. UNIVERSIDAD
. DE ANTIOQUIA

Caracterizacion de la diversidad y estructura genética espacial de la zariglieya comun
(Didelphis marsupialis) en la matriz urbana del Area Metropolitana del Valle de Aburra

Carolina Henao Saenz

Trabajo de grado para optar por el titulo de bi6loga

Ivan Dario Soto Calderdn

Asesor

Juliana Herrera Pérez

Coasesor

Universidad de Antioquia
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
Biologia
El Carmen de Viboral, Antioquia, Colombia
2022



Cita (Henao-Saenz et al., 2022)

Henao Saenz C., Soto Calderdn I.D.& Herrera Pérez J. (2022). Caracterizacion

de la diversidad y estructura genética espacial de la zarigiieya comun

(Didelphis marsupialis) en la matriz urbana del Area Metropolitana del Valle

Estilo APA 7 (2020) de Aburra [Trabajo de grado profesional]. Universidad de Antioquia, EI Carmen
de Viboral, Colombia.

Referencia

T DJOCIO)

Grupo de Investigacion en Agrociencias, Biodiversidad y Territorio (GAMMA)

Seleccione centro de investigacion en Ciencias y Naturales (CIEN)

‘ ] Sistema
Vicerrectoria de Docencia de Bibliotecas

Biblioteca Seccional Oriente (EI Carmen de Viboral)

Repositorio Institucional: http://bibliotecadigital.udea.edu.co

Universidad de Antioguia - www.udea.edu.co

Rector: John Jairo Arboleda Céspedes.
Decano/Director: Adriana Echeverry Isaza
Jefe departamento: Ana Esperanza Franco.

El contenido de esta obra corresponde al derecho de expresion de los autores y no compromete el
pensamiento institucional de la Universidad de Antioquia ni desata su responsabilidad frente a
terceros. Los autores asumen la responsabilidad por los derechos de autor y conexos.


https://co.creativecommons.net/tipos-de-licencias/
https://co.creativecommons.net/tipos-de-licencias/

Caracterizacion de la diversidad y estructura genética espacial de la zariglieya comun

(Didelphis marsupialis) en la matriz urbana del Area Metropolitana del Valle de Aburra

Carolina Henao-Séenz 3, Ivan Soto-Calderon® 24, Juliana Herrera Perez!:®
!Labotatorio de Genética Animal, Grupo Agrociencias, Biodiversidad y Territorio, Universidad de
Antioquia.

2 Docente Instituto de Biologia, Universidad de Antioquia, A.A. Medellin (Antioquia), Colombia

Correos electronicos

3 carolina.henaos@udea.edu.co, * ivan.soto@udea.edu.co , ® juliana.herrera.p@gmail.com

NUmero de paginas: 19; Numero de figuras: 6; Numero de figuras suplementarias: 0; Numero de
tablas: 3; Numero de palabras: 5570; Resumen: 164; Introduccion: 586; Discusion: 912.

Abreviaciones: AMVA, Area Metropolitana del Valle de Aburrd; Cytb, Citocromo B; STR,

secuencias cortas de ADN; SPCA, Analisis espacia de componentes principales.

Declaracion de significancia: Este estudio corresponde al primero en evaluar diversidad y la
estructura genética espacial de D. marsupialis en ambientes urbanos. Particularmente, se evaluaron
las caracteristicas genéticas de la especie en un ambiente altamente heterogéneo y densamente
poblado como lo es el AMVA. La integracion de los datos genéticos de este estudio con otros

proporcionard una comprension mas profunda de la especie.

Resumen

La zariglieya comun, Didelphis marsupialis es una especie generalista con alta capacidad de
dispersion. Aunque no se encuentra en estado de amenaza, en zonas urbanas es percibida como una
especie no carismatica, con altos indices de atropellamiento y agresion. En Colombia no se ha
estudiado su demografia ni su diversidad genética. Este es el primer reporte que caracteriza su
diversidad y estructura genetica espacial mediante el uso de secuencias mitocondriales del gen
Citocromo B y genotipos multilocus de nueve loci microsatélite, centrandose en la poblacién de

zariglieyas del Area Metropolitana del Valle de Aburrd (AMVA), Antioquia, Colombia. Se
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encontraron cinco sitios polimorficos en cuatro haplotipos mitocondriales. Los marcadores
microsatélite revelaron una diversidad genética alta (He= 0.852 y Ho= 0.698) sin evidencia de
estructura genética ni barreras fisicas a la dispersion segun el analisis espacial de componentes
principales (SPCA). Aunque la matriz urbana podria no restringir la conectividad funcional en la
poblacion, es necesario evaluar el impacto de posibles liberaciones hechas por la autoridad

ambiental.

