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Ecologia molecular de dos especies de cormoranes endémicasRatagonia

(Phalacrocorax magellanicuy P. atricep$

En la presente tesis se abordaran diversos aspectasidogia de dos especies
hermanas de cormorand®halacrocorax magellanicu§Cormoran cuello negro, CCN) y
Phalacrocorax atricepgCormoran imperial, Cl), utilizando herramientas moleces para
responder a las preguntas de interés. Estas especiendémicas de la Patagonia, y
comparten muchos de sus requerimientos ecoldgicos, difiriprincipalmente en lo que
respecta a la dispersion post-reproductiva y a los petiba alimentacion. Ambos aspectos
han demostrado tener gran influencia en el moldeado desttactira genética y
filogeografica de otros taxa de aves marindsestros analisis demostraron que ambas
especies presentan una significativa estructuracion iganétesultando todo los
estimadores (i.e.sE®s) mas altoenel CCN que en el Cpresentando el Cl mayores tasas
de migracion ifn) que el CCN, ademas solo la segunda de éstas especieg@reselara
estructura filogeografica. Estos resultados son ac@desstras hipotesis iniciales, y con
lo observado en otros taxa de aves marinas, dado que ele€CNa especie residente
anual, que forrajea en las cercanias de su colonia; nseqira el Cl es una especie
dispersiva con un mayor campo de accion en el mar dloantgajes de forrajeo. Por otro
lado, se revisaron aspectos taxonémicos y de la bialegfaductiva del Cl, la cual es una
especie politipica y socialmente monogamica. En éste eraontramos falta de sustento
genético para las subespediesatriceps atricepy P. a. albiventeraunque si se encontré
evidencia soportandda distincion entreP. atricepsy P. bransfieldensis Ademas se
demostré que el Cl presenta una clara correspondencelantdenominadas monogamia
social y monogamia genética, ya que no se encontré eiadéacopulas por fuera de la

pareja, como asi tampoco de parasitismo intraesped#icidada.

Palabras clave:Cormoraes aves marinas, Patagonia, estructura genética,

flogeografia, flujo génico, copulas extra pareja.



Molecular ecology of two endemic shag species from PatagonRh@lacrocorax

magellanicusy P. atricep3

In this thesis we addressed different aspects of th@dyiobf two sister shag
species: Phalacrocorax magellanicu§Rock shag, RS) andPhalacrocorax atriceps
(Imperial shag, 1S), employing molecular tools to answerquastionsThese species are
endemic of Patagonia, and share most of their ecolagigalrements, differing strongly in
relation to their non-breeding season dispersion aaedirfg patternsThese ecological
traits have shown to be important at the time of sigathe genetic and phylogeographic
structure of other seabird taxa. Our analysis showed thatspetties have a significein
genetic structure, although all estimators (ig.®x) were higher in RS than in IS, the later
showed the higher migration rate valuey,(also only RS showed a neat phylogeographic
structure. These results are in agreement with oungthsipothesis and with the observed
in other seabird taxabecauseRS is a year-round resident species that forages in the
proximities of its colonies (inshore); whereas the 18 dispersive species with offshore
foraging habits. On the other hand, we addressed aspatttsdrto the taxonomic status
and the reproductive biology . atriceps which is a polytypic and socially monogamus
species. In this case, we did not find genetic evidence supptreP. a. atricepsandP. a.
albiventersubspeciesalthough we did find support for the distinction betw®eratriceps
and P. bransfieldensis Also, we showed that the Imperial shag presents a clear
correspondence between social and genetic monqdasnguse we did not find evidence

of extra pair paternity, nor intraspecific brood parssitin it.

Key words shags, seabirds, Patagonia, genetic structure, phylogeogggiey,

flow, extra pair paternity.
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CAPITULO ]

INTRODUCCION GENERAL

1.1 CONTEXTO Y ORGANIZACION GENERAL DEL TRABAJO

Se abordara el estudio de diversos aspectos de la bidlegios especies hermanas de
cormoranes endémicas de Patagombalacrocorax magellanicugCormoran de Cuello
Negro) y Phalacrocorax atricepgCormoran Imperial) Se respondera a las preguntas de
interés utilizando la evidencia que brindan las herraagemholeculares, y las diversas
metodologias de analisis existentes para este tipo ds. date resultados obtenidos &er
interpretados a la luz del amplio conocimiento que se @eerca de la ecologia e historia de
vida de las especies de interés. Se hara principal énfasisagdlisis y comparacion de la
estructura genética poblacional y filogeograficaPdenagellanicus/ P. atriceps Al mismo
tiempo se intentara esclarecer el status taxondmiedgdeas de las subespecies que pBsee
atriceps la cual es una especie politipica. También se abordespectos de la biologia
reproductiva de ésta especimas precisamente, se evaluara la fidelidad a la parega y |
existencia o no de parasitismo de cria intraespecifico

Las dos especies de interés magellanicusy P. atriceps son especies hermanas
(Kennedy et al. 2000, Holland et al. 2010), que se distribayapatricamente a lo largo de
las costas oceanicas de la region mas austral del NeotrépPatagonia (Orta 1992, Nelson
2005, Frere et al. 2005Ambas son aves esencialmente marinas, aunque presestas Ci
colonias ubicadas en cuerpos de agua dulce, sobrét@adoceps(Nelson 2005). A pesar de

presentar requerimientos ecolégicos muy similares, estpscies difieren en un par de



aspectos puntuales. Mas precisamente, difieren en lo gpecta a su dispersion post-
reproductiva y al patrén de alimentacion (i.e. distancidadeosta a la que obtienen el
alimento). Siendd®. magellanicusina especie residente anual, es decir que permance en sus
colonias durante los periodos post-reproductivos (Sapozniko@uétana 2008), y que
tiende a forrajear en las proximidades de sus colonias té@airet al. 2001, Sapoznikow &
Quintana 2003, Frere et al. 2008). Por el contr&iatricepses una especie con un amplio
rango de forrajeoalcanzando zonas alejadas a las colonia (Sapoznikow & &Qair2003
Quintana et al. 2011, Harris et al. 2012) y presenta una daadispersion post-reproductiva
(Rasmussen 1994, Punta et al. 2003, Harris et al.)2®3 todo esto, es que resulta
interesante analizar y comparar estas especies desperdpectiva de la genética de
poblaciones y la filogeografi€on el fin de determinar si estas diferencias ecolégieaen
reflejadas en las tasas de flujo génico, generando asinpstde estructuracion genética
contrastantes entre ellasoddos aspectos ecologicos en los que difieren estasespsabre
todo la distribucion post-reproductiva, han sido sefaladogsapnente como importantes
barreras ndisicas para el flujo génico, con gran influencia en eldeado de la estructura
genética y filogeogréfica de otros taxa de aves ma(ieagsado en Friesen et al. 2007a). En
los capitulos Il y Il se analizaran por separado teuetira genética vy filogeogréfica ¢
magellanicusy P. atricepsrespectivamente, para luego discutir y comparar Ilsslteelos
obtenidos para ambas en la seccion 3.5 del capitulo IlI.

