embargo el esfuerzo y tiempo necesarios para la transferencia supera el
beneficio, el desarrollo de primers especificos para el grupo seria posiblemente una mejor

idea.

Los estudios de diversidad genética muestran poblaciones con bastante variabilidad
y por lo tanto saludables genéticamente. Este es un resultado positivo ya que las
poblaciones de una especie necesitan variabilidad para adaptarse constantemente a

presiones selectivas.

La diferenciacion genética entre las poblaciones es baja, es decir las poblaciones son
bastante parecidas. La mayor parte de la variacion se da entre los individuos de las
poblaciones mas no entre poblaciones. Esto nos indica que el flujo génico es importante
entre todas las poblaciones. Este flujo es lo que permite que se mantenga la variabilidad
genética en cada poblacidn, pero a su vez impide en cierto grado la adaptacién local al

medio.
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No existe correlacion entre la distancia genética y la distancia geografica. Lo que

parece estar sucediendo es que los Andes estan actuando como barrera de un flujo génico
elevado para las poblaciones que se encuentran tanto hacia la Costa (Lloa) como hacia el
Oriente (Antisanillo). Por otro lado, la ciudad de Quito y sus alrededores asi como otros
asentamientos humanos también podrian estar actuando como barreras de un flujo génico

elevado entre ciertas poblaciones.

Lo que estaria sucediendo con estas poblaciones de D. mesophragmatica es una
cierta adaptacién local de cada poblacion a su medio, pero adn existe flujo génico entre
ellas. Se tratarian de metapoblaciones. EI hecho de que el flujo entre algunas poblaciones es
menor probablemente se debe a la fragmentacion existente. Por el momento esto no parece
estar afectando el fitness de las poblaciones, sin embargo en el futuro podria ser causa de
inquietud. Los asentamientos humanos como ciudades y zonas agricolas interrumpen las
rutas migratorias entre poblaciones y reducen su héabitat. La fragmentacion es cada vez
mayor, y combinado con el calentamiento global podria volverse un grave problema para

las poblaciones de D. mesophragmatica.

La dinamica genética de estas poblaciones es bastante complicada y ésta podria
verse afectada por las barreras naturales y por barreras humanas. Estudios posteriores sobre
esta especie y otras especies del grupo serian interesantes para entender como se podria

evitar dafar esta dinamica tan fragil.
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Fuente: Google Maps

Mulaticu,

Atuntaqui

Tabion

Pintag

) Fuente: Google Maps

B. Mapa topografico. L = Lloa, T = Quebrada Cruz Loma, M = Monteserrin Bajo, P =
Pasochoa, C = Pefias Blancas, A = Antisanillo.

Figura 1. Lugares de captura de D. mesophragmatica de la Provincia de Pichincha,

Ecuador
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Figura 2. Valores de h seguin la combinacion de marcador tomado en cuenta. Los
numeros del eje x son la combinacion de marcadores existente. El primer nimero indica
cuantos marcadores se estan tomando en cuando. El nimero después del punto indica el

marcador o la combinacién de marcador utilizado.
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Figura 3. Valores de h promedio segun el nimero de marcadores utilizados. Los
numeros del eje x indican cuantos marcadores se utilizaron. En cada caso, se promedio el

valor h obtenidos con un marcador, con dos marcadores, etc.
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Figura 4. Valores de Theta (H) segun la combinacion de marcador tomado en cuenta.
Los nameros del eje x son la combinacion de marcadores existente. El primer nimero
indica cuantos marcadores se estan tomando en cuando. EI nimero después del punto

indica el marcador o la combinacién de marcador utilizado.
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Figura 5. Valores de Theta (H) promedio segun el nimero de marcadores utilizados.
Los numeros del eje x indican cuantos marcadores se utilizaron. En cada caso, se promedio

el valor Theta (H) obtenidos con un marcador, con dos marcadores, etc.
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Figura 6. Numero de alelos por locus en cada poblacion (grafico hecho por Arlequin)
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Figura 7. PCoA via matriz de covariancia sin estandarizacion de datos usando como
matriz los Fst entre parejas de poblaciones. L = Lloa, T = Quebrada Cruz Loma, M =

Monteserrin Bajo, P = Pasochoa, C = Pefias Blancas, A = Antisanillo.
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Tabla 1. N° de individuos de D. mesophragmatica capturados en las diferentes

localidades

Total individuos
incluidos
investigacion

N° machos NP° isolineas

Localidad Fecha colecta
recolectados sembradas

09/07/09 0 0
Q“em""da(%r“z Loma 4 4/07/09 11 11 20
24/07/09 6 9
24/08/09 0 8
Pasochoa (P) 02/09/09 5 5 9
16/09/09 11 7
Pefias Blancas (C) 24/09/09 6 4 20
14/10/09 0 4
16/11/09 15 6
Lloa(lL) 25/11/09 5 2 20
o 16/12/09 23 15
Monteserrin bajo (M) 06/01/10 0 0 20
Antisanillo (A) 16/02/10 22 5 20
Tabla 2. Coordenadas y altura de las localidades muestreadas
Localidad Latitud Longitud Altura (msnm)
Quebrada Cruz Loma (T) S00°11718,8” W 078°31°25” 3300
Pasochoa (P) S 00°25°37,7” W 078°30°49,3” 2892
Pefias Blancas (C) S 00°17°56,1”° W 078°14°37,5” 3628
Lloa(L) S 00°14°04,9” W 078° 34” 58,3 3138
Monteserrin bajo (M) S 00°04°09,1”’ W 078°15°57,0” 2719

Antisanillo (A) S00°25°28,80” W 078°16°21,86” 3352




Tabla 3. Temperatura promedio y humedad relativa promedio de los sitios de

recoleccion de D. mesophragmatica

Temp, °C RH, % Altura

Quebrada Cruz Loma (T) 11,3 73,7 3300
Pasochoa (P) 11,0 86,2 2 892

Pefas Blancas (C) 7,5 74,0 3628
Lloa (L) 11,1 77,4 3138
Monteserrin Bajo (M) 13,2 84,1 2719
Antisanillo (A) 10,9 80,9 3352

80

La temperatura y humedad relativa promedio desde el dia después de la colocacion de las trampas hasta el dia

de recoleccion.



Tabla 4. Primers probados para el presente estudio

81

N° Locus Amplificacion ~ Bandas Claras ~ Polimorfismo
1 DMO0J2010 Si No -

2 DMO0J2020 Si No -

3 DM0J2210 Si Demasiadas -

4 DM0J2300 Si Demasiadas -

5 DM0J2302 Si Si Polimdrfico
6 DMOJ3020 Si Si Polimdrfico
7 DMOJ3030 Si Si Polimorfico
8 DM0J3100 Si Demasiadas -

9 DMO0J3101 Si Si Polimérfico
10 DMO0J4020 Si Demasiadas -

11 DMOJ4030 Si No -

12 DMOJ4050 No - -

13 DMO0J4301 Si No -

14 DMOJ4300 No - -

15 DMOJ5010 No - -

16 DM0J5020 Si Demasiadas -

17 DMO0J5100 Si Demasiadas -

18 DMOJ5200 Si Si Polimdrfico
19 DMOJ5300 No - -

20 DMOJ5503 No - -

21 A2131 No - -

22 M2192 No - -

23 M3147 Si Demasiadas -

24 M496 Si Si Monomorfico

PORCENTAIJE 70,8 20,8




Tabla 5. Condiciones de amplificacion y de corrida (geles de poliacrilamida) de los primers utilizados en el presente estudio

Condiciones PCR

Condiciones corrida en geles de poliacrilamida

Locus Tipo de PCR Ciclosy T° [] ADN:Formamida  Muestra cargada Corrida

95° 1min.