Palabras claves: biodiversidad, conservacion, Didelphis, Citocromo B, fauna urbana, genética de

la conservacion, microsatélite, mitocondria.

Introduccion

Las principales amenazas para la diversidad bioldgica son la pérdida de habitat y la fragmentacion
del paisaje (Huxel & Hastings, 1999), llevando a pérdida de los corredores naturales y reduccion
de los parches de héabitat idoneo (Herrera, 2011). Casos extremos son las matrices altamente
modificadas como las de las areas urbanas en donde la conversion del habitat para uso humano
provoca perturbaciones que influyen directamente sobre la conectividad y que pueden afectar la
abundancia de especies, la composicion de la comunidad, los tamafios poblacionales y los procesos
ecologicos dentro de parches de vegetacion nativa a través de tres efectos asociados con (i) el
movimiento y la dispersion; (ii) los recursos provistos dentro de la matriz, y (iii) el entorno abi6tico
de los parches (Driscoll, 2013).

Ademas, la fragmentacién y la degradacion del habitat influyen sobre los procesos evolutivos de
las poblaciones al alterar los patrones de seleccion natural, modificando el flujo de genes,
disminuyendo la diversidad genética y promoviendo la endogamia, lo que puede dar lugar a
extinciones locales (Munshi et al., 2013; Ruell et al., 2013; Templeton et al. 1990; White et al.,
1999). A pesar de ello, algunas especies silvestres son capaces de persistir en ambientes
urbanizados, donde pueden encontrar recursos abundantes a lo largo del afio (lves et al., 2016) e
incluso ver aumentada su capacidad de dispersion reduciendo asi la probabilidad de aislamiento,
cuellos de botella, y deriva genética (Miles, 2019).En este sentido se pueden predecir resultados
alternativos para los organismos que son muy moviles o aquellos que prosperan en habitats
urbanos, debido a que la urbanizacion puede facilitar el flujo de genes a través de la creacién de

corredores o la eliminacion de barreras (Holderegger & Di Giulio, 2010). Por ejemplo, en algunos



mamiferos los jardines, zonas verdes y arbolados pueden facilitar dispersion y explotar diferentes

recursos, lo que les confiere cierto grado de tolerancia o incluso ventajas para la dispersion.

Tal es el caso de la zariglieya comun, Didelphis marsupialis, una especie de la familia Didelphidae
con un rango geografico que va desde el sur de México hasta el norte de Argentina (Astla et al.,
2021). Se encuentra en la selva tropical y subtropical, bosques secundarios y cerca de
asentamientos humanos como viviendas Y tierras agricolas. Es una especie generalista de habitos
nocturnos con alta capacidad de movimiento, pues no permanecen en sus madrigueras por mas de
cinco dias. Su dieta es muy amplia por lo que se denominan omnivoros oportunistas, ya que
cambian con relativa facilidad ante la disponibilidad de distintos recursos alimenticios, lo que
probablemente le ha ayudado a ocupar grandes &reas en su distribucion geogréfica (Ringier, 1961;
Gardner, 1973). Esta especie no se encuentra amenazada (Astua et al.,2021), pero en zonas urbanas
es percibida como un animal dafiino e indeseable con altos indices de atropellamiento y agresion
(Delgado, 2007). En este escenario, en Colombia se han planteado diversos programas para la
proteccion y conservacion de la zarigleya, y los pocos estudios que se han realizado se enfocan
principalmente en conocer su abundancia poblacional, su reproduccién, sus caracteristicas
morfoldgicas y su relacién parasito-hospedero (Tyndale & Mackenzie,1976; Adler et al., 1997;
Ramirez & Osorio, 2014; Saldafa et al., 2019). Sin embargo, no se ha estudiado su demografia ni
su diversidad genética, la cual resulta importante para entender los fendmenos evolutivos que
atraviesan. Es por esto que, en este estudio se caracteriz0 la diversidad y estructura genética de la
zariglieya comun (D. marsupialis) en el Area Metropolitana del Valle de Aburra mediante el uso

de marcadores mitocondriales y loci microsatélite.