También serd importante esclarecer el status taxon@haiatgunas de las subespecies
de P. atriceps la cual es una especie politipica, presentando absnes#is subespecies que
constituyen el grupo de Idsormoranes de ojos azulgdurphy 1936, Orta 1992, Nelson
2005). A lo largo del capitultdl prestaremos atencion a dos de estas subespeciesalies

son simpéatricas y endémicas de la region PatagoRica atricepsy P. a. albiventer A
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continuacion, en le capitulo IV, prestaremos atencibn a otra de las subespe
focalizandononla relacion taxonémica y demografica erreatricepsy P. bransfieldensis

(Cormoran Antértico), ésta Uitia es endémica de la Peninsula Antartica e Islas Shetknd
Sur.

En el capitulo V se analizaran aspectos relacionadm®$ialogia reproductiva de.
atriceps Esta es una especie socialmente monogamica (Svagelj &ta@ai2011), sin
embargo muchas especies de aves que habian sido clasifleaglsta forma, basandose solo
en datos observacionales, resultaron tener sistemaapdesamientos alternativos. Esta
situacion ha generado cierta incongruencia, entre loguersoce como monogamia social y
monogamia genética (Griffith et al. 2002). En este casd importante determinar si existe o
no una correspondencia entre ambas fuentes de evidencia.

Finalmente, en el capitulo VI se realizard una discug@neral, integrando los

resultados obtenidos a lo largo de ésta tesis.

1.2 CONCEPTOS Y DEFENICIONES IMPORTANTES

Dos conceptos importantes, que surgiran recurrentemente desé@tiabajo, son el
de “estructura genética” y “estructura filogeografica”, ambos términos son muy similares y
muchas veces se los utiliza indistintamente, sin embangel contexto de este trabajo no
implican lo mismo. La presencia de estructura genéticpljcdanpor definicion que existen
diferencias estadisticamente significativas entre goadihes, en cuanto a las frecuencias
alélicas o haplotipicas, dependiendo de si estamos kabtenmicrosatélites (e.gs,HRs) 0
secuencias de ADN mitocondrial (e.@s) respectivamente. Por otra parte, estructura
filogeografica hace referencia a la presencia de elnajenealdgicos exclusivos a una

poblacion, y con distribucion geografica restringid@a que corresponderia a un clado



monofilético en urfarbol de gees’. La presencia de estructura genética no siempre implica
existencia de estructura filogeografica, ya que difereresgadisticamente significativas en
las frecuencias alélicas pueden no implicar independenciagdéfica o genética (Hedrick
1999). Por el contrario, la estructura filogeogréfica escautira de un prolongado
aislamiento genético de las poblaciones (e.g. Neigel &eA1886).

Otro término que sera utilizado con frecuencia y que pueddapsesa cierta
confusién es el débarreras no-fisicés el cual es ampliamente utilizado en estudios que
involucran aves marinas. Se lo utiliza para referiréedas aquellos aspectos ecologicos
demograficos inherentes a las historias de vida de lasiespée.g. dispersion post-
reproductiva, habitos de forrajeo, etc.), y que pueden segonssbles de generar
estructuracion genética y/o filogeografica. Se empleéreiiho de no-fisicas para diferenciar
a estos aspectos de las ampliameedmdiadas “barreras fisicas” (i.e. geograficas) (ver

Friesen et al. 2007a

1.3 CONTEXTO Y OBJETIVO GENERAL DE CADA CAPITULO

1.3.1 Capitulo Il. Genética de poblaciones y filogeografia del Cormoran Cuello

Negro (Phalacrocorax magellanicus

El Cormoran Cuello NegroPhalacrocorax magellanicys(Figura 1.1.a) es un ave
marina endémica de Patagonia. Su distribucion abarcadtesate la Patagonia argentina y
chilena Es una especie relativamente abundante a lo largoabstia Atlantica, presentando
aproximadamente 7,000 parejas reproductivas, distribuidasqgereijBes colonias compuestas
por pocos individuos, entre 5 y 377 parejas, (ver Figura)l(Brére et al. 2005). Nidifica en
acantilados rocosos, aungque excepcionalmente pueden nidsbbae superficies planas

(Nelson 2005). Al igual que la mayoria de las aves marinagmeaesn periodo reproductivo
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(Primavera-Verano) y un periodo post-reproductivo {i0dmvierno). La mayoria de las
especies de aves marinas se agrupan en colonias durapggita®s reproductivos, lo que
varia bastante entre especies, es el comportamientotellna periodos post-reproductivos
(Hamer et al. 2002En relacion a esto ultimd®. magellanicupuede ser considerada como
una especie residente anual, por tener la particularidadodabandonar las colonias
reproductivas durante dichos periodos, permaneciendtias o en sus cercanias (Punta et al.
2003, Sapoznikow & Quintana 200&in embargo, se ha observado que algunos individuos
juveniles abandonan las colonias durante los periodos gustductivos (Sapoznikow &
Quintana 2008). El movimiento de estos individuos tiende hasaa el norte (Nelson 2005).
Por otro lado, el principal alimento de ésta especie sorspe@eustaceos marinos (e.g.
Bulgarella et al. 2008, Yorio et al. 201@on el fin de conseguir su alimento, realiza viajes
de forrajeo en zonas relativamente cercanas a lasiasl(Quintana 1999, 2001, Sapoznikow
& Quintana 2003, Frere et al. 2008). Un trabajo de biogeogpadi@o realizado en esta
especie, en el que se utilizaron aloenzimas como evidenalaculay demostré cierta
diferenciacion genética entre colonias de las coskntita, costa Pacifica y de la region
Fueguina adudicandose dichas diferencias al efecto de los fendospaleoclimatoldgicos
gue afectaron a la region patagonica durante el Pleistq&egel-Causey 1997).