5 ciclos 95° 30s, 60° 30s, 72° 30s 65W
3101 Touchdown 5 ciclos 95° 30s, 57° 30s, 72° 30s 1:0,5 2 ul 2h00

20 ciclos 95° 30s, 54° 30s, 72° 30s

72° 2min.

95° 1min.

5 ciclos 95° 30s, 59° 30s, 72° 30s 65W
3030  Touchdown 5 ciclos 95° 30s, 56° 30s, 72° 30s 1:1 2,5 pl 1h40

20 ciclos 95° 30s, 53° 30s, 72° 30s

72° 2min.

95° 1min.

5 ciclos 95° 30s, 64° 30s, 72° 30s 65W
5200 Touchdown 5 ciclos 95° 30s, 61° 30s, 72° 30s 1:0,5 2 ul 2h00

20 ciclos 95° 30s, 58° 30s, 72° 30s

72° 2min.

95° 1min.

5 ciclos 95° 30s, 61° 30s, 72° 30s 65W
2302 Touchdown 5 ciclos 95° 30s, 58° 30s, 72° 30s 1:0,5 2 ul 2h00

20 ciclos 95° 30s, 55° 30s, 72° 30s

72° 2min.

95° 1min.

5 ciclos 95° 30s, 59° 30s, 72° 30s 65W
3020 Touchdown 5 ciclos 95° 30s, 56° 30s, 72° 30s 1:0,5 2 ul 1h40

20 ciclos 95° 30s, 53° 30s, 72° 30s
72° 2min.
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Tabla 6. Numero de alelos por locus en las seis poblaciones de D. mesophragmatica

Locus N° Alelos
3101 4
3030 3
5200 10
2302 15
3020 9

Promedio 8,2

Tabla 7. Alelos Unicos en cinco poblaciones de D. mesophragmatica

Locus Lloa(L) Quebrada Monteserrin Pefas Antisanillo
C.L.(T) bajo (M) blancas (A)
(©€)
5200 144 170 164 152
2302 189 163, 191
3020 56 58 78

Se indica solamente las poblaciones y los locus para los cuales habia alelos Gnicos
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Tabla 8. Variabilidad genética en las diferentes poblaciones de D. mesophragmatica

Poblacion Ho He d promedio Rango alélico
promedio promedio promedio

Lloa (L) 0.584 0.632 5.800 17.600
Quebrada Cruz Loma (T) 0.531 0.631 5.400 17.600
Monteserrin bajo (M) 0.570 0.586 4.800 15.200
Pasochoa (P) 0.566 0.729 5.500 20.000
Pefas Blancas (C) 0.647 0.676 5.600 14.000
Antisanillo (A) 0.490 0.636 5.200 17.600

H.= Heterocigosidad observada, H.= Heterocigosidad esperada, d= diversidad alélica

Tabla 9. Equilibrio de Hardy-Weinberg segun cada locus estudiado

N° poblaciones con

N° poblaciones que N° poblaciones con desviacion

Locus cumplen HWE Fiesyi.aci(j)n altamente significativa
significativa

3101 2 3 1

3030 5 0 0

5200 1 1 4

2302 4 0 2

3020 2 2 2

Desviacion significativa cuando P < 0,05; Desviacidn altamente significativa cuando P < 0,01
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Tabla 10. Desequilibrio ligado significativo segun par de loci analizados

Poblacién 3020 - 3030 5200 — 3020 2302 — 5200
Lloa (L) - - Significativo
Pasochoa (P) - Significativo -
Pefias Blancas (C) Significativo - -

Se incluyeron las poblaciones en las cuales se encontro significancia para un par de loci, y los par de loci para
los cuales se encontr6 significancia. Desviacion significativa cuando P < 0,05

Tabla 11. Estadistico Fs calculado para cada poblacién y F;r calculado como un

promedio de todas las poblaciones

Poblacion Fis Fir
Lloa (L) 0,06293
Quebrada Cruz Loma (T) 0,13105*
Monteserrin Bajo (M) 0,02826 0.16627
Pasochoa (P) 0,20000*
Pefias Blancas (C) 0,03030
Antisanillo (A) 0,23406**

* Valor significativo P < 0,05; ** Valor altamente significativo P < 0,01
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Tabla 12. Valores Fst por parejas de poblaciones ordenados de menor valor a mayor

Poblaciones comparadas Fst

Pasochoa-Pefias B. 0,02446
Lloa-Monteserrin B. 0,04208
Quebrada C.L.-Antisanillo 0,04398

Quebrada C.L.-Monteserrin B. 0,04536

Lloa-Quebrada C.L. 0,05368
Pefias B.-Antisanillo 0,05395
Quebrada C.L.-Pefias B. 0,05412
Monteserrin B.-Antisanillo 0,05414
Pasochoa-Antisanillo 0,05928
Lloa-Pasochoa 0,06385
Lloa-Pefias B. 0,06535
Lloa-Antisanillo 0,06604
Monteserrin B.-Pefias B. 0,06851
Monteserrin B.-Pasochoa 0,07118
Quebrada C.L.-Pasochoa 0,08055

*Los valores en rojo indican poca diferenciacion genética,
los valores en negro indican diferenciacion genética moderada
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Tabla 13. Distancia geogréafica entre cada par de poblaciones estudiadas (en

kilébmetros)
Quebrada Pefias

Lloa Cruz L. Mont. Bajo Pasochoa Blancas Antisanillo
Lloa 0
Quebrada
Cruz L. 8,3502 0
Mont.
Bajo 39,8045 31,6258 0
Pasochoa 22,7698 26,5848 48,4704 0
Pefias
Blancas 38,394 33,47 25,6884 33,2495 0
Antisanillo 40,4736 38,3461 39,5870 26,8096 14,3718 0

Las distancias geogréaficas son distancias lineales. Fueron calculadas a partir de la coordenadas tomadas en
los lugares de colecta. Se transformd las coordenas a distancias en km con una calculadora en el sitio web
http://www.nau.edu/~cvm/latlongdist.html

Tabla 14. Distancia geogréfica entre cada par de poblaciones (transformadas a In km)

Quebrada Pefas
Lloa Cruz L. Mont. Bajo Pasochoa Blancas Antisanillo
Lloa 0
Quebrada 212229 0
Cruz L.
Mont. 368398 345397 0
Bajo
Pasochoa 3,12544  3,28034 3,88095 0
PeNas 364790  3,51065 324604  3,50404 0
Blancas

