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RESUMEN

Los babuinos (Papio sp.) generalmente se clasifican en seis especies morfolégicamente
distintas distribuidas parapéatricamente por Africa y Peninsula Arabica. Los babuinos del
Parque Nacional de Gorongosa (PNG), Mozambique, fueron previamente identificados
como babuinos chacma (Papio ursinus), aunque muestran rasgos fenotipicos comunes a
babuinos amarillos (P. cynocephalus), posiblemente originados por hibridacion introgresiva
en el pasado o hibridacion reciente. PNG esta a 100 km del “bajo” Rio Zambezi, considerado
limite biogeografico entre ambas especies y posible zona de hibridacion natural entre ellas.
Sin embargo, antes de verificar la posibilidad de hibridaciébn en la zona es importante
dilucidar la identidad genética de los babuinos en Gorongosa.

Se recolectaron 262 muestras fecales de manera no invasiva en tres sitios para identificar
la afinidad genética, estimacién de diversidad y estructura genética poblacional de los
babuinos de PNG mediante marcadores de ADNmt y loci de microsatélites. Los resultados
describen babuinos con una mayor afinidad genética con el clado norte de P. ursinus
(posiblemente subespecie P. u. griseipes) y una baja diversidad genética de ADNmt, pero
alta para 15 loci microsatélites. Corresponderian a una sola poblacion genética
interconectada con una gradiente de variacion genética entre los sitios de sureste a
noroeste.

Este trabajo busca contribuir al poco conocimiento sobre caracterizacion genética de los
babuinos en Mozambique.
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ABSTRACT

Baboons (Papio sp.) are generally classified into six morphologically distinct species
distributed paraparatrically throughout Africa and the Arabian Peninsula. The baboons of
the Gorongosa National Park (GNP), Mozambique, were previously identified as chacma
baboons (Papio ursinus), although with common phenotype features to yellow baboons (P.
cynocephalus), possibly originated by introgressive hybridization in the past or recent
hybridization. PNG is 100 km from the low Zambezi River, considered a biogeographic
boundary between both species, where a putative natural hybridization zone between the
species may be present. However, before verifying the possibility of hybridization in the area
it is important to elucidate the genetic origin of the baboons in Gorongosa, which has never
been made.

262 faecal samples were collected non-invasively at three geographically distinct sites to
identify the genetic affinity and to estimate genetic diversity and population structure of GNP
baboons using mitochondrial DNA (mtDNA) and a set of 15 microsatellite loci markers. The
results describe that the baboons from Gorongosa have higher genetic affinity to the
northern Papio ursinus clade (possibly belonging to the subspecies P. u.griseipes) and an
estimated low genetic diversity using mtDNA markers but high using a set of 15
microsatellites loci. Troops are a single interconnected genetic population with a gradient of
genetic variation between sites from southeast to northwest.

This work is the first and most-complete genetic characterization of baboons in
Mozambique.

Keywords: Papio, ADNmt, microsatellites, genetic diversity, structure population
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1. Introduccién

La relacién entre los humanos y los babuinos tiene una extensa data. Ya en el antiguo
Egipto, los babuinos fueron considerados como la personificacion de la muerte o
relacionados al Dios Thoth, dios de la sabiduria, ciencia, escritura y medicion (Cheney y
Seyfarth, 2007) (Figura 1a). Se han encontrado evidencias arqueolégicas como esculturas
y pinturas en tumbas egipcias, en los que se aprecia su rol méas alla de mascotas, sino que
también como asistentes en tareas diarias como la recolecciéon de frutas, la construcciéon de
barcos, en la pesca e incluso como asistentes de policias (Figura 1b). La figura del babuino,
al igual que otros animales, fue de tal importancia en la antigiiedad, que se han encontrado
momias dentro de los templos sagrados (Von den Driesch, 1993; Nerlich et al., 1995;
Redford, 2002; Goudsmit y Brandon-Jones, 2008) (Figura 1c), sin embargo, algunos
autores sefialan que no hay evidencia de que fueran tratados como animales sagrados
(Nerlich et al., 1993).

Esta relacion entre humanos y babuinos podria ser incluso anterior, ya que Ultimos
descubrimientos han situado a nuestro ancestro Australopithecus sediba (~1.977 Ma)
(Berger et al., 2010; Pickering et al., 2011) junto a Papio angusticeps (~2.3-2.0 Ma), posible
ancestro de los babuino actuales, ambos encontrados en la cueva de Malapa en Sudafrica,
siendo este Ultimo el Gnico primate no-hominino descubierto hasta ahora en uno de los
sitios bioarqueoldgicos mas importantes de la historia (Gilbert et al., 2015). Lo que lleva
suponer que ambas especies llevan compartiendo el mismo escenario y cronologia desde
hace millones de afios.

A diferencia de los grandes simios como el chimpancé o el gorila, los babuinos no estan
estrechamente relacionados con el ser humano. La posible edad del ancestro comdn mas
préximo entre homo y sapio de alrededor de 30 millones de afios (Steiper et al., 2004). Sin
embargo, el género Papio es considerado como una fuente propicia de analogias para la
evolucion de los homininos, ya que a diferencia de los simios africanos que habitan
principalmente en bosques siempre verdes, los babuinos se han desenvuelto en habitats
no boscosos menos densos y en la sabana del Africa subsahariana al igual que los
homininos tempranos (Jolly, 2001). Ademas, Papio presenta una cronologia con tiempos
de aparicién y diversificacién en casi el mismo rango de tiempo que el género Homo (Gilbert
et al, 2018; Rogers et al., 2019). Es posible que la poblaciéon de Papio y Homo hayan
experimentado episodios similares de expansién y contraccion durante el Pleistoceno
(Ackerman et al., 2019; Roos et al., 2019; Chala et al., 2019).
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Figura 1: A) Escena del libro de los muertos del tercer periodo intermedio de la dinastia 21, entre
1070-945 aC. Museo Egipcio de Turin. Imagen obtenida en https://egypt-
museum.com/post/182143377736/lake-of-fire-with-baboons el 11 de Julio de 2019. B) Detalle de
un relieve de la tumba de Khnumhotep y Niankhkhnum. Reino antiguo, 5ta dinastia, ca. 2498-2345
AC Necropolis de Saggara. En la imagen se observa a un policia que permite el ataque de un
babuino a un ladrén en un mercado. Imagen obtenida en https://egypt-
museum.com/post/186204953606/baboons-catch-criminals. C) Momia de un joven babuino, en una
posicion sentada. Imagen obtenida de
https://www.britishmuseum.org/research/collection_online/collection_object_details.aspx?objectld=
124867ypartld=1

Existen seis grupos taxondémicos del género Papio diferenciados morfolégica y
geograficamente en todo el continente africano y en una parte de la peninsula Arébica
(Papio ursinus, Papio cynocephalus, Papio kindae, Papio hamadryas, Papio anubis y Papio
papio). Sin embargo, hay evidencia de que estas seis especies pueden generar
descendencia viable y se ha descrito procesos de hibridacion natural en diversos lugares.
Por este motivo, muchos autores prefieren ver a Papio como una sola especie con seis
subespecies. Algunos estudios muestran una relacién estrecha entre la genética de
especies babuinas distintas, compartiendo el mismo linaje de ADN mitocondrial y/o
caracteristicas morfolégicas y, por el contrario, en otros casos se ha visto una discordancia
genética dentro de un mismo grupo taxonémico.
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La presente memoria pretende aportar en la reconstruccion de la historia evolutiva de los
babuinos del sur de Africa, mediante el estudio de poblaciones naturales adaptadas a
hébitats complejos como el Parque Nacional de Gorongosa (PNG), espacio natural que
alberga una gran cantidad de tropas de babuinos (aproximadamente 220, Stalmans et al.,
2018) en contextos ecoldgicos diversos. PNG se localiza en Mozambique central, a tan solo
100 km al sur del rio Zambezi. Gorongosa ha sido descrito por E.O. Wilson como el lugar
con mayor biodiversidad del planeta (Wilson, 2014).

En PNG se han identificado babuinos de la especie Papio ursinus, o también llamados
babuinos chacma en su nombre comun, pero que muestran rasgos fenotipicos mas
parecidos a los babuinos amarillos (Papio cynocephalus), posiblemente originados por una
hibridacion introgresiva en el pasado (Zinner et al, 2009), hibridacién reciente o mestizaje
entre estas dos especies. Por todo lo anterior, es importante esclarecer la identidad
genética de las poblaciones de babuinos en Gorongosa y compararlo con los rasgos
morfolégicos que tienen para verificar la posibilidad de hibridacién en la zona. Ademas, se
sospecha que el rio Zambezi pudo haber actuado como una barrera ecolégica que afectd
los patrones de dispersién de los babuinos, por lo que es necesario integrar antecedentes
biogeograficos al estudio.

El estudio de la hibridacion en babuinos ofrece oportunidades para dilucidar relaciones
evolutivas, mecanismos de adaptacion y especiacion, y obtener nuevos conocimientos
sobre cédmo los seres humanos tempranos evolucionaron y divergieron.

Cabe sefalar gue no existen investigaciones previas sobre esta tematica realizadas en este
Parque ni en Mozambique, por lo que la contribucion de este trabajo es de importancia para
generar conocimientos en los campos cientificos de Evolucién, Primatologia, Paleo-
primatologia tanto en Mozambique como para la comunidad cientifica global.
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2. Marco Teorico
2.1 Babuinos (género Papio)

Los babuinos se han dividido histéricamente en cinco taxa morfolégicos distintos
originalmente llamados: babuino chacma (P. ursinus, Kerr 1792); babuino amarillo (P.
cynocephalus, Linnaeus 1766); babuino de oliva o anubis (P. anubis, Lesson 1827);
hamadryas o babuinos sagrados (P. hamadryas, Linnaeus 1758); y babuino de Guinea (P.
papio, Desmarest 1820). Sin embargo en el afio el 2016 los babuinos kinda (P. kindae,
Lonnberg, 1919), fueron considerados oficialmente como especie por The International
Union for Conservation of Nature (IUCN), después de mucho tiempo ser considerados como
subespecie de P. cynocephalus (Groves, 2001).

Se ha reconocido la existencia de variaciones morfolégicas dentro de algunas especie, las
cuéles también presentan una diferenciacién geografica como: P. anubis doguera, P. anubis
tesselatus, P.anubis nigeriade, P. anubis heuhlini, P. anubis furax y P. anubis neumanni
dentro de los babuinos oliva; P. ursinus griseipes, P. ursinus ruacana, P. ursinus orientalis,
P. ursinus occidentalis y P. ursinus chobiensis en babuinos chacmas; P. cynocephalus
ibeanus, P. cynocephalus strepitus, P. cynocephalus jubilaeus, P. cynocephalus langheldi
y P.cynocephalus thoth en babuinos amarillos (Hill, 1970; Grubb, 2006).

2.1.1 Distribucién geografica

El género Papio es uno de los géneros del orden primate con mayor distribucién espacial,
en el continente africano, ocupando gran parte de Africa subsahariana, a excepcion del
desierto de Kalahari, los bosques tropicales de la cuenca del Congo y el centro-oeste de
Africa. Cabe afadir que los babuinos hamadryas habitan en la zona sureste de Arabia
(IUCN, 2019). La region ocupada por los babuinos es extensa, y posee una variacion
altitudinal que va desde el nivel del mar hasta los 3,850 metros sobre el nivel del mar,
albergando una gran diversidad de condiciones ambientales, con temperaturas desde los -
6°C a 40°C (Palombit, 2017). En general, las sabanas abiertas y boscosas son el habitat
predilecto de la mayoria de los babuinos, no obstante, P. papio, que si bien tiene una
distribucion mas pequefia, abarca habitats de tipo boscosos con clima subtropicales, y
zonas rocosas y montafiosas del desierto de Mauritania (Oates et al., 2008), y aun mas
extremo es P. hamadryas, que se distribuye por zonas subdesérticas, esteparias y rocosas,
como acantilados o picos de montafias que bordean el mar rojo (Gippoliti y Ehardt, 2008)
(Figura 2).

2.1.2 Caracteristicas

Los babuinos en general son de gran tamafio, el macho pesa alrededor de 24 kg vy las
hembras cerca de 13 kg (Palombit, 2017), tienen un marcado prognatismo facial y su
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dimorfismo sexual es pronunciado, lo que se vislumbra particularmente por el gran tamafo
del canino en machos. El color y textura de su pelaje varia segun especie presentando
varios tipos de color cafés (P. anubis) con tonos rojizos (P. papio), negruzcos (P. ursinus),
amarillos (P. cynocephalus y P. kindae) o blancuzco-grisaceo (P. hamadryas; Tabla 1). Si
bien son considerados como animales terrestres, también hacen uso de los &arboles para
alimentarse y refugiarse. Son altamente adaptables y tienen una dieta omnivora, la cual es
obtenida de numerosas especies de arboles, arbustos, pastos, hierbas y plantas acuéticas,
y se alimentan de frutas, semillas e insectos, aunque también, en menor cantidad, de
pajaros, roedores, reptiles, pequefios ungulados y huevos (DeVore y Washburn, 1963).

P. ursinus N
Figura 2. Distribucion de las seis especies de babuinos. Extraido de Fischer et al., 2017.
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Tabla 1.Taxonomia y resumen de caracteristicas del género Papio.

Categorias Taxonémicas Nombre Nombre Distribucion Habitat Pelaje Estructura
Orden Familia Tribu Género cientifico comun social
P. hamadryas Hamadryas Semidesierto en Zonas Café grisaceo Multi-nivel con
Etiopia, Eritrea 'y rocosas, con rostro, filopatria
Peninsula Arabica Praderas, manos y nalgas masculina 'y
matorrales rosadas dispersién
femenina
P. anubis Olivas Desde el Oeste Praderas, Café olivo o gris Uni-nivel con
de Kenya y Sur de Sabana, olivo, y rostro y filopatria
Primate Etiopia a Guinea y Bosques manos y pies femeninay
suroeste de Mali 0scuros dispersion
Cercopithecidae masculina
Papionini P. papio Guinea Entre Senegal y Bosque Café rojizo y Multi-nivel con
Papio Oeste de Guinea Sabana rostro oscuro filopatria
Praderas masculina 'y
dispersion
femenina
P. Amarillos Este de Africa Sabana, Café amarillento Uni-nivel con
cynocephalus Matorrales, y rostro oscuro filopatria
Bosques femeninay
dispersion
masculina
P. ursinus Chacma Sur de Africa Sabana, Café oscuro con Uni-nivel con
Matorrales, manos y pies filopatria
Praderas , negros, rostro femeninay
Zonas rocosas 0scuro dispersion
masculina
P. kinda Kinda Zambia Sabana, Café amarillento Uni-nivel con
Bosques y rostro oscuro filopatria
femeninay
dispersion
masculina
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2.1.3 Estructura social

La sociedad babuina es variable y compleja. Se distinguen dos componentes basicos en su
estructura social, los grupos multi-niveles y los uni-niveles. El primer grupo, compuesto por
P. hamadryas y P. papio, hace referencia a la unidad social mas pequefia que se conoce
como OMU (unidad de un macho o one-male-unit en inglés) (Grueter et al., 2017). Esta
consiste en un macho y de una a nueve hembras, mas la descendencia, donde las hembras
se encuentran unidas (o enlazadas) al grupo mediante un tipo de pastoreo violento (herding)
ejercido por el macho con fines reproductivos (Kummer, 1968). Varios OMUs que se
movilizan juntos constituyen una banda (de 30 a 100 o mas individuos), y a su vez los clanes
son grupos de bandas donde los machos se relacionan genealégicamente entre si.
Finalmente las “tropas” son un conjunto temporal de bandas que usan el mismo territorio
para dormir. Evidencia genética y conductual (Sigg et al., 1982; Hapke et al., 2001;
Hammond et al., 2006; Kopp et al., 2014; Stadele et al., 2015) sugiere que este sistema se
basa en la filopatria masculina con dispersion femenina, ya que las hembras se reproducen
en OMUs y/o clanes no-natales por lo tanto el flujo genético es mediado por ellas, como es
el caso de P. hamadryas (Swedell, 2006; Swedell et al., 2011) y P. papio (Kopp et al., 2014,
2015). Este ultimo sin embargo, presenta una mayor tolerancia de los machos dentro de las
unidades, independiente de su relacion de parentesco, y exhiben bajos niveles de
agresividad entre machos y de machos a hembras, en comparacion a los babuinos
hamadryas y a las otras especies del género, lo cual ha sido interesante para la
comprension de la evolucion del comportamiento social. (Patzelt et al., 2014).

El segundo componente basico de la estructura social, son los grupos uni-niveles “multi-
male/multi-female”, Palombit (2017) los define como grupos cerrados no territoriales de 20
a 80 o mas individuos adultos machos, hembras y jovenes de varias edades. Generalmente
las hembras superan en proporcion al macho y a diferencia de los OMUSs, son las hembras
las filopatricas y los machos los que se dispersan al llegar a la madurez sexual (desde los
6-8 afios aproximadamente). La filopatria facilita la interaccion y posterior formacion de
redes entre hembras, por lo que pueden alcanzar rangos jerarquicos adyacentes a la de
sus madres y hermanas (sociedad matrilineal), en cambio, entre machos los rangos
jerarquicos dependen de sus atributos fisicos y desempefio después de la dispersion. Este
sistema es comun entre P. anubis, P. cynocephalus y P. chacma (Swedell, 2006; Palombit,
2017).

2.1.4 Biogeografia de babuinos

Winder (2014), plantea que, si bien existe una diferencia en el clima, vegetacion, geologia
de superficie y tipos de terreno de los entornos utilizados por las seis especies de Papio sp,
estas no son tan significativas como la diferencia que hay dentro del area ocupada por una
misma especie. Incluso el ambiente ocupado por tropas adyacentes a un parque puede
tener igual 0 mas diferencias que los ambientes entre especies. En general, la ecologia del
babuino no estd del todo diferenciada, presentando niveles relativamente bajos de
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separacion de nichos ecolégicos, sin embargo se confirma su flexibilidad ecolégica y
conductual, asi como la posibilidad de que sean otros los factores (no intrinsecamente
ambientales) que hayan desempefiado un papel mas importante en la biogeografia, como
los rasgos morfologicos, que influyen en gran parte al comportamiento y ecologia de un
animal. Por lo tanto, es posible afirmar que el nicho ecoldgico de una especie también esta
influenciado por su historia evolutiva (Fleagle et al., 1999; Kamilar, 2006).

2.2 Babuinos del sur de Africa

Debido a que esta tesis se enfocara especificamente en los babuinos que habitan la zona
de Mozambique, el cual geograficamente corresponde a un pais de Africa del sur, el
presente capitulo profundizara con respecto a los babuinos que habitan la regién sur del
continente africano, especificamente en los babuinos chacma.

Los babuinos chacma han evolucionado de forma independiente durante casi todo el tiempo
gue Papio moderno ha existido. La evidencia genética basada en ADN mitocondrial sugiere
que el género Papio surge en Africa hace al menos ~ 2.09 Ma y la aparicién de babuinos
proto-chacma se remonta al menos ~ 1.80 Ma (Newman et al., 2004; Sithaldeen et al., 2009;
Zinner et al., 2009). Chacma es un generalista ecoldgico, es decir, estos babuinos son
capaces de adaptarse a diversos habitats y por ende pueden disponer de diversos recursos.
Posiblemente este sea el estado ancestral de todo Papio (Sithaldeen, 2011). Cabe destacar
que la evidencia fésil (Frost y Delson 2002; El-Zaatari et al., 2005; Gilbert et al. 2018)
sugiere un origen en el sur de Africa para el género Papio (Jolly 2001).

La distribucién de los babuinos chacma es continua por el continente africano, a través de
una amplia diversidad de habitats, desde las regiones costeras de los fynbos (tipo de
vegetacion de montafa tipica de la regidn del Cabo de Sudafrica) pasando por terrenos
montafiosos propensos a las heladas, biomas como humedales, bosques, sabanas, hasta
desiertos extremadamente aridos, siendo solo el desierto de Kalahari el Unico lugar
desprovisto de babuinos (Sithaldeen, 2011). Su amplia distribucién convierte a los babuinos
chacmas en la poblacion de babuinos y primates no humanos mas austral del mundo.

Debido a esta amplia gama ecoldgica, se considera que los babuinos chacma son
generalistas de alimentacion. Sus dietas estan dominadas por frutas, hojas y productos
subterraneos, como semillas, raices, tubérculos o cormos. Mientras que las flores y la carne
animal constituyen una proporciéon mucho menor de la dieta. Hay evidencia de que también
comen recursos marinos como mariscos (Jolly, 1993; Kingdon, 1997). Algunos grupos
también pueden sobrevivir por un tiempo considerable sin agua, y a menudo adaptan sus
dietas de manera muy selectiva dentro de un conjunto de recursos (Alberts et al., 2005) e
incluso puede adaptarse a cambios climaticos rapidos (Hill, 2002).
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La variabilidad ecolégica de las poblaciones de babuinos chacma se acomparfa de una
variacion fenotipica significativa, particularmente en el tamafio y la coloracion del pelaje
(Groves 2001; Jolly 1993). El fenotipo denominado chacma (P. ursinus ursinus) se describe
por Hill (1970) como:

“Los mas grandes y oscuros de los babuinos y generalmente tienen un pelaje casi negro.
El macho no tiene una melena, pero usualmente tendra mechones largos de cabello a lo
largo de la nuca. El chacma no tiene tonos verdosos en su pelaje y no tiene grandes bigotes
laterales en su cara. La cola tiene una torcedura distintiva a aproximadamente 1/3 de la
base que hace que se vea rota. La cara, las orejas y partes desnudas de las manos y los
pies estan profundamente pigmentados. La cara esta escasamente cubierta de pelo corto
y blanquecino. El vello corporal es grueso y predominantemente oscuro, con variaciones en
lo moteado”. (Hill, 1970, traduccién personal)

La variacién en el pelaje es la base de varios esquemas de clasificacién que se han utilizado
para identificar hasta ocho formas de chacma distintas (Hill 1970) (Figura 3). Sin embargo
hoy solo se reconocen tres formas:

1. Papio ursinus ursinus (Kerr 1792), el chacma tipico, es un babuino grande con flecos
negros en la nuca, pelaje marrén oscuro, pelaje negro en las manos y los pies y una cola
relativamente corta. Esta variante se presenta en la parte mas al sur y al oeste de la gama
de chacma, incluida Sudéafrica y algunas partes de Botswana.

2. P. u. griseipes (Pocock 1911), el babuino de patas grises, tiene un color mas oscuro y se
encuentra en el suroeste de Zambia, Zimbabwe, en Mozambique al sur del Zambeze y en
partes de la region de la provincia de Limpopo en Sudafrica y el Delta del Okavango,
Botswana (Jolly, 1993). Son méas pequefios que el chacma tipico y tienen manos y pies
grises, y una cola mas larga. Este grupo incorpora las subespecies griseipes, ngamiensis,
chobiensis y jubilaeus descritos por Hill (1970). Hoy esta claro que jubilaeus es de hecho
un babuino amarillo y no un chacma en absoluto (Zinner et al., 2015)

3. P. u. ruacana, es un pequefio babuino de patas negras que es mas oscuro que el P. u
griseipes y mas pequefio que el P. u. ursinus. Se encuentran en Namibia y en el suroeste
de Angola (Groves 2001).

La variabilidad ecoldgica y del habitat observada en los babuinos chacma se refleja en una
variabilidad morfolégica significativa, la cual se relaciona a niveles similares de variacion en
el genoma mitocondrial (Sithaldeen, 2011). Reconstrucciones filogeogréficas indican que el
grupo de ursinos del sudoeste se contrajo en al menos tres refugios geograficamente
aislados, probablemente como resultado de la aridificacién, y esta metapoblacién aumenté
su rango recientemente a medida que el clima mejoré (Sithaldeen, 2015). En contraste, los
babuinos griseipes en el noreste probablemente tenian una historia mas compleja,
originada en un linaje que luego se diversifico en P. griseipes, P. kindae y P. cynocephalus
(Zinner et al., 2013; Sithaldeen, 2015).
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Figura 3. Mapa que muestra la distribucion de los morfotipos chacmas segun Hill (1970). Extraido
de Sithaldeen, 2011.

2.3 Concepto de Especie y género Papio

El concepto de especie ha sido ampliamente discutido puesto que son varias las
definiciones que se han propuesto, no obstante, se debe considerar que no todas poseen
la misma precisién al momento de definir una especie. El Concepto Bioldgico de Especie
(Biological Species Concept o BSC en inglés) se define como un “grupo de poblaciones
naturales reales que estan aisladas reproductivamente de otros grupos similares” (Mayr,
1942). Otra acepcion del término describe a las especies como linajes evolutivos (ancestro-
descendiente) que pueden ser observadas a través de la filogenia, proponiéndose el
Concepto Filogenético de Especie (Phylogenetic Species Concept o PSC en inglés), que
define especie como un “grupo irreducible de organismos con caracteristicas diagnédsticas
diferentes a las de otros grupos similares y, que ademas, exhibe un patron de ancestro y
descendencia” (Cracraft, 1989), esto se puede aplicar tanto en organismos sexuales como
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asexuales (Nixon y and Wheeler, 1990). EI PSC ha tenido gran aceptacion en la
primatologia, aunque se ha objetado que muchas especies reconocidas anteriormente
como subespecies, fueron elevadas al rango de especie produciendo una “inflaciéon
taxondmica” (Groves, 2017). Segun Groves (2017), el BSC considera especie a los
miembros de poblaciones que pueden reproducirse entre si y no necesariamente en base
a similitudes de aspecto, en cambio el PSC se refiere al conjunto de organismos que
comparte un antepasado comun y que son distinguibles por distintos atributos de otros
conjuntos similares, como es el caso de los babuinos y sus diferentes fenotipos.

Las seis taxa de Papio se distribuyen parapatricamente con diversos grados de
entrecruzamiento en sus limites de rango (Jolly, 1993). La diferencia entre el caracter
distintivo fenotipico y la identificacion genotipica ha dado lugar a un extenso debate sobre
el estado taxondmico de los morfotipos de babuinos (Jolly, 1993), produciendo dos sistemas
de clasificacion taxonémica para los babuinos. En el primero, todas las taxa son asignados
como especies completas, tal cual se indicé anteriormente; y en el segundo, las taxa son
considerados como subespecies de P. hamadryas, ya que fue el primero en describirse en
la literatura. Bajo este segundo sistema, por ejemplo, los babuinos chacma serian P.
hamadryas ursinus.

Para Burrel (2009) el uso de cualquiera de estas definiciones de especies conducira
inevitablemente a una pérdida de informacién sobre la biologia de estos primates. Si
usamos el BSC, se agruparian a todos las taxa de babuinos en una misma especie,
subestimando el caracter distintivo de cada taxén, mientras que el uso de PSC, nos
impediria observar con claridad el grado de flujo genético entre ellos. Cualquiera sea la
definicion de especie, esta no se adapta perfectamente al género Papio, pero dada la
naturaleza de la investigacion, el concepto filogenético parece ser la mejor herramienta para
diagnosticar este género. Sin embargo en esta tesis se usara el nombre de cada morfotipo
principal como una especie separada, como lo sugieren los datos genéticos recientes
(Zinner et al., 2009).

Con la introduccidn de técnicas moleculares se confirmé la falta de aislamiento genético y
el flujo genético presente entre las taxa de Papio (Rogers et al., 2000; Newman et al., 2004;
Kamilar, 2006; Rogers et al., 2019) apoyando la idea de una Unica especie de babuino
segun el concepto biolégico de especie. Jolly (1993) combina los dos conceptos de
especies que se mencionaron al principio (biolégico y filogenético) y clasifica a los babuinos
como "subespecies filogenéticas", reconociendo el flujo genético entre ellos a pesar de las
diferenciad fenotipicas de cada taxén. Los patrones de los analisis filogenéticos propuestos
por Zinner et al. (2009), Keller et al. (2010) y Newman et al. (2004), no se correlacionan
totalmente con la distribucién geografica tradicional de los babuinos de sabana, por lo que
las barreras geograficas no limitarian su dispersion, siendo, posiblemente, la similitud de
los nichos que habitan un factor clave en la amplitud de su distribucién (Epperson, 2004).
Se espera que la cantidad de solapamiento de una especie debiese aumentar con el tiempo
hasta alcanzar un estado de especie completo a medida que cambian de rango geografico
(Losos y Glor, 2003, citado en Kamilar, 2006).
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Aunque los seis morfotipos o0 especies han sido reconocidos histéricamente como distintos,
las divisiones geogréficas entre estos grupos no lo son. Esto se debe, en gran parte, a la
hibridacion en las zonas de contacto entre las taxa (Nagel 1973; Phillips-Conroy et al., 1991,
Samuels y Altmann 1991; Jolly, 1993; Alberts y Altmann, 2001), lo que resulta en altos
niveles de complejidad filogenética dentro del género (Zinner et al., 2009).