El objetivo general de este capitulo serd el de anal@asstructura genética y
filogeografica dé°. magellanicuscomo asi también determinar el modelo de flujo génico al
gue ésta se ajusta, utilizando herramientas moleculireSDN nuclear (microsatélites) y
mitocondrial. Se espera encontrar una alta estructuragenética, y una clara estructura
flogeografica como consecuencia de las bajas tasauegnico. En particular, se espera

encontrar diferencias genéticas significativas emtsecblonias de la costa Atlantica, costa



Pacifica y la regién Fueguina. Al mismo tiempo se esperaégtee especie se ajuste a un

modelo de flujo génico dgtepping-stonesiguiendo las lineas de las costas oceénicas.

Figura 1.1 a) Phalacrocorax magellanicusdulto junto a dos pichones. b) Tipica colonia Rle
magellanicugPunta Arco, Chubut).

a)

Caldexin 08

1.3.2Captulo 11l . Genética de poblaciones y filogeografia del Cormoran Imperial

(Phalacrocorax atriceps

El Cormoran Imperial es una especie endémica de la Pedagygentina y chilena. Es
a la vez es una de las especies mas abundantes dtalaAtiantica argentina cara. 55,000
parejas reproductivas, las cuales se encuentran didagban pocas coloniageneralmente
localizadas sobre superficies planas y compuestas de duileslividuos (Frere et al. 2005)
(Figura 1.2.c). Al igual que la mayoria de las aves marinasempi@n una época reproductiva
(Primavera-Verano) y un periodo post-reproductivo (Otiofieerno) (Hamer et al. 2002fn
relaciéon a los periodos post-reproductiv®s atriceps puede ser considerada como una
especie dispersiva, debido a su marcada tendencia a abaladooalonias durante dichos
periodos (Rasmussen 1994, Punta et al. 2003, Harris et al. Z&lBan observado que los

individuos tienden a moverse hacia el norte alcanzaamsl@dstas de Uruguay y el sur de



Brasil (Orta 1992, Nelson 2005)ambién se ha observado gReatricepstiene un amplio
rango de accién en el mar, alejandose considerablembends colonias durante sus viajes de
alimentacion (Quintana & Sapoznikow 2003, Quintana et al. 201rtisHd al. 2012 Otra
particularidad de esta especie, es de que a pesar densefecada esencialmente marina,
presenta varias colonias en cuerpos de agua dulce (e.g. Labosl Maapi, Yehuin y
Vintter) (Nelson 2005). Ademd atricepses una especie politipica, que presenta numerosas
subespecies, conformando el grupo de ‘tesmoranes de ojos azules’ (Murphy 1936, Orta
1992, Nelson 2005). Dos de estas subespecies son endémicas dei&d&agoalbiventery
P. a. atricepscuya principal diferencia radica en el patron de colorad® plunge, donde
P. a. atricepspresenta mejillas blancas y una marcada barra alar pleneatras qué®. a.
albiventerpresenta mejillas negras, y ausencia de la barra atarab{&iguras 1.2.a y 1.2.b,
respectivamente). A éstas se las encuentra reproduciendimeatria a lo largo de su
distribucion, a pesar de que la mayoria de las colonmamsdas, existe cierta segregacion en
su distribucion (Rasmussen 1991). Sin embargo, no se encewitiéncia genética,
morfologica (Rasmussen 1991, 1994) o comportamental (Stzgedey 1986) que respalde el
rango de las subespecies mencionadas. Trabajos de b@figquevios basandonos en
aloenzimas, no encontraron diferencias genéticadaado del rango de distribucion de esta
especie (Rasmussen 1991, 1994), aunque si encontraron adiert@wamorfologica.

El objetivo general de este capitulo sera analizastfa@ura genética y filogeografica
de P. atriceps también se evaluara el status taxonémicd da. atricepsy P. a. albiventer
Al mismo tiempo se intentara determinar el modelo die fik¢nico al que ésta se ajudim
base a los aspectos ecolégicos mencionados, en esteseaespera encontrar una escasa
estructuracion genética, una falta de estructura filogeognafidns niveles de flujo génico.

También se espera que la especie siga un modelo de fhijo giestepping-stonesiguiendo
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las costas ocednicas. Los resultados descriptos duraateapstulo pard. atriceps,seran
discutidos de forma comparativa con los obtenidos Pamaagellanicuqcapituloll). Esto
tiene como finalidad, evaluar el efecto de las difersnciservadas en relacion de los habitos
de forrajeo ya la distribucion post-reproductiva (i.e. barreras naéisj sobre la
estructuracion genética y filogeografica de las avesnasri

Figura 1.2 a) Phalacrocorax atriceps atricepadulto. b)P. a. albiventemdulto. c) Tipica colonia de.
atriceps(Punta Leon, Chubut).

a)

© ©www.avespampa.com.ar

1.3.4 Capitulo IV. Relaciéon taxonémica y demografica entre el Cormoran Antartico

(Phalacrocorax bransfieldens)sy el Imperial (P. atricep$

Phalacrocorax atricepgCormoran Imperial) es una especie politipica, la ptedenta
seissubespecies, que conforman lo que se conoce como el grupo de los ‘cormoranes de 0jos
azules (Murphy 1936, Orta 1992, Nelson 200%) Cormoran Antartico Fhalacrocorax

bransfieldensisfue descripto originalemente por Murphy (1936) como una sutiespeP.



atriceps (Figura 1.3.a). La misma es endémica de la peninsula ibatértslas Shetland del
Sur (Orta 1992Nelson 2005) En la actualidad existe cierta controversia acerca deadu r
rango taxondémico, ya que la precensia de numerosasmtifesea nivel morfolégico (Siegel-
Causey & Lafevre 198%asaux & Baroni 2010, Holland et al. 2010), y de comportamiento
(Siegel-Causey 1986), han provocado que muchos autores congidl@@moran Antartico
como una especie diferente (e.g. Siegel-Causey & Lafeh®89), nombrandolaP.
bransfieldensisde hecho este es el nombre cientifico actualmergptado (ver Remsen
2012), y es el que utilizaremos en éste trabajo.