Antisanillo 3,70065 3,64665 3,67850 3,28876 2,66527



http://www.nau.edu/~cvm/latlongdist.html

Tabla 15. AMOVA (locus por locus)
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Fuente de Suma de Componentes de Porcentaje
variacion cuadrados variancia Variacion
Entre poblaciones 24.682 0.09557 5.73660
Dentro
Total 353.472 1.66592

P < 0,0000** = altamente significativo

Tabla 16. Distancias geogréaficas segun flujo génico en poblaciones del intervalle o de

la cordillera hacia el intervalle (en km)

Flujo génico més alto

Flujo génico més bajo

Monteserrin B. y Pasochoa 48,47
Monteserrin B. y Quebrada C.L. | 31,63

Monteserrin B. y Pefias B. 25,69

Quebrada C.L. y Pasochoa 26,58
Pasochoa y Pefias Blancas 33,25

Quebrada C.L y Peiias B. 33,47
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Anexo 1. Trampa para la captura de D. mesophragmatica. Botella, capuchdn y banano.
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Anexo 2. Caracteristicas morfoldgicas de D. mesophragmatica

A. D. mesophragmatica vista B. D. mesophragmatica escutelo mostrando

panoramica las cerdas escutelares anteriores divergentes

C. Alade D. mesophragmatica mostrando la vena transversal posterior
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Anexo 3. Estructuras utiles para la identificacion de D. mesophragmatica: A. Genitalia

externa (epandrio), B. Genitalia interna (falo)

A. Epandrio

B. Falo
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Anexo 4. Protocolo de extraccion de ADN

EXTRACCION DE ADN

PROTOCOLO FENOL-CLOROFORMO

- Homogenizar cada espécimen en un tubo de 1.5mL con 200uL de DEB fresco y
colocarlo sobre hielo.

- Enjuagar bien el pistilo y secar.

- Afiadir 5uL de proteinasa K (20mg/mL) y 2uL de RNasa A, vértex suave por 5seg.
e incubar a 50°C durante 60min.

- Afiadir 200uL de cloroformo alcohol isoamilico (24:1), vortex suave por 7seg. y
centrifugar por 10min. a 14000rpm. Sacar el sobrenadante a un tubo limpio y repetir
el paso pero centrifugando solamente 5 min.

- Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 1.5mL limpio.

- Afadir 500uL de etanol 95%. y pipetear bien.

- Almacenar a -20°C durante 30min. o toda la noche.

- Centrifugar a 14000rpm durante 10min. y descartar el sobrenadante

- Afadir 300uL de etanol 70% helado y vortex brevemente a maxima velocidad.

- Centrifugar a 14000rpm durante 5min. y descartar el sobrenadante tratando de sacar
la mayor cantidad de etanol posible.

- Incubar a 37°C con la tapa abierta hasta que se evapore todo el etanol.

- Resuspender el pellet en 40uL de solucion agua ultra pura.
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Buffer DEB: (50 extracciones)

0.5mL SDS 10%

0.4mL NaCl 5M

0.5mL EDTA 0.5M

0.1mL Tris 1M pH8

8.5mL ddi H,O

e SDS 10%: 100g SDS en 900mL de H,O, calentar a 68°C para disolver. Ajustar el
pH a 7.2 afiadiendo HCI concentrado. Ajustar el volumen a 1L con H,O.

Autoclavar.

e NaCl 5M: Disolver 292.2g de NaCl en 800mL de H20. Ajustar el volumen a 1L.

Autoclavar.

e EDTA 0.5M: Afadir 186.1g de EDTA*2H,0 en 800mL de H,O. Mezclar y ajustar

el pH a 8 con NaOH (~20g NaOH). Autoclavar.

e Tris1M: 121.1g Tris/1L més ~ 40.3mL HCI
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Anexo 5. Protocolo gel de poliacrilamida
GEL POLIACRILAMIDA
TRATAMIENTO VIDRIOS

1. Poner incubadora a 55°C y colocar plastico en la mesa. Lavar vidrios y colocarlos
sobre espumaflex.

2. Pesar 249 de Urea (30g para gel grande) y afiadir 16ml de TBE 5x (20ml gel
grande). Incubar esto con papel aluminio tapando el vaso.

3. Tratar los vidrios. Primero limpiar los vidrios 3 veces con un chorro de etanol al
95% moviendo el papel en los dos sentidos.

VIDRIO ATRAYENTE

Solucidn atrayente: 1 ml etanol 95%, 5ul ac. acético glacial, 3ul Bind Silane
Tratar una vez a los dos sentidos, esperar 5 min. y limpiar con 0,5ml etanol 95% en
1 solo sentido.

VIDRIO REPELENTE

Tratar una vez con 1,5ml RAIN®
a los dos sentidos.

4. Lavar los tres separadores y peine y limpiar con etanol 95%.
5. Poner separadores en vidrio atrayente, colocar repelente encima. Ver que estén bien
empatados los separadores y colocar pinzas.
6. Poner Urea en agitacion. Medir 12ul de poliacrilamida y afadir a Grea. Poner todo en
probeta y aforar a 80ml con agua miliQ.
7. Afadar los 2 catalizadores al mismo tiempo.
a. 500 ul de Persulfato de amonio al 10% (0.1g en 1ul agua)
b. 50ul TEMED
8. Verter solucion, colocar peine.

CORRIDA

Sacar peine y separador de abajo (con cuidado de no dafiar frente de migracion)
Poner TBE 1X en la parte de abajo (verificar que valvula esté cerrada)

Colocar gel en cdmara y poner TBE 1X arriba.

Limpiar frente de migracion y colocar peine.

Precalentar gel con programa de 1500 voltios durante 30 minutos.

SAE N A
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Limpiar otra vez, denaturar las muestras. Cargar mas o menos 2ul y correr con

96

programa 1500 voltios durante 2 horas si las bandas son de 130pb a 200pb y 1h40 si

las bandas son de 100pb.

TINCION

1.

No ko

Fijacion en ac. acético durante por lo menos 20 minutos y hasta una noche.
Recuperar ac. acético en botella.

3 lavados de 2 minutos con 1L de agua miliQ.

Anadir formaldehido y nitrato de plata al litro de agua.

45 minutos en nitrato de plata, desechar nitrato en bandeja grande.

Pasarle agua al vidrio parado.

Afadir formaldehido y tiosulfato de sodio a los carbonatos.

Revelar: poner primer litro de carbonato y agitar hasta ver las primeras bandas de
amplificados. Se desecha carbonato en bandeja grande y se pone el nuevo
carbonato, se agita un poco mas hasta ver las bandas.

8. Verter ac. acético recuperado y dejar 5 min.

Botar todo en lavabo y poner 1L de agua, dejar 10-15 minutos sin agitar.

PREPARACION SOLUCIONES

Acido acético 10%: 100 ml &c. Acético glacial mas 900ml agua)

Nitrato de plata 1%: 4 ml stock (8ml stock 12.5%) en 1 L de agua y 1.5ml
formaldehido. VERTER ESTO MOMENTOS ANTES DE ANADIR NITRATO.
Carbonato de sodio 3%: 2 litros con 60 gramos

30 gr/litro méas 1.5ml de formaldehido y 300ul de tiosulfato de sodio que se

afiaden justo antes de verter solucion.