2.4 Proceso de Hibridacién

La hibridacibn es el proceso por el cual individuos de poblaciones diferenciadas
genéticamente (especies 0 subespecies) se aparean y producen descendencia viable
(hibridos). Esto ocurre en poblaciones salvajes generalmente, en areas donde dos linajes
genéticamente divergentes se encuentran y entrecruzan. Este fendmeno, relativamente
comun entre especies estrechamente relacionadas, ha tenido importantes implicaciones en
la diversificacidén y evolucién de los organismos, incrementando la diversidad y formacién
de nuevos linajes recombinantes.

Harrison (1990, 1993, citado en Futuyma, 2009) define “zona hibrida” como una region
geogréafica donde dos poblaciones genéticamente distintas coexisten y se entrecruzan,
produciendo al menos una descendencia mixta (hibridos). Cuando la hibridacién se genera
in situ debido a una alteraciéon en la frecuencia alélica por selecciéon natural en dos
poblaciones continuas, hablamos de zonas hibridas primarias. En cambio si la hibridaciéon
se produce tras la expansion y posterior contacto y entrecruzamiento de dos poblaciones
alopatricas genéticamente diferenciadas, hablamos de zonas hibridas secundarias
(Futuyma, 2009).

La hibridacién puede tener variadas consecuencias, incluyendo el reforzamiento de
barreras reproductivas, la fusién de linajes separados, la formacion de taxa hibridas, el
reemplazo de una especie, entre otras, afectando la diversidad genética dentro de la
especie, sea por movimientos de alelos desde un pool genético a otro, 0 por mestizaje
(Abbott et al., 2013). Tras el primer encuentro entre los individuos de dos especies
diferentes, la descendencia de primera generacion posee la misma proporciéon gendémica
de cada taxa parental, pero luego de varias generaciones hibridas, se produciran individuos
con una gran variedad de mezcla genética. Asi, el subsecuente retro cruzamiento entre una
0 ambas formas parentales origina una amplia gama de genotipos en la zona hibrida, que
van desde los individuos representativos de las especies parentales, hasta individuos con
genotipos intermedios, pasando por especimenes considerablemente diferente de las
formas parentales. Para distinguirlos se han estudiado varios rasgos morfol6gicos o
morfométricos como los patrones y colores del pelaje y en algunos casos estas
indagaciones se han combinado con estudios genéticos, puesto que la morfologia por si
sola no es confiable para detectar indicios de hibridacion.

Una especie que reside dentro de un &rea se puede ver afectada por la dispersion de esta
misma, creando momentos y zonas de contactos entre distintos grupos. La distribucion
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geogréfica de la variabilidad genética resultante dependera de factores como el sexo de los
migrantes que entran a esta area o el tipo de sistema filopatrico (Cortés-Ortis, 2017). La
descendencia producida en el encuentro de dos especies muestra a la primera generaciéon
con proporciones iguales en sus genomas de cada taxdn parental, pero después de varias
generaciones de hibridacién y recombinacion, se produciran individuos con diferentes
niveles de mezcla genética los cuales pueden ser morfol6gicamente similares a una de las
especies parentales, intermedias a ambas especies, o diferir considerablemente de ambas
formas parentales (Ackerman, 2010). Sin embargo, si esta variacion fenotipica es 0 no
concordante con la variacién en los caracteres moleculares sigue sin estar clara. De manera
similar, a través de analisis genéticos de poblaciones, las especies pueden ser reconocidas
debido a la presencia de distintos grupos de genes (es decir, diferentes frecuencias de
alelos), pero las poblaciones en areas de contacto pueden mostrar mezclas combinadas de
alelos debido a la hibridacién, por lo mismo, es importante sefialar que la variabilidad
genética resultante se puede ver reflejada de distinto modo segun el tipo de marcador
genético de herencia que se utilice en su estudio (herencia materna como la mitocondrial;
paterna o por cromosoma Y; o biparental en autosomas y cromosoma X) (Cortés-Ortis,
2017).

Existe evidencia de hibridacién natural en mamiferos como coyotes (Lehman et al., 1991),
venado (Carr et al., 1986) y ratones domésticos escandinavos (Gyllensten y Wilson, 1987)
(citados en Newman, 2004).

La hibridacién natural en primates ocurre al menos en 26 de ~233 especies del viejo mundo
y en 8 de ~132 especies del nuevo mundo (Cortés-Ortiz et al., 2007), y ha sido documentada
de manera intraespecifica en diversos estudios como es el caso de las investigaciones
realizadas sobre monos aulladores (Cortés-Ortiz et al., 2003) y macacos (Melnick et al.,
1993). Los estudios en zonas hibridas de primates combinados con analisis genéticos,
ambientales y de comportamiento, pueden proveer conocimientos claves para la
identificacion de mecanismos evolutivos de las taxa modernas de primates.

La hibridacion dentro del género Papio se da de manera natural entre las diferentes
especies, por ejemplo: entre chacmas y babuinos amarillos (Burrel, 2009; Keller, 2010);
babuinos amarillos y kinda (Burrel, 2009), kinda y chacmas de patas grises (Jolly et al.,
2011), babuinos amarillos y olivas (Newman, 2004), olivas y hamadryas (Bergman et al.,
2008), hamadryas, olivas y babuinos amarillos (Maples y McKern, 1967; Nagel, 1973; Mori
y Belay, 1990; Phillips-Conroy et al., 1991; Alberts y Altmann 2001 citado por Burrel, 2009).
Zinner et al. (2009) sugieren que la introgresion y la hibridacion pueden haber
desempefiado un papel importante en la historia evolutiva de Papio.

Algunas de las areas de zonas hibridas naturales de babuinos ya estudiadas son el Parque
Nacional Amboseli de Kenia (Tung et al., 2008); Parque Nacional Awash en Etiopia
(Bergman et al., 2008) y Valle de rio Kafue, Zambia (Jolly et al., 2011). Estudios sobre el
comportamiento de los babuinos han sido de mucha importancia para entender el proceso
de hibridacion entre ellos.
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La deteccion de eventos de hibridacion e introgresion entre especies estrechamente
relacionadas, la identificacion de los tipos de sistemas de apareamiento y los patrones de
dispersién sesgados por sexo, son ejemplos de rasgos de historia de vida que pueden
estudiarse comparando la diversidad y la estructura de la poblacién entre los marcadores
genéticos mitocondriales y nucleares (Sunnucks, 2000).

2.4.1 Estudios genéticos

Los primates han sido largamente estudiados desde la genética molecular para abordar
cuestiones relacionadas con la ecologia, el comportamiento, la estructura social y la
conservacion en un contexto evolutivo. Sin embargo, existen ciertas limitaciones dada sus
caracteristicas particulares. De acuerdo con Vigilant (2009), los primates, en comparaciéon
a otras especies como las aves, reptiles y peces, no presentan densidades poblacionales
tan altas, historias de vida rapidas, ni tiempos cortos de generacién, a diferencia de la
mayoria de especies de vertebrados pequefos. Por lo tanto, el tiempo y esfuerzo que toma
acumular los datos genéticos en una poblacion de primates es superior. Ademas, el tamafio
corporal de los primates en general es mayor a otros vertebrados (Vigilant, 2009), lo que
hace dificil el manejo de estos para acceder a fuentes directas como mediciones corporales,
muestras de tejido o de sangre. Sumado a esto, los primates en general son dificiles de
observar debido a su comportamiento criptico, y con el fin de reducir el impacto de las
actividades humanas de investigacién, es que se ha optado por métodos de muestreo no
invasivo y observaciones minimamente disruptivas con el fin de evitar cualquier tipo de
intervencion.

Los primates presentan una amplia adaptabilidad que les permite vivir en distintos tipos de
hébitats con ecologias muy diversas entre si, ademas de una amplia gama de sistemas
sociales y sexuales (Mitani et al., 2012). Estudiar el comportamiento de los primates puede
entregar nuevos descubrimientos sobre fuerzas evolutivas que actian en la formay origen
de estos comportamientos y sus sistemas sociales. Si bien, por mucho tiempo, este tipo de
conocimiento se accedia mediante largas temporadas de trabajo de campo (Fedigan y
Asquith 1991; Kappeler et al., 2012 citados en Brent y Melin, 2014), la incorporacion de la
informacién genética y como herramienta, ha tenido un contribucién significante para el
campo tanto de la primatologia como para la misma genética (Brent y Melin, 2014).

Lineas de investigacion como la filogenia y la genética de poblaciones han contribuido
significativamente en la comprensién del comportamiento de primates, como sistemas de
apareamiento, estrategias reproductivas, la influencia del parentesco en el comportamiento
social, infanticidio o incluso la creacion de modelos de evolucion social (Di Fiore, 2003; Opie
et al.,, 2013; Shultz et al., 2011). Este conocimiento ha proporcionado una mejor
comprension de los factores que influyen en los patrones de dispersién, que dan origen a
la formacion de su propia estructura genética. Ademas la comprension de los procesos que
configuran el flujo de genes entre poblaciones es clave para mejorar nuestras
interpretaciones actuales de proceso similares durante la evolucion humana.
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Los estudios moleculares en primates han sido variados y muchas veces se han realizado
principalmente a nivel del grupo social, sin embargo, aquellos procesos que operan en lo
social podrian afectar el patrén de variacién genética dentro de una poblacion (Vigilant,
2009). De esta forma, el comportamiento, la estructura social y la distribucion de una
poblacién pueden vincularse mediante estudios genéticos de poblaciones con el objetivo
de proporcionar informacién, como por ejemplo cambios en el tamafio poblacional de
chimpancés (Caswell et al., 2008), las barreras geograficas que afectan en la dispersion
poblacional de orangutanes (Jalil et al., 2008) gorilas (Anthony et al., 2007) y Iémures
(Guschanski et al., 2007), el origen de una poblacion de macacos (Modolo et al., 2005,
Kawamoto et al., 2008), y/o el estudio de las historias evolutivas (Di Fiore 2003; Vigilant,
2009), entre otros.

Desde los afios 90’s se han utilizado métodos no invasivos en primates como heces
(Vigilant et al., 2001; Bergl y Vigilant, 2007), cabello (Goldberg y Wrangham, 1997
Goossens et al., 2005), orina y saliva (Hayakawa y Takenaka 1999; Inoue et al., 2007), e
incluso, extractos de productos alimenticios desechados (Hashimoto et al., 1996) que
permiten obtener informacion sin necesidad de capturar, manipular e incluso observar y
seguir a los animales (Taberlet y Bouvet, 1992; Piggott y Taylor, 2003).

Los nuevos avances tanto en la recoleccion de muestras como los métodos de
almacenamiento, extraccion y técnicas de genotipado molecular utilizado en muestras no
invasivas han permitido un analisis rapido y eficiente de un gran nimero de muestras
(Lucchini et al., 2002; Banks et al., 2003; Creel et al., 2003; Nsubuga et al., 2004; Bellemain
et al., 2005; Bergl y Vigilant 2007; Langergraber et al., 2007a; Puechmaille y Petit 2007,
citados en Vigilant, 2009), permitiendo, en el afio 2007, la identificacion del genoma
mitocondrial completo de un individuo sifaka (Propithecus sp.) a partir de muestras fecales
(Matsui et al., 2007). La genotipificacion del ADN genera a su vez informacién que no se
puede recuperar de las observaciones en terreno, como la proporciéon de sexos de una
poblacién (Guschanski et al., 2008; Banks et al., 2003) o la estimacidon del éxito reproductivo
(Bradley et al., 2005; Nsubuga et al., 2008). Las ventajas de este tipo de método es que se
pueden recopilar en paralelo a las diarios de campo (Guschanski et al., 2008) reduciendo
la carga logistica y financiera. Sin embargo, cabe destacar que este tipo de muestras
contienen cantidades limitadas de ADN, al mismo tiempo que la calidad de este es menor
(es improbable que se encuentren fragmentos mas largos de ADN), ya que suele ser de
baja concentracion, encontrarse degradadas y mas propenso a la contaminacién cruzada
al mezclarse con ADN no objetivo, como el proveniente de alimentos, bacterias y
contaminacion ambiental aleatoria haciendo mas dificil su andlisis genético (Broquet et al.,
2007).

2.5.1 Diversidad, flujo genético y estructura poblacional

La diversidad genética es un pardmetro clave para medir las diferencias genéticas entre
individuos dentro de una poblacion y es un elemento importante en investigaciones
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bioldgicas para comprender el proceso de evolucion (Osada, 2015). Las diferencias en la
diversidad genética dentro de una poblacidon estan altamente correlacionados con los
rasgos de la historia de vida de los individuos, el tamafio corporal, la longevidad, la
capacidad de dispersion y la fecundidad (Romiguier et al., 2014). Especies que presentan
mayor tamafio corporal, mayor vida util, un nicho restringido y baja fecundidad tienen una
menor diversidad genética.

La teoria de la genética de poblaciones postula que el tamafio efectivo de la poblacién de
los organismos ejerce una gran influencia en la eficacia de la seleccion natural y evolucién
del organismo (Kimura, 1964), por lo tanto, una reduccion en la diversidad genética podria
resultar en una mayor fijacion de mutaciones levemente perjudiciales, y eventualmente en
un menor estado fisico promedio de la poblacion, es decir, a menor tamafo poblacional la
deriva génica se hace mas fuerte.

De acuerdo a Osada (2015), los datos existentes revelan dos tendencias importantes en la
diversidad genética de primates. En primer lugar, se observan niveles mas bajos de
diversidad genética en primates en comparaciébn con otros mamiferos con tamafios
corporales pequefios. Segundo, el nivel de diversidad genética es bastante variable incluso
dentro de los géneros. Varias especies de primates muestran niveles altos de estructura de
la poblacion, las cuales a menudo se clasifican en diferentes subespecies, y ciertas
subespecies pueden exhibir una diversidad genética mas baja que las otras subespecies.

Esta estructura genética se puede definir como el patrén de la variacién genética dentro y
entre los grupos sociales a escala local y regional y entre y varias clases de individuos
dentro de grupos sociales (Di Fiore, 2003). En las poblaciones de primates, la estructura
genética permite introducir la ocurrencia de procesos evolutivos, incluyendo la historia de
la poblacién y la demografia (como los cuellos de botella, las expansiones y el contacto
secundario de la poblacion). La estructura social de la especie, la presencia de barreras de
dispersion, las diferencias en las capacidades de dispersién y las preferencias individuales
de habitat, dejan una huella genética detectable (Vigilant y Guschanski, 2009).

Para estudiar los factores que influyen en la estructura genética, primero se debe evaluar
la estructura en si. En los Ultimos afios, muchos investigadores (Pearse y Crandall 2004)
han reconocido los sesgos que se pueden introducir al definir la estructura de la poblacion
a priori, como se hace para el Andlisis Molecular de Varianza o AMOVA clasico y otros
enfoques basados en Fst (indice de Fijacién) Consecuentemente, se han desarrollado
nuevos enfoques que permiten la estimacién de la subdivisién de la poblacién mediante el
uso de analisis basados en individuos (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003; Corander
et al., 2003, 2004; Francois et al., 2006). En un paso adicional, varios paquetes de software
ahora pueden implementar informacion adicional sobre la ubicacién del muestreo en el
analisis de la estructura genética (Chen et al., 2007; Corander et al., 2008).

De acuerdo a Vigilant y Guschanski (2009), la dispersion, una de las principales
caracteristicas de la historia de vida de una especie, resulta en el flujo de genes dentro y
entre las poblaciones. La forma en que los individuos se dispersan a través de los paisajes
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determina la estructura genética de la poblacién. De esta forma, al evaluar la estructura
genética de una poblacion, se puede aprender sobre los factores que favorecen o restringen
la dispersion. Ademas, al evaluar los marcadores especificos del sexo o al estudiar la
estructura genética de los sexos por separado, los investigadores pueden hacer inferencias
sobre el sistema social de la especie.

2.4.2 ADN mitocondrial

La mitocondria es un organelo celular semiautbnomo que posee su propio sistema de
herencia (ADN mitocondrial o ADNmt). EIl ADNmt es una molécula circular de doble hebra,
cerrada y es transmitida por el citoplasma de los 6vulos, por lo que su evolucion esta
determinada exclusivamente por la acumulacion secuencial de las mutaciones ocurridas a
lo largo del linaje materno (Hutchinson, 1974; Anderson et al., 1981). Al tener un alto nimero
de copias y una elevada tasa de sustitucién de nucleétidos, en comparaciéon a los genes
nucleares, lo hace un marcador mas adecuado para estudios de genética poblacional (Mills
et al., 2000) usando muestras no invasivas (e.g Ferreira da Silva et al., 2014) y ha
demostrado su utilidad a la hora de estimar la diversidad genética y la estructura de la
poblacién permitiendo estudios filogenéticos y migratorios de especies y poblaciones dentro
de las especies (Galtier et al., 2009)

El ADNmt ha sido utilizado como una herramienta Gtil para la identificacion de especies
conocidas, descubrir especies desconocidas e identificar especies cripticas mediante el
cédigos de barra de ADN o DNA barcoding en inglés (Hebert et al., 2003). Este método se
basa en que una secuencia poco estandarizada es capaz de distinguir la especie de la que
proviene un individuo debido a que la variacion genética entre las especies supera a la
variacion dentro de las especies (Hebert et al., 2003), es decir, la variacién es mayor a nivel
inter especie que intraespecie. Estas secuencias corresponden a fragmentos cortos de
ADNmt de una seccion estandar del genoma mitocondrial, es decir, una region especifica
del gen, la cual se compara con un banco de secuencias de referencias derivadas de
individuos especificos reconocidos previamente, que funcionan como secuencias de
referencias (Hajibabaei, 2007). Dentro de los marcadores mas utilizados se encuentran los
genes de Citocromo Oxidasa | (COl) y del Citocromo b (cytb) (Hajibabaei, 2007; Lemer et
al., 2007 Shen et al., 2013;). Estos tipos de marcadores permiten ser la identificacion de
especimenes sin caer en los posibles sesgos de la identificacion por morfologia, las cuales
pueden ser imprecisas o indefinidas (Hajibabaei et al., 2006), o incluso carecer de la
oportunidad de observacién (Mukherjee et al., 2007).

El gen del citocromo b (cytb o cytochrome b en inglés), es el gen para el que se dispone de
la mayor informacion de secuencias de diferentes especies de mamiferos (Irwin, et al.,
1991; Meyer 1994; Johns y Avise 1998) y presenta mayor precision y resolucion al separar
las especies con una tasa de falsos positivos mas baja y un valor predictivo mas alto que
COl (Tobe, et al., 2010).
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2.4.3 Loci de Microsatélites

Los loci de microsatélites, también conocidos como marcadores de secuencia simples
repetidas (simple sequence repeat o0 SSR en inglés) o marcadores de repeticion simple en
tandem (simple tandem repeat o STR en inglés) son pequefas secuencias formadas por la
repeticion consecutiva de fragmentos de ADN nuclear (normalmente menos de 10 pares
bases), los que se encuentran intercalados en todo el genoma. Son marcadores muy
efectivos para los analisis genéticos, dados su ubicacion dentro del genoma y por su
tendencia a presentar altas tasas de mutacion, lo que lo hace ser variable entre poblaciones.
Estas altas tasas de mutacion se deben principalmente al deslizamiento en el apareamiento
de las hebras de ADN (slipped-strand mispairing), que consiste en la adhesién de las
hebras, anteriormente separadas para el proceso de duplicacion del ADN, en una posicion
diferente a la original, alineandose errbneamente entre ellas. Cuando el deslizamiento
ocurre en la hebra nueva, hay un incremento en el nimero de repeticiones del microsatélite
(insercidn), si el deslizamiento ocurre en la hebra parental se dice que hay un decremento
(delecion; Li, 1997 en Vazquez-Lobo y Morales, 2014).

Debido a sus ventajas, los loci de microsatélites pueden ser usados por la genética
molecular en estudios de la mayoria de las especies de animales, asi mismo ha sido usado
en primates humanos como no humanos con el objeto de evaluar la identidad, determinar
parentescos, estimar el grado de relacién entre dos individuos, caracterizar la estructura de
la poblacion y patrones de dispersion, y/o hacer inferencias sobre la historia demografica
de una poblacién.

A pesar de las ventajas del muestreo no invasivo y la mejora de las tecnologias que
permiten la extraccion de informacidn de cantidades cada vez menores de ADN, trabajar
con el ADN en cantidad o calidad baja requiere precaucién debido a la posible apariciéon de
errores de genotipificacion (Taberlet et al., 1996), como: a) Alelos nulos: una falla en la
amplificacién de un alelo durante la PCR debido a una mutacion localizada en la secuencia
complementaria de uno de los cebadores. Es el error mas comun en los estudios de loci de
microsatélites (Callen et al., 1993); b) Alelos falsos (FA o False aleles, en inglés): un
artefacto generado durante la PCR que se confunde con un alelo (Taberlet et al., 1996); c)
Desercion alélica o abandono alélico estocastico (ADO o allele drop-out, en inglés):
amplificacion de solo uno de los dos alelos presentes en un individuo heterocigoto debido
a la amplificacion preferencial de uno de los alelos, normalmente con mayor frecuencia el
mas corto.

Debido a lo anterior, es que existen pautas metodolégicas que ayudan a evitar los errores
mencionados. a) Empleo de métodos de almacenamiento como el uso de gel de silice o
etanol al 99% para las muestras fecales, que minimizan la degradacion de ADN poco
después de la recoleccion; b) Realizacién de procedimientos de laboratorio en salas
dedicadas a la genética no invasiva para la prevencion de la contaminacién de las muestras
por ADN exdgeno; ¢) Uso del método de multiples tubos, que consiste en repetir varias
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veces la amplificacion de cada muestra y locus (Taberlet et al., 1996) para evitar errores de
genotipificacion. Para estimar la calidad general de los genotipos obtenidos, se usan
diversos métodos estadisticos como la estimaciéon de las tasas de ADO y FA (Broquet y
Petit, 2004); o correcciones de maxima probabilidad de ADO (Wang et al., 2012).

2.5 Estudios genéticos en babuinos

La nocién de diversidad intra poblacional ha sido crucial para la conceptualizacién del
proceso evolutivo en todos los niveles. Tanto el comportamiento como la estructura
genética estan intimamente relacionados: los patrones de apareamiento y los patrones de
movimiento entre grupos o poblaciones influyen en el movimiento de la variacién genética
a través del paisaje y de una generacion a otra (Jolly y Whitehead, 2000).

La investigacion genética en babuinos generalmente se ha centrado en la estructuray / o
funcién de genes o proteinas especificas de babuinos, como modelos para el analisis de
factores genéticos en enfermedades humanas comunes y como herramientas para
investigar otros aspectos como el éxito reproductivo entre machos alfas o las relaciones
filogenéticas entre Papio y otros géneros de primates (Rogers, 2000).

Los estudios de diferencias genéticas entre los babuinos comenzaron a principios de la
década de 1960 (Buettner-Janusch, 1963; Barnicot et al., 1965). A lo largo de los afios, los
investigadores han identificado una serie de marcadores genéticos polimérficos en el
género Papio, que han sido analizados en poblaciones naturales.

Asi, se han examinado proteinas o secuencias de ADN en babuinos para responder
preguntas relacionadas con el comportamiento social o la demografia a través de la
cuantificacién de la variacién genética dentro de las poblaciones naturales, pues la
variabilidad que se fija dentro de una poblacion es influenciada por una serie de procesos
como cambios en el tamafio de la poblacion, el patrén de apareamiento y la frecuencia de
la migracion hacia la poblacion desde el exterior, por tanto las estimaciones de la cantidad
de variacion genética pueden inferir varios aspectos que no se pueden observar
directamente de la demografia e historia de una poblacion (Rogers y Kidd, 1996).

Los loci microsatélites humanos también se estan utilizando en estudios de poblaciones
naturales de babuinos y han demostrado ser valiosos por su presentar mas alelos por locus
y mayor heterocigosidad (Rogers, 2000). Ademdas para investigar un conjunto de
microsatélites, no es necesario obtener ADN de muestras de sangre, si hay pelos o heces
disponibles (Morin et al., 1993).

Segln Rogers (2000) los estudios sobre variabilidad sugieren que: (a) muchos
polimorfismos se comparten en amplios rangos geograficos e incluyen varias subespecies;
y (b) hay diferencias sustanciales en las frecuencias alélicas entre las localidades, que en
algunos casos involucran la fijacion de un alelo en una poblacién determinada (o grupo de
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poblaciones). Por lo tanto, el parAmetro mas basico para estimar la variabilidad dentro de
las poblaciones locales es mediante la cantidad de variacion genética dentro de una
poblacién local. Asi, el analisis de las relaciones entre la distancia geogréfica, la
clasificacion de subespecies y la diferenciacion genética entre poblaciones permitira la
reconstruccion de la historia genética evolutiva a largo plazo.

Con el fin de entender su hibridacion, se han realizado diversos estudios genéticos entre
las especies del género Papio (Rogers et al., 2019) para determinar tanto sus relaciones
filogenéticas, como los tiempos de divergencia entre los linajes. En estos estudios se espera
que las diferencias genéticas coincidan con la diferenciacién taxonémica, es decir, que cada
especie anteriormente descrita esté diferenciada de igual forma genéticamente de la otra.

2.5.1 Marcadores de ADN mitocondriales

En estudios filogenéticos de babuinos se han usado principalmente 2 tipos de secuencia,
el gen cytocromo b (1,140 pb usado por su gran variabilidad como en Keller et al., 2010; y
la “Region de Brown” (896 pb), denominada asi por los estudios de Wesley M. Brown
(1982), es un grupo de secuencias de nucleétidos homélogos que se encuentra entre 2
proteinas del ADN mitocondrial, comprende de 457 pb del extremo 3 'del gen de la
subunidad IV de la NADH deshidrogenasa (ND4), los genes de ARNt para histidina (His),
serina (Ser) y leucina (Leu) y 239pb de la 5 'del gen de la subunidad V de la NADH
deshidrogenasa (ND5) (Wildman et al., 2004). La Region Brown fue usada como marcador
en las investigaciones de Newman (2004). Existen otros casos, como Zinner et al., 2009,
en el que se usaron ambas secuencias como marcadores filogenéticos.
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Figura 4. Izquierda, Mapa del ADN mitocondrial humana, extraida de www.mitomap.org. En rojo
marcadores mitocondriales cytb (arriba) y Regiéon Brown (derecha). Derecha, esquema de la
composicién de la Regién Brown en humano, extraida de Brown, 1982.

Con el fin de entender su hibridacion, se han realizado diversos estudios genéticos entre
las especies del género Papio (Rogers et al., 2019) para determinar tanto sus relaciones
filogenéticas, como los tiempos de divergencia entre los linajes. En estos estudios se espera
que las diferencias genéticas coincidan con la diferenciacion taxonémica, es decir, que cada
especie anteriormente descrita esté diferenciada de igual forma genéticamente de la otra.