En éste capitulo se utilizara la evidencia moleculsaa paclarecer cual es la relacion
taxononomica y demografica entPe bransfieldensiy P. atriceps Los resultados obtenidos
seran analizados desde la perspectiva de la filogeografitaygdeética de poblaciones. En el
caso de qué@. bransfieldensisesulte ser una especie diferente, bajo el concépgerético
de especie, esta debera aparecer como un clado mocofiléseparado de. atricepsen los
analisis de ADNmt. En cuanto a la evidencia de microssgglitos individuos deP.
bransfieldensisdeberan emerger como un cluster discreto y diferenciadoseanalisis de
agrupamiento Bayesiano, presentando bajos o nulos sndécélujo génico cof. atriceps
También se espera que todos los estimadores de dif@iéngeblacional (e.g.& Rty @)

entreP. bransfieldensiy P. atricepssean altos y significativos.



Figura 1.3 a) Pareja d€halacrocorax bransfieldensedultos. b) Tipica colonia d@. bransfieldensis

(Isla Paulet, Peninsula Antartica).

b)

1.3.4 Capitulo V: Analisis de parentesco y de parasitismo de cria en el Cormoran

Imperial (Phalacrocaax atricep9

Dos de los mecanismos de reproduccion alternativa mdjodi@dos en aves son la
paternidad extra-pareja (PEP) y el parasitismo intraegpecié cria (PIC). Ambos son muy
comunes entre de las aves paseriformes, siendo practitmimexistentes dentro del grupo de
las aves marinas. Sorprendentemente y contrarioralmpgéneral observado en aves marinas,
las tasas de PEP de las dos especies de cormoranesr®oatecidae) estudiadas hasta el
momento resultaron ser relativamente elevadas. tencapitulo se evaluara la existencia de
eventos de PEP y PIC en el Cormoran ImpeRak(acrocorax atriceps la cual a partir de
datos observacionales, fue catalogada como un esgmtalmente mondégama (Nelson 2005,
Svagelj com. pers.Con el advenimiento de las técnicas moleculares ha sungidonflicto
entre lo que se conoce como monogamia social y monoggnética (Griffith et al. 2002)

dado que muchas especies que habian sido catalogadas como nasnagaartir de datos
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observacionales, resultaron tener sistemas de apargamalternativos cuando fueron
analizadas para datos genéticos.

Agqui se intentantara determinar si existe o no una sporelencia entre los datos
observacionales y los genéticosReratriceps Con este objetivo, se determind la relacién de
filiacion de 110 pichones, pertenecientes a 37 nidadas; @ndoecuatro microsatélites
altamente polimorficos. El muestreo se llevo a cabonencolonia ubicada en la localidad de
Punta Ledn (Chubut), durante dos temporadas reproductivasotivas, correspondientes a
los afios 2004 y 2005. Este capitulo resume datos previamenteagoblien Calderon et al.

(2011).
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CAPITULO II

GENETICA DE POBLACIONES Y FILOGEOGRAFIA DEL CORMORAN

CUELLO NEGRO (Phalacrocorax magellanicus)

2.1 RESUMEN

Se estudio la estructura genética y filogeogréafica del Cormorato@iegro. Estesuna
especieerdémica de Patagonia, cuya distribucion reproductiva abarcadtas de la Patagonia
argentina y chilena. Se trata de una especie de habitos siederdebido a su tendencia a
permanecer en las colonias reproductivas durante los periodosmastuctivos, y a forrajear en
las cercanias de sus colonias. Se analizaron 151 individuosigtaranicrosatélites polimorficos,

y 84 individuos para un marcador mitocondrial (A8B; abarcando gran parte del rango de
distribucion reproductiva de la especie. Se encontrd una @atructuracion genética y
filogeografica. Los analisis de agrupamiento Bayesiano basadwscessatélites no resultaron
del todo consistentese conclyé que el nUmeranas probable de clusters genéticos para esta
especie es cuatrdK(= 4). Los estimadores clasicos de estructuracion genéticagdsagn
microsatélites y ADN mitocondrial, también resultarorosly significativos(Fs = 0.10,p <
0.001;® = 0.91,p < 0.001). Al mismo tiempo se observé una clara estructura filogeografica
encontrandose tres grupos de haplotipos reciprocamente morojlé@mncidentes con las
siguientes regiones geograficas: costa Atlantica, regiéon Feeguiosta Pacifica. La divisién con
mas soporte, y la mas antigua, resulto ser la que sepadados de la costa Atlantica y Pacifica,
de la region Fueguina (un millén de afios aproximadamente). @ordrko esperado se observd
gue esta especie se ajusta con mayor probabilidad a un modelo de flujodgétipo-n-islas y no

a uno destepping-stoneEsto implica flujo génico reciente entre las costaariita y Pacifica
través de la masa continental y por sobre la cordillera deéAmoes. Todos los resultados
obtenidos en relacién a la estructura genética y filogeografic®. dmagellanicusresultaron

acordes a lo esperado previamente, dadas las caracteristicagasa@égesta especie.
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2.2 INTRODUCCION

Cuantificar la estructuracion genética de la especife@ntes escales espaciales, a
lo largo de su rango de distribucion, puede resultar revetatiohora de elucidar la fuerzas
evolutivas responsables de generar diferenciacion genétitee eoblaciones. La
diferenciacion genética entre poblacionesuss funcion inversa del flujo génico (Wright
1931). Por esto es que, identificar a los factores que mothganiveles de flujo génico,
provee una visibn acerca de las fuerzas que se encueréetando las trayectorias
evolutivas, dirigiendo los procesaue en ultima instancia conducen al fendbmeno de
especiacion (Coyne & Orr 2004). La reduccion del flujo géesta generalmente asociada
con la presencia de barreras fisicas (geograficas)hdrasras fisicas han demostrado afectar
la estructuracion genética de algunas aves marinas, dsi@a forma que lo hacen con la
mayoria de los organismos moviles. Por ejemplo, extessida tierra tan angostas como el
Istmo de Panama, pueden actuar como efectivas barresas| plajo génico en aves marinas
(Steeves et al. 2005)