Métodos

Captura de individuos y toma de muestras

Entre los meses de septiembre y diciembre de 2021 se realizO un muestreo oportunista de
individuos rescatados por la autoridad ambiental en zonas urbanas de seis de los diez municipios
del Area Metropolitana del Valle de Aburra (Copacabana, Bello, Medellin, Envigado, Itagiii y La
Estrella; Figura 1). Los individuos fueron llevados a la Estacion de Paso del AMVA ubicada en el
Jardin Botanico de la ciudad de Medellin. Se colectaron siete muestras de sangre, y en animales

con protocolo de eutanasia 71 de tejido de oreja o cola (Tabla 1). Dichas muestras fueron



almacenadas en etanol al 96% en tubos eppendorf® de 1.5 ul, y llevadas al laboratorio de Genética
Animal de la Universidad de Antioquia para ser procesadas.

Este estudio se realiz6 bajo la aprobacion del Comité de Etica para la Experimentacion Animal de
la Universidad de Antioquia (CEEA). El protocolo fue revisado y aprobado en el acta de sesion
N° 142 del 05 de octubre del 2021.

Métodos de laboratorio

Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN de las muestras de sangre se realizaron utilizando el kit comercial DNA
easy Blood and Tissue kit (QIAGEN, 2020), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Para
las muestras de tejido se us6 el método tradicional Salting Out (Tabla 1). Las extracciones se
realizaron en una cdmara de presion positiva, la cual se limpid y se expuso a la luz ultravioleta
para disminuir el riesgo de contaminacion. Al preparar las muestras antes de la extracciéon se
cambiaron los guantes y el equipo fue limpiado y esterilizado entre cada muestra.Secuenciacion y
analisis del gen mitocondrial CytB

Un fragmento de 874pb del gen Citocromo B (Cyt B) se amplifico mediante PCR en un volumen
total de 15pl, utilizando 2ul de ADN, 1.5ul de Taq Buffer (10x), 1.5ul de BSA, 0.3ul de dNTPs
(10mM), 0.3ul cebador forward (10mM), 0.3ul cebador reverso (10mM), 0.2ul (1U) de Taq
polimerasa y un volumen variable de MgCl. (2mM), haciendo uso de los cebadores Didm1413F
(5'-AACCTATGGCATGAAAAACCATYG-3") y Didm15007R (5'-
AAATAGAAAATACCATTCTGGCTTGAT-3’) disefiados para este estudio por Soto-Calderon
(2021). La amplificacion se hizo segun las siguientes condiciones: 94 °C durante 5 min; 34 ciclos
de 94°C por 35, 58.3°C por 35sy 72 °C por 1 min; 72 °C durante 10 min. Los productos de PCR
se verificaron en electroforesis de gel de agarosa al 2% para comprobar la amplificacion y los
resultados positivos se purificaron usando 1 pl de mezcla de exonucleasa I (ThermoFisher
Scientific Ltd.) y FastAP Fosfatasa alcalina termosensible (ThermoFisher Scientific Ltd.) con una

proporcion de 1:1 (Ross et al., 2020).

De los productos de PCR se secuencié exitosamente un fragmento de 771 bp en 57 muestras
mediante contratacion de en un servicio comercial de secuenciacion. Las secuencias fueron

editadas con el software Geneious Prime v2020.0.5 (https://www.geneious.com). El alineamiento



se realizo usando el algoritmo ClustalW en el software MEGA X11 (Tamura et al., 2021), el cual
luego se exportd al software DNAsp version 5.1.1.8 (Librado & Rozas, 2009) para estimar el
numero de haplotipos (h), el namero de sitios polimorficos (S), los valores de diversidad de
haplotipos (Hd) y nucleétidos (z), ademas de calcular los estadisticos de desviacion de la
neutralidad D de Tajima (1989) y F de Fu (1996).

Para analizar los patrones de distribucion geogréafica y relaciones de haplotipos, se realiz6 un
Median-Joining, red implementada en POpART version 1.7 (Leigh & Bryant, 2015) utilizando solo
las secuencias obtenidas en este estudio.