Para preparar se pesa 60gr de carbonato y se pone en 800 ml de agua. Se agita hasta q esté
disuelto. Se divide 400ml en cada botellon y se afiade 600ml de agua.



Anexo 6. Base de datos obtenida de la lectura de geles de cada marcador en las seis poblaciones de D. mesophragmatica

5 loci | 109 individuos | 6 poblaciones | | | \ \ \ \ | |
MARCADORES

Muestra |Poblacién 3101 3030 5200 2302 3020

LO1 L 131 131 79 79 140 156 187 179 68 68
L02 L 129 129 79 79 140 158 177 169 60 66
L03 L 129 129 79 79 158 158 187 177 60 68
L04 L 129 129 79 79 174 174 177 177 68 68
L05 L 129 129 79 79 156 160 189 171 68 68
LO6 L 129 131 75 79 156 158 175 167 68 68
LO7 L 119 129 75 79 140 160 169 165 68 68
L08 L 119 129 75 79 158 158 173 165 66 66
L09 L 129 131 79 79 158 158 175 171 64 68
L10 L 119 129 75 79 140 158 177 169 66 74
L11 L 119 129 77 79 158 158 171 171 66 74
L12 L 119 129 79 79 144 158 183 179 64 68
L13 L 129 131 79 79 140 158 185 175 64 64
L14 L 119 129 79 79 140 158 173 169 68 68
L15 L 119 129 75 79 158 160 171 171 64 68
L16 L 129 131 75 79 158 158 185 171 60 60
L17 L 119 129 79 79 158 158 173 165 66 74
L18 L 129 131 79 79 160 158 185 167 0 0
L19 L 119 129 79 79 158 158 175 175 66 66
L20 L 119 129 79 79 158 140 175 165 68 68
TO1 T 129 129 79 79 140 158 185 181 68 68
T02 T 129 129 79 79 140 140 177 173 60 68
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5 loci | 109 individuos | 6 poblaciones | \
MARCADORES

Muestra |Poblacién 3101 3030 5200 2302 3020

TO3 T 129 131 77 79 156 158 181 173 60 68
TO4 T 129 131 79 79 156 174 183 181 64 64
TO05 T 129 129 79 79 156 174 181 163 68 68
TO6 T 119 129 79 79 160 160 177 163 68 68
TO7 T 119 129 79 79 160 160 177 171 0 0
T08 T 119 129 79 79 156 158 177 177 68 68
T09 T 129 131 79 79 158 170 173 173 68 68
T10 T 119 129 79 79 156 158 181 177 68 68
T11 T 119 129 77 79 156 156 179 175 60 60
T12 T 119 129 79 79 160 160 183 173 64 68
T13 T 129 131 77 79 156 156 191 191 60 60
T14 T 129 131 77 79 170 170 177 177 60 68
T15 T 119 129 79 79 160 160 173 169 60 60
T16 T 119 129 79 79 150 174 179 179 56 68
T17 T 119 129 79 79 158 158 179 173 0 0
T18 T 129 129 77 79 156 174 181 171 0 0
T19 T 129 131 77 79 156 156 173 173 68 68
T20 T 119 129 77 79 156 156 181 173 56 64
MO01 M 119 129 79 79 158 158 173 165 68 68
MO02 M 121 131 79 79 156 158 177 171 68 68
MO03 M 119 129 75 79 156 164 175 165 68 68
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5 loci | 109 individuos | 6 poblaciones | \
MARCADORES

Muestra |Poblacién 3101 3030 5200 2302 3020

MO04 M 129 131 79 79 156 174 173 165 64 64
MO05 M 129 131 79 79 156 164 187 179 64 64
MO06 M 119 129 75 79 150 150 179 175 64 68
MO7 M 129 131 79 79 150 156 175 175 68 68
M08 M 119 129 75 79 140 150 175 175 68 68
M09 M 129 131 79 79 140 160 175 175 64 68
M10 M 119 129 75 79 140 150 175 175 68 68
M11 M 129 129 79 79 150 158 173 165 64 68
M12 M 119 129 75 79 156 174 173 173 64 68
M13 M 119 129 79 79 158 158 173 167 68 68
M14 M 119 129 79 79 140 156 177 177 68 68
M15 M 129 131 79 79 158 158 175 175 68 68
M16 M 119 129 79 79 158 158 177 177 68 68
M17 M 119 129 79 79 140 150 187 173 64 68
M18 M 119 129 79 79 140 156 173 167 64 68
M19 M 119 129 79 79 156 158 177 173 68 68
M20 M 119 129 79 79 140 156 183 175 64 64
PO1 P 129 129 79 79 0 0 185 175 64 64
P02 P 129 129 79 79 156 156 181 175 60 68
P03 P 129 131 79 79 150 150 175 175 60 60
P04 P 129 131 79 79 156 156 179 167 64 66
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5 loci | 109 individuos | 6 poblaciones | \
MARCADORES

Muestra |Poblacién 3101 3030 5200 2302 3020

P05 P 119 129 79 79 158 156 175 175 64 72
P06 P 119 129 79 79 160 140 173 165 72 72
P07 P 129 131 79 79 174 158 187 165 64 66
P08 P 119 129 79 79 158 158 187 175 64 64
P09 P 119 129 79 79 158 158 179 179 64 64
Co1 C 129 129 79 79 156 158 175 165 66 60
C02 C 129 129 79 79 152 156 175 171 66 68
Co03 C 129 129 77 79 156 156 175 175 66 66
Co4 C 129 131 77 79 152 156 175 175 0 0
C05 C 129 131 77 79 152 156 175 175 58 64
Co06 C 121 131 77 79 152 156 175 167 68 72
Cco7 C 121 131 77 79 152 156 175 171 68 72
Co08 C 119 129 77 79 156 156 171 167 58 64
C09 C 119 129 77 79 160 160 175 165 68 68
C10 C 119 129 77 79 150 158 185 175 58 60
Cl1 C 129 131 77 79 156 156 175 167 60 66
Ci12 C 119 129 79 79 140 158 175 169 60 66
C13 C 119 129 79 79 158 158 187 175 64 60
Cil4 C 129 131 79 79 140 140 175 167 64 64
C15 C 119 129 79 79 156 156 171 167 68 64
Ci16 C 129 131 79 79 140 158 185 177 60 64
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5 loci | 109 individuos | 6 poblaciones | \
MARCADORES