En uno de los estudios filogenéticos mas completos realizados en Papio mediante el
analisis de secuencias mitocondriales, Zinner y colaboradores (2009) identificaron siete
haplogrupos genéticos mitocondriales principales nombrados de la A a la G (Figura 5b). El
grupo A esta compuesto de P. ursinus y su distribucién geografica abarca el sur y suroeste
de Africa, por lo que se reconoceran dentro de esta investigacion como chacmas del sur; el
haplogrupo B corresponde a un clado mixto integrado por P. ursinus y P. cynocephalus, se
ubica al norte del haplogrupo A y parte del sureste africano, este grupo presenta al norte de
su distribucion caracteristicas morfolégicas del babuino amarillo, pero también
caracteristicas chacmas, a pesar de esto, dentro del presente estudio se les reconocera
como chacmas del norte para diferenciarlos de los chacmas del haplogrupo A; el grupo C
se conforma por babuinos de la especie P. kindae con un origen en el centro del continente,
los haplogrupos D (P. anubis), E (P. papio) y F (P. anubis) se distribuyen al este de Africa
entre Senegal y Nigeria; y por ultimo el grupo G, que, al igual que el clado B, corresponde
a un clado mixto compuesto por P. hamadryas, P. anubis y P. cynocephalus y se distribuye
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por el Noreste de Africa. Como se aprecia en la Figura 5b, hay dos ramas mayores: los
haplogrupos A, B y C forman una rama principal de Africa del sur. Por su parte, los
haplogrupos D, E, F y G corresponden a una rama de Africa del norte. La Figura 5a muestra
como la distribucion geografica de los haplogrupos se condice, en general, con la
distribucion taxonémica de los babuinos, a excepcion de los clados mixtos, los cuales
presentan un tipo de morfologia que no necesariamente se relaciona con sus marcadores
de ADNmt. Por ejemplo, los chacmas del norte presentan caracteristicas morfologicas
atribuibles a chacma, por lo que se podria esperar que tengan el mismo linaje de ADNmt
que los chacmas del sur (clado A), sin embargo, su linaje mitocondrial corresponde al
haplogrupo B y no al A, compartiendo el mismo linaje de ADNmt que algunos babuinos
amarillos. Este fendmeno muestra como algunas poblaciones de babuinos, a pesar de ser
de grupos taxondmicamente diferentes (chacmas del norte y amarillos del sur) presentan
un mismo linaje mitocondrial, y que, por el contrario, otras poblaciones que forman parte de
la misma especie taxondmica (chacmas del norte y chacmas del sur) presentan distintos
haplotipos genéticos mitocondriales (Keller et al., 2010). Las filogenias del ADN mitocondrial
son parafiléticas con respecto a las designaciones taxonémicas basadas en la morfologia
para babuinos amarillos (Newman et al., 2004; Wildman et al., 2004; Zinner et al., 2009;
Keller et al., 2010).
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Figura 5. Figura extraida de Zinner et al., 2009. a) Distribucion geogréfica de las seis especies
taxonémicas de babuinos y su relacion con los siete haplogrupos mitocondriales principales. b)
Arbol filogenético simplificado y adaptado de Zinner et al., 2009.
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Esta discordancia entre amarillos del sur y amarillos del norte se puede explicar mediante
por el proceso de hibridacion introgresiva con “nuclear swamping” (Zinner et al., 2009). Los
babuinos chacmas y amarillos se caracterizan por presentar un patron de dispersién
masculino y una filopatria femenina (Cheney, 2007). De esta forma, el flujo genético es
mediado por los machos y por consiguiente “sumerge” al otro grupo con su ADN nuclear,
fijandose en la nueva descendencia y extinguiendo la original (nuclear swamping). Se
presume que lo mas probable es que los machos de un taxén (chacma) hayan invadido a
grupos de otro taxén (amarillo) geograficamente cercano reproduciéndose de manera
exitosa por varias generaciones, dando como resultado una descendencia hibrida entre los
machos invasores del primer taxén. De continuar este proceso varias generaciones, se
remplaza el ADN nuclear de la poblacién invadida pero las hembras mantienen el ADN
mitocondrial residencial. Aunque morfologicamente similares al taxdn invasor chacma, esta
poblacién mantiene el ADNmt amarillo (Zinner et al., 2011). Es decir, los machos chacmas
habrian llevado su genoma nuclear, incluyendo su morfotipo, a la poblacién invadida que
retendria su ADN mitocondrial amarillo, dando como resultados a los chacmas del Norte,
que exhiben un morfotipo predominantemente chacma (y muy probablemente un genoma
nuclear chacma) pero con un ADN mitocondrial estrechamente relacionado con el de
babuinos amarillos, mientras que el clado chacma del sur mostraria un morfotipo original y
un genoma mitocondrial diferente (probablemente el genoma mitocondrial chacma
“original”) (Keller et al., 2010).

En sintesis, los estudios demuestran que el ADN mitocondrial de los babuinos chacmas del
norte esta mas relacionado con el ADN mitocondrial de los babuinos amarillos del sur que
con otras poblaciones chacmas, como las que habitan en la peninsula del Cabo, en
Sudafrica (Zinner et al., 2009; Keller et al., 2010; Zinner et al., 2013). Se estima que tanto
chacmas como kindas y babuinos amarillos evolucionaron de manera independiente, pero
debido a cambios climéticos y geomorfologicos durante el Plioceno tardio y el Pleistoceno
(deMenocal, 2004 y Zinner et al., 2009), se habria desencadenado una reduccion del habitat
obligando a los babuinos a dispersarse hacia las poblaciones mas cercanas, entrando en
contacto con estas poblaciones anteriormente separadas, permitiendo asi, el flujo de genes
posiblemente de manera unidireccional mediante la hibridacion. Cabe destacar que dado
gue Papio ursinus griseipes coincide con la distribucion geogréfica del haplotipo B chacma
del norte, el cual presenta una alta variabilidad genética, es posible que los babuinos de
patas grises podrian tratarse de una subespecie de origen hibrido resultado del nuclear
swamping propuesto por Zinner (2009).

Debido a los cambios climaticos, anteriormente mencionados, que se dieron de manera
periddica provocando un continuo aislamiento y reconexién de habitats de sabanas, habria
causado que las poblaciones de babuinos cambiaran tanto de tamafio como distribucion
espacial, quizas de forma ciclica, por lo que el flujo genético se produjo en diferentes grados
y en diferentes momentos temporales, dando como resultado el patrén filogeografico de los
babuinos que se observa actualmente (Zinner et al., 2013).

33



Una limitante de los métodos basados en ADNmt utilizados en la interpretacion recién
presentada es que esta historia evolutiva se ha deducido desde la herencia materna, por lo
que los resultados siguen siendo incompletos al presentar solo una linea genealdgica.

2.5.2 Marcadores loci Microsatélites

Al igual que con los marcadores de ADN mitocondrial, se ha utilizado el ADN nuclear para
la observacion de hibridacion entre las diferentes especies de babuinos (Bergman et al.,
2008; Tung, et al., 2008; Charpentier, et al., 2012; Wall, et al., 2016). Por ejemplo, en Jolly
(2011) se usaron para observar hibridacion entre babuinos kindas y chacmas de patas
grises en Zambia, y Burrel (2009) hizo uso de loci de microsatélites para observar la
estructura y los patrones de flujo genético en una zona de contacto entre babuinos kindas,
amarillos y chacmas. También se han utilizado para otros objetivos como en Rogers, et al
(2000) para la creacion de un mapa de ligamientos de babuinos hamadryas; en Kopp (2015)
se utilizaron como marcadores para analizar la estructura poblacional genética de los
babuinos de Guinea y dar cuenta de su patron de dispersion y estructura genética; Boissinot
et al (2014), se ayuddé de marcadores de loci de microsatélites para analizar la historia
evolutiva y demogréfica del género Papio; O Ferreira da Silva et al., (2014), que uso los
microsatélites en conjunto con ADN mitocondrial, para investigar si la mortalidad provocada
por la caza habia afectado la estructura de la poblacién en babuinos.

2.6 Papio como modelo en Evolucién humana

La comprension de los procesos que configuran el flujo de genes entre poblaciones es clave
para mejorar nuestras interpretaciones actuales de la evolucion humana (Rogers et al.,
2019). La tribu Papionini se considera como una fuente valiosa de informacion sobre la
evolucion de la especie hominina desde la década de los 60s, fueron los estudios de
Washburn, DeVore y Hall (Washburn y DeVore, 1961; DeVore y Wahsburn, 1963; DeVore
y Hall, 1965, citados en Phillips-Conroy, 1997), los que plantearon usar la interpretacion
sobre estudios del compartamiento de los babuinos para la especulacion sobre la evolucién
del comportamiento humano, especialmente para los periodos mas tempranos de los
hominidos (Strum y Mitchell; 1987). Hay tres razones principales para usar a los babuinos
como modelo para la evolucion de Homo: (1) Debido a la diversidad propia de los babuinos,
en sus aspectos gendémicos, morfolégicos y de comportamiento( Zinner et al, 2009 ;
Swedell, 2011); (2) porque la radiacion evolutiva de Papio, segin su ADNmt, habria
comenzado hace aproximadamente 2 millones de afios (Ma) (Zinner et al., 2013),
aproximadamente al mismo tiempo que la radiaciéon de nuestro propio género, Homo, y (3)
en el mismo entorno del Africa subsahariana (Anton et al., 2014). Estas caracteristicas
brindan la oportunidad de investigar la radiacién evolutiva en un primate que es
ampliamente exitoso y adaptable (Jolly, 2001; Rogers et al., 2019).
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Las especies de babuinos producen descendientes hibridos fértiles en la naturaleza y
pueden formar zonas hibridas de larga duracion (Charpentier et al., 2012; Bergman
et al., 2008) a pesar de las diferencias sustanciales especificas de las especies en
el tamafio corporal, las caracteristicas sexuales secundarias y los sistemas sociales
(Swedell, 2011). Muy posiblemente, luego del surgimiento y diversificacion de los
nuevos linajes de babuinos, estos no se mantuvieron completamente aislados,
dando paso a la cruza, hibridacién e intercambio de informacién genética entre ellos,
aun después de la separacion filogenética (Rogers et al., 2019). Este fendmeno,
como ya se ha revisado anteriormente, continta hasta la actualidad. Es a través de
este flujo genético actual, donde podemos encontrar los procesos biologicos
poblacionales que se estan relacionados con la divergencia evolutiva de Papio, lo
cual podria darnos una idea sobre aquellos procesos evolutivos que también dieron
lugar a Homo sapiens (Jolly, 2001).

Cabe destacar, que las interrelaciones entre las poblaciones de hominidos que se conocen
hasta ahora anteriores a cien mil afios, han sido estudiadas solo a partir muestras fésiles,
y por ende, es posible que estas relaciones hayan sido mas complejas de lo que la evidencia
disponible muestra, y lo que la terminologia taxonémica convencional puede expresar (Jolly,
2001). Aunque ninguna especie viva puede proporcionar una analogia exacta para estas
etapas intermedias, los babuinos pueden proporcionar una perspectiva diferente sobre el
elemento no humano en el proceso de evolucion del hominido y enriquecer la historia
demografica de nuestros antepasados.

2.7 Lugar de estudio: Parque Nacional de Gorongosa

El Parque Nacional de Gorongosa (PNG) (Figura 6) posee un area de casi 4,000 km2y se
localiza en el centro de Mozambique, al sur del rio Zambezi y al norte de rio Pungwe, al
oeste del Océano indico, y al este de La montafia Gorongosa. Presenta una elevacion de
15 metros aproximadamente sobre el nivel del mar en las tierras bajas y 1800 metros en la
parte mas alta de la montafia (Herrero, 2017). Su ecosistema es muy complejo y comprende
varios tipos de biomas incluyendo sabanas, miombo y bosque de montafia. Su temperatura
fluctia entre 15°C y 30°C con un promedio de 1000mm precipitacién anual (Herrero, 2017).

Durante los afios 20s, Gorongosa fue dispuesto por la colonia portuguesa como reserva de
caza, pero en 1960 el gobierno portugués lo decreta como Parque Nacional. Después de la
Independencia de Mozambique (1975) y, posteriormente, luego de 15 afios de guerra civil
(1977-1992), el PNG perdi6 cerca del 90% de la poblacion de animales de grandes
mamiferos, ello debido a que muchas de las batallas se libraron dentro del Parque, esto
sumado a la caza ilegal de animales durante los afios 90s, produjo graves consecuencias
en el ecosistema del parque. Para enfrentar este escenario, se cred en el afio 2004 el
proyecto de Restauracion de Gorongosa (Gorongosa Restoration Project) apadrinado por
la Fundacion Carr y el gobierno de Mozambique, cuyo objetivo es adoptar un modelo de

35



conservacion moderno para equilibrar las necesidades de la vida silvestre y de las
comunidades, protegiendo, salvando y devolviendo la naturaleza a su lugar legitimo, a
través de cuatro &reas principales: conservacion, comunidad, ciencia y turismo (“our story”,
sitio web Gorongosa.org, recuperado el 13 de Abril de 2019).

El PNG se compone mayormente de un ecosistema de sabana mezclado con pequefas
areas de pastizales y bosque, creandose un mosaico compuesto por diferentes tipos de
vegetacion. Las sabana es un ecosistema que presenta escasa densidad de vegetacion,
albergando praderas con arboles o arbustos dispersos, y fuentes de agua disponible a lo
largo del curso de algun rio, o proveniente de agujeros de riego (Turner, 2017). Alberga
muchas especies de animales como elefantes, cebras, diversos antilopes y primates, tales
como géalagos (estrepsirrinos nocturnos), cercopitecos y babuinos. Debido a su
organizacién social no se ha determinado el nimero total de babuinos que habitan en la
zona, sin embargo, se han registrado un total aproximado de 219 tropas de babuinos
(Stalmans et al., 2018). Cada tropa de babuinos puede tener entre 30 y 120 individuos. Este
registro de datos se realizé en el dltimo conteo de animales del parque mediante
observacién aérea a 55 metros sobre el suelo en helicoptero trazando lineas paralelas de
500 metros de ancho (250 metros por cada lado del helicdptero) graficadas en una
cuadricula generada por un computador portétil conectado al GPS del helicoptero. Si bien
se realiza un conteo de tropas, no se cuentan los babuinos de manera individual (Stalmans
y Peel, 2016).

~, Gorongosa National Park (GNP)
.. & buffer zone boundaries

Figura 6. Mapa Parque Nacional de Gorongosa, extraido de Martinez et al., 2017.
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La relevancia del lugar radica en que no hay mayores estudios de babuinos en el parque,
en la region, ni en el pais, sin contar que la posicion geografica del mismo parque es
estratégicamente interesante, ya que se encuentra cercano a la frontera de distribucién
entre los babuinos amarillos, al norte del rio Zambezi, y los babuinos chacmas, al sur del
rio.

2.7.1 Babuinos del Parque Nacional de Gorongosa

La parte baja del rio Zambezi, ubicado en la zona central de Mozambique corresponde al
limite de distribucion geografica entre dos especies de babuinos. Al norte del Zambezi se
han descrito a los babuinos como P. ursinus jubilaeus (antes de reconocerse como P.
cynocephalus) o como chacmas enanos (Jolly, 1993). Los babuinos del Parque Nacional
Luangwa de Zambia oriental y Malawi se han considerado como P. cynocephalus jubilaeus
o incluso P. cynocephalus strepitus (Burrell, 2009; Zinner et al., 2015).

En cambio, los babuinos de PNG se han identificado previamente como babuinos chacmas
(Tinley, 1977) y dos muestras de ADNmt extraidas del parque fueron identificadas dentro
del clado chacma norte en Zinner et al (2009). Ademas se encuentran dentro de los rangos
geograficos de chacma segun estudios mitocondriales de Keller et al (2010). Aungue como
se ha mencionado anteriormente, al mismo tiempo se les ha identificado, por alcance
geografico, como chacmas de patas grises (Papio ursinus griseipes (Sithaldeen, 2011)
(Figura 7). No obstante, hay evidencia de que esta poblacion muestra rasgos fenotipicos
mezclados, a veces mas parecidos a los babuinos amarillos (P. cynocephalus) y chacmas
de patas grises (Martinez et al., 2019), al presentar pelaje ventral claro, pelaje dorsal
amarillo o la presencia de franjas grises en manos y pies, lo que hace suponer que el rio
Zambezi, el cual es considerada como una barrera geogréfica entre babuinos chacmas y
amarillos, pudo no haber funcionado siempre como tal, permitiendo flujo genético y
convirtiendo a PNG en una posible zona hibrida amplia entre ambas especies. Por lo menos
en el curso medio del rio Zambezi, entre Zimbabwe y Zambia, las poblaciones de chacmas
de pies grises se desplazan al norte y entran en contacto e hibridacion con babuinos Kinda
en el parque Kafue y babuinos amarillos en el Valle del Lwangua (Martinez et al. 2019).
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Figura 7. A) P. cynocephalus macho de Parque Nacional Quirimbas, Mozambique (foto
por Daniel Cara). B) P. u. griseipes macho del delta de Okavango, Botswana (foto por
John Weir). C) P. u. ursinus hembra de Peninsula Cape, Sudafrica (foto por M. J Ferreira).
D) Babuinos de PNG (foto tomada por equipo PPP). E) Individuo BF027, (foto de video
grabado por equipo PPP. F) Mapa adaptado de Martinez et al., 2019; muestra la
distribucion especies Papio del sur de Africa, estrella amarilla: Ubicacion Parque de
Gorongosa; flecha: Rio Zambezi.
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3. Planteamiento del Problema

Los babuinos que habitan dentro del Parque Nacional de Gorongosa han sido previamente
identificados como chacmas segun su morfologia (Tinley, 1977; Jolly, 2001), lo cual
concuerda con el rango geogréfico que tiene P. ursinus dentro del continente al tener como
frontera el rio Zambezi, separandolos de otra especie de babuinos (P. cynocephalus).
Consecuentemente, en Zinner et al (2009) dos muestras de ADNmt provenientes de
Gorongosa (GOR) se agrupan dentro del clado B (Figura 5) el cual es integrado por los
subclados amarillos sur y chacma del norte o babuinos de patas grises, de manera
separada dentro del mismo clado B, convirtiendo a P. cynocephalus en un taxén parafilético
desde el punto de vista del ADNmt. A pesar de esto, la poblacion de babuinos de Gorongosa
ha mostrado rasgos morfolégicos comunes a P. cynocephalus lo cual hace suponer la
existencia de algun tipo de interaccion y reproduccion entre babuinos P. ursinus y babuinos
P. cynocephalus en el pasado (correspondiente a eventos de hibridacion introgresiva,
cuando los machos de P. ursinus invadieron grupos de P. cynocephalus) o hibridacion muy
reciente 0 en curso como consecuencia de alglin evento de contacto secundario entre
babuinos chacmas y amarillos (por ejemplo si los babuinos amarillos han cruzado el rio
Zambezi en las Ultimas generaciones).

En ese sentido, cabe preguntarse si existe la posibilidad de hibridacion (hibridacion
introgresiva o hibridacion reciente) entre las especies Papio cynocephalus y Papio ursinus
en el Parque Nacional de Gorongosa, lo que convertiria a PNG en una posible zona hibrida
entre babuinos chacmas y babuinos amarillos.

Debido a que no hay ningun tipo de estudio previo sobre los babuinos que habitan en el
lugar, es primordial, ante todo, identificar taxonomicamente a los babuinos que habitan en
el parque, por lo tanto la pregunta de investigacion a la que apunta este estudio es: ¢Cual
es la afinidad taxondmica de los babuinos del Parque de Gorongosa? En base a los
resultados se observara si es posible observar diferencias genéticas significativas entre los
individuos que apunten a la idea de una posible hibridacion.

Si, las suposiciones anteriores son correctas, se esperaria que la poblacién mostrara rasgos
de hibridacién introgresiva o reciente en su estructura poblacional, y en el mejor de los
casos, se podrian identificar a individuos genéticamente muy distintos pertenecientes tanto
a la especie P. cynocephalus como a individuos de la especie P. ursinus dentro de la misma
muestra poblacional analizada. Por lo tanto, las hipotesis planteadas para la pregunta de
investigacion serian:

HO: La afinidad taxonémica de los babuinos del Parque de Gorongosa es hibrida entre P.
cynocephalus y P. ursinus. Se identifican mitocondrialmente a individuos tanto dentro del
subclado P. cynocephalus como al subclado P. ursinus del clado B y con una alta
diferenciacion genética a través de STRs
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H1: La afinidad taxonémica de los babuinos del Parque de Gorongosa corresponde a una
sola unidad genética y se identifican mitocondrialmente a los individuos dentro del subclado
P. ursinus del clado B (P. ursinus del norte), sin una estructura poblacional definida.

H2: La afinidad taxonémica de los babuinos del Parque de Gorongosa corresponde a dos

unidades genéticas y se identifican mitocondrialmente a los individuos dentro del subclado
P. ursinus del sur (clado A) y P. ursinus del norte (clado B).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo General

Identificar y describir la afinidad taxondémica de los babuinos del Parque Nacional de
Gorongosa, Mozambique, usando como herramientas dos marcadores genéticos con
diferente sistema de herencia (microsatélites y ADNmt) y mediante andlisis no invasivos.

4.2 Objetivos especificos

1. Describir la diversidad genética de los babuinos dentro del parque Nacional de
Gorongosa, Mozambique, mediante dos tipos de marcadores genéticos y
diversos analisis estadisticos

2. Caracterizar la estructura poblacional y patrones de flujo genético de los
babuinos del parque Nacional de Gorongosa, Mozambique, mediante uso de
métodos basados en analisis bayesianos

3. Detectar la presencia de migrantes babuinos dentro del parque Nacional de
Gorongosa mediante métodos bayesianos de frecuencia.
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5. Material y Metodologia

5.1 Recoleccidon muestras ADN

Para la recoleccién de muestras en el PNG se utilizaron 400 tubos con silice, preparados
en el laboratorio de Antropologia de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Se usaron
guantes y mascarillas para evitar la posible contaminacién con ADN humano.

Durante el mes de agosto de 2017, el equipo conformado por Cristian Capelli de la
Universidad de Oxford, Maria Joana da Silva de CIBIO y Felipe Martinez de la Pontifica
Universidad Catolica de Chile, recolectd 185 muestras de fecas de babuinos de diferentes
areas (pastizales inundables, bosques de miombo, bosques abiertos de Combretum,
bosques de acacias herbaceos), tanto en los limites como dentro del parque. Los babuinos
del PNG fueron estudiados anteriormente mediante transectos aéreos llevando un registro
de las tropas que alli habitan, la distancia entre estas y su ubicacién dentro del parque. Con
esta informacion el equipo viajo detectando grupos de babuinos por observacion directa y/o
sefales indirectas, como vocalizaciones o huellas, para luego buscar y extraer muestras
fecales frescas (minutos-horas), las cuales presentan una forma diagnostica muy distinta al
excremento de otras especies, lo que la hace facilmente distinguible (Figura 8d).

El uso de fecas de animales para la recuperacion de ADN se ha probado exitosamente
tanto para ADNmt como para ADN nuclear, ademas tiene la ventaja de ser una fuente no
invasiva para la amplificaciéon del ADN (Bayes et al., 2000). Las muestras se preservaron
usando el protocolo “two-step protocol” (Roeder et al., 2004), que consiste en recolectar
alrededor de 5ml de material fecal desde la parte exterior de la muestra e inmediatamente
introducirla en etanol 99%, por 24-48 horas. Pasado este periodo, las muestras fueron
transferidas a tubos que contienen 30g de gel de silice (Type Ill, S-7625, Indicado para la
desecacion, Sigma-Aldrich ® Company Ltd), siendo mantenidas a temperatura ambiente
hasta el proceso de extraccién del ADN. Durante todo el procedimiento se usaron, guantes
y mascarillas.

Ademas de las muestras fecales, una muestra de tejido (coordenadas -18.97727 latitud,
34.35140 longitud) fue recolectada de forma oportunista de un babuino infante muerto por
un evento de infanticidio. La muestra se extrajo del muslo del babuino muerto con el uso de
un bisturi. La muestra fue depositada en un tubo con etanol 99%.

Durante el mes de Agosto de 2018 se inicid una segunda campafia, en la que el mismo
equipo recolectd otras 183 muestras fecales distribuidas en las proximidades del PNG. El
sitio Boe Maria (BM), que se encuentra al suroeste dentro del mismo Parque, a 10.412
metros de la muestra mas cercana recolectada para Gorongosa; y en Catapu (CAT), una
reserva forestal ubicada a méas de 70 kms Noreste de la frontera del PNG y a 116,8 km de
la muestra mas cercana recolectada en Gorongosa (GOR) (Figura 8c). Estos sitios fueron
escogidos con el fin de comparar posteriormente las posibles diferencias genéticas entre el
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interior, el limite y las zonas periféricas del PNG. Se us6 el mismo protocolo de recoleccién
anterior.

En la primera campafia se recolectaron 187 muestras fecales en total mas una muestra de
tejido, dentro de PNG. Para la segunda campafia, solo se usaron las muestras provenientes
de los sitios CAT (66 muestras fecales) y BM (nueve muestras fecales), dando un total de
262 muestras de fecas para ser utilizadas por el presente estudio.

Figura 8. A) Tropas de babuinos segln conteo aéreo de 2016 dentro del Parque Nacional
Gorongosa. B) Distribucion de las 185 muestras fecales recolectadas en agosto de 2017, extraido
de Martinez et al., 2017. C) y D) muestras fecales de babuinos recolectados.

5.2 Extraccion ADN
Para la muestra de tejido BF186 se uso el kit Easyspin, pero con el protocolo del kit QIAMp

DNA para “Isolation of Genomic DNA from Tissues”. Para evitar problemas de aduana, sélo
la extraccion de la muestra de tejido se hizo en el parque, usando rigurosas medidas para
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evitar cualquier tipo de contaminacidn, se envi6 posteriormente a Portugal con las medidas
adecuadas de temperatura, para evitar su desintegracion.

Las muestras fecales fueron enviadas al Centro de Investigaciones en Biodiversidad y
Recursos Genéticos (Centro de Investigacdo em Biodiversidade e Recursos Genéticos,
CIBIO) de la Universidad de Porto, Portugal.

Durante los meses de Febrero hasta Abril de 2018, se realizaron las extracciones de ADN
de las muestras fecales recolectadas en el PNG usando QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN ®). Las extracciones de las muestras de Catapu y Boe Maria se realizaron
durante Septiembre y Octubre de 2018 usando QlAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN ®).
En ambos casos se sigui6 un protocolo modificado del fabricante para maximizar la cantidad
y calidad del ADN extraido (Anexo 1) y fue llevado a cabo en una sala especialmente
dedicada a muestras no invasivas en CIBIO, con la infraestructura necesaria para prevenir
la contaminacion externa.

Para las muestras de Catapu y Boe Maria el procedimiento es casi igual al protocolo usado
para Gorongosa salvo por algunas excepciones debido a las diferencias de protocolos del

kit que se usé (mayores detalles en Anexo 2).

En total se extrajeron 259 muestras que van denominadas del BF001 al BF319 (Anexo 4).

Figure 9. A) y B) Fotos de procedimiento de la extracciéon de ADN de las muestras fecales. C)
Mapa de muestras recolectadas, primera, segunda y tercera campafia. En verde: Catap(, en rojo:
Gorongosa y en azul: Boe Maria, linea verde limita el Parque de Gorongosa, Mozambique.
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5.3 ADN Mitocondrial
5.3.1 Amplificacién y secuenciacion

La amplificacion del ADN de las muestras de babuinos se realizé en un laboratorio especial
dentro del edificio de CIBIO (Non-invasive PCR room) que cumplia con las caracteristicas
necesarias para evitar todo tipo de contaminacion.

Al igual que en la extraccion de ADN se tomaron todas las medidas preventivas para evitar
cualquier tipo de contaminacion externa haciendo uso de gorro, mascarilla, bata desechable
y doble guantes.

Por lo general, para secuenciar el gen citocromo b se amplifican 3 secciones que se
traslapan entre ellas (cytbl, corresponde a la primera mitad; cytb2, a la segunda; y cytb2a
gque se encuentra entre la primera y segunda mitad del gen). Se amplific y secuencié solo
la primera mitad (cytbl), la cual tiene aproximadamente entre 600-700 pares bases. Esta
decision fue tomada por el equipo del area genética del proyecto debido a que por la alta
sensibilidad de las muestras fecales, no habia mayor seguridad sobre la posibilidad de que
todas las muestras pudiesen amplificar la segunda mitad del ge. De todas formas, el
fragmento correspondiente a la primera mitad del gen presenta un porcentaje de
variabilidad que hace posible la distincion entre especies Papio (Figura 10).

Para la amplificacion por PCR se utilizé una mezcla de reaccion de 10 pl, que contenia 1.5
ul de ADN, 5 ul de My taq™ HS Mix, (Bioline, England), 1 ul de Primer mix (25 pl cytblF +
25 pl cytb1R + 240 pul H20) y 2.5 pl de H20 destilada. Las muestras fueron amplificadas en
un termociclador T100™ BIO-RAD 96 Well Thermal Cycler, bajo las siguientes condiciones
de ciclo para la amplificacion del gen cytocromo bl: a) Desnaturalizacion inicial durante 5
minutos a 95°C para activar la ADN polimerasa, seguido de 40 ciclos de b) 30 segundos a
95°C, ¢) 90 segundos a 60°C y d) 60 segundos a 72°C. Cada PCR finalizé con una f)
extension final de 30 minutos a 72°C. Se tested el producto final mediante electroforesis en
geles de agarosa al 2% con el marcador de NZYDNA Ladder V (NZYTech, Portugal), y se
visualizé en un transiluminador UV con una camara acoplada, Gel Doc ™ XR + Gel
Documentation System (Bio-Rad, EE. UU).