Sin embargo, lo que resulta llamativo, es que a pesaratasmovilidad y capacidad
para volar largas distancias, muchas especies de avieasriaan demostrado estar genética y
filogeograficamente estructuradas, aun en ausencia dedsafiscas evidentes (revisado en
Friesen et al20073. Esto implica que fuerzas alternativas deben estar maldetas
trayectorias evolutivas dentro de este grupo, y de hlecésté; factores relacionados con la
ecologia de las especies y sus historias de vida, tambigtidos como barreras no-fisicas,
han probado ser muy importantes a la hora de moldeatrigc®ira genética y filogeografica

en aves marinas (e.g. Burg & Croxall 2004, Steeves 20@5b, Morris-Pocock et al. 2008).
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En este trabajo analizaremos una especie endémica tdgoia, Phalacrocorax
magellanicus Su rango de distribucién abarca, a lo largo del Océardmtitd, las costas de
las provincias de Chubut, Santa Cruz, Tierra del Fuegta® Malvinas;y a lo largo de las
costas del Océano Pacifico, las regiones chilenas X, Xll Orta 1992, Nelson 2005)
(Figura 1). Es una especie relativamente abundante egto d@ la costa Atlantica, llegando a
las 7,000 parejas reproductivas aproximadamente, distribuidasuererosas colonias
compuestas por pocos individuos (entre 5 y 377 parejas) (€reak 2005). Poco se sabe
acerca de la distribucion de las colonias y del estadogtéfitn poblacional de esta especie
a lo largo del Océano Pacifico. Al igual que la mayoria ade dves marinas depende
exclusivamente del mar para su alimentacion, siendo pem@staceos marinos su principal
alimento, en ese orden de preferencia (Bulgarella et al. 2008).

Figura 2.1 Distribucion del Cormoran Cuello Negro. En gris oscuro sestmaeel rango de

distribucién reproductiva (42° de latitud sur indican el Bnmibrte de su distribucidén sobre el Océano

Atlantico. En gris claro se observa la distribucion gloanza durante los periodos post-reproductivos
(modificado de Nelson 2005).
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A pesar de no presentar ninguna subespecie descPptaagellanicuspresenta
algunos polimorfismos de coloracion de plumaje, tantodidt@s como de juveniles, a lo
largo de su rango de distribucion. Se ha observado poplejgme los adultos de la costa
Pacifica tienen mayor cantidad de plumaje blanco enuello que los adultos de la costa
Atlantica (Rasmussen 1987).

P. magellanicuspresenta un periodo reproductivo (Primavera-Verano) y tindue
post-reproductivo (Otofio-Invierno) (Hamer et al. 20@@3tos observacionales, y de marcaje
y recaptura han mostrado que la mayoria de los aduli@)iles y pichones recientemente
independizados de esta especie tienden a permanecer evloldiasco en sus cercanias
durante los periodos post-reproductivos (Punta et al. 2003, SapeziQuintana 2008). En
base a este comportamient8, magellanicuspuede ser catalogada como una especie
residente anual (Friesen et al. 200&olo algunos juveniles abandonan las colonias durante
el invierno (Sapoznikow & Quintana 2008), alcanzando las sost@ Uruguay Yy
ocasionalmente el sur de Brasil (Nelson 2005) (Figural). Encaalos habitos de forrajeo,
se ha observado que los individuos de esta especie ngase ddenasiado de sus colonias
para forrajear, raramente se aleganas de 5 Km de las mismas (Quintana 2001, Sapoznikow
& Quintana 2003, Frere et al. 2008

En un meta-analisis realizado por Friesen et al. (200@a)Jesmostré6 que la
distribucién post-reproductiva y los habitos de forragm dos de los aspectos ecologicos
inherentes a las especies (i.e. barreras no-fisicasinagor incidencia en el moldeado de la
estructura genética y filogeografica de este grupo. Sdadde la distribucién post-
reproductiva; al parecer el aislamiento durante estos parEgide gran importancia a la hora
de prevenir el flujo génico en aves marinas. Como conseleuele esto, las especies

residentes anuales tienen mas chances de presentatuestgenética y filogeograficRor el
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contrario, las especies que dispersan o migran poseeosnobances de estar genética y
filogeograficamente estructuradas (Friesen et al. 2007a).

Un trabajo biogeografico realizado por Siegel-Causey (1997F.emagellanicus
utilizando aloenzimas como marcadores moleculares, demtstexistencia de ciertas
diferencias genéticas entre las colonias de las oatdatica, region Fueguina y costa
Pacifica. Las diferencias observadas fueron adjudicadles &fectos de los fendmenos
geoldgicos que afectaron a la region Patagdnica durbRieigtocenoDurante éste periodo,
ocurrid en Patagonia lo que se conoce como la gran gtaci@atagonica (GGP), hace
aproximadamente un Millon de afios (Mercer 1976, Rabassa fp&ltan 1990). Se
demostré que capas de hielo cubrieron gran parte del suRastgonico (i.e. region Andina)
y gran parte de la Isla de Tierra del Fuego. Durante estelpda® capas de hielo alcanzaron
el Océano Atlantico, a la altura del limite sur de laagania continental (Rabassa
Clapperton 1990, Rabassa et al. 2005). Ademas se sabe, gqeeoswsnciclos glaciales
afectaron a esta region antes y después de la GGP, habidoddatado el Gltimo maximo
glacial (UMG) 10,000- 15,000 afios atras (Rabassa et al. 2005, Rabassa et al P2irldtyo
lado, la evidencia paleoclimatologica sugiere que la negWdreste de la Patagonia
permanecio libre de hielo durante todo el Pleistocenonytemperaturas mas calidas que la
region suroeste (Clapperton 1993, Rabassa et al. 2005).