Muestra | Poblacion 3101 3030 5200 2302 3020

C17 C 131 131 77 79 158 158 179 179 66 66
C18 C 119 129 79 79 156 156 181 175 60 68
C19 C 119 129 79 79 152 156 177 177 68 68
C20 C 119 129 79 79 156 156 177 169 64 64
A01 A 129 129 79 79 158 158 167 167 68 68
A02 A 119 129 79 79 156 160 179 171 64 64
A03 A 129 129 79 79 156 156 185 171 64 64
A04 A 129 129 79 79 158 158 175 167 66 66
A05 A 129 129 79 79 150 156 175 171 68 68
A06 A 119 129 75 79 140 150 187 187 64 74
A07 A 129 129 79 79 156 156 173 173 66 66
A08 A 119 129 79 79 156 156 177 177 66 78
A09 A 119 129 75 79 156 156 177 177 66 78
Al0 A 119 129 75 79 140 140 177 167 66 66
All A 119 129 75 79 156 156 177 173 64 74
Al2 A 129 131 79 79 140 160 177 173 68 68
Al3 A 129 129 79 79 150 156 173 173 68 68
Al4 A 129 129 75 79 150 174 173 173 60 68
Al5 A 119 129 75 79 150 156 175 175 66 66
Al6 A 119 129 79 79 140 156 185 179 68 68
Al7 A 129 129 75 79 150 174 169 169 64 68
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5 loci | 109 individuos | 6 poblaciones | \
MARCADORES
Muestra |Poblacién 3101 3030 5200 2302 3020
Al8 A 129 129 75 79 150 156 179 179 64 78
Al9 A 129 129 75 79 150 156 179 179 64 78
A20 A 119 129 75 79 150 156 187 187 64 68
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Anexo 7. Correlacion entre temperatura y humedad relativa en las diferentes
localidades

A. Tabla de la temperatura y humedad relativa de cada localidad

Temperatura °C  Humedad relativa %

Pefias Blancas 7,52 74,04
Antisanillo 10,86 80,86
Pasochoa 11,02 86,24
Lloa 11,08 77,35
Quebrada Cruz Loma 11,31 73,73
Monteserrin Bajo 13,17 84,12

B. Gréfico y correlacién obtenidos

88

86 ?

84

80 f
78

/ L ]
76
74 /

72 | |
0] 5 10 15

—§—"Seriesl

—— Polindmica (Seriesl)

82 /f
/
/
/

y = 0,0483x2+ 0,6251x + 66,824
' R?=0,3179




104

Anexo 8. Geles de poliacrilamida

A. Poblaciones T, P, C y algunos individuos de Poblacion L del locus 2302

B. Poblaciones M, A e individuos restantes de Poblacién L del locus 2302
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C. Poblaciones T, P, C y algunos individuos de Poblacién L del locus 3020

D. Poblaciones M, A e individuos restantes de Poblacion L del locus 5200



Anexo 9. Frecuencias Alélicas (resaltado en amarillo las frecuencias del alelo mas

frecuente segun el locus y la poblacion; resaltado en rojo las frecuencias de los alelos

unicos)

Frecuencia alélica 3101

Alelo L T M P C A
119 0.25000 0.25000 0.32500 0.22222 0.22500 0.22500
121 0.00000 0.00000 0.02500 0.00000 0.05000 0.00000
129 0.57500 0.60000 0.50000 0.61111 0.50000 0.75000
131 0.17500 0.15000 0.15000 0.16667 0.22500 0.02500

Frecuencia alélica 3030
Alelo L T M P C A

75 0.15000 0.00000 0.12500 0.00000 0.00000 0.25000
77 0.02500 0.17500 0.00000 0.00000 0.25000 0.00000
79 0.82500 0.82500 0.87500 1.00000 0.75000 0.75000

Frecuencia alélica 5200

Alelo

L

T

M

P

C

A

140
144
150

0.17500

0.07500

0.17500

0.06250

0.10000

0.12500

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.02500

0.17500

0.12500

0.02500

152

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

- 0.00000

156

0.07500

0.35000

0.25000

0.31250

0.47500

0.22500

0.45000

158

0.57500

0.17500

0.27500

0.37500

0.20000

0.10000

160

0.10000

0.20000

0.02500

164

0.00000

170

0.00000

0.00000
0.00000

174

0.05000

0.06250

0.05000

0.05000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.00000

0.10000

0.05000

0.06250

0.00000

0.05000

106
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Frecuencia alélica 2302

Alelo L T M P C A
163 0.00000 [MOBBOE 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
165 0.10000 0.00000 0.10000 0.11111 0.05000 0.00000
167 0.05000 0.00000 0.05000 0.05556 0.12500 0.10000
169 0.10000 0.02500 0.00000 0.00000 0.05000 0.05000
171 0.17500 0.05000 0.02500 0.00000 0.10000 0.07500
173 0.07500 0.25000 0.22500 0.05556 0.00000 0.20000
175 0.15000 0.02500 0.32500 0.38889 0.42500 0.10000
177 0.12500 0.20000 0.15000 0.00000 0.10000 0.17500
179 0.05000 0.10000 0.05000 0.16667 0.05000 0.15000
181 0.00000 0.17500 0.00000 0.05556 0.02500 0.00000
183 0.02500 0.05000 0.02500 0.00000 0.00000 0.00000
185 0.07500 0.02500 0.00000 0.05556 0.05000 0.05000
187 0.05000 0.00000 0.05000 0.11111 0.02500 0.10000
189 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
191  0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

Frecuencias alélicas 3020

Alelo L T M P C A
56 0.00000 [BIOBEEE 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
58 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 [BHOMEOE 0.00000
60 0.10526 0.26471 0.00000 0.16667 0.18421 0.02500
64 0.13158 0.11765 0.30000 0.50000 0.23684 0.25000
66 0.21053 0.00000 0.00000 0.11111 0.21053 0.25000
68 0.47368 0.55882 0.70000 0.05556 0.23684 0.32500
72 0.00000 0.00000 0.00000 0.16667 0.05263 0.00000
74 0.07895 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.05000
78 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 [GHI0008 |
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Anexo 10. Indices de diversidad estandar para cada poblacion

Locus 1 (3101), Locus 2 (3030), Locus 3 (5200), Locus 4 (2302), Locus 5 (3020)