Las amplificaciones que dieron positivo se limpiaron enziméaticamente mediante 1 pL
(relacién 1/4) de Exonucleasa | (20 UuL-1) y FastAP (1 UpL-1) (Thermo Fisher Scientific ™,
EE. UU.), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los fragmentos se secuenciaron en un
secuenciador automético 3130XL (Applied Biosystems ™, EE. UU.), en las instalaciones de
CTM (CIBIO / In-BIO, Portugal) utilizando el kit BigDye ™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
(Applied Biosystems ™, EE. UU.), y los respectivos primers de amplificacion.
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Figura 10. Ejemplo de sitios polimérficos de cytbl desde el 464 hasta el 555,
referencias de Zinner et al., 2009 para Papio cynocephalus (secuencias del 1-13) y Papio ursinus
(14-36) y secuencias del presente estudio (37-79), empezando desde BF062. Figura creada por el
software MEGA X 10.0.5 (Kumar et al., 2018)
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En aquellas muestras que no fueron amplificadas para cytbl, pero que sin embargo tenian
un indice de calidad idoneo, se utilizo el gen mitocondrial 12S en reemplazo (Gaubert et al.,
2015), cuyo tamafio varia entre 384 y 430 y demostrd ser capaz de identificar especies de
primates mejor que otros genes (Gaubert et al., 2015). La amplificacion de los fragmentos
12S se llevé a cabo en un volumen final de 10ul para PCR que comprende de 5 ul de MyTagq
™ DNA Polymerase (Bioline, Reino Unido), 3 ul de agua libre de ARNasa, 1 ul de la mezcla
de cebadores 10x (que contiene cada cebador a 2 uM) y 1 ul de ADN. El programa de ciclos
térmicos comenzod a los 2 min a 94°C, 35 ciclos de 30 s a 92°C, 30 sa 50°Cy 30 s a 72°C,
seguido de una etapa de extension final de 15 min a 72°C. La secuenciacion de Sanger en
un 3130xI Applied Biosystems® automated sequencer se llevé a cabo en las instalaciones
de CTM. Las secuencias se corrigieron manualmente y se pulieron en Genbank para llevar
a cabo la identificacion de especies.

5.3.2 Control genético de calidad

Las secuencias se corrigieron visualmente y se editaron manualmente utilizando el software
Geneious v. 4.8.5 (Kearse et al.,, 2012). Fueron alineadas con su secuencia forward y
reverse para obtener una secuencia consenso final del fragmento de cytb 1 utilizando el
algoritmo MUSCLE automético de Geneious (Edgar, 2004) y el nimero predeterminado de
interacciones. Las alineaciones finales se corrigieron manualmente y las secuencias se
recortaron a la longitud de la secuencia mas corta. Posteriormente se hizo un analisis para
detectar posiciones polimoérficas como sustituciones, inserciones y deleciones en relacion a
53 secuencias de referencias obtenidas en Zinner et al. (2009). Las muestras de referencias
usadas fueron: Papio ursinus (N=23) y Papio cynocechaplus (N=13), Papio anubis (N=5),
Papio hamadryas (N=6), Papio papio (N=5) y Theropithecus gelada (N=1) (lista en Anexo
5).

5.3.3 Analisis genético
l. Afinidad genética

Los fragmentos de cytbl se sometieron a una herramienta basica de busqueda de
alineacion local (BLAST; Zhang et al., 2000; Johnson et al., 2008) del Centro Nacional de
Informacion Biotecnoldgica, o National Center for Biotechnology Information en inglés (U.S.
National Library of Medicine, disponible en http: / /www.ncbi.nim.nih.gov) para buscar los
datos que presenten las puntuaciones mas altas de identidad y afinidad de las muestras.

Se compararon de manera manual todas las secuencias de cytbl con las 53 secuencias de
referencias (Zinner et al., 2009) usadas anteriormente, y se detectaron ciertas ubicaciones
dentro de las secuencias que presentaban una variabilidad significativa (sitios polimorficos)
para la identificacion de las diferentes especies Papio. Mediante la comparacién de estos
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sitios, ademas de los resultados de BLAST, se pudo determinar la identificacién de la
especie para cada muestra de los tres sitios estudiados.

Il. Diversidad genética

Ya que el software a utilizar solo acepta conjunto de secuencias de igual tamafio, se
seleccionaron 147 secuencias en total con un tamafio de 683 pb, junto a 12 muestras de
referencia de Zinner et al., 2009 (dos por cada grupo taxonémico: CYNON (P. cynocephalus
del norte); CYNOS (P. cynocephalus del sur); KINDA (P. kindae); URSN (P. ursinus del
norte); URSS (P. ursinus del sur) y URSG (P. ursinus provenientes de Gorongosa) (Tabla
Anexo 6) las cuales fueron recortadas al tamafio anteriormente sefialado.

La diversidad genética mitocondrial se estimd6 por el nimero de haplotipos, diversidad de
haplotipos (Hd; Nei 1987) y diversidad de nucledtidos (Pi; Nei 1987), utilizando DNAsp
v5.10.1 (Librado y Rozas, 2009) y diferenciados por areas geogréficas (GOR= Gorongosa,
CAT= Catapu y BM= Boe Maria). Estos analisis se hicieron con el fin de detectar que tan
diversa genéticamente es la poblacion de los 3 sitios estudiados.

Il. Red de haplotipos y arbol filogenético

Se hizo una reconstruccion de la red de haplotipos por TSC network (Clement et al., 2000)
mediante el software POPART (Leigh, 2015) utilizando los resultados de distribucién de
haplotipos de DNAsp v5.10.1 (Librado y Rozas, 2009).

Se utilizé el modelo TCS network, usando tanto los datos georeferenciales (coordenadas)
para ver cémo se disponian los haplotipos segun su procedencia geografica; como
poblacionales (por especie), con el fin de observar los haplotipos segun la especie a la que
pertenecen. En el caso de muestras de GOR BM y CAT, se us0 la division por sitios a pesar
de pertenecer a la misma especie con el objetivo de visualizar las distancias genéticas entre
ellos. Los resultados fueron posteriormente graficados en un mapa para ilustrar los
resultados espacialmente.

Se cre6 un arbol filogenético con el fin de observar coherencia en los resultados. Se hizo
un arbol de maxima verosimilitud (ML, Maximum Likelihood, en inglés) segun Felsenstein
(1973), con una significancia estimada en 100 réplicas de bootstrap (Hoang et al., 2018) y
un modelo de sustitucién de tipo nucleétido con el modelo reversible en tiempo general
(GTR, General Time Reversible, en inglés). Se us6 una distribucién Gamma discreta para
modelar las diferencias de tasas evolutivas entre sitios (5 categorias + G+l). Se incluyeron
las posiciones de codones 1st+2nd+3rd+Noncoding. El arbol se realiz6 mediante el
software MEGA X 10.0.5 (Kumar et al.,, 2018). Se us6 como outgroup la muestra de
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referencia de Theropitecus gelada (Genbank= EU885487.1) obtenida de Zinner et al., 2009
al igual que los tiempos estimados de divergencia.

V. Estructura poblacional

Para conocer la existencia de un patrén de variacion genética dentro de los tres sitios
estudiados y entre estos tres grupos, se realizé un analisis de varianza molecular jerarquica
(AMOVA) utilizando Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010). Los AMOVA se basaron
en las frecuencias de haplotipos (FST) y las distancias de pares (pairwise distances en
inglés, ®ST). La significacion estadistica de los AMOVA vy los indices de fijacion por pares
se probaron con 16,000 y 1,000 permutaciones, respectivamente.

Con la intencion de graficar los resultados, se hizo un Analisis Bayesiano de la Estructura
de la Poblacion en BAPS v6.0 (Corander y Tang, 2007; Corander et al., 2008). Se utiliz6 el
modelo de agrupacion con loci vinculado (clustering-with-linked-loci en inglés) (Corander y
Tang, 2007) los analisis de mezcla de poblacion se realizaron tanto con la opcién fixed-k,
como si ella para comparar diferencia de resultados. El valor de K se establecio en 18 (total
de sitios de las muestras usadas) con cinco corridas independientes.

5.4 Loci de Microsatélites
5.4.1 Amplificacion

Para la amplificacién de loci de microsatélites se usd un set de 15 marcadores loci de
microsatélites autosomales, los cuales son derivados de humanos pero con amplificacion
cruzada en la especie Papio (Ferreira da Silva et al., 2014) y otras especies
cercopithecidaes (Minhés et al., 2013). El tamafio del rango alélico vari6 entre 125 pares de
bases y 250 pares de bases (pb)

La amplificacién estuvo a cargo de Maria Joana da Silva dentro de las instalaciones de CTM
y con las precauciones necesarias ya mencionadas para evitar cualquier tipo de
contaminacion externa y cruzada entre las muestras.

Los loci de microsatélite se amplificaron en PCR multiplex usando el QIAGEN Multiplex
PCR Kit ®, siguiendo previamente un protocolo PCR optimizado (e.g. Ferreira da Silva et
al., 2014). Dentro del volumen de 10ul con 2 ul de ADN, se siguieron las instrucciones del
fabricante con concentraciones en 1x QIAGEN Multiplex PCR Master Mix ® y 0,2 uM de
cada mezcla de cebador multiplex. Todas las condiciones de ciclos de PCR multiplex
comenzaron con un paso de activacion de la polimerasa de ADN HotStarTaq de 15 min a
95°C, seguidos de 40 ciclos de paso de desnaturalizaciéon a 94°C durante 30 segundos,
paso de recocido durante 40 segundos a entre 50°C y 59°C (dependiendo del mdaltiplex, ver
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Tabla 2) y una extension a 72°C durante 60 seg. El PCR finalizé con una extension final de
30 min a 72°C. Los PCR se realizaron en un Veriti 96 Well Thermal Cycler de AB Applied
BiosystemsTM (California, EE. UU.).

La amplificacion se probé utilizando un producto de PCR 2uL sometido a una electroforesis
en gel de agarosa al 2% (120 V). Todas las muestras se analizaron utilizando el servicio de
sequencer de CTM y se ejecutaron en un analizador capilar ABI3730XL. Todos los multiplex
se analizaron utilizando un estandar de tamafio 16 GeneScanTM -500 LIZ ®.

5.4.2 Control genético de calidad

Para reducir los errores de genotipado mencionados en el marco teorico, se siguid el
enfoque de “multiplex” (mdltiples tubos) (Taberlet et al., 1996) dénde se amplifica la misma
muestra de ADN varias veces y se compararan las diferentes réplicas para alcanzar un
genotipo de consenso. El nimero de réplicas necesarias para obtener un 95% de confianza
en los genotipos de consenso se estimé teniendo en cuenta las tasas de error alélicas de
desercion y alelos falsos presentes en los datos genéticos. Se utilizé el mismo protocolo de
laboratorio de Ferreira da Silva et al., (2014) (Tabla 2). Con cuatro amplificaciones por locus
por muestra.

En segundo lugar, el nimero minimo de veces necesario para considerar un alelo como
real se determiné utilizando el médulo de genotipo de consenso en el software GEMINI.
Para descartar las muestras con bajo potencial de amplificacion, todas las muestras de
ADN se amplificaron y se genotiparon inicialmente para tres réplicas utilizando los PCR de
multiplexados con el mayor éxito en la tasa de amplificacion (M1y M4).

En tercer lugar, los alelos se calificaron utilizando GeneMapper v. 5.0 (Applied Biosystems).
Los contenedores se crearon basandose en alelos de muestras identificadas como
babuinos de Gorongosa. Se crearon otros contenedores ad hoc cuando se encontraron
nuevos alelos. Para el alelo que se considera el mas riguroso posible, se incluy6 la muestra
de tejido de referencia. La puntuacion de los alelos fue verificada por el operador y el
supervisor (Maria Joana Ferreira da Silva).

En cuarto lugar, se asign6 un indice de calidad preliminar (es decir, una métrica estandar
para evaluar la calidad del genotipo de consenso cuando se utiliza el enfoque de multiples
tubos, Miquel et al., 2006) a cada genotipo como indicacion de confiabilidad. Cada genotipo
replicado se clasific6 como "0" si es diferente del genotipo de consenso y como "1" si es
idéntico. El QI promedio en las tres repeticiones se calcul6 por locus y en todos los loci por
muestra. Los genotipos con un QI promedio en todos los loci inferiores a 0,50 se
consideraron no confiables y se excluyeron (Miguel et al., 2006). Los genotipos con QI> 0,5
se amplificaron para una cuarta réplica para los mdltiplex ya amplificados y para los
restantes (M3, M5, M2).
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Tabla 2. Tabla referencial de Ferreira da Silva, 2014: Detalles de los PCR multiplex: Nombre
multiplex con su respectiva temperatura de annealing, Nombre de locus incluidos en cada
multiplex, cédigo de acceso de los primers en GenBank y su color de fluorescencia, secuencias de
cebadores y rango de tamafio en pares bases de babuinos de Guinea-Bissau. Tabla referencial en
Ferreira da Silva, 2014.

MULTIPLE | Locus Acceso Color Primer F Rango
X GendBeank Fluo;ﬁ;c:rncia Primer R (5'-3') (e
primers bases)
D12S375 | G08036 PET TTGTTGAGGGTCTTTCTCCA 164-184
(rojo) TCTTCTTATTTGGAAAAGTAACCC
D7S503 G08269 NED ACCACATGAGCCAATTCTGT 142-156
M1 (negro) ACCCAATTATGGTGTTGTTACC
57°C D3S1766 | G08269 6-FAM ACCACATGAGCCAATTCTGT 192-208
(azul) ACCCAATTATGGTGTTGTTACC
D13S765 | G09003 NED TGTAACTTACTTCAAATGGCTCA 200-212
(negro) TTGAAACTTACAGACAGCTTGC
D14S306 | G09055 VIC AAAGCTACATCCAAATTAGGTAGG | 161-181
(verde) TGACAAAGAAACTAAAATGTCCC
M2 D1S533 G07788 6-FAM CATCCCCCCCAAAAAATATA 187-203
55°C (azul) TTGCTAATCAAATAACAATGGG
D2S1326 | G08136 VIC AGACAGTCAAGAATAACTGCCC 192-208
(verde) CTGTGGCTCAAAAGCTGAAT
D6S501 G08551 PET GCTGGAAACTGATAAGGGCT 171-187
(rojo) GCCACCCTGGCTAAGTTACT
M3 D8S1106 | G09378 VIC TTGTTTACCCCTGCATCACT 149-161
59°C (verde) TTCTCAGAATTGCTCATAGTGC
D10S611 | G08794 6-FAM CATACAGGAAACTGTGTAGTGC 129-137
(azul) CTGTATTTATGTGTGTGGATGG
D3S1768 | G08287 VIC GGTTGCTGCCAAAGATTAGA 193-212
(verde) CACTGTGATTTGCTGTTGGA
M4 D7S2204 | G08635 6-FAM TCATGACAAAACAGAAATTAAGTG | 230-250
57°C (azul) AGTAAATGGAATTGCTTGTTACC
D5S1457 | G08431 PET TAGGTTCTGGGCATGTCTGT 125-137
(rojo) TGCTTGGCACACTTCAGG
D21S144 | G08071 VIC CTCCTCCCCACTGCAGAC 221-245
M5 2 (verde) TCTCCAGAATCACATGAGCC
58° D4S243 M87736 NED AATCCCTTTTCTACCTTTCTATCAC | 152-172
(negro) GAGAGGAGAGATAAAAGATGTAAA

TG
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En quinto lugar, para reducir el riesgo de introducir errores de genotipado debido a la
contaminacioén por parte del operador, se agregé una muestra de ADN obtenida de hisopos
bucales a los PCR, y se realiz6 un genotipo del perfil de loci multiple.

Finalmente, los conjuntos de datos genéticos se analizaron para detectar errores de
genaotipificacibn (como errores tipograficos, abandono de alelos grandes y deficiencia
especifica del locus en heterocigotos debidos a alelos nulos) utilizando Microchecker v2.2.3
(Van Oosterhout et al., 2004). Se utiliz6 un FCA (Andlisis Factoriales de Componentes o
Factorial Component Analysis, en inglés) realizado en Genetix (Belkhir et al., 2004) para
identificar las muestras outliers con valores atipicos de alelos que podrian haber sido mal
genotipados.

5.4.3 Analisis Genéticos
l. Deteccion genotipos Unicos e individuos repetidos

Para asegurar que el conjunto de los 15 loci utilizados pudiesen distinguir entre individuos
anicos, se realizé la prueba de Probabilidad de identidad o probability of identity (PI) en
inglés, que es la probabilidad de que los individuos de una poblacion muestreados al azar
presenten el mismo genotipo en todos los loci (Waits et al., 2001), y la probabilidad de
identidad entre hermanos o probability of identity between siblings (Plsibs) en inglés, que
es una medida mas conservadora para aquellas muestras que estan relacionadas. Al
presentar Pl siempre un indice mas bajo que la probabilidad verdadera, es que se hace
necesario calcular ambas (Donnelly 1995). Pl y Plsibs se estimaron usando GenAlEx 6.51
(Peakall y Smouse, 2012). Se uso la opcién de “Find clones” de Genalex para verificar la
existencia de genotipos repetidos. Aquellos individuos que se repitieron fueron descartados.

Il. Equilibrio Hardy-Weinberg y Desequilibrio de ligamiento

El HWE para cada loci se puso a prueba mediante el programa GenAlEx 6.51 (Peakall y
Smouse, 2012). El valor de p para las desviaciones significativas se corrigio utilizando el
ajuste de Bonferroni (Dunn, 1961), ya que el tamafio pequefio de las poblaciones puede
dar falsos resultados y debido a la autocorrelacién de estas pruebas.

Para la estimacion del Desequilibrio de ligamiento se us6 Genepop v. 4.2 (Raymond y
Rousset, 1995; Rousset, 2008), con un indice de desmemorizacién de 10.000, 1.000
batches y 1.000 iteraciones por batch para cada locus seguido del ajuste de Bonferroni
(Dunn, 1961).
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. Diversidad Genética

Para el conjunto de datos de microsatélites, la diversidad genética se estimé mediante
indices estadisticos como el numero medio de alelos diferentes (Na), el nUumero medio de
alelos efectivos (Ne), la heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada por
locus (Ho), la heterocigosidad esperada imparcial (UHe), el coeficiente de endogamia (Fis),
que mide la desviacién de las condiciones de HWE en cada poblacion y el nimero de alelos
privados (PA) por poblacién utilizando GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2012). El
promedio de riqueza alélica (AR) se estimé entre loci con rarefaccion para comparar areas
de muestreo con tamafios de muestra desiguales (Petit et al., 1998) con el Hp-Rare v1.1
(Kalinowski, 2005). Para detectar errores generalizados de genotipificacion (abandono
alélico de alelos grandes, errores de puntuacion debidos a stuttering (tartamudeo de ADN)
y alelos nulos) se usé utilizando Microchecker v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004; Van
Oosterhout et al., 2006). El andlisis se realiz6 utilizando el conjunto de datos completo (N =
115), con un intervalo de confianza del 95%. Este software, en particular, prueba los datos
genotipicos sin procesar para determinar la conformidad con el HWE, ya que una
deficiencia en los heterocigotos puede indicar la presencia de errores (Dewoody et al., 2006;
Selkoe y Toonen, 2006) en particular, abandono alélico y alelos nulos (Paetkau et al., 2004)

Se generd un analisis de correspondencia factorial, realizado con el software Genetix 4.05
(Belkhir et al., 2004) para visualizar la similitud de los genotipos entre las poblaciones y por
locus, y para determinar muestras de valores atipicos que puedan tener errores de
genotipado.

La diversidad de genes promedio por locus (Average gene diversity per locus) se calculd
utilizando Arlequin v. 3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010).

V. Estructura poblacional

Al igual que con los datos mitocondriales, se realizé un andlisis de la varianza molecular
(AMOVA) en dos niveles jerarquicos (dentro de individuos y entre poblaciones) para
analizar la significancia en la diferenciacion genética entre las distintas localidades
poblaciones. Se usé el indice de fijacion (Fst) por pares entre poblaciones con 1,000
permutaciones basado en el nidmero de alelos diferentes mediante Arlequin v3.5.2.2
(Excoffier y Lischer, 2010). Fst determina el grado de parecido entre las poblaciones, de
modo que un valor proximo a 0 indica ausencia de divergencia y un valor cercano a 1 indica
un alto grado de divergencia entre las poblaciones.

Para inferir el nUmero mas probable de agrupamientos genéticos (K) se us6 STRUCTURE
v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) Se ejecut6 para un total de cinco simulaciones
independientes, con un rango de K entre 1y 10. 1.000.000 de “burnin period”, seguido de
10.000.000 iteraciones de Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Se eligié el modelo de
mezcla (configuraciébn predeterminada) y se consideraron como correlacionadas las
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frecuencias alélicas, mientras que el valor inicial de alfa se estableci6 en 1,0 (Pritchard, et
al., 2000), segun lo recomendado para la estructura de poblacion sutil esperada (Falush, et
al., 2003; Evanno, et al., 2005). Para mejorar la asignacion de individuos, STRUCTURE se
selecciono el modelo LOCPRIOR (Hubisz et al., 2009), que utiliza la informacion de
ubicacién de los individuos para ayudar a agrupar. El nUmero mas probable de K se estim6
utilizando la probabilidad de registro estimada mas alta [Ln P (X / K)] y DELTA K (K)
(Evanno et al., 2005), ambos procesados utilizando STRUCTURE HARVESTER v0.6.94
(Earl y vonHoldt, 2012).

También se us6 BAPS v6.0 (Corander et al., 2007; Corander et al., 2008) con el fin de
observar la existencia de subgrupos que se han separado genéticamente. Este software es
mas sensible que STRUCTURE, por lo que se usé con el fin de comparar los resultados,
ademas hace uso de datos geograficos por lo que fue necesario introducir en la base los
datos de las coordenadas geograficas de cada individuo. Se utilizé la opcién “Fixed K-
Mode” y “spatial clustering of individuals” con un K de 10, 5, 2 ,1 y con 10 corridas.

Se realizé un Analisis de Componentes Principales (PCA), un analisis de autocorrelacion
espacial y una prueba de Mantel mediante GenAlEx 6.5 (Peakall and Smouse, 2012), con
el objetivo de analizar y visualizar la distribucion espacial de la variacién genética. La
autocorrelacion espacial para observar la correlacién significativa entre las distancias
geograficas y las distancias genéticas (Mantel, 1967) y cuantificar y dividir el espacio en
rangos de distancia (Peakall y Smouse, 2012). Se analizé en diez clases de distancia
variables y realizaron 1.000 permutaciones y 1.000 bootstraps en todos los analisis. La
prueba de Mantel se ejecutd para probar la hipotesis de aislamiento por distancia con 1,000
permutaciones.

V. Deteccion de migrantes de primera generacion

Para observar la presencia de migrantes dentro de los tres sitios se usaron dos enfoques
diferentes, ambos basados en un marco bayesiano.

El primero, se ejecuté en STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000) para estimar la
probabilidad de que cada individuo pertenezca a un grupo genético muestreado
considerando una poblacion asignada previamente. Se usoé la opcion USEPOPINFO y se
realizaron cinco corridas separadas con tasas de migracion variables (0,01 y 0,1). El nimero
de pasos de Buring y MCMC fue el mismo que en el andlisis de STRUCTURE anterior.

El segundo enfoque se realiz6 utilizando GENECLASS v2.0 (Piry et al., 2004). Para las
estimaciones de probabilidad basadas en individuos, se calcularon los criterios de
asignacion de Lhome, que calcula la probabilidad de que el genotipo individual pertenezca
a la poblacién muestreada, y Lhome / Lmax, que calcula la probabilidad de L_home y la
probabilidad maxima entre cualquiera de las poblaciones muestreadas como fuentes
potenciales. Las estimaciones de probabilidad se calcularon utilizando el método Bayesiano
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de Rannala y Mountain (1997) y el algoritmo de Monte Carlo de remuestreo de Paetkau et
al. (2004) con una significacion de (p <0,01) mediante 10.000 simulaciones.

5.3 Determinacién sexual

Dada la filopatria de los babuinos, es importante determinar el sexo de los individuos
utilizando herramientas moleculares, ya que la mayoria de las muestras se obtuvieron de
individuos no identificados cuyo sexo no se pudo determinar en terreno. Ademas, dado que
los babuinos generalmente presentan una dispersién sesgada por el sexo, identificar el
sexo de los individuos permitird una estimacion y caracterizacion mas precisa de la
estructura de la poblacién y el flujo de genes.

El sexo del individuo se determiné usando un protocolo molecular modificado de Di Fiore
(2005) que amplifica de manera simultanea los fragmentos del gen amelogenina X y del
gen SRY ligado a Y. Por lo tanto, aquellos individuos que son hembras presentaran solo
una banda donde se vea amplificado el gen amelogenina, y aquellos que son machos
amplificaran tanto el gen ligado a X como a Y, presentando dos bandas. Los dos amplicones
tienen una diferencia de tamafo en 35 pb y separandose y visualizandose facilmente en
gel de agarosa.

Para la amplificacion se us6 un volumen de 10ul con 5ul MyTagTM HS Mix, 0,4ul para cada
marcador de AMEL y SRY Forward y Reverse (1,6ul en total), 1,4 0 2,4 de agua destilada
segun corresponda, y 1ul o 1ul de ADN segun corresponda. La diferencia de la cantidad de
ADN se determind segun la intensidad de la banda en la amplificacion de esta. Se utilizd
una condicién de ciclo de touchdown con 15 minutos de 95°C para la activacién de
polimerasa, seguido de 14 ciclos de 30 segundos de 95°C (-0,5°), 66°C de 30 segundos y
72°C de 30 segundos, con otros 26 ciclos de 30 segundos de 59°C, 30 segundos de 72°C
y una extension final de 10 minutos de 60°C.

Los marcadores se amplificaron 3 veces por muestra, se tested el producto PCR en geles
de agarosa al 2% con el marcador de NZYDNA Ladder V (NZYTech, Portugal), y se
visualizé en un transiluminador UV con una camara acoplada, Gel Doc ™ XR + Gel
Documentation System (Bio-Rad, EE. UU). Finalmente los machos se identificaron con dos
bandas mientras que las hembras se identificaron cuando se detect6 una. Se utilizaron
muestras de referencia masculinas (BF186) y femeninas (BF027 y BF028) en las PCR y
electroforesis, identificadas durante la recoleccion de fecas.
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6. Resultados
6.1 Afinidad genética
6.1.1 ADN Mitocondrial

En total se extrajeron 259 muestras exitosamente, siendo 187 de GOR, 63 de CAT y 9 de
BM. Las muestras faltantes de Catapu se deben al presunto extravio de tres muestras
(BF254, BF272 y BF274) (Tabla 3).

La amplificacién y secuenciacion para cytb (1.140 pb) fue exitosa para el fragmento cytbl
de 600-700 pb, amplificAndose en un total de 200 muestras (GOR N=142, CAT N=49, BM
N=9) representando un 77% de la muestra original, y con una secuenciacién exitosa de 171
muestras en total (GOR N=120, CAT N=42, BM N=9) correspondiente al 66% de la muestra
original.

Tabla 3. Resumen de muestras extraidas, amplificadas, secuenciadas exitosamente para andlisis
mitocondriales.

AND Mitocondrial GOR CAT BM TOTAL
Muestras Extraidas 187 63 9 259
Muestras Amplificadas por cytbl 142 49 9 200
Muestras Secuenciadas 120 42 9 171

Las muestras se compararon mediante Blast y dieron con un 99% de identidad similar con
el clado de chacmas del norte, Papio ursinus (nimero de acceso GQ148690.1). (Figura

11).
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i} Alignments o
Max Total Query E Per.