Se espera que ésta especie presente una fuerte estruntitieggeomo asi también
bajos niveles de flujo génico. (i) En particular se esmgrantrar diferencias genéticas
significativas entre la costa Atlantica (Chubut y Sa@tuz), la regién Fueguina (Tierra del
Fuego, Estrecho de Magallanes e Islas Malvinas) y ka &eifica (X Region). (i) También
se espera que esta especie siga un modelo de flujo géngtepgéng-stonesiguiendo las

lineas de la costa. (iii) Desde el punto de vista filogemgréfe espera encontrar grupos
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reciprocamente monofiléticos, que se correspondan con mlascionadas regiones
geogréficas. (iv) Al mismo tiempo se espera encontrar esimeate refugios en la region
noreste de la Patagonia, junto con una reciente cotibizaesde el norte hacia el sur. (v)
Finalmente desde el punto de vista comparativo esperamostquespecie presente patrones
de estructuracion genética y filogeogréfica mas claroslagiele su especie hermar,

atriceps la comparacion entre estas se llevara a cabo esdasitin del capitultl.

2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Muestreo

El muestreo abarcé la mayor parte del rango de distributé esta especie. Las
muestras utilizadas fueron de sangre o de musculo pecto@hlars casos conservadas en
etanol al 96%. Las muestras de sangre fueron tomadassigachente para este trabajo; se
obtuvieron de la vena yugular de individuos adultos, muestreangosdividuo por nido
para evitar muestrear parientes, los individuos muestrédadosn marcados temporalmente
con tinta para evitar ser re-muestreados. Estas msi@&rsangre se encuentran preservadas
en la Division @ Ornitologia del Museo Argentino de Ciencias Naturales (MAQRt). Las
muestras de musculo fueron cedidas en préstamo por ebMaddistoria Natural de Kansas
(KUNHM), y el Museo Americano de Historia Natural (AMNH). d.enuestras prestadas por
el KUNHM fueron también utilizadas para un trabajo de biogd@gque involucré andlisis
genéticogSiegel-Causey 199.7n elApéndice 1la se muestra un detalle de todas las muestras

utilizadas.

2.3.2 Extraccion de ADN y genatipificacion
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Las extracciones de ADN fueron realizas siguiendo el roépodpuesto por Ivanova
et al. (2006), adaptado para columnas individuales (EpoclSktifnces, Missouri City, TX,
USA). Se amplificaron con éxito doce microsatélites: P&kcD?2, PcT3, PcT4, PcD5, PcD6
(originalmente desarrollados paPdalacrocorax carbgpor Piertney et all998); y Cor01,
Cor05, CoRO06, Cor30, Cor4a3 and Cor45 (originalmente desarroll@ai@dhalacrocorax
auritus por Fike et al2009). Sin embargo, algunos de ellos fueron descartados para lo
posteriores analisis por diferentes motiv@sT1 fue descartado debido a que cada individuo
presentd un alelo diferente, resultando imposible deternsimiarprecision cuales son los
alelos que presenta este locus (i.e. inconsistenciaalétmernandose asi no-informativo
Ademas un grupo de marcadores fue descartado por no preseidaion entre individuos
(i.e. monomorficos): PcD6, Cor30, Cor43 and Cor45. En total ibBividuos fueron
genotipificados para siete microsatélimsesta especjda Tabla 1 muestra la cantidad de
individuos genotipificados por colonia.

Los primers forwardfueron modificados, afladiéndose la secuencia universalaM13
extremo5’ de cada uno de ellos, para permitir la correcta union del primer M13 marcado
fluorescentemente (Neilan et al. 1997). Las reaccion&C#epresentaron volimenes finales
de 10 pl, con cocteles y condiciones de ciclado idénfizaa todos los marcadores: 10X
buffer de PCR (200mM Tris-HCL, 500 mM KCL), ca. 10 ng ADN gaitd, 2.5 mM
MgCl,, 0.15 uM de cadprimer, 0.2 U de Taq polimerasa (Fermentas), 0.1 mM dNTPs y 0.06
UM del FAM-blue, o HEX-green primers M13 marcados fluoresceséan Todas las PCRs
fueron realizadas en un termociclador GenAmp 9700 (Applied Bersgst Las condiciones
térmicas del ciclado incluyeron un paso inicial de desabtacién 95°C por 3 min., luego 34
ciclos a 95°C por 30 s., 55°C por 45 s., y 72°C por 4&os. una extension final a 72°C por

20 min. La genotipificacion fue realizada en un secuenciBdokman€oulter CEQ™ 8000
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Genetic Analysis System, y el tamafio de los microsa¢élitte determinado usando el
software CEQ 8000 Genetic Analysis System, con estandatamdéo del fabricante. Tanto
las PCR, como las reacciones de genotipificacion fuezalizadas en su gran mayoria en el
Laboratorio del Dr. Stephen Lougheed, Departamento de Biottgjita Universidad de

Queen’s, Ontario, Canada.

2.3.3 Amplificacion del marcador de ADN mitocondrial

Se obtuvieron secuencias parciales (657 pares de base)sidblmidades seis y ocho
del gen de la ATP sintetasa (Ad$3). Se secuenciaron 84 individuos, el detalle de la cantidad
de individuos secuenciados se puede ver en la Tab&nlel Apéndice .h. Este marcador ha
sido ampliamente utilizado en estudios genéticos dentro fdenlaa Phalacrocoracidae (e.qg.
Kennedy et al2000). Con el fin de facilitar y hacer mas efectiva su aioatifon, disefiamos
primers especificos para nuestra especie de interés ushpdograma Primer Premier v5
(Lalitha 2000). La secuenciaforward del primer disefiado es FATP: 5’-
CACTCCTAATCCAACCAAAGC - 3’ y la secuencia dgbrimer reversees: RATP: 5’ -
ATTATGGCTACTGCTACTTCTA - 3°. Las reacciones de PCR fueron realizadas en
volimenes finales de 3B, y los cocteles consistieron de 10X buffer de PCR (200imist
HCL, 500 mM KCL), 2.5 mM MgGJ, 0.6 mM de cadarimer, 0.2 mM dNTPs, 1.5 unidades
de Tag Polimerasa recombinante,0 ng of ADN gendémico. El ciclado térmico consistio de
un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C por 3 min., ldegsiguieron 40 ciclos de
amplificacién que consistieron en: 94°C por 1 min., 56°Clpaiin., y 1 min. 30 s. a 72°C y
una extension final a 72°C por 5 min. Las PCRs fueronzeeids en unermociclador
Mastercycler ProS (Eppendorf). Estas reacciones fuezalizadas en su mayoria en el

Laboratorio de Genética Molecular de la Division de ©togia del Museo Argentino de
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Ciencias Naturales. La secuenciacion se realiz0 en un 3G3heétic Analyzer (Applied
Biosystems) (Perteneciente a la unidad de Gendmica d8tuta de Biotecnologia, del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Hurligham, &s). La secuencias fueron
editadasen el programa BIOEDIT v7 (Hall 1999), y alineadas utilizando CLUSTALW

(Thompson et &994).