Para el analisis filogenético se descargaron 19 secuencias de referencia del Genbank (Clark et al.,
2016) de D. marsupialis y tres secuencias de referencia de D. virginiana, especie que se utilizo
como grupo externo. Dichas secuencias se alinearon con las secuencias obtenidas y se construyd
un arbol filogenético bayesiano forzando la monofilia de D. marsupialis e implementando un
Yule’s process con un modelo mutacional GTR y 50 millones de pasos, muestreando cada 1000.
Para el arbol se descartaron como burnin el 10% (5000) de los arboles. Todos los demas
pardmetros permanecieron sin modificar. La filogenia se construyé en el programa BEAST v2.5
(Bouckaert et al., 2019).

Estandarizacion y genotipificacion de microsatélites

Se probaron nueve marcadores microsatélite disefiados previamente para zariglieyas (Lavergne et
al.,, 1999; Fike et al., 2009; Dias et al., 2009), cuyos protocolos fueron estandarizados
individualmente. Cada reaccion de 15pul contuvo 1.5ul de Taq Buffer (10x), 1.5ul de BSA, 0.3 pl
de ANTPs (10mM), 0.3ul cebador forward (10mM) marcado en su extremo 5 ‘con fluorocromos
(Tamra, Fam, Hex), 0.3ul cebador reverso (10mM), 0.2ul (1U) de Taq polimerasa y un volumen
variable de MgCl> (Tabla 2). Las condiciones de PCR fueron 94 °C durante 5 min, seguido de 30
ciclos de 94°C por 35 s, A °C por 30 sy 72 °C por 45 s, y 72 °C durante 7 min. Con los amplicones
previamente chequeados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% se combinaron tres
grupos de loci, distinguibles por color o tamafio de cada individuo (Tabla 2). Los tamafrios alélicos
se identificaron mediante electroforesis capilar en un equipo ADN ABI 3730, con un estandar de
tamafio L1Z-500. Finalmente, la asignacion a grupos alélicos se hizo con Geneious Prime
v2020.0.5



Analisis de los marcadores nucleares microsatélite

Debido al numero variable de genotipos obtenidos para cada microsatélite, los analisis se
realizaron en 53 individuos con genotipos completos, para los cuales se evaluaron pares de loci en
desequilibrio de ligamiento, se identificaron posibles errores de genotipificacion por presencia de
alelos nulos y se calculd el contenido de informacion polimorfica (PIC) con el software Cervus
(Kalinowaki et al., 2007).

Para evaluar la variabilidad y diversidad genética se calcularon en el programa GenAlex v6.5
(Peakall & Smouse, 2006) los siguientes parametros: numero total de alelos por locus (Na),
numero de efectivo de alelos por locus (Ne), heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad

observada (Ho) y desviacion del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE).

Analisis de la estructura genética espacial

Se realizé un analisis espacial de componentes principales (SPCA) que a diferencia del PCA
convencional identifica patrones asociados a la mayor variacion genética y no considera modelos
genéticos particulares como los supuestos del equilibrio de Hardy-Weinberg o el desequilibrio de
ligamiento (Jombart et al., 2008) De esta manera, se produjo un screetplot para visualizar la
varianza y la autocorrelacion espacial de Moran's | e inferir la existencia de estructuras espaciales
generales. Adicionalmente se ejecuto la prueba de Monte Carlo con 999 permutaciones para probar
estadisticamente la presencia de estructura espacial global (diferencia entre grupos o clines) y local
(diferencias entre vecinos). Estos analisis se llevaron a cabo con el paquete ADEGENET v.2.1.1
en R (Jombart, 2015), y con los datos generados se hizo un mapa con el programa Qgis para

visualizar la estructura en el espacio (Neteler & Mitasova, 2008).

Resultados

Analisis de datos mitocondriales

Se obtuvieron como resultado cinco sitios polimarficos que definen cuatro haplotipos (Hd= 0.280
[sd=0.072]; == 0.00288 [sd= 0.00291]) (Tabla 4). La red de haplotipos obtenida fue en forma de
triangulo y reveld un haplotipo modal central H1 presente en 48 individuos (84.2%) y en todos los

municipios del AMVA que fueron muestreados (Figura 2). EI H2 esta presente en siete individuos



de los municipios de Medellin y Envigado, H3 solo se encontré en un individuo de Medellin.