DesTbtee Score Score Cover value Ident fccsssion
O Paplo ursinus isolate NC12 573 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1151 1151 99% 0.0 99.68% GQ148690.1
[] Papio ursinus isolate NC7 1319 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1151 1151 99% 0.0 99.68% GQ398082.1
] papio ursinus isolate 501 cytochrome b (cytb) gene, complete cds; mitochondrial 1151 1151 99% 0.0 99.68% EUB85466.1
[J Papio ursinus isolate NG11 683 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1146 1146 99% 0.0 99.52% GQ148692.1
] Papio ursinus isolate NC5 732 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1146 1146 99% 0.0 99.52% GQ148691.1
[J Papio ursinus isolate NC3 705 cytochrome b gene, partial cds: mitochondrial 1146 1146 99% 0.0 99.52% GQ148675.1
[ Papio ursinus isolate NC4 793 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1146 1146 99% 0.0 99.52% GQ148674.1
[J papio ursinus isolate NC9 673 cytochrome b gene, partial cds: mitochondrial 1146 1146 99% 0.0 99.52% GQ148673.1
[ Papio ursinus isolate 422 cytochrome b (cyth) gene, complete cds; mitochondrial 1146 1146 99% 0.0 99.52% EUB85470.1
[J Papio ursinus isolate NG13 485 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1140 1140 99% 0.0 99.37% GQ148689.1
[ Papio ursinus isolate NC6 477 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1140 1140 99% 0.0 99.37% GQ148687.1
[] Papio ursinus isolate NG2 694 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1140 1140 99% 0.0 99.37% GQ148686.1
[ Papio ursinus isolate NC1 626 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1140 1140 99% 0.0 99.37% GQ148883.1
[] Papio ursinus isolate NC8 670 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1140 1140 99% 0.0 99.37% GQ148672.1
O Papio ursinus isolate 558 cytochrome b (cytb) gene, complete cds; mitochondrial 1140 1140 99% 0.0 99.37% EUB85476.1
[J Papio ursinus isolate EC5 439 cytochrome b gene, partial cds; mitochondrial 1134 1134 99% 0.0 99.21% GQ148694.1
O Papio ursinus isolate 435 cytochrome b (cytb) gene, complete cds; mitochondrial 1134 1134 99% 0.0 99.21% EU885473.1

Figura 11. Ejemplo de resultado Genebank blast para BF001, por “Standard Nucleotide BLAST".
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Con un promedio de 99% de similitud para el haplotipo
Papio ursinus

La variabilidad en la especie Papio se encuentra en varias zonas a lo largo de todo el

citocromo b. Por ello se analizaron comparativamente las 150 muestras secuenciadas
solo para cytbl, el cual es capaz de detectar diferencias entre las especies amarillas,

chacmas y kindas de manera exitosa. Se reconocen 92 sitios polimérficos entre las 3

especies a lo largo del cytb 1 (Figura 12).

p. ursinus norte

nooooon

000000.

nn,mnﬁ.
ecoo0600

p. ursinus sur

p. kindae I .

p. cynocephalus
norte

> > > > >

oojlooopoono

oolooo

> > > > »

ooolonooojloooponononooon

p. cynocephalus
sur

ooooolooo

oo

Figura 12. Sitios polimorficos de cytbl para P. ursinus sur (muestras del 1-6); P. ursinus norte (7-
15); P. kindae (16- 18); P. cynocephalus sur (19-23); y P. cynocephalus norte (24- 28). En la figura
se muestras los polimorfismos desde el sitio 464 hasta el 564. Las muestras son sacadas de Zinner
et al., 2009. Figura creada por el software MEGA X 10.0.5 (Kumar et al., 2018)
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6.1.2 Microsatélites
Genotipificacion y control de calidad.

De las 259 muestras extraidas, 119 (45.9%) mantuvieron su indice de calidad preliminar
del genotipo de consenso (QI > 0,55), id6neo para los analisis microsatélitales, y fueron
genotipados para los multiplexos restantes. Al final del proceso de genotipado, todas las
muestras incluidas en el conjunto de datos final tuvieron un QI promedio en todos los loci
de QI> 0,55. De estas, 4 muestras fueron excluidas por ser reconocidas como muestras de
los mismos individuos, quedando 115 muestras en total (46%) para su andlisis (GOR N=99,
CAT N=12, BM N=4) (Tabla 4).

Tabla 4 Resumen de muestras extraidas, amplificadas, secuenciadas exitosamente para analisis
de loci microsatelitales.

Microsatélites GOR CAT BM TOTAL
Muestras Extraidas 99 12 4 115
Muestras Amplificadas 99 12 4 115
Muestras Secuenciadas 99 12 4 115

Aquellas muestras que no pudieron ser identificadas por cytbl, pero que sin embargo
tenian un indice de calidad >0,55, se identificaron usando el fragmento 12S. En total se
identificaron 35 muestras de las cuales 30 fueron identificadas dentro de la especie. De
las muestras usadas para microsatélites, todas tienen una identificacion positiva para
Papio, ya sea por cytbl o por 12S.
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Figura 13. A) Mapa con muestras usadas para microsatélites. En blanco: todas las muestras
recolectadas; En verde: Catapu, En rojo: Gorongosa Yy en azul: Boe Maria. B) Detalle de genotipos
de Catapu. C) Detalle de genotipos de Gorongosa y Boe Maria.

La probabilidad de identidad (PI) y la probabilidad de identidad entre hermanos (PISib),
revelaron que dos individuos diferentes podrian distinguirse utilizando un minimo de tres
loci y seis loci, respectivamente (Figura 14).
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" B S R I A S S SN A A

Locus Combination

Figura 14. Probabilidad acumulativa de identidad (Pl) y probabilidad de identidad entre hermanos
(Plsibs) para Papios de Gorongosa. La distincion de los individuos distintos es confiable con seis
loci, cuando la curva de Plsibs se acerca a cero.
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El conjunto de datos final conté con un numero de 15 loci amplificados (Tabla 2 en
métodos). El indice de calidad promedio de las muestras en los 15 loci microsatélite
autosémico fue de QI=0,812, con la puntuacidon minima y maxima para el locus D13S765
(Q1=0,589) y el locus D4S243 y D8S1106 (Ql = 0,947) respectivamente.

Los analisis en Microchecker no detectaron stuttering o tartamudeo de ADN, abandono de
alelos grandes y deficiencia especifica de locus en heterocigotos debido a alelos nulos,
salvo del locus D21S1442 que contaba con la presencia de alelos nulos.

6.1.3 Determinacion sexual

La determinacién del sexo de cada individuo fue exitosa en 120 casos, el 46.3% de la
muestra, siendo en total 60 hembras (GOR N=44, CAT N=10 BM N=6) y 60 machos (GOR
N=53, CAT N=4, BM N=3). De las 115 muestras de loci de microsatélites, 97 tenian la
determinacion del sexo de las muestras (84%). Siendo 48 hembras (GOR=38, CAT=7,
BM=4) y 49 machos (GOR= 45, CAT=3, BM=1). (Tabla 5).

Tabla 5. Resumen determinacién de sexo para las muestras amplificadas para cytbl, arriba y
muestras sexadas para microsatélites, abajo.

ADN Mitocondrial GOR CAT BM TOTAL
Muestras machos 53 4 3 60
Muestras hembras 44 10 6 60
TOTAL 97 14 9 120
Microsatélites GOR CAT BM TOTAL
Muestras Machos 45 3 1 49
Muestras Hembras 38 7 3 48
TOTAL 83 10 4 97

6.2 Variabilidad genética
ADN mitocondrial

En base a las 53 secuencias de referencia (Zinner et al., 2009), se compararon de manera
manual las 171 secuencias de cytbl y se detectaron ciertas zonas que presentaban una
variabilidad significativa para la identificacion de las diferentes especies Papio. Los
resultados son coherentes a los resultados entregados por Genebank BLAST, y en general
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la mayoria de las variaciones se condicen con las secuencias de Papio ursinus. Sin
embargo se detectaron ciertas diferencias que valen la pena destacar (ver Anexo 7) como
en la muestra BF214 la cual presenta una mutacién en el sitio 66 (presenta una G en vez
de A), en la posicion 483 (presenta A en vez de T) y en la posicion 590 (presenta G en vez
de A); La muestra BF242 presenta una mutacion en la posicién 145 (T envez de A) y en la
posicién 214 (A en vez de C o T); la muestra BF234, presenta una mutacion en la posicion
414 (G en vez de A); ademas, las muestra BF029 al igual BF255 presentan aminoacidos
ambiguos y confusos, por lo que se reemplazé con una N, en las posiciones 307 y 502
respectivamente. Por Ultimo se repiten las mismas diferencias para las muestras BF223,
BF228 Y BF249 en las posiciones 30, 289 y 503, las cuales se condicen con la varibilidad
presentada para P. cynocephalus.

La diversidad genética se estimé usando 147 secuencias de igual tamafio (683 pb), siendo
aquellas de tamafio menor eliminadas. Se eliminaron 24 secuencias las cuales no
presentaban diferencias con las otras secuencias. En total (N) quedaron GOR=102;
CAT=38 y BM=7. De las tres poblaciones solo en CAT se encontraron 9 sitios polimorficos
(S) y 6 numeros de haplotipos (h), para GOR y BM h=1. La diversidad haplotipica (Hd) fue
de 0,0334 para CAT. La diversidad nucleotidica (Pi) fue de 0,00147. (Tabla 6).

Tabla 6. Diversidad genética para ADN mitocondrial. Total secuencias usadas (N); Namero de
sitios polimorficos (S); Numero de Haplotipos (h); Diversidad nucleotidica (Pi); Diversidad
Haplotipica (Hd); y Numero promedio de diferencias nucleotidicas entre dos pares de secuencias

(K).

Pop N S h Pi Hd k
GOR 102 0 1 0 0 0
CAT 38 9 6 0,00147 0,334 0,852
BM 7 0 1 0 0 0
Total 147 9 6 0,0004 0,093 0,228

6.2.2 Loci de Microsatélites

Las estadisticas de diversidad genética se calcularon utilizando los 15 loci polimérficos
descritos anteriormente para los 115 genotipos Unicos. Se analizaron las muestras por locus
(Tabla 7), y por poblacién (Tabla 8).

El nimero de alelos diferentes (Na) varid entre 5 alelos, para loci D1S533, y 13 alelos para
loci D6s503 y D10S611, presentando un promedio de 8 alelos. El nUmero efectivo de alelos
(Ne) presenta un promedio de 5,11, y vario entre 2,85 para el locus D8S1106 y 10,33 para
el locus D10S611. La heterocigosidad observada (Ho) dio un promedio de 0,764 y varié de
0,635 para D21S1442 a 0,930 para D10S611. La heterocigosidad esperada (He) promedié
con un 0,779 y tuvo una variaciéon de 0,650 para D8S110 a 0,903 para D10S611. La
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heterocigosidad imparcial (uHe) presentd una variaciéon de 0,653 para el locus D8S1106 a
0,903 para D10S611.

Tanto D5S1457 junto al locus D21S1442, mostraron desviaciones significativas del HWE.
Luego de la correccion de Bonferroni solo el locus D21S1442 continu6é mostrandose en
equilibrio. Cabe destacar que el locus D21S1442, el cual contaba con la presencia de alelos
nulos, también reveld un indice singificativo en el desequilibrio de ligamento. Se decidioé
conservar el locus, ya que después de retestear HWE sin la muestra BF055 (un posible
migrante de la poblacion GOR), el locus D21S1442 aparece en equilibrio de Hardy-
Weinberg. La significancia de HWE era generado solo en la poblacion de Gorongosa y por
una muestra en especifica (BF055).

El indice Fis vario entre -0,294 (D13S765) y 0,107 (D2S1326).

De igual forma, se estimaron los valores estadisticos de diversidad genética para las tres
poblaciones geograficas: GOR, CAT y BM. (Tabla 8). Ne varié de 4,97 en GOR, 4,28 CAT
y 3,01 para BM, sin observarse una variacion significativa entre estas poblaciones. La
riqueza alélica con rarefaccion tuvo un promedio de 4,82 y oscil6 entre 5,49 en GOR, 4,28
en CAT y 3,01 en BM. Ho fue un poco mas baja que uHe, sin embargo esta diferencia no
es significativa. He fluctuo entre 0,774 en GOR, 0,737 en CAT y 0,609 en BM. Fis presenta
valores bastante bajos (GOR= 0,0007, CAT= 0,097 y BM= 0,04). Al ser valores cercanos a
0 da cuenta de una neutralidad de heterocigosidad en cada poblacion. La diversidad de
genes promedio (AGD) por locus varia de 0,781 en CAT, 0,755 en GOR y 0,71 para BM,
sin presentar mayores diferencias. En general los valores entre poblaciones no presentan
diferencias significativas para ninguno de los indices entre los tres sitios de muestreo.
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Tabla 7. Resumen de las estadisticas de diversidad para los 15 loci microsatélite autosémicos
utilizados: Na (nimero de alelos diferentes); Ne (nUmero efectivo de alelos); Ho (heterocigosidad
observada); He (heterocigosidad esperada); uHe (heterocigosidad imparcial) HWE (equilibrio de

Hardy-Weinberg); p-valor (valor de p - significativo); P-ajustado (valor de P después de la
correccion de Bonferroni); Fis (coeficiente de endogamia); Total (Promedio total de los valores).Se
expresan valores no significativos como "ns", los valores significativos se expresan con asteriscos
(*): (*) = p <0,05; (**) = p <0,01; (***) = p <0,001.

Locus N Na Ne Ho He uHe HWE p-valor | p-ajust Fis
D12S375 101 7 5,16 0,792 | 0,806 | 0,810 | 0,441 ns ns -0,073
D7S503 111 9 2,98 | 0,649 | 0,665 | 0,668 | 0,110 ns ns -0,127
D3S1766 110 8 4,72 | 0,755 | 0,788 | 0,792 | 0,899 ns ns -0,021
D13S765 90 7 4,18 0,822 | 0,761 | 0,765 | 0,472 ns ns -0,294
D3S1768 115 9 588 | 0,817 | 0,830 | 0,834 | 0,747 ns ns 0,018
D7S2204 115 8 6,39 | 0,852 | 0,844 | 0,847 | 0,576 ns ns -0,132
D5S1457 112 11 5,54 0,795 | 0,820 | 0,823 | 0,004 *x ns 0,078
D14S306 114 6 3,43 | 0,728 | 0,709 | 0,712 | 0,979 ns ns -0,035
D1S533 112 5 325 | 0,652 | 0,692 | 0,696 | 0,349 ns ns 0,082
D2S1326 103 11 6,92 0,786 | 0,856 | 0,860 | 0,780 ns ns 0,107
D21S1442 104 7 3,49 | 0,635 | 0,714 | 0,717 | 0,000 ok o 0,043
D4S243 114 9 4,75 | 0,798 | 0,790 | 0,793 | 0,902 ns ns -0,045
D6S501 111 13 | 6,73 | 0,802 | 0,852 | 0,855 | 0,105 ns ns -0,047
D8S1106 115 7 2,85 | 0,643 | 0,650 | 0,653 | 0,930 ns ns 0,093
D10S611 114 13 | 10,33 | 0,930 | 0,903 | 0,907 | 0,002 o ns -0,172

Total 109.4 8 511 | 0,764 | 0,779 | 0,782 | 0,419
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Tabla 8. Resumen de la estadistica media de diversidad para las tres poblaciones geogréficas; N
(tamafio de la muestra); Na (nimero de alelos diferentes); Ne (nimero efectivo de alelos); AR
(Riqueza Alélica); Ho (heterocigosidad observada); He (heterocigosidad esperada); uHe
(heterocigosidad imparcial); FIS (coeficiente de endogamia); AGD (diversidad media de genes). SE
(errores estandar); Total (Promedio total de los valores).

Poblacion N Na Ne AR Ho He uHe Fis AGD
GOR Mean 955 8,40 4,97 5,49 0,772 0,774 0,778 0,007 0,755
SE+/- 1,06 0,542 0,490 0,021 0,020 0,020 0,389
CAT Mean | 10,33 5,86 4,28 5,32 0,710 0,737 0,781 0,097 0,781
SE+/- | 0,667 | 0,487 0,407 0,045 0,024 0,024 0,434
BM Mean 3,53 3,66 3,01 3,67 0,717 0,609 0,735 0,029 0,707
SE+/- | 0,236 | 0,347 0,297 0,064 0,046 0,054 0,420
Total 7,80 5,97 4,08 4,82 0,733 0,706 0,764 0,044 0,747

6.3 Estructura poblacional y Flujo genético
6.3.1 ADN mitocondrial

Mediante DNAsp se identificaron 15 haplotipos diferentes con las 147 muestras
seleccionadas para GOR (102), CAT (38) y BM (7) usando 12 muestras de referencias
(Anexo 6),

En el modelo TCS network con los datos poblacionales (Figura 15), en la que se observan
seis grupos que coinciden con sus respectivos origenes geograficos. Grupo 1: KINDA (H-5
y H-6); Grupo 2: CYNON (H-2 y H-1); Grupo 3: URSS (H-9 y H-10); Grupo 4: CYNOS (H3
y H4); Grupo5: GOR, CAT, BOE, URSG y URSN (H-7, H-8, H-12, H-14 Y H-15) Y Grupo 6:
CAT (H-11 y H13). Aunque Grupo 5 y Grupo 6 presentan muy pocas mutaciones de
diferencias.

Se creb otra una red de haplotipos usando el modelos TCS network pero con los datos
georeferenciales (Figura 16), en la que se observan los mismos seis grupos pero esta vez

se divide en 9 clusters: Cluster 1 (H-11, H-12, H-13, H-14 y H-15); Cluster 2 (H-8), Cluster
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3 (H-10); Cluster 4 (H-7); Cluster 5 (H-6); Cluster 6 ( H-9); Cluster 7 (H-1 y H-2); Cluster 8
(H-5); y Cluster 9 (H-3 Yh-4).

Los haplotipos fueron graficados en un mapa (Figura 16) con el fin de entender su
distribucion. Se observa que los haplotipos del Grupo 5 y 6 pertenecen al mismo sector de
Mozambique, siendo la mayoria perteneciente al haplotipo 7 (GOR, CAT, BM, URSN y
URSG), sin embargo en el sitio CAT se observa la coexistencia de 6 haplotipos distintos:
haplotipo 7, haplotipo 11, haplotipo 12, haplotipo 13, haplotipo 14 y haplotipo 15. Cabe
destacar que las mutaciones entre ellas son muy bajas por lo que a pesar de mostrar
diferentes haplotipos, estan se agrupan en el mismo clado de la red haplotipica.

Se cred un arbol filogenético a escala, con longitudes de rama medidas en el nUmero de
sustituciones por sitio. El analisis involucré 159 secuencias mas outgroup (Figura 17). Al
lado del arbol muestran los colores segun poblacién para graficar la distribucion de las
muestras dentro del arbol.
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Figura 15. Mapa de haplotipos TCS network generado por POPART (Leigh, 2015) para datos poblacionales. Se observan 15 haplotipos, los
cuales se identifican con “H-"; en paréntesis se encuentra le numero de mutaciones y se colore6 en base a las poblaciones de especies. En
naranjo: CYNON (P. cynocephalus del norte); amarillo: CYNOS (P. cynocephalus del sur); rosado: KINDA (P. kindae); café: URSN (P. ursinus del
norte); gris: URSS (P. ursinus del sur); Celeste: URSG (P. ursinus provenientes de Gorongosa); rojo: GOR (muestras del Parque de Gorongosa);
verde: CAT (muestras de Catapu); y azul: BM (muestras de Boe Maria).
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Figura 16. Mapa de haplotipos TCS network generado por POPART (Leigh, 2015) para datos de procedencia geografica. Se observan 15
haplotipos, los cuales se identifican con “H-"; en paréntesis se encuentra el nUmero de mutaciones y se colored en base a los clusters segin su
ubicacidn (N=9). En verde: Cluster 1 (H-7, H11, H-12, H-13, H-14 y H-15, todas de CAT); en café: Cluster 2 (H-8 de CYNON); en celeste: Cluster

3 (H-10 de URSS); en rojo: Cluster 4 (H-7 de GOR, CAT, B, URSN y URG); en fucsia: Cluster 5( H-6 de KINDA); en lila: Cluster 6 (H-9 de URSS);
en naranjo: Cluster 7 (H-1y H-2 de CYNON); en rosado: Cluster 8 (H-5 de KINDA); en amarillo: Cluster 9 (H-3 y H-4 de CYNOS).
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Figura 17. Mapa de las ubicaciones geogréficas de las muestras de la red de haplotipos en el sur de Africa. A) Mapa con las ubicaciones de las
muestras para cada haplotipo; B) Detalle del sitio estudiado, Mozambique. En café muestra de URSN; rojo muestras de GOR; azul: muestras de
BM, en celeste: muestras de URG; y en verde: muestras de CAT; y C) Mapa del sitio estudiado seguln la distribucién de haplotipos en proporcion
al N de muestras. En rojo: haplotipo 7 (N= 143: URSN=1; URSG=2; GOR = 102; BM=7 y CAT=31); en verdes: haplotipo 11 (CAT=1), haplotipo 12
(CAT=1), haplotipo 13 (CAT=1), haplotipo 14 (CAT=1) y haplotipo 15 (CAT=3).
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Figura 18. Arbol filogenético segiin método de méaxima verosimilitud (ML), con 100 réplicas bootstrap para ADNmt. Se usé la especie
Theropithecus gelada como outgroup. Se usaron los tiempos de divergencia de Zinner et al., 2009. En negro, valors correspondientes a la longitud
de la rama; En rojo: valores de tiempos de divergencia. Cada haplotipo esta representado con el color segun poblacién de origen, naranjo:
haplotipos de CYNON; morado: haplotipos de URSS; rosado: haplotipos KINDA; amarillo: haplotipos CYNOS; café: haplotipos URSN; verde
haplotipos CAT; y rojo haplotipo URSG URSN, GOR y BM
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Los resultados de AMOVA realizado en base a la frecuencia de haplotipos de ADNmt (Tabla
9) reveld que la mayor variacion genética ocurre dentro de las poblaciones (84,5%), al igual
gue el AMOVA basado en diferencias por pares entre los haplotipos (91,6%).

Tabla 9. AMOVA en dos niveles jerarquicos (Entre poblaciones y Dentro de poblaciones) para ADN
mitocondrial. Andlisis de computacién basados en frecuencias haplotipos (FST) y distancia de

pares (PST).
(FST)
Fuente de variacion Suma de Componente de Porcentaje de FST
cuadrados varianza variacion
Entre poblaciones 0,605 0,00786 15,46 0,15
Dentro de poblaciones 6,184 0,04295 84,54 p-valor
Total 6,789 0,05080 0,002
(PST)
Entre poblaciones 0,937 0,01066 8,40 0,084
Dentro de poblaciones 16,737 0,11623 91,60 p-valor
Total 17,673 0,12689 0,016

Los valores de la diferenciacion poblacional por pares de secuencias (Pairwise population
differentiation, en inglés) se hicieron para FST y ®ST (Tabla 10) para determinar el grado
de similitud entre poblaciones, de modo que un valor proximo a 0 indica ausencia de
divergencia y un valor cercano a 1 indica un alto grado de divergencia entre las
poblaciones. Los valores fluctuaron entre -0,01 y 0,181 para los analisis de FST con una
alta significancia para GOR/CAT (p- valor menor a 0,001), y entre -0,04372 y 0,10633
para ®sr con una alta significancia para GOR/CAT (p- valor menor a 0,001). En los casos
de los valores negativos se interpretan como 0.

Tabla 10. Valores de diferenciacién poblacional. A la izquierda: valores de FST; a la derecha:
valores de @ST. Los valores de p-valor menor a 0,01 se expresan con asteriscos: (*) = p <0,01

GOR CAT BM
GOR 0,10633* 0
CAT 0,18131* -0,04372
BM 0 -0,01005
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Los analisis de BAPS se hicieron de dos formas, una sin el modo “Fixed-K” (Figura 19a) y
otra con el modo (Figura 19b). Para la primera, los resultados muestran un K =5y se divide
coincidentemente con su ubicacioén, asi, se la estructura poblacional se divide en cluster 1
= CYNON, cluster 2 = CYNOS, cluster 3 = KINDA, cluster 4 = URSS y cluster 5 = URSN,
URSG, GOR, CAT y BM. Por otro lado, los resultados en el modo “Fixed-K” (K = 17) muestra
una estructura aln mas dividida: cluster 1 y 2 = CYNON, cluster 3y 4 = CYNOS, cluster 5
y 6 = KINDA, cluster 7 = URSN, cluster 8 y 9 = URSS, cluster 10 = URSN, URSG, GOR,
CAT y BM, cluster 1 1= BF214 (CAT), cluster 12 = BF221 (CAT), cluster 13 = BF223 (CAT),
cluster 14 = BF234(CAT), cluster 15 = BF228 (CAT), cluster 15 = BF242 (CAT), cluster 17
= BF 249 (CAT). Estos resultados tienen coherencia con los resultados obtenidos para la
red de haplotipos.

Figura 19. Estructura poblacional para ADNmt por BAPS. A) Muestra la estructura poblacional de
las muestras estudiadas mas las seleccionadas de Zinner et al., 2009, segun el moédulo de
agrupacion con loci vinculado. K=5. B) Muestra la estructura poblacional de las muestras
estudiadas mas las seleccionadas de Zinner et al., 2009, segun el modulo de agrupacién con loci
vinculado, con el modo fixed-K activado, K=17.



6.3.2 Loci de Microsatélites

El Andlisis de la Varianza Molecular calculado en base al nimero de alelos microsatélites
mostr6 que el 95% de la variacién total se encuentra presente dentro de los individuos y el
2% de la variacién fue entre las poblaciones y un 1% entre individuos dentro de las
poblaciones (Tabla 11). Se observa un Fst total de 0,029, un Fis de 0,016 y un Fit de 0,045.

Tabla 11. Resultados de AMOVA, valor total de Fis, Fst y Fit con sus respectivos p-valores.

Fuente de Suma de Componente de | Porcentaje de Fis Fst Fit
variacion cuadrados varianza variacion
Entre 21,003 0,17639 2,93906
poblaciones
0,01667 0,02939 0,04557
Entre individuos
dentro de
poblaciones 630,189 0,09711 1,61815 p-valor
Entre individuos 626,500 5,72797 95,44279
0,08798 0,09189 | 0,03030
Total 1277,692 6,00147

El indice de fijacién de pares (Fst) estimado en funcién del nimero de alelos diferentes
(Tabla 12). Los valores son pequefios con una fluctuacién entre 0,016 y 0,055, con una alta
significancia para GOR/CAT (menor a 0,001), y CAT/BM (menor a 0,05). En general los
datos dan cuenta de una muy baja existencia de divergencia genética, aunque significativos

en sus valores.

Tabla 12. Valores de indice de fijacion por pares (Fst). Bajo la diagonal a la izquierda de la tabla:
Valores de Fst. Los valores de p-valor menor a 0,05 de Fst se expresan con asteriscos: (*) = p

<0,05
GOR CAT
GOR
CAT 0,02545*
BM 0,01612 0,05537*
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El test de Mantel (Figura 20) fue significativo (p=0,01) lo cual sugiere un aislamiento por
efecto de distancia (la distancia genética aumenta con la distancia geogréfica). El
coeficiente de correlacion de mantel o Rxy representa el porcentaje de la variacién que se
explica por la distancia geografica (33%).

Test Mantel
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Figura 20. Prueba de Mantel realizada para probar la hipétesis de aislamiento por distancia
utilizando los datos de microsatélite. Cada punto representa un par de individuos, el eje X
representa la distancia geografica entre cada par de individuos en km y el eje Y representa la
distancia genética lineal. Con un Rxy de 0,328 y p de 0,010.

En el andlisis de componentes principales se observa una pequefa distancia y separacion
entre las muestras de GOR y BM por un lado y varias de las muestras de CAT por el otro
(Figura 21). Sin embargo las muestras de las tres poblaciones siguen agrupadas y
superpuestas entre si. El eje 1 (Coord.1) explica el 10,37% de la variacion poblacional y el
segundo eje (Coord.2) explica el 6,28%. Se observan cuatro individuos que salen del rango
de la gradiente: BF059, BF013, BF027 y BF267.
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Figura 21. Analisis de coordenadas principales (PCoA) basado en los datos de microsatélite. El eje
xy el eje y explican 10,37% y 6,28%, respectivamente, de la variacion observada. Cada punto
representa un individuo y los colores y simbolos distinguen entre los sitios de muestreo (Diamante
Rojo: Gorongosa; Cuadrado Verde: Catapu; TriAngulo Azul: Boe Maria).

En el andlisis de autocorrelacion espacial (Figura 22), se encontré una similitud genética
significativa entre los individuos para las clases de distancia entre 0y 6 km (r= 0,01y p
<0,05), correspondiente a la distancia aproximada entre las unidades sociales. En las clases
de distancia entre 27 (r=-0,007 y p <0,05) y 150 km (r=-0,011 y p <0,05 correspondiente a
la distancia aproximada entre las unidades sociales de BM y GOR con la poblacion de CAT
(120 km aprox) los individuos son significativamente diferentes genéticamente (p <0,05).

0,060
0,040 +
0,020
- r
0,000
------- U
-0,020
------- L
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Figura 22. Andlisis de autocorrelacion espacial (N = 115): correlograma del coeficiente de
correlacion (r) entre la distancia genética y geogréafica en 9 clases de distancia (km) con un nimero
par de muestras (c. 1,000 comparaciones por pares por clase de distancia). U y L son los limites
superior e inferior de la banda de confianza del 95% bajo la hipétesis nula de la distribucion
aleatoria de genotipos en todo el paisaje. Las barras de error representan intervalos de confianza

74



del 95% alrededor de cada coeficiente de correlacién medio. Las clases de distancia con distancias
genéticas significativas por pares son las que estan fuera de las lineas discontinuas.

El analisis de agrupamiento bayesiano individual realizado en STRUCTURE (Pritchard et
al., 2000) utilizando la base de datos de loci de microsatélites sugiere la ausencia de
agrupamientos genéticos (Figura 23). Mediante el modelo LOCPRIOR y el método de L(k)
y DELTA K, el programa no distingue la presencia de grupos genéticos y por lo tanto da
como resultado la ausencia de una estructura poblacional para las muestras.