Tabla 2.1. Detalle de las localidades muestresgoleraP. magellanicusLos n muestrales se refieren al

numero de individuos analizados para cada tipo de marcador

Grupo Provinda Localidad Abrev. Lat. Long. nmicrosat. n ATPase

Costa Atlantica Chubut Las Charas CH 4250 64.5 10 4
Chubut Punta Arco PA 42.70 64.98 4 4

Chubut Punta Loma PL 42.81 64.88 20 7

Chubut Roca Malaspine RM 45.18 66.51 10 7

Chubut Vernaci Este VE 45.18 66.48 10 7

Chubut Puerto Melo PM 45.05 65.84 8 -

Santa Cruz Cabo Blanco CB 47.20 65.75 10 8

Santa Cruz Isla Elena IE 47.75 65.93 13 8

Santa Cruz Isla Pingliino P 47.90 65.71 7 -

Santa Cruz Bahia Uruguay UR 47.64 66.01 5 -

Santa Cruz Monte Leén ML 50.33 68.88 12 9

Is. Malvinas Is. Liveley M 52.02 58.46 3 3

Region Fuegiina Tierra del Fueg Bahia Ushuaia BU 54.84 68.25 12 9
Xl Region Isla Navarino IN 54.93 67.65 10 -

Xl Region Est. de Magallan EM 52.47 69.57 3 3
Costa Pacifica X Region Llanquihue LL 41.80 76.66 14 14

2.3.4 Variacion genética de microsatélites

Se realizaron test para evaluar la existencia de desgelogquilibrio de Hardy-
Weinberg (HW), esto se realizd a nivel de cada clusteenali con STRUCTURE para
contar con un mayor soporte estadistico. También secesdi heterocigosidad observada
(Ho), la heterocigosidad esperada (He) y el namero de aletdgkando el programa
ARLEQUIN v3.5 (Excoffier & Lischer 2010)Estos ultimos estimadores se obtuvieron para
cada locus y para cada colonia; pero debido alrbajaestral de algunas colonias<(4, para

Estrecho de Magallanes e Islas Malvinas) también sideall nivel cada cluster obtenido
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con STRUCTURE (ver Figura 2.4 para referencia de esos cludtarfecuencia de alelos
nulos promedio, para todos los loci analizados, fuemesfa con el programa FREENA
(Chapuis & Stoup 2007). Se evalué el desequilibrio de ligamientoe los marcadores
utilizados y el coeficiente de endogamig)(Fpara cada colonia, empleando GENEPOP v4.0
(Rousset 2009). El programa GENALEX v6 (Peakall & Smouse 2006) fieadd para
obtener el nimero de alelos privados de cada colonianivetes de significancia fueron
ajustados para comparaciones multiples con el méto8emiamini- Yekuteli (Benajamini &
Yekuteli 2001) modificado para el descubrimiento de tasas des{&sY FDR). EI método
fue aplicado siguiendo las recomendaciones de Narum (200@odtama ADZE (Szpiech

et al. 2008) fue utilizado para cuantificar la riqueza aléls@mnelarizando los tamafios

muestréales, estos valores estandarizados se denominarietoa‘g’.

2.3.5 Diferenciacion poblacional basada en microsatélites

Se realizaron analisis de agrupamiento Bayesiano para esimaimero mas
probable de clusters genéticds) (subyacentes a nuestra especie de interés. Paraeesto s
emplearon dos programas diferentes: BAPS v5.3 (Coreatdar 2008), y STRUCTURE
v2.3.3 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003). BAPS jaaa asumir ningn nimero de
clusters a priori; por el contrario, STRUCTURE requiget ingreso de un valor d€ para
testear. Cada uno de estos programas realiza diferentesicgupes acerca de los datos a
analizar, empleando diferentes estrategias para aaibalor 6ptimo deK (Evanno et al.
2005, Latch et al. 2006), por ello es que se decidio utilizapamitogramad.as corridas de
analisis llevadas a cabo en BAPS asumieron un valé,gde= 20, bajo los mod mixture
analysisy spatial clustering of groups of individualsas corridas analiticas de STRUCTURE

fueron realizadas en el modadmixture analysisusando las localidades de muestreo como
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priors (Hubisz et al. 2009) y asumiendo que las frecuenciasaalébe encuentran
correlacionadas (recomendado por Falush et al. 2003). Seareal corridas prelimares
cortas, testeando valores ide= 1 hasta 16 (numero de colonias muestreattasyalores de

K > 10 mostraron muy baja probabilidad a posteriori. Los @dodt finales se obtuvieron
luego de realizar 20 corridas independientes, evaluando Hesde aK = 9; cada corrida
consistié de 100,000 ciclos de bumy 300,000 ciclos de Monte Carlo via cadenas de
Markov (MCMC). La aplicacion disponibl®n-line STRUCTURE HARVESTER (Earl &
vonHoldt 2012) fue utilizada para detecthnimero de clusters mas probable por medio del
método de Evann@AK); también utilizamos el clasico LAr(X | K) como indicador de la
particion mas probable (Falush et al. 20Q3) probabilidad de cada individuo de pertenecer a
un cluster (i.e. valores)Qle las 20 corridapara las particiones desde= 2 aK = 5, fueron
promediadas usando CLUMPP v1.2 (Jakobsson & Rosenberg 2007) gasditamo
imagenes con el programa DISTRUCT v1.1 (Rosenberg 2004).