Finalmente, el haplotipo H4 se identificd en un individuo de Envigado.

El arbol filogenético mostré un agrupamiento de los haplotipos H1, H3 y H4 con dos secuencias
de referencia reportadas en Panama (KT437726 y MG491975) con probabilidad posterior cercana
a 1.0, y una clara separacion con respecto al haplotipo H2. Se identificé6 ademas un tercer grupo
con un bajo valor de soporte estadistico constituido por todas las demés secuencias de referencia
utilizadas en este estudio reportadas en Pert (KJ129895 y AJ606420), Brasil (JF280998,
JF280999, JF281000, JF281001, JF281002, JF281004, JF281005, JF281006, KT447521 y
U34665), Guyana (KT53570, KT153571 y KT153572) y México (HM589701 y HM589702)
(Figura 3).

Se encontr6 ademas una baja diversidad de haplotipos (Hd = 0.280 + 0.072) en donde hay un 28%
de probabilidad que al escoger dos haplotipos estos sean diferentes entre si. También se encontrd
una baja diversidad nucleotidica (= = 0.0029 + 0.00291) entendida como la probabilidad de que
dos sitios homologos sean diferentes (Excoffier & Lischer, 2010). Este resultado es comparable
con la red de haplotipos ya que se observaron pocos cambios nucleotidicos entre haplotipos y un
haplotipo dominante (H1) distribuido en todos los municipios del AMVA que fueron muestreados.
Las pruebas de neutralidad (D=-1.17584, F=-1.176) arrojaron valores negativos consistentes con
un proceso de expansion poblacional, pero no fueron significativamente diferentes de cero (P >
1.10).

Anélisis de los marcadores microsatélite

En total fueron identificados 148 alelos en nueve loci, con un promedio de 16,4 alelos por locus.
El mayor nimero de alelos (Na) se encontré en el locus Dm3 con 25 alelos en total, mientras que
el menor nimero de alelos se encontrd en el locus Op48 con 11 alelos. El promedio del nimero
efectivo de alelos por locus (Ne) fue de 8.610, con valor minimo de 2.579 en Mnud41 y valor
méaximo de 17.128 en Dm3. Los valores del contenido de informacion polimorfica (PIC)
fueronaltos en todos los loci, siendo Dm3 aquel con el PIC mas alto (0.939), mientras que en el
locus Mnu41 presentd el PIC mas bajo (0.618). La probabilidad de alelos nulos varia desde 0.0197

hasta 0.3539 presentandose la probabilidad més alta de alelos nulos en el marcador Dm1 (Tabla



3). Ademas, se encontrd que los locus Dm1-Dm3, Dm3-Dm5, Dm5-Dm9 se encuentran ligados

entre si, por lo cual dan la misma informacion mutacional.

El valor promedio de Fis fue de 0.175 con valores desde 0.014 hasta 0.518 (Tabla 3). La
heterocigosidad observada (Ho) promedio fue de 0.698, variando entre 0.415 y 0.792. La
heterocigosidad esperada (He) promedio fue de 0.852, y oscil6 entre 0.612 y 0.942. Estos valores
muestran un déficit de heterocigotos en la poblacion, pues He obtuvo valores mas elevados que
Ho en los nueve microsatélites. Esto explica la desviacion del equilibrio de Hardy Weinberg en

siete de los nueve loci (Tabla 3).

Analisis de la estructura genética espacial

El primer y segundo componente explicaron la mayor variacion y tuvieron los valores propios mas
altos, por lo que se consideraron como los mas importantes para explicar la variacion genética
(Figura 4a). El screeplot (Figura 4b) mostr6 a A1= 0.135 como el valor propio positivo mas alto
con niveles de autocorrelacion espacial | de Moran = 0.514 y a A52=-0.076 como el valor propio
negativo mas alto con autocorrelacién espacial | de Moran = -0.355. Las pruebas de permutacién
de Monte Carlo no identificaron una estructura genética global (P= 0.087), ni tampoco local (P=
0.33), en donde los valores de prueba observados fueron menores tanto a nivel global (0.025) como
local (0.024). Por lo tanto, se aceptd la hipotesis nula que predice una distribucion aleatoria de las
frecuencias alélicas de los individuos en la red de conexiones (Montano & Jombart, 2017).