L(K) (mean +- SD) A Deltak = mean(|L"(K)|) / sd(L(K)}
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Figura 23. Analisis de STRUCTURE, A) valores de Mean Ln P (K) en funcion del nimero de
poblaciones putativas (K). B) valores de DELTA K para la inferencia del nimero mas probable de
grupos (K) utilizando el método de Evanno. C) Grafico de barra asumiendo K=2, donde 1 es GOR,

2 es CAT y 3 es BM. D) Grafico de barra asumiendo K=4, donde 1 es GOR, 2 es CATy 3 es BM
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Para complementar los resultados anteriores, el analisis de agrupamiento bayesiano
individual realizado en BAPS con todos los 115 genotipos, incluida la posicién geogréafica
de las muestras en el modelo, mostré un agrupamiento de K=10, sin embargo, no muestra
un tipo de agrupamiento coherente o diferenciado (Figura 24) ya que daria a entender que
cada color corresponde a un grupo poblacional diferente. Las muestras que resaltan en el
gréfico, de derecha a izquierda son: BF027 (F), BFO30 (M), BF080 (F) y BF090 (n.i) en GOR
y BF260 (F), BF262 (F), BF263 (F), BF267 (n.i), BF268 (F) y BF275 (M) en CAT. En
paréntesis F indica las muestras identificadas como hermbras y M para machos.

GOR CAT

A

BM

ME-

uI-

1 | 1 | | 1 | 1
-19 -18.9 -18.8 18.7 -18.6 185 184 -18.3 -18.2 -18.1 -18

Figura 24. A) Gréfico de la estructura poblacional inferida por BAPS asumiendo K=10. Cada linea
vertical representa un individuo babuinos y los colores representan los grupos detectados B)
Estructura espacial inferida por BAPS. Muestra la ubicacion espacial de cada muestra, los
diferentes colores representan los grupos detectados.
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6.3.3 Deteccion de migrantes de primera generacion

Se identificaron dos migrantes de primera generacion utilizando el enfoque bayesiano
implementado en GeneClass2 v. 2.0h (Piry et al., 2005) con el criterio Lhome / Lmax, con
una estimacién de probabilidad (p <0,01). Los individuos BF092 (sexo indeterminado, de
Gorongosa) con origen en Catapu y BF314 (hembra, Boe Maria) con origen en Gorongosa.
Para los resultados del criterio Lhome con la misma estimacién de probabilidad (p <0,01),
solo se identificé al individuo BF314 como migrante de primera generacion proveniente de
Gorongosa, con un origen desconocido.

No se detecto6 presencia de migrantes mediante STRUCTURE.
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7. Discusion

La presente tesis tiene el propdésito de responder a la pregunta sobre la afinidad genética
de los individuos Papios del parque de Gorongosa, junto con la primera estimacion de
diversidad y estructura genética de la poblacional de babuinos de Mozambique.

Este estudio utiliz6 muestras recolectadas de manera no invasiva en tres areas de
Mozambique central: PNG, Catapu y Boe Maria (esté ultimo muy cercano a PNG) para la
realizacion de andlisis genéticos mediante dos tipos de marcadores (ADNmt y loci de
microsatélites). Un nimero de 171 muestras fueron secuenciadas para ADNmt (120 para
GOR, 42 para CAT y 9 para BM) y se identificaron 115 genotipos Unicos de babuinos en el
pargue de Gorongosa por loci de microsatélites (99 para GOR, 12 para CAT y 4 para BM).

7.1 Procedimiento de laboratorio, calidad de secuencias y genotipado.

A pesar de que la mayoria de las muestras fecales fueron recolectadas estando
relativamente frescas minutos después de la deteccion de tropas de babuinos, 77% de las
muestras extraidas pudieron incluirse en el conjunto de datos final para analisis
mitocondriales y 44% de las muestras extraidas para los analisis de microsatélites. La
mayoria de las muestras se excluyeron debido a fallas en la amplificaciéon del ADN,
especialmente en el analisis de loci de microsatélites (119 de 259 muestras) donde 140
muestras tuvieron que descartarse dentro del estudio por mostrar un rendimiento bajo o
nulo en la primera amplificacion por PCR de los 15 marcadores. Esto podria deberse a que
el contenido enddégeno de la misma muestra, interactlia con restos exdégenos organicos que
forman parte de las heces y de la dieta de los babuinos (Radstrém et al., 2004) o a una alta
concentracion de ADN bacteriano. Esta limitacion es comun en los estudios genéticos de
poblaciones silvestres de primates (por ejemplo, Bergl y Vigilant, 2007; Ferreira da Silva et
al., 2014).

La seleccién del indice minimo de calidad (IQ) para las muestras del conjunto de datos final
fue de 0,55. Aunque se podria argumentar que solo se deben incluir muestras de muy alta
calidad en los andlisis finales, por ejemplo, Miquel et al. (2006) definieron su umbral en 0,6.
Sin embargo, informacion relevante podria perderse al excluir muestras de calidad un poco
inferior. Otra pregunta que surgio durante el desarrollo del proyecto fue como los datos
faltantes podrian impactar en los resultados. La seleccion realizada en las fases iniciales
del proceso de genotipificacion proporcioné al conjunto de datos final muestras con un alto
éxito de amplificacion en loci y genotipos confiables (QlI promedio de 0,812). En
comparacion con otros estudio similares, se obtuvo un QI de 84,2% para una muestra de
babuinos en Senegal (Fickenscher, 2010) y un QI = 84,4% para una muestra de Guinea
Bissau, los cuales no estan tan alejados al 81,2% (Ferreira Da Silva, 2012) de la muestra
presente, por lo que se puede decir que en general, la calidad de los genotipos obtenidos
fue satisfactoria.
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7.2 Afinidad genética

Los resultados mitocondriales identifican a todas las muestras estudiadas del Parque de
Gorongosa, al igual que aquellos de Catapu, como parte del mismo haplotipo Papio ursinus
(99% de afinidad), lo cual coincide con lo descrito en publicaciones previas. Por ejemplo,
en Keller et al (2010), el haplotipo de ADNmt para la muestra de Gorongosa estudiada
(haplotipo NC7) fue el mismo que para la muestra del Parque Nacional Moremi (Botswana),
a mas de 1.200 km de distancia de PNG y la del Parque Nacional Rhodes Inyanga
(Zimbabwe) y Alldays (R. de Sudéafrica), a 670 km al suroeste de Gorongosa y 740 km al
sureste de Moremi, dibujando un area triangular de 238.646 km? (Martinez et al., 2019). En
Zinner et al. (2009), se encontraron haplotipos de ADNmt pertenecientes al mismo clado a
mas de 1.100 km de distancia en Namibia y Sudafrica. Siendo todos identificados como
chacmas del norte, lo cual se condice con los resultados aqui expuestos y nos hace concluir
gue mitocondrialmente los individuos de los tres sitios estudiados (GOR, CAT y BM) son
parte del mismo clado chacma del norte (clado B segln la Figura 5).

La regién del rio Zambezi es conocida como la zona de transicién entre el babuino chacma
del norte y el babuino amarillo, y a menudo se considera como el limite norte de la
distribucion de la especie P. ursinus (Groves, 2001; Hall, 1963). Sin embargo, bajo las
caracteristicas biogeograficas de los chacmas, los babuinos de Gorongosa, ubicados al
Noreste de su distribucion, se escapan de los limites ambientales propios de Papio ursinus,
ya que presentan el maximo de temperatura ambiental tolerado por los chacmas (Stone,
2014). Es posible que la llegada de estos babuinos al limite Este se debi6 a la busqueda de
refugios durante el periodo del Plio-Pleistoceno en respuesta a los cambios climéaticos,
donde grupos genéticamente similares de babuinos se aislaron y cambiaron su composicién
con el tiempo (Sithaldeen, 2015). Por lo anterior, es que hoy se considera la presencia de
dos grupos principales de Papio ursinus que presentan diferencias mitocondriales
importantes: P.u ursinus al sur de Africa y P.u griseipes al sureste de Afica y al noreste del
territorio chacma. En este sentido, aquellos babuinos conocidos como chacmas del norte,
son considerados P. ursinus debido a su morfologia, sin embargo se les ha catalogado
como P. ursinus griseipes (Sithaldeen, 2015). Esto se condice con los resultados de Zinner
et al (2009) que relacionan mitocondrialmente a los babuinos P. ursinus del norte, o P. u.
griseipes o0 babuinos chacma de patas grises, con los babuinos amarillos del sur al
encontrarse dentro del mismo subclado B, o sea, que mitocondrialmente los babuinos
chacma de patas grises estdn mas cercanos a P. cynocephalus que a P. ursinus del sur. El
hecho de que se hayan detectado ciertas diferencias en algunas de las secuencias dentro
de esta muestra estudiada, podria deberse a la existencia de algun tipo de variabilidad
genética dentro de la misma especie de P. u. griseipes que se explicara en los puntos
siguientes.
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7.3 Diversidad Genética

Si bien se lograron detectar la presencia de 6 haplotipos en total mediante ADNmt, solo
CAT presenté mas de un haplotipo (6) ademas de una Diversidad Haplotipica mas alta que
GOR, (Hd de 0,334 y Pi de 0,00147) vs un haplotipo para ambos sitios del parque (GOR y
BM). Si bien el N de las muestras de GOR fue mayor en comparaciéon de los otros sitios
(Neor=102; Ncat =38 y Nam =7), solo dio con la presencia de un solo haplotipo, el mismo que
el de BM. Mientras que CAT, con menos muestras, dio con 5 haplotipos més. En general,
se puede decir que la diversidad genética no es significativa, sin embargo no se puede
ignorar las diferencias dentro de CAT. Esta variacion genética descubierta en P ursinus del
norte en CAT no se ha descrito antes y la mayoria de los haplotipos descubiertos en este
trabajo no son comunes a los haplotipos ya encontrados por los otros autores (Zinner et al.,
2009; Keller et al., 2010).

Este resultado podria tener dos explicaciones posibles. En un primer escenario hipotético
la poblacion de PNG tenia originalmente seis haplotipos en el pasado, pero debido a una
posterior disminucién de la poblacién en Gorongosa se perdieron cinco de estos haplotipos,
quedando solo uno, el cual es compartido tanto por los babuinos de PNG (GOR y BM) como
los babuinos de CAT. La disminucion poblacional en el parque pudo haberse relacionado
con la alta caza de animales y contexto de guerra que ocurrio en el pasado en Mozambique.
El segundo escenario seria la migracién de babuinos de otra zona/poblacién hacia CAT, lo
cual introdujo los cinco nuevos haplotipos descubiertos. Esta migracién pudo incluir solo a
hembras, ya que los nuevos haplotipos corresponden a ADNmt (aunque menos probable
debido a que se sabe que la especie tiene una dispersion sesgada por el macho), o tanto
machos y hembras al mismo tiempo. El hecho de que luego de esta diferenciacion estos
haplotipos no hayan migrado de un sitio a otro podria explicarse a un posterior aislamiento
geogréfico ya que tanto las dreas de CAT como PNG funcionan como reservas naturales
las cuales preservan un habitat idéneo para los babuinos, lo cual sumado a la actual presion
demogréafica humana sobre los ecosistemas habria cambiado drasticamente la biogeografia
de Papio en esta zona, como las areas de cultivo y habitacionales. Como se puede observar
en la Figura 25, aquellas zonas en las que no se observa la presencia y/o accion humana
coinciden con las zonas que se encuentran habitadas por los babuinos de PNG y CAT. Esto
podria ser un indicio de que el aislamiento geogréfico entre los babuinos de ambos sitios
sea producto de factores externos de tipo antrépicos, es decir, la manifestacion de
presencia y /o actividades humanas hacen que los babuinos se alejen de estos lugares y
creando una barrera genética, impidiendo un flujo genético méas reciente causando las
diferencias genéticas anteriormente descritas entre los babuinos de ambos sitios. Sin
embargo, el hecho de que exista una filopatria femenina en las estructuras sociales de estas
comunidades de babuinos, permitiria la fijacion de estos nuevos haplotipos en Catapul y
pudo ser esta la razén mas probable de que los haplotipos no se expandieran a Gorongosa.
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Figura 25. A) Mapa que muestra la extension de los cultivos en la zona cercana a PNG. (Stalmans
comm. pers.) B) Mapa que muestra la densidad poblacional humana cercana a PNG (Stalmans

comm. pers.). Estrella morada representa la zona de PNG y la estrella azul es el sitio Catapu.
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Complementario estos resultados, se calcul6 la diversidad genética a partir de los datos de
loci de microsatélites tanto para los babuinos dentro de PNG (GOR), en el limite de PNG
(BM) y fuera del parque (CAT). En base a la heterocigosidad observada y nimero promedio
de alelos por locus, la diversidad genética presentada es alta. Se compararon estos
resultados con datos de poblaciones de babuinos cercanas, como la poblacion de P.
cynocephalus de Tanzania que presenta un He de 0,73-0,79, un Fst de 0,069 (St George
et al., 1998), un Fst de 0,022 y un Fis de -0,03 (Vinson, 2005), o para la misma especie en
Zambia, con un He de 0,65-0,7, un Fst de 0,02 y un Fis de 0,086 (Burrell, 2008). Poblaciones
de Papio ursinus de Namibia con valores para He de 0,5-0,8, Fst de 0,04 y Fis de -0,065
(Huchard et al., 2010). Y con poblaciones de Papio ursinus griseipes con un He de 0,56-
0,72, un Fst de 0,02 y Fis de 0,053 (Burrell, 2008). En general, para las muestras del
presente estudio, He esta en el promedio de las poblaciones comparadas, aunque si bien
es menor que los indices presentados por la poblacion de babuinos amarillos, es mayor
que la de P. u. griseipes. Para Fis, la poblacion estudiada mostré un indice promedio mayor
que P. cynocephalus y chacmas de patas grises, pero menor que P. ursinus.

Sin embargo, la comparacion de los resultados entre los estudios que utilizan diferentes
marcadores genéticos se debe hacer con precaucion debido al sesgo de verificacion
causado por el uso de loci muy variables, lo que podria conducir a inferencias falsas sobre
cambios demograficos pasados (Amos y Harwood, 1998).

Aungue al comparar estos resultados con los resultados de estudios similares usando el
mismo set de microsatélites pero en otras especies, se observa un He y Na superior que
en babuinos de la especie Papio papio del sur de Guinea-Bissau (14 microsatélite loci, N=
163, He= 0,58, Na= 4,24) (Ferreira da Silva et al., 2014) y de Senegal (14 loci, N= 165, He=
0,60) (Kopp et al., 2015). La riqueza alélica (AR = 4,82) es mayor en este estudio en
comparacion a (AR= 3.65, Ferreira da Silva et al., 2014; AR= 3,76, Kopp et al., 2015),
aunqgue no fue posible probar la importancia de la comparacién. Ya que no hay datos de
riqueza alélica para poblaciones de babuinos chacmas.

De todas formas, la diversidad genética presentada es muy similar a la de la especie Papio
en general. Ademas P. ursinus presenta una amplia variedad per sé, lo que se relaciona
con el reflejo de una larga historia evolutiva: Los babuinos chacma se originan en Sudéfrica
y debido a su extrema agresividad, la vigilancia grupal y alta movilidad al escapar pueden
limitar su depredacion o incluso ocasionar la muerte de su depredador. (Jooster et al.,
2012). Es posible que esto haya ayudado a incrementar tanto el nimero de la poblacién
como el espacio de su habitat, propiciando las condiciones id6neas para el aumento de su
variacién genética como especie a lo largo del tiempo. Por otro lado, al estar mas cerca del
origen del género Papio, lo haria mas representativo de los niveles de variacion genética
original. Lo que pudo suceder es que parte de la poblacion de proto Papio emigré al norte,
causando la “dispersion” de los genes que las diferentes especies de Papio comparten, sin
embargo, es en la fuente de origen donde se va a encontrar una mayor diversidad genética.
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En conclusién los resultados dotan a la poblacion de babuinos de PNG de una baja
diversidad genética para ADN mitocondrial, pero alta cuando se estimé usando loci de
microsatélites, aunque no hay diferencias significativas entre los tres sitios estudiados. El
hecho de que el ADNmt sea menos diverso en los babuinos estudiados podria deberse a
su sistema de filopatria femenina (explicada en el aparatado 2.1.3 “Estructura social”, pp
17), lo cual explicaria que mitocondrialmente tengan un mismo origen, y por ende menor
diversidad, ya que la hembra se queda en su lugar natal y es el macho quién media el flujo
genético en la poblacion (nuclear swamping), en este caso se podria decir que la hembra
de origen Papio. u. griseipes, relacionada mitocondrialmente a P. cynocephalus del sur, se
mantiene fija, sin embargo la presencia de machos P. ursinus del sur invadieron con su
morfologia a esta nueva descendencia. Otra explicacion podria ser la presencia de un
proceso de cuello de botella en el pasado, homogenizando la poblacién actual, sin embargo
faltaria realizar mas analisis a futuro para confirmar cualquiera de estas teorias. El hecho
de que CAT tenga mas de un haplotipo en comparacién a los sitios de PNG podria
explicarse debido a un efecto fundador de una migracién anterior y que la afluencia de
hembras y machos habrian propiciado la aparicién de mas haplotipos en la poblacion, o
una disminucién demografica produciendo al mismo tiempo la disminucion de los haplotipos
en Gorongosa.

Se podria decir que dentro de la poblacién de Mozambique la diversidad es homogénea y
ninguno de los sitios se diferencia significativamente del otro. Sin embargo, es necesario
contextualizar los resultados en una escala mas grande para comprender completamente
los reservorios de diversidad genética en su area de distribucion y /o complementar estos
resultados con secuencias de otras especies cercanas para comparar y/o determinar un
mismo origen genético o su relacion.

7.4 Estructura de la poblacion y migracion

Se crearon dos tipos de redes de haplotipos (Figura 15 y Figura 16) utilizando las
secuencias mitocondriales de las muestras de Mozambique en conjunto a las muestras de
referencia de Zinner et al., 2009. En total se observan 15 haplotipos, de los cuales 9 de
ellos pertenecen a las muestras referenciales y los otros 6 son parte de las muestras del
estudio. Siendo H-7 el mas numeroso (N= 143; (URSN=1; URSG=2; GOR = 102; BM=7 y
CAT=31); H-11 (CAT=1), H-12 (CAT=1), H-13 (CAT=1), H-14 (CAT=1) y H-15 (CAT=3).

Asi en la red de haplotipos TCS con datos poblacionales, muestra una estructura
poblacional de 6 haplotipos para los 3 sitios estudiados en Mozambique, y dos clusters,
(Cluster 1y Cluster 4), segun la red de haplotipos TCS con datos geograficos.

De esta forma, podemos deducir que dentro de PNG, tanto para los sitios GOR y BM se
encuentra un solo haplotipo (H-7) y un cluster (Cluster 4), el cual es también compartido por
las muestras de Zinner et al (2009), que fueron identificadas previamente como P. ursinus
del norte. Sin embargo, en CAT se observa la presencia de 6 haplotipos: H-7, H-11, H-12,
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H-13, H-14 y H-15; estos ultimos pertenecen a un mismo cluster (Cluster 1). Por lo tanto,
se podria decir que en CAT coexisten 6 haplotipos y dos clusters, dando cuenta de que el
flujo de genes entre CAT y GOR deberia estar basado por los machos, de lo contrario,
habriamos encontrado una mezcla de haplotipos en la region.

Los resultados de AMOVA basados en la frecuencia de haplotipos y en las diferencias por
pares entre los haplotipos de ADNmt revelaron que la mayor variacidn genética ocurre
dentro de las poblaciones (84,5% y 91,6% respectivamente). Ademas, los valores de FST
y ®ST, dan cuenta de una ausencia de divergencia entre los tres sitios, sin embargo los
valores de GOR/CAT, con 0,18131 para FST y 0,10633 para ®ST, ambos con alta
significancia, podrian indicar algun grado de divergencia entre las dos poblaciones, sin
embargo estos valores no son lo suficientemente altos como para que representen una
diferencia importante.

Los analisis de BAPS, al igual que con la red de haplotipos, muestran una diferenciacion
estructural entre las muestras referenciales y las estudiadas, dividiéndose en 5 clusters (en
cluster 1=CYNON, cluster = CYNOS, cluster 3= KINDA, cluster 4= URSS vy cluster 5=
URSN, URSG, GOR, CAT y BM). Sin embargo, al hacer el andlisis mas especifico (K=17),
los clusters se dividen de igual forma que los haplotipos anteriores. Asi, la estructura
poblacional para los 3 sitios estudiados es inexistente, ya que todos pertenecen a un mismo
cluster, lo cual es coherente a los resultados obtenidos anteriormente.

En conclusién, para los analisis mitocondriales no es posible determinar la existencia de
una estructura poblacional mitocondrial basados en cytb en los individuos estudiados de
Mozambique, siendo todos partes de una misma gran poblacion. No obstante, los
resultados obtenidos en CAT, aun no siendo estadisticamente significativos, podrian ser el
primer indicio de una diferenciaciéon poblacional incipiente o muy especifica para ser
detectada por cytbl. Se hace necesario complementar estos estudios con el marcador cytb
completo, con otros marcadores mitocondriales o incluso con el genoma completo, ya que,
aun cuando las muestras han sido identificadas como P. ursinus griseipes, los haplotipos
gue se escapan del umbral de H-7, ubicados en CAT, podrian ser consecuencia de la alta
variabilidad de P. ursinus o de su relacién con P. cynocephalus.

Para los analisis microsatélitales, AMOVA revel6 que la mayor parte de la variacion para la
muestra estudiada fue entre individuos, con un 95,4%, a diferencia de la variacién entre
poblaciones que fue de 2,3%. (Tabla 7). Por lo tanto, se presume poca diferenciacion
genética entre los sitios estudiados. Lo cual se condice con los resultados entregados por
Fst por pares, que si bien, arrojaron un p-valor significativo para la poca diferenciacion entre
las poblaciones GOR/CAT y CAT/BM, no fue asi para GOR/BM, a pesar de presentar
valores Fst coherentes, esto podria explicarse por la diferencias en el tamafio de las
poblaciones, por lo que ente caso la significancia por p-valor no es una medida realmente
indicadora o como el resultado del aislamiento por efecto de distancia. Las poblaciones se
diferencian porque estan distanciadas en el espacio y es mas probable que un babuino de
Boe Maria se reproduzca con un babuino de Gorongosa que con un babuino de Catapu. El
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valor global de Fst (0,02939) no se considera como un valor alto de diferenciacion
poblacional. Y el test de Mantel no muestra mayor diferenciacion genética entre los
individuos a pesar de su distancia geografica, sin embargo el 33% de la variacion se puede
explicar por la misma distancia (mas de 100 km).

La estructura genética inferida por el agrupamiento bayesiano no entrega ningun tipo de
patrén estructural dentro de las poblaciones analizadas y muestra a los individuos como
parte de una misma gran poblacién aunque destacan algunas muestras dentro de la figura
24b especialmente dentro de CAT al igual que con los resultados de ADNmt, lo que se
podria explicar por el efecto de aislamiento por distancia mencionado anteriormente. Sin
embargo, en los valores entregados por el PCoA se observa una gradiente de variacion
genética desde el Noreste al Suroeste. Esto significaria que la frecuencia de alelos esta
cambiando gradualmente de una poblacion a la otra, lo cual se respalda en el test de Mantel.
Posiblemente debido a la capacidad de dispersion de los babuinos, hubo una pequena
migracién entre Catapu y Gorongosa en algin momento produciendo la dispersién genética
en el area y por ende la no presencia de una estructura genética poblacional fuerte. La
teoria sobre un aislamiento por distancia significa que es mas probable que los individuos
se relacionen genéticamente mas entre los individuos dentro de un mismo lugar que con
aquellos que estdn mas lejos, sin embargo, la presencia de individuos de un lugar en otro
da cuenta de un evento de dispersion, generando una gradiente de diversidad genética
entre Catapu y PNG.

Se observa una distancia genética entre ciertos individuos de Catapu y unos cuantos de
Gorongosa. Es también posible identificar la presencia de posibles migrantes como BF063
y BF067, que si bien fueron recolectadas en GOR (rojo), son genéticamente CAT, al igual
que los individuos BF213,BF221, BF263 Y BF266, que siendo recolectadas en CAT, son
genéticamente GOR. Esto da cuenta de un alto nivel de flujo genético entre ambas
localidades. Las muestras BF013, BF027 y BF059 se muestran como fuera del rango de
esta gradiente y probablemente sean parte de otra poblacion no muestreada. En los
resultados inferidos por BAPS, al ser menos conservador que STRUCTURE, y por ende,
mas sensible a las diferencias, destacan las muestras BF027, BF030, BF080, BF090 de
GOR y BF260, BF262, BF263, BF267, BF268 y BF275 de CAT, por presentar diferencias
genéticas en relacion a las otras muestras estudiadas. La identificacion de migrantes de
primera generacion reafirma la presencia de flujo genético en el area, al identificar a dos
individuos: BF092 (sexo indeterminado) recolectado en GOR, pero con origen genético
CAT; BF314 (hembra) recolectado en BM, pero con origen genético en GOR. Ambas
muestras pertenecen a la zona Oeste del Parque y estan relativamente cerca una de la otra
(13 km de distancia aproximadamente).

Teniendo en cuenta que la diferenciacién de estos individuos no es alta, lo mas probable
es que estos individuos provengan de poblaciones circundantes. La capacidad de
dispersién de los babuinos y el hecho de que Gorongosa puede ser un receptor de la regién
de las poblaciones que rodean el Parque. Gorongosa es un area protegida, con un habitat
que permite la presencia y reproduccion de babuinos, mientras que las areas que rodean a
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Gorongosa han sufrido eventos de degradacion y pérdida de habitat y una alta interferencia
de las poblaciones humanas (incluida la caza de babuinos). Posiblemente, estos resultados
significan que los babuinos de las areas alrededor del parque estan escapando de la presién
humana al migrar hacia el parque, lo que explica en parte la alta densidad de tropas dentro
del parque que se ha estimado durante los Ultimos afios. Estos resultados destacan la
importancia del Parque Gorongosa como area de refugio para la vida silvestre.

En general, la estructura de la poblacién mitocondrial y microsatelitalmente hablando,
evidencian a la poblacién de PNG como una sola unidad genética dispersa. Las pequefias
diferencias entre Gorongosa y Catapu pueden ser explicadas por la distancia geografica.
Cabe mencionar que el sitio de Catapu esté al lado del Zambezi bajo, el cual es considerado
como limite biogeografico con los babuinos amarillos, esta cercania pudo crear zonas de
contactos entre ambas especies en el pasado causando un flujo génico que podria explicar
la cercania de las muestras con los haplotipos de babuinos amarillos (Figura 15) y la
presencia de mayor cantidad de haplotipos de ADNmt en Catapd.

7.5 Babuinos de Gorongosa

En una investigacion paralela realizada por Martinez et al. (2019), se hizo una descripcion
del fenotipo de Papio de PNG, basado en rasgos y caracteristicas observadas en P. ursinus,
P. u. griseipes, P. cynocephalus y P. kindae mediante técnicas de morfometria geométrica.
Los resultados mostraron a los babuinos de PNG con una morfologia intermedia entre P.
ursinus griseipes y P. cynocephalus del sur. Lo cual apoyaria la hipétesis de un proceso de
hibridacion pasado en el Parque de Gorongosa entre ambas especies, 0 a la posibilidad de
un aislamiento por distancia sumado a un flujo genético posterior, lo cual podria explicar la
razén de la pequefia variabilidad entre Gorongosa y Catapu.