Lloa (L)
Results are only shown for polymorphic loci
M.
gene Nurm. Ohs. Exp. Allelic G-
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 40 3 0.75000 0.59103 12 0.23077
2 40 3 0.35000 0.30385 4 0.60000
3 40 6 0.60000 0.63590 34 0.17143
4 40 12 0.80000 0.91410 24 0.48000
5 38 5 0.42105 0.71550 14 0.33333
Mean 39.600 5.800 0.58421 0.63208 17.600 0.36311
s.d 0.894 3.701 0.19734 0.22132 11.610 0.17672
Quebrada Cruz Loma (T)
Results are only shown for polymorphic loci
Nura.
gene Nura. Obhs. Exp. Allelic G-
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 40 3 0.80000 0.56923 12 0.23077
2 40 2 0.35000 0.29615 2 0.66667
3 40 7 0.45000 0.80513 34 0.z0000
& 40 11 0.70000 0.536667 28 0.37931
5 34 4 0.35294 0.61554 12 0.30769
Mean 38.800 5.400 0.53059 0.63114 17.600 0.35689
s.d 2.683 3.647 0.20733 0.22470 13.069 0.18669
Monteserrin bajo (M)
Results are only shown for polymorphic loci
Mura.
gene Nura. Obs. Exp. Allelic G-
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 40 4 0.95000 0.63718 12 0.30769
2 40 2 0.25000 0.22436 4 0.40000
3 40 7 0.75000 0.81538 34 0.20000
4 40 9 0.60000 0.82308 22 0.39130
5 40 2 0.30000 0.43077 4 0.40000
Mean 40.000 4.300 0.57000 0.58615 15.200 0.33980
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Pasochoa (P)
Results are only shown for polywmorphic loci
Nurm.
gene Nura. Ohs. Exp. Allelic G-
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 18 3 0.77778 0.58170 1z 0.23077
3 16 6 0.37500 0.78333 34 0.17143
4 18 =1 0.66667 0.83007 22 0.34783
5 18 5 0.44444 0.71895 12 0.38462
Hean 17.500 5.500 0.56597 0.72851 20.000 0.28366
s.d 1.000 2.082 0.18818 0.10796 10.456 0.09950
Pefias Blancas (C)
Results are only shown for polymorphic loci
.
gene Nur. Obs. Exp. Allelic G-
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 40 4 0.80000 0.66282 12 0.30769
2 40 2 0.50000 0.38462 2 0.66667
3 40 6 0.50000 0.71667 20 0.28571
4 40 10 0.75000 0.79231 22 0.43473
5 38 6 0.68421 0.82219 14 0.40000
Mean 39.600 5.600 0.64654 0.67572 14.000 0.41897
s.d 0.894 2.966 0.14020 0.17438 7.874 0.15174
Antisanillo (A)
Results are only shown for polymorphic loci
Murm.
gene Num. Ohs. Exp. Allelic G-
Locus# copies alleles Het. Het range stat.
1 40 3 0.50000 0.39615 1z 0.23077
2 40 2 0.50000 0.38462 4 0.40000
3 40 6 0.60000 0.73462 34 0.17143
4 40 9 0.40000 0.58846 20 0.42857
5 40 6 0.45000 0.77564 18 0.31579
Mean 40.000 5.200 0.49000 0.63590 17.600 0.30931
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Anexo 11. Pruebas exactas de equilibrio Hardy-Weinberg : Locus 1 (3101), Locus 2
(3030), Locus 3 (5200), Locus 4 (2302), Locus 5 (3020). Los recuadros celestes y rojos indican

desviaciones significativas (P<0,05) y altamente significativas (P<0,01) respectivamente

Lloa (L)
Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length : 1000000
Denemorization steps : 100000
Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done
1 20 0.75000 0.59103 0.04555 0.00021 1001000
2 20 0.35000 0.30385 1.00000 0.00000 1001000
3 20 0.60000 0.63590 0.25592 0.00046 1001000
4 20 0.80000 0.91410 0.07688 0.00016 1001000
5 19 0.42105 0.71550 0.00036] 0.00002 1001000
Quebrada Cruz Loma (T)
Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length : 1000000
Dememorization steps 1100000
Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done
1 20 0.80000 0.56923 O.US;gj 0.00017 1001000
2 20 0.35000 0.29615 1.00000 O.0000O0 1001000
<] 20 0.45000 0.80513 0.00008 O0.00001 1001000
4 20 0.70000 0.86667 0.28326 0.00033 1001000
5 17 0.35294 0.61854 0.02486/ 0.00016 1001000
Monteserrin bajo (M)
Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length : 1000000
Dememorization steps 100000
Locus #Genot Obs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done

1 0 0.63718 0.00002 1001000
2 0 0.22436 1.00000 0.00000 1001000
3 20 0.75000 0.81538 0.03014) 0.00018 1001000
4 0 0.82308 0.00004 1001000
5 0 0.43077 0.28064 0.00046 1001000
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Pasochoa (P)

Exact test using a Markov chain (for all Loci):

Forecasted chain length : 1000000

Dememorization steps : 100000

Locus #Genot Ohs.Het Exp.Het. P-value =.d 3teps done
1 9 0.77778 0.58170 0.71158 0.00044 1001000
2 This locus is monomorphic: no test done.
3 =) 0.37500 0.78333 0.009038| 0.00009 1001000
4 9 0.66667 0.83007 0.23591 0.00041 1001000
5 9 0.44444 0.71895 [0.04773] 0.00021 1001000

Pefias Blancas (C)

Exact test uzing a Markowv chain (for all Loci):

Forecasted chain length 1000000
Dememorization steps = 100000
Locus  f#Genot Okbh=.Het Exp.Het P—wralue s.d Steps done
1 20 0.e0000 0.66282 U1:015DE' 0.00o012 1001000
2 20 0. 50000 0.38462 0.27709 0.000494 1001000
3 20 0. 50000 0.71667 0.00054 0O.00002 1001000
4 20 075000 0.79231 0.408282 0.00032 1001000
5 19 0.e8421 0.8z2z219 0.11149 0.00031 1001000
Antisanillo (A)
Exact test using a Markov chain (for all Loci):
Forecasted chain length : 1000000
Dememorization steps : 100000
Locus #Genot Ohs.Het Exp.Het P-value s.d Steps done
1 20 0.50000 0.39615 0.63782 0.00048 1001000
2 20 0.50000 0.38462 0.27772 0.00046 1001000
3 20 0.60000 0.73462 0.00469| 0.00006 1001000
4 20 0.40000 0.588846 0.00000] 0O.00000 1001000
5 20 0.45000 0.77564 0.00008] 0.00001 1001000




Anexo 12. Pruebas de desequilibrio ligado para cada par de loci con sus tablas de

significancia Locus 0 (3101), Locus 1 (3030), Locus 2 (5200), Locus 3 (2302), Locus 4

112

(3020). Estan los valores de la prueba para cada par de loci en cada poblacion y el valor de

la significancia después de haber realizado las permutaciones. Luego hay una tabla de la

significancia de desequilibrio ligado en donde los signos positivos indican un desequilibrio

ligado significativo (P<0,05).

Lloa (L)

Test of linkage disequilibriwa for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithrm
Number of permutations

Nurber of initial conditions for EN

Pair (O,

Pair (O,

Pair (1,

Pair (O,

Pair (1,

Pair (2,

Pair (O,

Pair (1,

Pair (2,

Pair (3,

1)

2)

2)

3)

3)

3)

4)

4)

4)

4)

Table of

Locus

B WN RO

LnLHood LD : -42
Exact P= 0.15640

LnLHood LD : -67.

Exact P= 0.75171

LnLHood LD : -58.

Exact P= 0.96774

LnLHood LD : -95.

Exact P= 0.23265

LnLHood LD : -93.

Exact P= 0.94135

LnLHood LD : -99.

Exact P= 0.02151

LnLHood LD : -77.

Exact P= 0.45846

LnLHood LD : -68.

Exact P= 0.85239

LnLHood LD : -87.

Exact P= 0.62659

LnLHood LD : -116.

Exact P= 0.90323

significant linkage

.01268

.00505

.01314

00729

.00402

.01525

.01113

.01611

.00812

disegquilibriwa

: 1000
L2
LnLHood LE : -44.
.01116 (1023 permutations

LnLHood LE : -71.

(1023 permutations

LnLHood LE : -59.

(1023 permutations

LnLHood LE : -110.

(1023 permutations

LnLHood LE : -98.

(1023 permutations

LnLHood LE : -125.