La localizacién en un mapa de los puntajes de los valores propios individuales del primer
componente del (SPCAL) sugiere que las frecuencias alélicas se distribuyen aleatoriamente por
todo el paisaje urbano (Figura 5). Estos resultados correspondieron a las pruebas estadisticas, pues
en el mapa no se identifica una estructura definida. Asi mismo en el mapa de la distribucion de las
heterocigosidades observadas (figura 6) no se identifican diferencias geogréficas en los niveles de

heterocigosidad.

Discusion
Hasta donde se conoce, este estudio corresponde al primero en evaluar diversidad y la estructura
genética espacial de D. marsupialis en ambientes urbanos. Particularmente, se evaluaron las

caracteristicas genéticas de la especie en un ambiente altamente heterogéneo y densamente
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poblado como lo es el AMVA. La integracion de los datos genéticos de este estudio con otros

proporcionara una comprension mas profunda de la especie.

Aungue el marcador mitocondrial Cytb no es tan informativo, como si lo son los marcadores STR
nucleares, ambos tipos de marcadores coinciden en que la poblacién de zariglieyas que habitan el
AMVA no presentan evidencias de estructuracion genética y por tanto ningun efecto de posibles
barreras a la dispersion. EI AMVA posee una superficie de 1,157 km2 y las zarigleyas tienen un
rango de hogar en donde las hembras promedian 0.163 km? y los machos 1.23 km?2 por &rea
(Sunquist, et al., 1987), aunque es una distancia relativamente pequefia, estos animales no
permanecen por mas de cinco dias en sus madrigueras, lo que hace que estén en constante
movimiento a lo largo de su vida. Asi mismo sus habitos alimenticios generalistas oportunistas le
permiten adaptarse a diferentes entornos, siendo entonces una especie ecolégicamente flexible
(Kasparian et al., 2004). Por tal motivo estos factores se pueden considerar como facilitadores para
la conectividad genética de la poblacidén (Chemisquy et al., 2021). Los resultados de este estudio
dan cuenta de una alta capacidad de dispersion de D. marsupialis en los ambientes urbanos de
AMVA.

Si bien la historia de vida de la especie tiene una gran influencia en los resultados encontrados, es
importante destacar el papel que tienen los rescates y liberaciones que se realizan por parte de
autoridades ambientales, pues segun los datos historicos de liberacion de zarigiieyas dentro del
territorio del AMVA, se registran liberaciones desde el afio 2020 en zonas periurbanas y rurales
en nueve de los diez municipios que componen el Area. Tales eventos también pueden actuar como
facilitadores para el flujo de genes, ya que dichas traslocaciones podrian facilitar la dispersion de
la especie por encima de las capacidades propias, llevando a superar posibles barreras a la
dispersion, ahorrando distancias de recorrido y eliminando las barreras urbanas. Esto podria afectar
la aptitud de la poblacion negativa o positivamente. En el primer caso el flujo de genes entre
poblaciones localmente adaptadas puede conducir a que alelos genéticamente incompatibles se
recombinen en el mismo genoma 0 a una depresion por exogamia (Crispo et al, 2011). En el
segundo caso, el flujo de genes permite el intercambio de mutaciones beneficiosas entre los grupos
de genes que pueden rescatar a pequefias poblaciones aumentando su diversidad genética

previniendo la extincion al incrementar la variacion genética (Holt & Gomulkiewicz, 1997). Sin
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embargo, estos efectos positivos son de esperar cuando el flujo de genes entre poblaciones es
moderado, por lo cual resulta importante hacer un seguimiento adecuado los individuos que son

liberados, considerando sus puntos georreferenciados de rescate y asi mismo los de liberacion.

Aun cuando el ADN mitocondrial se hereda de la madre y su patron difiere del patron biparental
de los microsatélites, la falta de una estructura genética indica que no existen diferencias entre
sexos en patrones de dispersion (Ballard & Whitlock 2004). Cytb es ampliamente utilizado para
analisis filogeograficos y permite inferir historias evolutivas ademas de reconocer barreras
geograficas, pero a nivel intraespecifico puede ser engafioso, pues para mamiferos se ha
encontrado que este marcador posee poca variacion (Kartavtsev & Lee, 2006). Se sugiere entonces
en futuros estudios el uso de un marcador mitocondrial presuntamente méas polimdrfico como lo

es el D-loop.