Los babuinos P. u. griseipes destacan por tener un pelaje mas claro, patas grises y cola
mas larga, un craneo ligeramente mas pequefio y un tamafio de cuerpo mas grande que el
de P. u. ursinus (Burrell, 2009; Jolly, 1993). Las poblaciones de griseipes se extienden
desde suroeste de Zambia y Zimbabwe, al sur del rio Zambezi en Mozambique y en partes
de la regién de la provincia de Limpopo en Sudafrica y el Delta del Okavango en Botswana
(Jolly 1993) (Figura 3). Y estan en contacto con P. cynocephalus en el valle bajo de
Luangwa en Zambia (Burrell, 2009). En cambio los babuinos de PNG mantienen algunas
caracteristicas del babuino amarillo, como el pelaje amarillento, el pelo ventral de color
claro, piel infraorbitaria rosada, pero ademas presentan otras caracteristicas que se
observan frecuentemente en el babuino chacma de patas grises, como la robusta
constitucion masculina del cuerpo, la forma doblada de la cola y la orientacion facial
flexionada hacia abajo (Martinez et al., 2019). Los babuinos de Catapu presentan rasgos
amarillos y en Zinner et al. (2015) son descritos como pertenecientes a la subpaoblacion P.
cynocephalus strepitus. Cabe preguntarse la posibilidad de flujo génico desde el norte del
Zambezi, sin embargo, aunque los babuinos son buenos nadadores, es poca la probabilidad
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de crucen el ancho del rio de esa zona. No obstante, cambios geomorfolégicos han
modificado las fluctuaciones del rio Zambezi bajo en el pasado (Cotterill, 2003, 2006;
McCartney y Owen, 2007; Rocha, 2014) lo que podria haber influido en un contacto
secundario entre los babuinos amarillos y chacmas de patas grises. La construccion de
diferentes represas y puentes que cruzan el rio de norte a sur en el Zambezi medio y bajo,
entre 1900- 70’s, también pudo haber permitido el paso de poblaciones de P. cynocephalus
hacia el sur. Ademas, Vale et al. (2015) sugiere que las cuencas de rios podrian funcionar
como corredores para los babuinos. De ser asi, podriamos pensar que algun grado de flujo
génico llega a Catapu y PNG desde el Oeste, desde lugares como el Parque Kafue o el
Valle de Luangua ambos en Zambia. En Kafue se ha descrito hibridacion entre P. u.
griseipes y P. kindae (Jolly et al., 2011). En Luangua se ha descrito hibridacion entre P. u.
griseipes, P. cynocephalus y P. kindae (Burrel, 2009).

Tanto en Keller et al. (2010) como en Zinner et al. (2009) se encontraron haplotipos
mitocondriales pertenecientes al mismo clado identificado como chacma del norte, sumado
a los resultados mitocondriales del presente estudio. Entre estas muestras, existen mas de
1000 km de distancia entre los individuos. Esto podria explicarse por la cantidad significativa
de flujo de genes pasados, recientes y/o en curso a través de las poblaciones de chacma
babuino de patas grises (Sithaldeen et al., 2009, 2015). Esta informacién es consistente
con los resultados de Martinez et al. (2019) y lo observado en el presente trabajo en las
muestras mencionadas de Catapu y Gorongosa podrian ser parte del mismo proceso de
flujo génico.

Con los resultados obtenidos no es posible concluir si es que hay o no hibridacion en PNG
dado que no encontramos sefiales de dos poblaciones parentales diferentes (especies
diferentes), aunque se podria hablar de un posible proceso de nuclear swamping entre P.
cynocephalus y P. ursinus en el pasado, ya que encontramos que todos los individuos
observados tienen una estrecha relacion con la morofologia de P. ursinus, aunque albergan
ADNmt genéticamente mas relacionado a P. cynocephalus del norte de Zambezi.

El estudio del flujo génico ha sido un tema primordial en biologia evolutiva, ya que es un
componente importante en la estructura de las poblaciones. Los altos niveles de flujo génico
pueden actuar como una fuerza integradora de la poblacién, pero si es muy bajo, empiezan
a divergir, lo que puede contribuir al aislamiento reproductivo y al establecimiento de linajes
evolutivamente independientes (Slatkin, 1994). Dependiendo del tipo de marcador
molecular utilizado, el flujo génico calculado sera histérico (ADNmt) o mas reciente
(microsatélites) (Fasanella, 2012). Los resultados mitocondriales del presente estudio dan
cuenta de un patrén mas cercano al amarillo y chacma del norte que a los chacma del sur,
y al ser la region parte de la biogeografia de los babuinos de patas grises, podemos
aseverar gue nos encontramos ante una poblacion de Papio u. griseipes. Al mismo tiempo,
los resultados por microsatélites entregan valores significativos para migracion.

Las muestras outliers BF059, BF013 y BF027 (todas GOR) identificadas por el patron de
PCoA vendrian de otra poblacién, sin embargo, no hay suficiente informacién para
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identificar de qué poblaciones provienen. Estos individuos probablemente no vendrian de
Catapu, por lo tanto, esto demostraria una alta dispersion al no haber estructura por la
distancia entre los sitios, y al no poder determinar su origen, existe la probabilidad de que
machos de otras poblaciones no estudiadas en el presente trabajo, hayan migrado a PNG
e introdujeron su genética a la region y sea parte de la causa de la diferencia que se observa
entre Gorongosa y Catapl, y las diferencias morfolégicas dentro del parque.
Lamentablemente no es posible saber en esta primera fase de estudios, de donde
provienen y hace cuanto sucedid. Es necesario hacer estudios del cromosoma Y para poder
tener mas informacion sobre la historia paterna de los babuinos del parque e inferir a PNG
como un area de contacto, asi como estudios gendmicos (actualmente en curso) y muestras
de poblaciones cercanas de otras especies Papio.

Lamentablemente no contamos en esta investigacion de muestras de otras especies y/o de
otros sitios para comparar los microsatélites. La obtencibn de muestras no resulta un
proceso sencillo, puesto que la regién es grande, dificil de acceder y disponible en ciertas
estaciones del afo; en total fueron necesarias tres visitas de campo para recolectar todas
las muestras del estudio. La obtencion de muestras de otras especies habria sido
importante para entender el porcentaje de mezcla y los procesos genético que estan
actuando dentro de Mozambique y para contextualizar la diversidad genética para los
babuinos del sector. En este sentido, se planean nuevas visitas de campo en 2020 a otras
zonas de Mozambique.
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8. Conclusiones Finales

El presente trabajo estimé por primera vez los niveles de diversidad genética y estructura
poblacional para los babuinos salvajes del Parque de Gorongosa de Mozambique. La
poblacién muestreada corresponde a una poblacion sin una estructura genética clara, con
bajas tasa de diversidad genética en su ADN mitocondrial, pero con altas tasas de
diversidad genética para los microsatélites. Dentro de esta diversidad hay un gradiente de
variacion genética entre los sitios estudiados que va del Noreste al Suroeste, es decir de
Catapu (CAT) a Gorongosa (GOR).

En esta primera etapa de analisis para los babuinos del parque de Gorongosa, si fue posible
responder a la pregunta de investigacion: ¢Cual es la afinidad taxonomica de los
babuinos del Parque de Gorongosa? En este caso la afinidad taxonémica de los babuinos
del Parque de Gorongosa corresponde a una sola unidad genética identificada como
individuos dentro del clado P. ursinus del norte, siendo la Hipétesis 1 la respuesta a la
pregunta de investigacion. En base a los resultados de Zinner et al (2009) esta poblacion
esta mitocondrialmente relacionada a P. cynocephalus del sur (clado B) y no a P. ursinus
del sur (clado A) lo cual se demuestra en esta investigacién. De acuerdo a los resultados
mitocondriales no es posible afirmar la hipétesis de una hibridacién introgresiva con nuclear
swamping entre hembras con una descendencia mitocondrialmente amarilla y machos
chacma ya que faltan las muestras necesarias para corroborar esta afirmacion, sin embargo
los resultados tampoco darian cuenta de lo contrario. En general estos primeros resultados
no permiten afirmar la existencia de un proceso de hibridacién o de una zona hibrida, sin
embargo, el area de estudio se comporta como un area de dispersiéon con individuos
provenientes de lugares no identificados.

La identificacion de todas las muestras como Papio ursinus del norte y la no existencia de
una estructura o diferenciacién poblacional hace evidente que los individuos de todos los
sitios de muestreo presentan una variacién genética similar, a pesar del distanciamiento
geografico (mas de 100 km) entre Gorongosa y Boe Maria con la poblacion de Catapu. En
este sentido, Catapu simplemente estaria “desconectada” de Gorongosa, lo cual creé un
pequefio aislamiento genético posiblemente en el pasado entre ambas areas lo cual
explicaria la variacion existente entre GOR y CAT, tanto para ADNmt y loci de
microsatélites.

El PNG funcionaria como un contenedor de diferentes individuos de poblaciones de
babuinos (diversidad genética alta del ADN nuclear). El hecho de que se encuentren
individuos de CAT en GOR y viceversa, segun los analisis de ADN nuclear, responderia a
un efecto relativamente reciente de un flujo génico entre ambos y por ende, a la interaccién
de los babuinos en la zona, lo que daria cuenta de que los individuos estan dispersos. Esto
indicaria que toda la poblacion de babuinos del Parque de Gorongosa se comporta como
una Unica poblacion genética interconectada, y que otros grupos de babuinos fuera del
Parque también forman parte de la misma Unica poblacion de entrecruzamiento de Papio
ursinus del norte. A pesar de esto, no es posible afirmar o descartar la opcién de un proceso

89



de hibridacion en el pasado. El hecho de que los babuinos de PNG se encuentren en un
término medio en sus caracteristicas morfologicas entre dos especies podria explicarse por
la expresién fenotipica de genes pasados y/o compartidos entre las especies, o0 por ser una
caracteristica de las subespecies de P. ursinus y/o P. cynocephalus, los cuales deben ser
estudiados mas en detalle.

Cabe destacar que si bien el uso de marcadores de loci de microsatélites en la presente
investigacion no daria respuesta a la presencia de un evento de hibridacién ya que no
contabamos con secuencias de babuinos amarillos para contrastar, si fue de utilidad para
la observacién de individuos con muchas diferencias genéticas dentro de la misma muestra,
sugiriendo la idea o aproximacion de una posibilidad de hibridacién reciente. La importancia
del uso de microsatélites en este trabajo de tipo exploratorio es que da pie para continuar
con la investigacion desde la perspectiva del ADN nuclear.

Finalmente, cabe destacar que esta investigacion es parte de la primera investigacion
genética en la poblacion de babuinos del Parque de Gorongosa, por lo que el presente
estudio constituye un estudio genético relevante en la zona y un primer acercamiento
exhaustivo de la genética de los babuinos del Parque Nacional de Gorongosa. Los
resultados son de suma importancia a la hora de sugerir nuevas directrices a trabajos
futuros para el proyecto y entregar nueva evidencia para la especie Papio dentro de PNG.
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9. Recomendaciones a trabajos futuros

A pesar de la alta variabilidad genética observada por microsatélites, el nUmero de
los loci utilizados no fue suficiente para poder distinguir estructura. Es necesario
aumentar el numero de marcadores microsatélitales o algun otro tipo de marcador
como SNPs, de esta forma se haria una diferenciacién mucho mas exhaustiva y
detallada de los individuos e identificar las diferencias entre GOR y CAT.

Se necesitan mas muestras y secuencias de diferentes especies como P.
cynocephalus o P. kindae para realizar andlisis de microsatélites mas exhaustivos y
observar si el ADN nuclear se relaciona con el de otra especie y clarificar la
existencia de hibridacién, introgresion

datos genéticos para diferenciar e identificar la pertenencia de los babuinos del PNG
a las especies Papio. u. ursinus o Papio. u. griseipes o incluso e, aumentando la
region de ADN mitocondrial (D-loop o cytb2) y las muestras de referencias con
babuinos kinda, chacmas, amatrillos y grises, que se encuentren cercanas a PNG.
Esto permitiria encontrar mas variacion dentro de PNG y comprender si hubo un
evento que haya reducido la variacion genética como un evento de cuello de botella
o clarificar.

Ampliar la zona estudiada para comparar individuos del Parque Nacional de
Gorongosa con individuos del norte del rio del Zambezi donde se encuentran
poblaciones P. cynocephalus y otras poblaciones mas cercanas.

Desarrollar estudios gendmicos ligados al cromosoma Y para tener mejores

estudios sobre la dispersiéon genética relacionada al sexo y la historia demogréfica
del parque.
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11. Anexos

1. Protocolo 1 (Gorongosa)
El procedimiento de extraccion se dividié en dos fases para ambos kits. Antes de comenzar todos
los materiales que se usaron fueron puestos 20 minutos bajo una luz UV con el fin de esterilizarlos.
Los materiales que se usaron son:

. Bisturi

. Pinzas

. Papel de aluminio

. Eppendorfs tubes rack

. Pipetas de 1.000 ul y 100 ul.

. Puntas con filtro de 1.000 ul y 100 ul.

. Tubos Eppendorfs de 2 mly 1,5.

. Maquina Centrifugadora, maquina vortex, maquina para “short spin” y maquina “shaker”
. Etanol 100%

. Vestimenta protectora estérii como mascaras, guantes, gorros y bata desechable de
laboratorio

. Lamparas UV

. Cloro

. Encendedor

. Placa de Petri

. Pacillos de vidrio para etanol y cloro

La primera fase se realiz6 dentro de una campana de extraccién consistié6 en homogeneizar las
muestras. Para esto se agreg0 en cada tubo 1ml de InhibitEX Buffer que permite separar el material
fecal del ADN. Luego, en el mismo lugar de trabajo, se depositd la muestra fecal sobre papel aluminio
en una placa de Petri, con el objetivo, de evitar lo mas posible la contaminacién dentro de la campana
y la placa de petri. La muestra se corté con el cuchillo o bisturi en trozos pequefios para
posteriormente colocarla dentro del tubo que tiene el buffer. Al finalizar se limpio todo el lugar de
trabajo junto con las herramientas, con cloro, etanol y fuego, para asi continuar con la siguiente
muestra. Posteriormente las muestras con el buffer se colocaron dentro de una maquina rotatoria
durante la noche.

Para la segunda fase de la extraccion Se uso el mismo sistema de esterilizacion de los materiales
mencionado anteriormente, siguiendo las instrucciones del kit: (1) Centrifugacion por 3 minutos a x
rpm los tubos de la maquina y se centrifugan por 3 minutos, mientras (2) se agrega 25ul de
Proteinase K a otros nuevos tubos de 2ml. A estos mismos (3) se agregan 600ul del liquido
sobredenante de la muestra original, méas (4) 600ul de Buffer AL y luego de pasarlos por la maquina
vortex y spinshort por 15 segundos (5) se incuban en un horno por 70°C por 10 minutos. Luego (6)
se agrega 600ul de etanol 100% frio al tubo y se mezcla. (7) Se usan nuevos tubos “spin columns”
que vienen en el kit y se les agrega 600ul del liquido original para luego centrifugarlo por un 1 minuto,
el objetivo es que el liquido pase por el filtro de la columna y se deposite en este el ADN que se
quiere extraer. Este mismo paso se hace 3 veces. Finalizado el liquido de los primeros tubos (8) se
agrega a los “spin columns” 500ul de Buffer Aw1 y se centrifuga, (9) se vuelven a agregar 500ul de
Buffer Aw2 y se centrifuga por 3 minutos. EI ADN que quedd depositado en el filtro se debe “transferir”
a nuevos tubos de 1.5 ml, para esto (19) se pipetean 150ul de Buffer ATE, luego se incuba por 5
minutos y se centrifuga por 1. Este mismo procedimiento se repite con (11) 50ul del mismo buffer en
otros nuevos tubos. Los primeros tubos con 150ul seran denominados como “muestras de primera
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elucion” o first elution samples en inglés, y las de 50ul como muestras de segunda elucién o second
elution samples.

2. Protocolo 2 (Catapu y Boe Maria)
En la primera fase en vez de usar un buffer inhibidor se usa 1,6ml de Buffer ASL. Para la segunda
fase, (1) se agregan tabletas Inibitex en nuevos tubos de 2ml. Luego (2) Se pipetea 1.4 ml o mas del
sobredenante a otros nuevos tubos y se vuelven a centrifugar para que no queden particulas sélidas
en el liquido, (3) se agregan 1.4ml del sobredenante a los tubos que contienen las tabletas, se
mezcla, se incuban por 1 minuto y se vuelve a centrifugar por otros 3 minutos, (4) se pipetea 600ul
del sobredenante a los tubos que contienen 25ul de Proteinasa K, evitando lo mas posible que
contengan particulas de las tabletas. Luego de esto el procedimiento es exactamente igual a como
se menciond anteriormente desde el paso 3.

3. Primers usados para citcromo B (Zinner et al., 2009)

Primer Name Primer Sequence
cytblF 5'-GATACGAAAAACCATCGCTGT-3'
cytblR 5-AGTAGGGATGGAAGGTGATTT-3'
cytb2aF 5-TTCGGCATCGTCACCCTCAC-3'
cytb2aR 5-ATTTCTGGTTTACAAGACCAGT-3'
cytb2F 5-CCTACCATTCGGCATCGTCG-3'
cytb2R 5-GCTCCATTTCTGGTTTACAAG-3'
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4. Tabla Resumen con todas las muestras y procedimientos usados

ID GPS Coordinates Date 1Q Extraction PCR Cytb1 Sequence Sequence Sex
Lat/Long Date Date Cytb1 Date Concensus | Determination

GORONGOSA
BF001 -18,97727 34,35140 13-08-2017 | 0,733333 20-03-2018 09-05-2018 16-05-2018 X
BF002 -18,97727 34,35141 | 13-08-2017 | 0,816667 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF003 -18,92665 34,37938 31-07-2017 | 0,910714 20-03-2018 10-05-2018 16-05-2018 X M
BF004 -18,92739 34,37854 | 31-07-2017 | 0,75 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF005 -18,92945 34,38144 31-07-2017 | 0,8 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF006 -18,92954 34,38331 | 31-07-2017 | 0,683333 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X
BFOO7 -18,92882 34,38434 31-07-2017 | 0,883333 20-03-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BF008 -18,93718 34,37233 | 31-07-2017 | 0,875 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF009 -18,93891 34,37344 01-08-2017 | 0,766667 24-01-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BFO10 -18,94096 34,37349 | 01-08-2017 | 0,892857 24-01-2018 09-05-2018 16-05-2018 X F
BFO11 -18,94096 34,37349 01-08-2017 | 0,857143 24-01-2018 07-05-2018 19-11-2018 X F
BF012 -18,94580 34,37744 | 01-08-2017 | 0,883333 24-01-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
I(BIEOF1%17) -18,93043 34,37871 | 02-08-2017 | 0,7 24-01-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF014 -18,93043 34,37871 | 02-08-2017 | 0,85 24-01-2018 09-05-2018 16-05-2018 F
I(BI?OF1?515) -18,93043 34,37871 | 02-08-2017 | 0,392857 24-01-2018 09-05-2018 16-05-2018 X F
BFO16 -18,92854 34,38353 | 02-08-2017 | 0,671875 24-01-2018 09-05-2018 16-05-2018 X F
BFO17 -18,94010 34,37493 | 06-08-2017 | 0,5 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BFO18 -18,93905 34,37374 | 06-08-2017 | 0,866667 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BFO19 -18,93865 34,37322 | 06-08-2017 | 0,85 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF020 -18,94719 34,37600 | 07-08-2017 | O 24-01-2018 09-05-2018
BF021 -18,94764 34,37634 | 07-08-2017 | 0,883333 24-01-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BF022 -18,91296 34,39277 | 07-08-2017 | 0,816667 24-01-2018 07-05-2018 16-05-2018 X
BF023 -18,95231 34,37822 | 08-08-2017 | 0,866667 23-01-2018 08-03-2018 13-03-2018 X
I(3|l30|:2(2125) -18,95277 34,38256 08-08-2017 | 0,866667 23-01-2018 08-03-2018 13-03-2018 X F
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BF025 -18,95277 34,38256 | 08-08-2017 | 0,65 23-01-2018 08-03-2018 13-03-2018 X F
BF026 (BF023 -18,95504 34,38678 | 08-08-2017 | 0,75 24-01-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
possible BF026)

BF027 -18,95267 34,37425 | 08-08-2017 | 0,785714 23-01-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF028 -18,95267 34,37425 | 08-08-2017 | 0,883333 23-01-2018 07-05-2018 16-05-2018 X F
BF029 -18,87058 34,40500 | 09-08-2017 | 0,883333 20-03-2018 04-05-2018 16-05-2018 X F
BFO30 -18,87190 34,40501 | 09-08-2017 | 0,833333 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BFO31 -18,87305 34,40421 | 09-08-2017 | 0,883333 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
I(BI?OZOZBZ) -18,87305 34,40421 | 09-08-2017 | 0,65 20-03-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BFO33 -18,87363 34,41383 | 09-08-2017 | 0,9 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF034 -18,88717 34,40925 | 09-08-2017 | 0,833333 20-03-2018 04-05-2018 16-05-2018 X M
BFO35 -18,97993 34,35199 | 09-08-2017 | 0,866667 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BFO36 -18,97993 34,35199 | 09-08-2017 | 0,833333 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF037 -18,93183 34,40193 | 11-08-2017 | 0,833333 22-02-2018 04-05-2018 16-05-2018 X M
BFO38 -18,89165 34,42134 | 11-08-2017 | 0,833333 22-02-2018 04-05-2018 16-05-2018 X M
BF039 -18,87242 34,40514 | 11-08-2017 | 0,883333 22-02-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF040 -18,87242 34,40514 | 11-08-2017 | 0,766667 20-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF0O41 -18,87242 34,40514 | 11-08-2017 | 0,816667 22-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF042 -18,97737 34,35120 | 12-08-2017 | 0,883333 22-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF043 -18,96084 34,37017 | 12-08-2017 | 0,85 22-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF044 -18,90420 34,40819 | 12-08-2017 | 0,883333 22-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X

BF045 -18,90330 34,40887 | 12-08-2017 | 0,866667 22-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF046 -18,90299 34,40841 | 12-08-2017 | 0,916667 22-03-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BFO47 -18,96551 34,36513 | 13-08-2017 | 0,65 03-04-2018 07-05-2018 16-05-2018 X

BF048 -18,90393 34,37597 | 15-08-2017 | 0,089286 03-04-2018 07-05-2018

BF049 -18,90374 34,37589 | 15-08-2017 | 0,125 03-04-2018 07-05-2018 16-05-2018

BFO50 -18,90284 34,37624 | 15-08-2017 | 0,816667 03-04-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BFO51 -18,90286 34,37626 | 15-08-2017 | O 03-04-2018 07-05-2018

BFO51 -18,90275 34,37619 | 15-08-2017 NO EXIST - - M
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BF052 -18,90275 34,37619 | 15-08-2017 | 0,303571 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BF053 -18,90246 34,37629 | 15-08-2017 | O 03-04-2018 07-05-2018

BF054 -18,90199 34,37592 | 15-08-2017 | O 03-04-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BF055 -18,90302 34,37537 | 15-08-2017 | 0,9 03-04-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BF056 -18,92423 34,37677 | 15-08-2017 | 0,071429 03-04-2018 07-05-2018

BF057 -18,92504 34,37598 | 15-08-2017 | O 03-04-2018 04-05-2018 16-05-2018 X

BF058 -18,92503 34,37603 | 15-08-2017 | 0,107143 03-04-2018 07-05-2018

BF059 -18,95319 34,37354 | 15-08-2017 | 0,783333 03-04-2018 04-05-2018 16-05-2018 X M
BF060 -18,87261 34,40435 | 16-08-2017 | 0,883333 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
I(3I?OF6(;.62) -18,87277 34,40451 | 16-08-2017 | 0,883333 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BF062 -18,87287 34,40456 | 16-08-2017 | 0,634615 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BF063 -18,87278 34,40451 | 16-08-2017 | 0,716667 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BF064 -18,87301 34,40454 | 16-08-2017 | 0,8 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X F
BF065 -18,87352 34,40470 | 16-08-2017 | 0,883333 03-04-2018 09-05-2018 16-05-2018 X F
BF066 -18,87353 34,40476 | 16-08-2017 | O 04-04-2018 10-05-2018

BF067 -18,87353 34,40476 | 16-08-2017 | 0,516667 05-04-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF068 -18,87365 34,40472 | 16-08-2017 | 0,85 05-04-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF069 -18,87424 34,40498 | 16-08-2017 | O 19-02-2018 28-05-2018 29-05-2018

BFO70 -18,87424 34,40495 | 16-08-2017 | 0,883333 19-02-2018 09-05-2018 16-05-2018 X M
BFO71 -18,87424 34,40500 | 16-08-2017 | 0,883333 19-02-2018 28-05-2018 29-05-2018 X F
BF0O72 -18,87430 34,40533 | 16-08-2017 | 0,883333 19-02-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BFO73 -18,90468 34,45726 | 16-08-2017 | 0,9 19-02-2018 28-05-2018 29-05-2018 X M
BF0O74 -18,90269 34,45735 | 16-08-2017 | 0,178571 04-04-2018 10-05-2018 16-05-2018 X

BFO75 -18,90212 34,45637 | 16-08-2017 | O 05-04-2018 04-05-2018

BF0O76 -18,90429 34,45804 | 16-08-2017 | 0,833333 05-04-2018 28-05-2018 29-05-2018 X

BFO77 -18,90429 34,45805 | 16-08-2017 | 0,766667 05-04-2018 28-05-2018 29-05-2018 X

BF078 -18,90748 34,45734 | 16-08-2017 | 0,803571 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X F
BFO79 -18,90753 34,45736 | 16-08-2017 | O 05-04-2018 29-05-2018

BF080 -18,90739 34,45863 | 16-08-2017 | 0,85 05-04-2018 04-05-2018 16-05-2018 X F
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BFO81 -18,92213 34,50474 | 16-08-2017 | O 05-04-2018 29-05-2018

BF082 -18,92213 34,50476 | 16-08-2017 | O 05-04-2018 29-05-2018

BF083 -18,92212 34,50475 | 16-08-2017 | 0,833333 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X

BF084 -18,92199 34,50491 | 16-08-2017 | 0,9 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X

BF085 -18,92208 34,50497 | 16-08-2017 | O 05-04-2018 29-05-2018

BF086 -18,94695 34,37502 | 17-08-2017 | 0,214286 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X

BF087 -18,99165 34,32655 | 18-08-2017 | 0,85 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X

BF088 -18,99183 34,32622 | 18-08-2017 | 0,916667 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X M
BF089 -18,99180 34,32618 | 18-08-2017 | 0,035714 05-04-2018 04-05-2018

BF090 -18,99189 34,32608 | 18-08-2017 | 0,666667 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X

BFO91 -18,99196 34,32592 | 18-08-2017 | 0,017857 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF092 -18,99208 34,32550 | 18-08-2017 | 0,766667 04-04-2018 10-05-2018 16-05-2018 X

BF093 -18,99219 34,32513 | 18-08-2017 | O 04-04-2018 10-05-2018

BF094 -18,99274 34,31988 | 18-08-2017 | 0,916667 05-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X M
BF095 -18,99258 34,31956 | 18-08-2017 | O 04-04-2018 29-05-2018

BF096 -18,99203 34,31895 | 18-08-2017 | 0,883333 04-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X

BF097 -18,99248 34,31851 | 18-08-2017 | 0,816667 04-04-2018 10-05-2018 16-05-2018 X

BF098 -18,99197 34,31898 | 18-08-2017 | 0,883333 04-04-2018 10-05-2018 16-05-2018 X

BF099 -18,99189 34,31893 | 18-08-2017 | 0,035714 04-04-2018 10-05-2018

BF100 -18,99174 34,31895 | 18-08-2017 | O 04-04-2018 10-05-2018

BF101 -18,99203 34,31610 | 18-08-2017 | 0,482143 04-04-2018 04-05-2018 16-05-2018 X

BF102 -18,99908 34,29847 | 18-08-2017 | 0,866667 04-04-2018 04-05-2018 16-05-2018 X

BF103 -18,99940 34,29719 | 18-08-2017 | 0,625 04-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X F
BF104 -19,00127 34,29573 | 18-08-2017 | O 05-04-2018 04-05-2018

BF105 -18,98045 34,35281 | 19-08-2017 | 0,075 20-02-2018 04-05-2018 16-05-2018 X M
BF106 -18,97764 34,35197 | 19-08-2017 | 0,796875 20-02-2018 07-05-2018 16-05-2018 X F
BF107 -18,94476 34,37240 | 19-08-2017 | 0,734375 20-02-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BF108 -18,94472 34,37232 | 19-08-2017 | 0,40625 20-02-2018 07-05-2018 16-05-2018 X M
BF109 -18,94886 34,36964 | 19-08-2017 | 0,075 20-02-2018 07-05-2018 16-05-2018

115



BF110 -18,94886 34,36965 | 19-08-2017 | 0,892857 20-02-2018 07-05-2018 16-05-2018 X
BF111 -18,94886 34,36977 | 19-08-2017 | 0,5 20-02-2018 07-05-2018

BF112 -18,95029 34,37346 | 19-08-2017 | 0,8 20-02-2018 07-05-2018 16-05-2018

BF113 -18,95028 34,37345 | 19-08-2017 | O 20-02-2018 07-05-2018

BF114 -18,95029 34,37347 | 19-08-2017 | 0,175 04-04-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF115 -18,95031 34,37349 | 19-08-2017 | 0,95 04-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF116 -18,97732 34,35130 | 20-08-2017 | 0,714286 21-03-2018 10-05-2018