(1023 permutations

LnLHood LE : -83.

(1023 permutations

LnLHood LE : -71.

(1023 permutations

LnLHood LE : -98.

(1023 permutations

LnLHood LE : -137
(1023 permutations

96222
done)

66675
done)

84021
done)

59918
done)

77264
done)

47716
done)

46766
done)

64112
done)

34564
done)

.27s807

done)

(significance level=0.0500):



Quebrada Cruz Loma (T)

Test of linkage disecquilibrium for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithm
Number of permutations
Nurber of initial conditions for EM

Pair (0,

Pair (0,

Pair (1,

Pair (0,

Pair (1,

Pair (2,

Pair (0,

Pair (1,

Pair (2,

Pair (3,

1)

2}

2)

3)

3)

3)

4)

4)

4)

4]

Table of

Locus

W N O

LnLHood LD : -38.07815
Exact P= 0.12512 +- 0.

LnLHood LD : -79.78266
Exact P= 0.17986 +- 0.

LnLHood LD : -69.98082
Exact P= 0.08113 +- 0.

LnLHood LD : -90.98442
Exact P= 0.83578 +- 0.

LnLHood LD : -83.29396
Exact P= 0.84360 +- 0.

LnLHood LD : -111.20762
Exact P= 0.51417 +- 0.

LnLHood LD : -73.17670
Exact P= 0.75855 +- 0.

LnLHood LD : -61.26284
Exact P= 0.40762 +- 0.

LnLHood LD : -101.40280
Exact P= 0.73500 +- 0.

LnLHood LD : -101.59466
Exact P= 0.09775 +- 0.

1000
2
LnLHood LE : -40.
00863 (1023 permutations

01355

01046

01215

01080

01617

01146

01332

01z85

ooszs

LnLHood LE : -88
(1023 permutations

LnLHood LE : -=75.

(1023 permutations

LnLHood LE : -99
(1023 permutations

LnLHood LE : -87.

(1023 permutations

LnLHood LE : -135.

(1023 permutations

LnLHood LE : -=76.

(1023 permutations

LnLHood LE : -63.

(1023 permutations

LnLHood LE : -111
(1023 permutations

LnLHood LE : -123.

(1023 permutations

11215
done)

.39142

done)

67332
done)

.89313

done)

17504
done)

45430
done)

41003
done)

69193
done)

.97120

done)

47291
done)

113

significant linkage disecquilibrium (significance lewvel=0.0500):
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Monteserrin bajo (M)

Test of linkage disecquilibriuwn for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithm

Number of permutations : 1000
Nurber of initial conditions for EM : 2
Pair (0, 1)
LnLHood LD : -39.03746 LnLHood LE : -41.98091
Exact P= 0.12414 +- 0.01110 {1023 permutations done)
Pair (0, 2)
LnLHood LD : -78.11513 LnLHood LE : -88.11578
Exact P= 0.25513 +- 0.01309 (1023 permutations done)
Pair(1l, 2)
LnLHood LD : -64.59974 LnLHood LE : -69.34501
Exact P= 0.13001 +- 0.01090 (1023 permutations done)
Pair (0, 3)
LnLHood LD : -87.56512 LnLHood LE : -96.03927
Exact P= 0.83382 +- 0.00972 (1023 permutations done)
Pair (1, 3)
LnLHood LD : -74.72123 LnLHood LE : =-77.26850
Exact P= 0.3505341 +- 0.00978 (1023 permutations done)
Pair (2, 3)
LnLHood LD : -105.83338 LnLHood LE : -123.40337
Exact P= 0.80059 +- 0.01182 (1023 permutations done)
Pair (0, 4)
LnLHood LD : -49.61663 LnLHood LE : -50.65153
Exact P= 0.68035 +- 0.01545 (1023 permutations done)
Pair (1, 4)
LnLHood LD : -31.33442 LnLHood LE : -31.88076
Exact P= 0.39492 +4- 0.01188 (1023 permutations done)
Pair (2, 4)
LnLHood LD : -72.22435 LnLHood LE : -78.01563
Exact P= 0.09580 +- 0.00954 (1023 permutations done)
Pair (3, 4)

LnLHood LD : -77.82498 LnLHood LE : -85.93912
Exact P= 0.05083 +- 0.00603 (1023 permutations done)

Tabhle of significant linkage disecquilibrium (significance level=0.0500):

Locus # | 0O 1] 2| 3| 4]

W N O
|
|
%
|
|



Pasochoa (P)

Test of linkage disecuilibrium for all pairs of loci:

Permutation test using the EMN algorithm
MNumber of permutations
MNumber of initial conditions for EHM

Pair (0,

Pair (0,

Pair (1,

Pair (0,

Pair (1,

Pair (2,

Pair (0,

Pair (1,

Pair (2,

Pair (3,

1)

2)

2]

3)

3)

3)

4)

4)

4)

4)

Table of

Locus

W N = O

LnLHood LD
Exact P= 1.00000 +- 0.

0.00000

LnLHood LD : -33.65152
Exact P= 0.38123 +- 0.

LnLHood LD : 0.00000
Exact P= 1.00000 +- 0.

LnLHood LD : -34.96859
Exact P= 0.96188 +- 0.

LnLHood LD : 0.00000
Exact P= 1.00000 +- 0.

LnLHood LD : -40.24319
Exact P= 0.17302 +- 0.

LnLHood LD : -27.15963
Exact P= 0.13587 +- 0.

LnLHood LD : 0.00000
Exact P= 1.00000 +- 0.

LnLHood LD : -35.03781
Exact P= 0.01075 +- 0.

LnLHood LD : -35.90086
Exact P= 0.14174 +- a.

1000
2
LnLHood LE 0.00000
00000 (0 perrmutations done)

01472

[alu]ululn]

00465

alu]ululn]

01378

01002

00000

00331

00988

LnLHood LE -40.33371
(1023 permutations done)

LnLHood LE 0.00000
(0 permutations done)

LnLHood LE -40.13481
(1023 permutations done)

LnLHood LE 0.00000
(0 permutations done)

LnLHood LE : -56.55493
(1023 permutations done)

LnLHood LE : -33.45791
(1023 permutations done)

LnLHood LE : 0.00000
(0 permutations done)

LnLHood LE : -49.87803
(1023 permutations done)

LnLHood LE : -49.67913
(1023 permutations done)

115

significant linkage disequilibrium (significance level=0.0500):

1
1
%+
!
+
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Pefias Blancas (C)

Test of linkage disequilibrium for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithm

Nurber of permutations : 1000
Number of initial conditions for EM : 2
Pair (0, 1)
LnLHood LD : -49.10962 LnLHood LE : -51.17578
Exact P= 0.35484 +- 0.01364 (1023 permutations done)
Pair (0, 2)
LnLHood LD : -80.57656 LnLHood LE : -85.97565
Exact P= 0.87195 +- 0.01206 (1023 permutations done)
Pair(1, 2)
LnLHood LD : -62.93471 LnLHood LE : -65.92374
Exact P= 0.39492 +- 0.01395 (1023 permutations done)
Pair (0, 3)
LnLHood LD : -84.05216 LnLHood LE : -99.92446
Exact P= 0.11730 +- 0.01021 ({1023 permutations done)
Pair(i, 3)
LnLHood LD : -76.41921 LnLHood LE : -79.87256
Exact P= 0.85337 +- 0.00784 (1023 permutations done)
Pair (2, 3)
LnLHood LD : -96.25119 LnLHood LE : -114.67243
Exact P= 0.47019 +- 0.01453 (1023 permutations done)
Pair (0, 4)
LnLHood LD : -87.97921 LnLHood LE : -98.28273
Exact P= 0.42815 +- 0.01353 (1023 permutations done)
Pair(l, 4)
LnLHood LD : -69.71459 LnLHood LE : -78.23083
Exact P= 0.00587 +- 0.00260 ({1023 permutations done)
Pair (2, 4)
LnLHood LD : -94.57763 LnLHood LE : -113.03070
Exact P= 0.06061 +- 0.00782 (1023 permutations done)
Pair (3, 4)
LnLHood LD : -103.87336 LnLHood LE : -126.97952

Exact P= 0.47312 +- 0.01708 (1023 permutations done)

Table of significant linkage diseguilibrium (significance level=0.0500):

Locus # | 0O 1| 2| 3| 4|

N R L™
|
|
+
|
|



Antisanillo (A)

Test of linkage disegquilibrium for all pairs of loci:

Permutation test using the EM algorithm
Nurber of permutations
Number of initial conditions for EHM

Pair (0,

Pair (0,

Pairi1l,

Pair (0,

Pairi(1l,

Pair. (2,

Pair (0,

Pairi1,

Pair (2,

Pair (3,

1)

LnLHood LD : -32.99698

Exact P= 0.26882 +- u}
z)

LnLHood LD : -63.42827

Exact P= 0.10948 +- u]
z)

LnLHood LD : -62.30362

Exact P= 0.18866 +- u}
3)

LnLHood LD : -89.84051

Exact P= 0.39883 +- u}
3)

LnLHood LD : -90.57271

Exact P= 0.78886 +- u}
3)

LnLHood LD : -105.71368

Exact P= 0.07429 +- u}
4)

LnLHood LD : -69.82534

Exact P= 0.56109 +- 0.
4)

LnLHood LD : -65.55012

Exact P= 0.08895 +- u}
4)

LnLHood LD : -95.02124

Exact P= 0.69208 +- u}
4)

LnLHood LD : -111.32807

Exact P= 0.14956 +- u}

.00860

.01382

.01399

.01245

.00805

01626

.00931

.01597

.01097

: 1000
$02
LnLHood LE : -34
.01815 (1023 permutations

LnLHood LE : -69
(1023 permutations

LnLHood LE : -66
(1023 permutations

LnLHood LE : =97
(1023 permutations

LnLHood LE : =93
(1023 permutations

LnLHood LE : -129
(1023 permutations

LnLHood LE : =73
(1023 permutations

LnLHood LE : =70
(1023 permutations

LnLHood LE : -106
(1023 permutations

LnLHood LE : -133
(1023 permutations

.37470
done)

.88351
done)

.63268
done)

.11135
done)

.86052
done)

.36933
done)

.80210
done)

.55127
done)

.06008
done)

.28792
done)
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Tabhle of significant linkage disequilibrium (significance level=0.0500):

Locus

bW N O
|
|
%
|
|
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Anexo 13. Fstentre parejas de poblaciones

A .Fstentre parejas de poblaciones . 1 = Lloa, 2 = Quebrada Cruz Loma, 3 = Monteserrin
Bajo, 4 = Pasochoa, 5 = Pefias Blancas, 6 = Antisanillo.

Diztance method: No. of different alleles (F3T)

1 s 3 4 5 f
1 o.ooooo
2 0.05365 0.0a0aao
3 0.04203 0.04536 0.0aaoa
4 0.06385 0.08055 0.07115 0.ooooo
5 0.06535 0.05412 0.06351 0.0Z446 0.0aaoa
& 0.06604 0.04335 0.05414 0.05328 0.05395 0.00000

B. Grafico Fst entre parejas de poblaciones. L = Lloa, T = Quebrada Cruz Loma, M =
Monteserrin Bajo, P = Pasochoa, C = Pefias Blancas, A = Antisanillo.

FST

0.04

— 0.02

—— 0.00
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Anexo 14. Valores de P y tabla de P significativos para los Fst

A. Valores de P. El recuadro rojo indica el Gnico valor que no es significativo (P<0,01)

Humber of permutations : 10100

1 Z 3 4 s
1 T
&  0.00010+-0.0001 ¥
3 0.00168+-0.0004 0.00139+=-0.0004 ¥
4 0.00228+4+-0.000¢ 0.000994+-0.0004  0.00446+-0.0006 ¥
5  0.00000+-0.0000 0.00040+-0.0002 0.00000+-0.0000 |OD.11009+-0.0032 | ¥
&€ 0.00010+-0.0001 0.00317+-0.0006 0,00228+-0.0004 0.00802+-0.0008  0.00000+-0.0000

B. Matriz de valores P significativos. El recuadro rojo indica el unico valor que no es
significativo

Nuwber of permutations : 10100

1 2 3 4 5 [

T N ek W o
+= + 4+ =+ +
+ 4+ + o+

+
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Anexo 15. Prueba de Mantel

El recuadro rojo indica el coeficiente de la correlacion y el recuadro azul la significancia

== MATRIE CORRELATIOCH AMNALY3II3 (MANTEL TE3T3)

Labels of T matrix rows={

H
Li=zt of matrices:
x1={

0O 2.12229 3.68398 3.12544 3.6479 3.70065

2.12229 0 3.45397 3.28034 3.51065 3.64665
LB8398 3.45397 0 3.88095 3.24604 3.6785
.12544 3.28034 3.38095 0 3.50404 3.28376
L6479 3.51065 3.24604 3.50404 0O 2.66527
L0065 3.64665 3.6785 3.28876 2.86527 0

LAV I N T i Ry Y

'

T (custom) ={

0O 0.05368 0.04208 0.06385 0.06535 0.06604
0.053658 0 0.04536 0.08055 0.05412 0.043953
0.04205 0.04536 0 0.07115 0.06851 0.05414
0.063835 0.08055 0.07118 0 0.02445 0.059253
0.06535 0.05412 0.0658351 0.02446 0 0.05395
O.06604 0.04393 0.05414 0.059258 0.05395 0O
H
Mean walue ¥ : 0.058435
Zuwz of zgquares T r 0.00z2710
Mean wvalues X1 r 3.362362
Jums of sgquares X1 r 2.905083
Z¥1 : 2.544510
SJun of products [(SP(Y,X1)) : —0.001530
Fegression coefficient (b¥1) : —0.000527
Correlation coefficient (r¥1l) o -0.017241
Determination of ¥ by X1(%) » 0.000z297

Significance testing (1000 permwutations for Mantel test)

|PirY1 rand >= r¥1l oksz) : 0,.430000
No. of smaller rand r¥l : 520
No. of ecqual rand r¥il HE

No. of larger rand r¥l - 479