A pesar de que las zariglieyas son especies generalistas con un alto rango geogréafico y cierta
resistencia a la perturbacion (Kasparian et al., 2004), se esperaba que la poblacion analizada
presentara cierto grado de estructura genética, debido a las barreras fisicas que pueden generar los
efectos de la urbanizacion, pero se encontraron altos niveles de diversidad genética, ya que las
estimaciones promedio de He = 0.85. Esto comparado con lo reportado en otros estudios, en donde
se han informado niveles de diversidad para una poblacion silvestre de D. marsupialis en La
Guyana Francesa, con estimaciones promedio de He = 0.93 (Lavergne et al., 1999), y niveles
moderados para una poblacion de Chiapas, México, con He = 0.57 (Cruz & Ruiz, 2020). Se
encontré también que el Ho fue menor que el He en todos los loci, con desviaciones de HWE en
siete de los nueve loci analizados, lo cual indica una deficiencia de heterocigotos. Este déficit
podria deberse a diversos factores como alelos nulos, presion de seleccion sobre los loci Dm1-
Dm3, Dm3-Dmb5, Dm5-Dm9 que estan ligados (Van Oosterhout et al., 2006) o la facilitacion de la

dispersion mediante las liberaciones realizadas.

En conclusion nuestros resultados sugieren que los procesos de urbanizacion no tienen un efecto
de aislamiento geografico sobre D. marsupialis, asi que para comprender mejor los procesos
evolutivos de este mamifero, es importante abordar en futuros estudios otras cuestiones como la

identificacion de las caracteristicas del paisaje que han permitido la subsistencia de la especie, las
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rutas que estan permitiendo que haya flujo genético y los procesos ecoldgicos que podrian estar
manteniendo la diversidad genética y les esta permitiendo responder a cambios ambientales
producto de la actividad humana. Los datos genéticos de este estudio son los primeros en reportar
la diversidad y estructura genética espacial para D. marsupilis en Colombia, utilizando marcadores
moleculares, ademas su integracion con otros estudios proporcionard una comprension mas

profunda de la especie.
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Leyenda de figuras y tablas

Figura 1. Ubicacion de los sitios de muestreo de zarigiieyas en el Area Metropolitana del Valle de
Aburré. Los puntos amarillos representan los sitios de liberacion y los puntos rojos los individuos
muestreados.

Figura 2. Red de haplotipos mitocondriales del gen Citocromo B de Didelphis marsupialis en EI
AMVA.

Figura 3. Reconstruccion filogenética bayesiana de Didelphis marsupialis con el gen Citocromo
B. Los numeros sobre las ramas corresponden a la probabilidad posterior. El color rojo representa
bajos valores (0) de probabilidad posterior y verde valores altos (1).

Figura 4. Resultados del analisis de componentes principales espaciales (SPCA) basado en 9 loci
de microsatélites. Los diagramas de valores propios (a) y el screeplot (b) indican que los dos
primeros ejes son los mas importantes para explicar la variacion genética. El screeplot traza la
relacion entre la varianza explicada por cada eje y la autocorrelacidn espacial dentro de cada eje.
Figura 5. Puntuacién sPCA 1 trazada en coordenadas espaciales que representa la estructura
genética espacial de los individuos de zarigtieyas en el AMVA. Los puntos amarillos representan
los sitios de liberacién y los cuadrados representan la puntuacion de genotipo de cada individuo,
donde los cuadrados blancos tienen valores positivos y los negros los valores negativos. El tamafio
de los cuadrados corresponde a la magnitud de la varianza.

Figura 6. Distribucion de los valores de Heterocigosidades observadas (Ho) en el AMVA. Los
puntos amarillos oscuros representan los sitios de liberacion y en color verde se indican sus valores
mas bajos, en amarillo sus valores medios y en rojo sus valores mas altos.

Tabla 1. Numero de muestras colectadas y extraidas

Tabla 2. Cebadores de nueve microsatélites con sus respectivas condiciones finales

Tabla 3. Diversidad genética en Didelphis marsupialis.
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