BF117 -18,94873 34,43484 | 20-08-2017 | 0,4375 21-03-2018 10-05-2018 16-05-2018

BF118 -18,94830 34,43517 | 20-08-2017 | O 21-03-2018 10-05-2018 16-05-2018

BF119 -18,94819 34,43527 | 20-08-2017 | 0,071429 21-03-2018 10-05-2018 16-05-2018 X
BF120 -18,94809 34,43541 | 20-08-2017 | 0,035714 21-03-2018 10-05-2018

BF121 -18,94801 34,43536 | 20-08-2017 | 0,660714 21-03-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF122 -18,94820 34,43539 | 20-08-2017 | O 21-03-2018 10-05-2018

BF123 -18,94842 34,43579 | 20-08-2017 | O 21-03-2018 10-05-2018

BF124 -18,94810 34,43540 | 20-08-2017 | 0,966667 21-03-2018 10-05-2018 16-05-2018 X
BF125 -18,94863 34,43549 | 20-08-2017 | 0,711538 21-03-2018 10-05-2018 X
BF126 -18,94800 34,43537 | 20-08-2017 | O 21-03-2018 10-05-2018 16-05-2018 X
BF127 -18,94798 34,43534 | 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018

BF128 -18,94819 34,43525 | 20-08-2017 | 0,890625 22-03-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF129 -18,94819 34,43525 | 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018

BF130 -18,94706 34,44276 | 20-08-2017 | 0,90625 22-03-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF131 -18,94704 34,44266 | 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF132 -18,94700 34,44267 | 20-08-2017 | 0,2 22-03-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF133 -18,95168 34,44800 | 20-08-2017 | 0,983333 22-03-2018 04-05-2018 16-05-2018 X
BF134 -18,94604 34,47255 | 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018

BF135 -18,94625 34,47287 | 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018

BF136 -18,94657 34,47402 | 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018

BF137 -18,94656 34,47419 | 20-08-2017 | 0,071429 22-03-2018 29-05-2018

BF138 -18,94795 34,47438 | 20-08-2017 | 0,154762 22-03-2018 29-05-2018
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BF139 -18,94822 34,47433 | 20-08-2017 | 0,95 04-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X M
BF140 -18,94826 34,47435 20-08-2017 | O 22-03-2018 29-05-2018
BF141 -18,94827 34,47433 | 20-08-2017 21-02-2018 09-05-2018 16-05-2018 X
0,696429 22-03-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF142 -18,94826 34,47434 | 20-08-2017 21-02-2018 09-05-2018
0 22-03-2018 29-05-2018
BF143 -18,94826 34,47446 | 20-08-2017 21-02-2018 04-05-2018 16-05-2018 X M
1 22-03-2018 29-05-2018 29-05-2018
BF144 -18,94828 34,47435 | 20-08-2017 21-02-2018 29-05-2018
0,75 22-03-2018 29-05-2018 X F
BF145 -18,94828 34,47435 | 20-08-2017 | 0,933333 21-02-2018 09-05-2018 16-05-2018 X
BF146 -18,94829 34,47445 20-08-2017 | 0,8125 21-02-2018 09-05-2018 16-05-2018 X
BF147 -18,94832 34,47435 | 20-08-2017 | O 21-02-2018 09-05-2018
BF148 20-08-2017 | 0,475 21-02-2018 09-05-2018 M
BF149 -18,94848 34,47449 | 20-08-2017 | 0,578125 21-02-2018 09-05-2018 16-05-2018 X
BF150 -18,94850 34,47450 | 20-08-2017 | 0,75 21-02-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF151 -18,94856 34,47447 | 20-08-2017 | O 21-02-2018 10-05-2018 16-05-2018
BF152 -18,94860 34,47447 20-08-2017 | 0,916667 21-02-2018 10-05-2018 16-05-2018 X M
BF153 -18,94830 34,47430 | 20-08-2017 | 0,6 21-02-2018 10-05-2018 F
BF154a (BF154 19-08-2017 | 0,15 10-04-2018 29-05-2018
repeated)
BF154b -18,94830 34,47431 20-08-2017 | 0,017857 10-04-2018 29-05-2018
BF155 -18,94830 34,47430 20-08-2017 | 0,35 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X F
BF156 -18,93579 34,39688 | 21-08-2017 | O 10-04-2018 29-05-2018
BF157 -18,93759 34,39695 21-08-2017 | O 10-04-2018 29-05-2018
BF158 -18,92146 34,43347 21-08-2017 | 0,227273 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF159 -18,92129 34,43348 21-08-2017 | 0,921875 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X F
BF160 -18,92124 34,43356 21-08-2017 | 0,075 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018 X
BF161 -18,92126 34,43369 21-08-2017 | 0,071429 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018
BF162 -18,92054 34,43283 21-08-2017 | O 10-04-2018 29-05-2018
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BF163 -18,92123 | 34,43303 | 21-08-2017 | 0,234375 | 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF164 -18,92145 | 34,43287 | 21-08-2017 |0 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF165 -18,93664 | 34,43264 | 21-08-2017 | 0,119048 | 10-04-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF166 -18,94887 | 34,43825 | 21-08-2017 | 0,107143 | 10-04-2018 29-05-2018

BF167 -19,01510 | 34,45065 | 22-08-2017 | 0,633333 | 10-04-2018 04-05-2018 16-05-2018 F
BF168 -19,01509 | 34,45062 | 22-08-2017 | 0,921875 | 22-02-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF169 -19,01060 | 34,51038 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 04-05-2018

BF170 -18,97412 | 34,55301 | 22-08-2017 | 0,178571 | 22-02-2018 29-05-2018

BF171 -18,96807 | 34,55056 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 29-05-2018

BF172 -18,95523 | 34,54266 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 04-05-2018

BF173 -18,92983 | 34,52890 | 22-08-2017 | 0,214286 | 22-02-2018 29-05-2018

BF174 -18,92981 | 34,52889 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 29-05-2018

BF175 -18,92977 | 34,52880 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 29-05-2018

BF176 -18,92883 | 34,53009 | 22-08-2017 | 0,857143 | 22-02-2018 29-05-2018 29-05-2018 F
BF177 -18,92912 | 34,53104 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 29-05-2018

BF178 -18,92912 | 34,53105 | 22-08-2017 | 0,119048 | 22-02-2018 29-05-2018

BF179 -18,92917 | 34,53113 | 22-08-2017 | 0,214286 | 22-02-2018 10-05-2018 16-05-2018

BF180 -18,92924 | 34,53101 | 22-08-2017 | O 10-04-2018 29-05-2018

BF181 -18,92606 | 34,52671 | 22-08-2017 | 0,047619 | 22-02-2018 04-05-2018 16-05-2018

BF182 -18,92004 | 34,51391 | 22-08-2017 | 0,796875 | 22-02-2018 29-05-2018 29-05-2018 F
BF183 -18,92008 | 34,51403 | 22-08-2017 | O 22-02-2018 04-05-2018

BF184 -18,92020 | 34,51438 | 22-08-2017 | 0,875 22-02-2018 29-05-2018 29-05-2018 F
BF185 -18,92021 | 34,51440 | 22-08-2017 | 0,071429 | 22-02-2018 29-05-2018 29-05-2018

BF186 (tissue) | -18,97727 | 34,3514 0,583333 08-03-2018 13-03-2018 M
CATAPU

BF213 -18,035538 | 35,219409 | 29-07-2018 | 0,9375 18-09-2018 21-09-2018 19-11-2018 M
BF214 -18,054489 | 35,209889 | 30-07-2018 | 0,464286 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF215 -18,061513 | 35,209174 | 30-07-2018 | O 18-09-2018 21-09-2018

BF216 -18,061448 | 35,209428 | 30-07-2018 | 0,142857 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018
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BF217 -18,061328 | 35,209466 | 30-07-2018 | 0,25 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF218 -18,061291 | 35,2095 30-07-2018 | O 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF219 -18,061295 | 35,209504 | 30-07-2018 | 0,107143 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF220 -18,061337 | 35,209515 | 30-07-2018 | O 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF221 -18,061089 | 35,209741 | 30-07-2018 | 0,85 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF222 -18,061157 | 35,209759 | 30-07-2018 | O 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF223 -18,06114 35,209758 | 30-07-2018 | 0,142857 18-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF224 -18,061124 | 35,209743 | 30-07-2018 | O 18-09-2018 21-09-2018

BF225 -18,061129 | 35,209772 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF226 -18,061098 | 35,209774 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018 19-11-2018 X

BF227 -18,061034 | 35,209816 | 30-07-2018 | O 08-10-2018 10-10-2018

BF228 -18,06114 35,209786 | 30-07-2018 | O 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X

BF229 -18,061533 | 35,209726 | 30-07-2018 | O 08-10-2018 10-10-2018

BF230 -18,061577 | 35,209631 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018 X

BF231 -18,061549 | 35,209661 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF232 -18,061568 | 35,209686 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF233 -18,062014 | 35,209967 | 30-07-2018 | 0,178571 19-09-2018 21-09-2018

BF234 -18,062115 | 35,21007 30-07-2018 | 0,071429 19-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF235 -18,062116 | 35,210125 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF236 -18,062171 | 35,210261 | 30-07-2018 | O 19-09-2018 21-09-2018

BF237 -18,061918 | 35,209772 | 30-07-2018 | O 20-09-2018 Y | 21-09-2018y 12-10-2018 X
08-10-2018 10-10-2018

BF238 -18,061875 | 35,209766 | 30-07-2018 | O 20-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF239 -18,061935 | 35,209718 | 30-07-2018 | O 20-09-2018 21-09-2018

BF240 -18,061905 | 35,209739 | 30-07-2018 | 0,107143 20-09-2018 21-09-2018

BF241 -18,061983 | 35,2097 30-07-2018 | 0,816667 20-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF242 -18,061923 | 35,209777 | 30-07-2018 | 0,178571 20-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF243 -18,061935 | 35,209772 | 30-07-2018 | O 20-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X

BF244 -18,062304 | 35,209584 | 30-07-2018 | O 20-09-2018 21-09-2018

BF245 -18,062369 | 35,209607 | 30-07-2018 | O 20-09-2018 21-09-2018 25-09-2018 X
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BF246 -18,062393 | 35,209645 | 30-07-2018 20-09-2018

BF247 -18,062384 | 35,209629 | 30-07-2018 20-09-2018 21-09-2018 25-09-2018

BF248 -18,062594 | 35,209534 | 30-07-2018 | 0,178571 20-09-2018 21-09-2018

BF249 -18,061554 | 35,20966 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF250 -18,061552 | 35,209668 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018

BF251 -18,0614 35,209688 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018

BF252 -18,061281 | 35,209726 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF253 -18,061105 | 35,209791 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF254 -18,061053 | 35,20979 30-07-2018

BF255 -18,061104 | 35,209824 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF256 -18,075613 | 35,200847 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF257 -18,075606 | 35,200859 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018

BF258 -18,075382 | 35,200856 | 30-07-2018 | O 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF259 -18,075267 | 35,20097 30-07-2018 | 0,321429 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF260 -18,075251 | 35,200976 | 30-07-2018 | 0,583333 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF261 -18,074576 | 35,201044 | 30-07-2018 | 0,2 02-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF262 -18,074513 | 35,201086 | 30-07-2018 | 0,566667 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF263 -18,074403 | 35,201109 | 30-07-2018 | 0,933333 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF264 -18,073827 | 35,201134 | 30-07-2018 | 0,4 03-10-2018 10-10-2018

BF265 -18,073742 | 35,201191 | 30-07-2018 | O 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF266 -18,070299 | 35,182046 | 31-07-2018 | 0,65 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF267 -18,070285 | 35,182056 | 31-07-2018 | 0,5 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF268 -18,070241 | 35,181983 | 31-07-2018 | 0,703125 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF269 -18,070311 | 35,182021 | 31-07-2018 | 0,366667 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF270 -18,06952 35,181676 | 31-07-2018 | 0,55 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF271 -18,069924 | 35,181872 | 31-07-2018 | O 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
BF272 -18,070485 | 35,182036 | 31-07-2018

BF273A 0,433333 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF273B -18,070437 | 35,181777 | 31-07-2018 | 0,766667 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X
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BF274 -18,070441 | 35,18188 | 31-07-2018

BF275 -18,070374 | 35,18179 | 31-07-2018 | 0,65 03-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X

BF276 -18,070405 | 35,181891 | 31-07-2018 | 0,40625 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF277 -18,070619 | 35,181644 | 31-07-2018 | 0,65625 08-10-2018 10-10-2018 19-11-2018 X

(=BF273B)

BOE MARIA

BF311 0,125 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF312 -19,002395 | 34,197808 | 03-08-2018 | 0,883333 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X M
BF313 -19,002483 | 34,197716 | 03-08-2018 | 0,5 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF314 -19,002575 | 34,197634 | 03-08-2018 | 0,75 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF315 -19,003011 | 34,197272 | 03-08-2018 | 0,783333 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF316 -19,003681 | 34,196739 | 03-08-2018 | 0,25 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X M
BF318 -19,004209 | 34,196381 | 03-08-2018 | 0,65 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
BF319 -19,002575 | 34,197579 | 03-08-2018 | 0,071429 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X M
BFNN 08-10-2018 10-10-2018 12-10-2018 X F
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5. Lista secuencias de referencia tomadas de Zinner et al., 2009
ID TAXON PAIS SITIO LONGITUD, ACCESO N° CYTB ACCESO REAL
LATITUD en paper

507 P. cynocephalus Somalia Webi Shebelli 45.43333 EU885440 EU885428.1
(Web) 2.42083

529 P. cynocephalus Kenya Diani Beach 39.55000 EU885441 EU885429.1
(Dia) -4.32000

533 P. cynocephalus Kenya Diani Beach 39.55000 EU885442 EU885430.1
(Dia) -4.32000

537 P. cynocephalus Kenya Amboseli NP 37.39000 EU885443 EU885431.1
(Amb) -2.29000

404 P. cynocephalus Tanzania Lake Rukwa 32.15517 EU885444 EU885432.1
(Ruk) -7.58297

151 P. cynocephalus Malawi Michiru Mts. Cons. 34.91667 EU885445 EU885433.1
Area (Mic) -15.75000

288 P. cynocephalus Malawi Mulanje Mt. 35.51667 EU885446 EU885434.1
(Mu2) -15.95000

409 P. cynocephalus Zambia South Luangwa 31.63793 EU885447 EU885435.1
NP (LuS) -13.26840

411 P. cynocephalus Zambia South Luangwa 31.63793 EU885448 EU885436.1
NP (LuS) -13.26840

570 P. cynocephalus Zambia Luambe NP 32.14550 EU885449 EU885437.1
(Lua) -12.45780

565 P. cynocephalus Zambia Kafue NP, North 26.53577 EU885450 EU885438.1
(KIN) -14.96779

568 P. cynocephalus Zambia Kasanka NP 30.25202 EU885451 EU885439.1
(Kas) -12.59059

569 P. cynocephalus Zambia Shiwa N*gandu 31.73892 EU885452 EU885440.1
(Shi) -11.19677

566 P. ursinus Zambia Kafue NP, Middle 26.01077 EU885464 EU885464.1
New Kalala (Nka) -15.77360

567 P. ursinus Zambia Kafue NP, Middle 25.99809 EU885465 EU885465.1
(KfM) -15.79781
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885428.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885429.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885430.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885431.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885432.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885433.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885434.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885435.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885436.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885437.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885438.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885439.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885440.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885464.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885465.1

501 . ursinus Zimbabwe Nyanga 32.81283 EU885466 EU885466.1
(Nya) -19.05781

539 . ursinus Mozambique Gorongosa NP 34.36111 EU885467 EU885467.1
(Gor) -18.97833

540 . ursinus Mozambique Gorongosa NP 34.36111 EU885468 EU885468.1
(Gor) -18.97833

492 . ursinus Botswana Moremi Wildlife 23.00000 EU885469 EU885469.1
Res (Mor) -19.18349

422 . ursinus RSA Pilanesberg Game 26.87805 EU885470 EU885470.1
Res (Pil) -25.11111

425 . ursinus RSA Pilanesberg Game 26.87805 EU885471 EU885471.1
Res (Pil) -25.11111

478 . ursinus Namibia Waterberg Plateau 17.24221 EU885472 EU885472.1
(Wat) -20.50450

435 . ursinus RSA Blyde River, 30.78049 EU885473 EU885473.1
Blydepoort (Bly) -24.66667

563 . ursinus RSA Ithala Game Res 31.26667 EU885474 EU885474.1
(Ita) -27.53333

564 . ursinus RSA Ithala Game Res 31.26667 EU885475 EU885475.1
(Ita) -27.53333

558 . ursinus Namibia Okasewa Ranch 18.34910 EU885476 EU885476.1
(Oka) -22.41203

470 . ursinus RSA Loskop Nature Res 29.28162 EU885477 EU885477.1
(Los) -25.42147

468 . ursinus RSA Loskop Nature Res 29.28162 EU885478 EU885478.1
(Los) -25.42147

560 . ursinus Angola Serra Leba, 13.24167 EU885479 EU885479.1
Lubango (Lub) -15.14167

472 . ursinus Namibia Hakos Guestfarm 16.36463 EU885480 EU885480.1
(Hak) -23.23708

482 . ursinus Namibia Spreetshoogte NR 16.20555 EU885481 EU885481.1
(Spn) -23.64758

541 . ursinus RSA Giant's Castle 29.48333 EU885482 EU885482.1
Game Res (Dra) -29.33333

542 . ursinus Giant's Castle 29.48333 EU885483 EU885483.1
Game Res (Dra) -29.33333
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885466.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885467.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885468.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885469.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885470.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885471.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885472.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885473.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885474.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885475.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885476.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885477.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885478.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885479.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885480.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885481.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885482.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885483.1

543 . ursinus RSA Giant's Castle 29.48333 EU885484 EU885484.1
Game Res (Dra) -29.33333
561 . ursinus RSA Goegap Nature 18.03222 EU885485 EU885485.1
Res (Goe) -29.69944
463 . ursinus RSA DeHoop Nature 20.40658 EU885486 EU885486.1
Res (Hop) -34.45621
448 . anubis Uganda Kibale Forest 30.40000 EU885432 EU885420.1
(Kib) 0.48333
512 . anubis DRC south Bukavu 28.91092 EU885433 EU885421.1
(sBu) -2.68258
527 . anubis Kenya Segera Ranch 36.01581 EU885437 EU885425.1
(Seg) 0.25338
536 . anubis Kenya Segera Ranch 36.01581 EU885438 EU885426.1
(Seg) 0.25338
353 . anubis Tanzania Serengeti NP 34.85236 EU885439 EU885427.1
(Swr) -2.43100
037 . hamadryas Eritrea Abdur 39.84585 EU885453 EU885441.1
(Abd) 15.12857
074 . hamadryas Eritrea Kubkub 38.63217 EU885454 EU885442.1
(Kub) 16.34482
391 . hamadryas Eritrea Afabet 38.74958 EU885455 EU885443.1
(Afb) 16.12017
301 . hamadryas Ethiopia Awash Station 40.17775 EU885456 EU885444.1
(ASt) 8.99268
319 . hamadryas Ethiopia Gerba Luku 41.53400 EU885457 EU885445.1
(Ger) 9.58740
414 . hamadryas Yemen Bura'a Forest, 43.41667 EU885458 EU885446.1
Hodaidah (BuH) 14.86667
526 . papio Senegal Mt. Assirik, NK NP (Ass) -12.76667 EU885459 EU885447.1
12.88333
556 . papio Senegal Niokolo Koba, NK -12.72090 EU885460 EU885448.1
NP (Nio) 13.07467
518 . papio Senegal Kedougou -12.12472 EU885461 EU885449.1
(Ked) 12.57556
523 . papio Senegal Kedougou -12.12472 EU885462 EU885462.1
(Ked) 12.57556
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885484.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885485.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885486.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885420.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885421.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885425.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885426.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885427.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885441.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885442.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885443.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885444.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885445.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885446.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885447.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885448.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885449.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU885462.1

252 P. papio Guinea Bakaria, Haute -10.31542 EU885463 EU885463.1
Niger NP (Bak) 10.54267
1l4an | Theropithecus Germany Zoo Duisburg EU885487 EU885487.1
ub9 gelada
6. Lista de Referencias usadas para Anéalisis mitocondriales
ID ID TAXON PAIS POP ACCESO
(Zinner et al., 2009) (Zinner et al., 2009)
Cyno_429 529 P. cynocephalus Kenya CYNON EU885429.1
Cyno_431 537 P. cynocephalus Kenya CYNON EU885431.1
Cyno_435 409 P. cynocephalus Zambia CYNOS EU885435.1
Cyno_437 570 P. cynocephalus Zambia CYNOS EU885437.1
Cyno_438 565 P. cynocephalus Zambia KINDA EU885438.1
(P. kindae)
Cyno_440 569 P. cynocephalus Zambia KINDA EU885440.1
(P. kindae)

Ursi_476 558 P. ursinus Namibia URSN EU885476.1
Ursi_466 501 P. ursinus Zimbabwe URSN EU885466.1
Ursi_482 541 P. ursinus RSA URSS EU885482.1
Ursi_480 472 P. ursinus Namibia URSS EU885480.1
Ursi_467 539 P. ursinus Mozambique URSG EU885467.1
Ursi_468 540 P. ursinus Mozambique URSG EU885468.1
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7. Diferencias y mutaciones en las secuencias mitocondriales cytbl

Posicion Detalle para P. cynocephalus y P. Muestras Detalle
ursinus

30 P. cynocephalus presenta aminoacido | Todas las muestras Dentro de la variabilidad de
A,y P.ursinus Ay G presentan aminacido G, la especie.

excepto por BF221, BF223,
BF228 Y BF249 que
presentan A.

66 Ambas especies presentan A BF214 presenta G mutacion

145 Ambas especies presentan A BF242 presenta T mutacién

214 Ambas especies presentan C BF242 presenta A mutacion

289 Ambas especies presentan C, a Todas las muestras Cercano a P.cynocephalus,
excepcion por un individuo presentan C, excepto por dentro de la variabilidad de
P.cynocephalus que presenta T BF223, BF228 Y BF249 la especie.

gue presentan T.
307 En ambas especies varia entre Ay G | Todas las muestras Cronograma débil
presentan G, excepto por
BF029 que no se logra
identificar (N).
414 Ambas especies presentan A Todas las muestras mutacion
presentan A, excepto por
BF234 que presenta G.

483 Ambas especies presentan A Todas las muestras Parece una adicion, el
presentan A, excepto por cronograma muestra tanto
BF214 que presenta T. aAyT.

502 Ambas especies presentan C Todas las muestras Confuso. Presenta un peak
presentan C, excepto por alto de T en secuencia
BF255 que no se logra “reverse” y un peak alto de
identificar (N). C en la secuencia

“forward”.

503 Ambas especies presentan G, a Todas las muestras Cercano a P.cynocephalus,
excepcion por dos individuos presentan G, excepto por dentro de la variabilidad de
P.cynocephalus que presenta A. BF221, BF223, BF228 Y la especie.

BF29 que presentan A.
590 Ambas especies presentan A Todas las muestras mutacion

presentan A, excepto por
BF214 que presenta G.
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8. Lista de Haplotipos para cytbl

Haplotipos N Muestras POP
Haplotipo 1 1 Cyno_429 (Zinner et al.,2009) CYNON
Haplotipo 2 1 Cyno_431 (Zinner et al.,2009) CYNON
Haplotipo 3 1 Cyno_435 (Zinner et al.,2009) CYNOS
Haplotipo 4 1 Cyno_437 (Zinner et al.,2009) CYNOS
Haplotipo 5 1 Cyno_438 (Zinner et al.,2009) KINDA
Haplotipo 6 1 Cyno_440 (Zinner et al.,2009) KINDA
Haplotipo 7 143 | Ursi_466 (Zinner et al.,2009), Ursi_467 (Zinner et al.,2009), Ursi_468

(Zinner et al.,2009), BF001, BF002, BF003, BF004, BF005, BF006, URSN =1

BF007, BF008, BF009, BF010, BF011, BF012, BF013, BF015, BF016, | URSG =2

BF017, BF018, BF019, BF021, BF022, BF023, BF024, BF025, BF026, | GOR =

BF027, BF028, BF029, BF030, BF031, BF032, BF033, BF034, BF035, | 102

BFO036, BF037, BF038, BF039, BF040, BF041, BF042, BF043, BF044, | CAT =31

BF045, BF046, BF047, BF052, BF054, BF057, BF059, BF060, BF061, | BM =7

BF062, BF063, BF064, BF065, BF067, BFO70, BFO71, BFO72, BF073,

BFO74, BFO77, BF080, BF084, BF086, BF087, BF092, BF096, BF097,

BF098, BF101, BF102, BF103, BF105, BF119, BF124, BF125, BF126,

BF128, BF131, BF132, BF133, BF139, BF141, BF143, BF145, BF149,

BF150, BF152, BF155, BF158, BF159, BF160, BF163, BF164, BF167,

BF168, BF179 BF181, BF182, BF184, BF186, BF213, BF216, BF219,

BF217, BF220, BF222, BF226, BF230, BF231, BF237, BF241, BF243,

BF245, BF253, BF255, BF256, BF258, BF259, BF260, BF261, BF263,

BF266, BF267, BF268, BF269, BF270, BF273A, BF273B, BF275,

BF276, BF277, BF311, BF312, BF313, BF314, BF315, BF316, BFNN
Haplotipo 8 1 Ursi_476 (Zinner et al.,2009) URSN
Haplotipo 9 1 Ursi_480 (Zinner et al.,2009) URSS
Haplotipo 10 1 Ursi_482 (Zinner et al.,2009) URSS
Haplotipo 11 3 BF249, BF223, BF228 CAT
Haplotipo 12 1 BF242 CAT
Haplotipo 13 1 BF221 CAT
Haplotipo 14 1 BF214 CAT
Haplotipo 15 1 BF234 CAT
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9. Matrix haplotipos

Haplotipo Poblacion Matrix

Hap-1 CYNON TATATCTGACACTGATACCCCCCCCACCCGTAGTATTAATAGATG
AACACTACGTGCCTGACAGATAACTATGGATCACT

Hap-2 CYNON CATACCTAACACCTATACCTCCCCTACCTGTAGTATTAACAGATG
AACACTACGTACCCGGCAGATAACTATGGATCATT

Hap-3 CYNOS TGTATCTAACGTTTATACCCCCCTCACCTACTACACCAGCGAACG
AATACTACGTACTTAATAGATGACCGTGGGCTGCT

Hap-4 CYNOS TGTATCTAACGTTTATACCCCCCTCACCTACTACACCAGCGAACG
AATACTATGTACTTAATAGATGACCATGGGCTGCT

Hap-5 KINDA TGAATGTAACACTCGTACCCTCCCCGCCTATAATACTAGCAAACA
AATACTACATATCTAATAGATAACTGCGGGCCACC

Hap-6 KINDA TGAATGTAACACTCGCACCCTCCCCACCTATAATGCTAGCAAACA
AATACTACGTATCTAATAGATAACTGTGGGCCACC

Hap-7 GOR-CAT-BM ATAGGCTGCTTGTGTCTAACGTTTATACCCCCCCCACCTACCACA
URSN-URSG CCAGCGAACGAATATCATGTACTTAATGAATGATC

Hap-8 URSN TGTGTCTAACGTTTATATCCCCCCCACCTACCACACCAGCAAACG
AATATCATGTACTTAATGAATGATCATAGGCTGCT

Hap-9 URSS TGCATCCAATATTTATACTCCCCCCATCTACAATATTGGCAAACG
GGTATTGCGCACCTAATAAGCAACCGCGAGCCACT

Hap-10 URSS TGCATCCAATATTTATACTCCCCCCATCTACAATATTGGCAAACG
GGTATTGCGCACCTAATAAGCAACCACGAGCCACT

Hap-11 CAT TGTATCTAACGTTTATACCCCCCCCACTTACCACACCAGCGAACG
(BF223,BF228, AATATCATATACTTAATGAATGATCATAGGCTGCT

BF249)

Hap-12 CAT (BF242) TGTGTCTAACGTTTATTCCCCACCCACCTACCACACCAGCGAACG
AATATCATGTACTTAATGAATGATCATAGGCTGCT

Hap-13 CAT (BF221) TGTATCTAACGTTTATACCCCCCCCACCTACCACACCAGCGAACG
AATATCATATACTTAATGAATGATCATAGGCTGCT

Hap-14 CAT (BF214) TGTGTCTAGCGTTTATACCCCCCCCACCTACCACACCAGCGAAC
GAATTTCATGTACTTAATGAATGGTCATAGGCTGCT

Hap-15 CAT (BF234) TGTGTCTAACGTTTATACCCCCCCCACCTACCACACCAGCGAGC

GAATATCATGTACTTAATGAATGATCATAGGCTGCT
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