Se obtuvieron los estimadores tradicionales de difexeidn poblacional a nivel
global y a nivel de comparaciones pareadas entre csJdgigWeir & Cockerman 1984) y
Rst (Slatkin 1995) utilizando MSATANALYZER (Dieringer et al. 2003) y RSTCALC
(Goodman 1997) respectivamente (colonias con n < 7 no fuerdnidas en las
comparaciones pareadakps valores de fueron obtenidos luego de 10,000 permutaciones,
y fueron corregidos para multiples comparaciones con ldo8Y-FDR. Se ha demostrado
gue el estimador sFes més apropiado que Ren aquellos casodonde se cuenta con un
ndmero limitado de loci e individuos muestreados (Balloux & Goa@eéR). Sin embargo,
también se ha demostrado queeRmejoregimador de la diferenciacién poblacional, cuando
los microsatélites se ajustan al modelo mutacionaktipwisé (Balloux & Lugon-Moulin

2002). También se obtuvo . el cual es un estimador relativo de la diferenciacion
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poblacional, que permite escalar por tamafio muestral ynmitotal de alelos (Jost 2008),
para esto se utilizé la aplicacion on-line SMOGD (Crad/f2010). Los valores pareados de
Fs fueron utilizados para constrdirbolesno-enraizados de neighbor-joining (NJ), utilizando
PHYLIP 3.6 (Felsenstein 2005).

Se realizaron AMOVAs jerarquicas con ARLEQUIN v3.5, er estso fue de interés
estimar el valor E, el cual mide el porcentaje total de la variacién geaéue es atribuible a
la variacion entre regiones geograficda/Vt, dondeVa es la varianza molecular entre grupos
y Vtes la varianza total (Excoffier et al. 1993gbuscaron diferencias significativas entre los
grupos: costa Atlantica (AC), region Fueguina (FR) y cBsizifica (PC). Ver la Tabla 1 para
una referencia de que colonias fueron incluidas en cag@ gka colonia de Isla Navarino no
fue utilizada en los analisis de AMOVA debido a que presentosudatos faltantes

Se realizaron test de Mantel, con el objetivdedéear la existencia de aislamiento por
distancia, para esto utilizamos el programa GENAMBXL0O que se busco en este caso fue,
la existencia 0 no de una correlaci{dnpositiva y significativa entre las matrices de distanci
genética y distancia geografica. La distancia gemétie medida como valores de; F
linealizados, y las distancias geogréaficas entre colonias elstimada a partir de sus
coordenadas de latitud y longitud con el algoritmo impléatenen GENALEX, el cual es
una modificacién de la formula Haversine (Sinnot 1984). Lésres de significancia fueron
obtenidos luego de 10,000 permutaciofega estos analisis empleamos dos aproximaciones
diferentes (i) considerando distancias Euclidianas entre colonyagii) corrigiendo la
distancia entre las colonias como si estas estuvidseibuidas a lo largo de una linea recta
El contraste de los resultados obtenidos entre estagi@pciones, nos permitira evaluar el
rol de la masa continental que separa a los océana#iéaldy Pacifico como barrera fisica

(geogréfica) para el flujo génico. Si la correlaciénne@ementa en la aproximacion (ii) con
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respecto a la (i), sera evidencia de que la masa cominsomstituye una barrera fisica

significativa para esta especie.

2.3.6 Historia demografica. Modelo e intensidad del flujo génico

Se evalu6 la ocurrencia de reducciones recientes del eap@tiiacional efectivo
utilizando el programa BOTTLENECK v1.2.02 (Cornuet & Luikart 19%pleandacomo
herramienta estadistica el test de Wilcoxon para deteet exceso significativo de
heterocigotos, esto Ultimo es una de las sefiales deulaencia reciente de un cuello de
botella Empleamos un modelo mutacional de dos fases (TPM)alasume un 95% del
modelo mutacional dstepwisey un 5% del modelo de mdltiples-pasos (recomendado por
Piry et al. 1999), se realizaron 100,000 iteraciones paraeybkes valores de significancia.
Este test fue realizado sobre cada uno de los clustegaaditicados por STRUCTURE
Chubut (C1), Santa Cruz (C2), region Fueguina (C3) y Camtéfita (C4). Estos mismos
clusters se utilizaron también como unidades demograficagipterminar el modelo de flujo
génico y las tasas de migracion reciente. Para unameifergrafica de estos clusters ver la
Figura 2.2.

Se utilizé una aproximacion de modelado basado en simulactwadescentes, para
evaluar como se ajustaban nuestros datos de microsagelibs diferentes modelos de flujo
génico. Los modelos evaluados fuer@) un modelo en el que el flujo génico ocurre entre
poblaciones adyacentes siguiendo las costas, acordedalardestepping-stonéKimura &
Weis 1964) sin asumir migracion a través de la masa cotdinge. trans-contiental), (2)
varios modelos en los cuales el flujo génico ocurre rem forma de tipo-n-islas (Wright
1942), con diferentes combinaciones de conexiones entracfmi#s y (3) se evalud la

posibilidad de panmixjehaciendo colapsar a todas las poblaciones en una Uniceidobén
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la primera generaciérLa Figura 4 muestra una representacion esquematica de losdos
modelos evaluadoSe simularon datos para cada microsatélite de formaaskp@ampleando
BAYESSC (Anderson et al2005), una modificacion del programa SIMCOAL v1.0
(Excoffier et al. 2000). Los modelos evaluados difirierorlaanmatrices de migracion y los
parametros utilizados para las simulaciones fueron intidalsien forma de intervalos; la tasa
de migracion i) fue introducida de forma simétrica con una intensidathdderada a baja
[0.001 - 0.01], la tasa de mutacién también fue introducidaremafde intervalo, p =[5 x 10
% . 5 x 10°] por locus/generacién (obtenida de Estoup et al. 2002). Utilizameosodelo de
cuatro poblaciones, losuders obtenidos en STRUCTURGHeron utilizados como unidades
demograficas (i.e. poblaciones) para obtener las estadisibservadas. Se realizaron 1,000
simulaciores par microsatélite, por modeldJtilizamos tres estadisticas independientes para
evaluar cada modelo simulado: el nUmero de alelos yéaduigosis esperada (obtenidos con
BAYESSC), y estimadores deyfobtenidos con ARLEQUIN)Estas mismas estadisticas
sumarias fueron obtenidas para los datos observaddsRIdEQUIN. Para evaluar la bondad
de ajuste de los datos observados a los datos simuladizéda verosimilitud empirica de
cada estadistica sumaria (Richards et al. 2007, Knowlak 2009). Primero, se evalud la
proporcion ‘P’ de los valores simulados iguales o mayores que ladigigtas sumarga
observadasy luego se obtuvo un valor gepara cada microsatélite, para cada modelo. Los
valores dep para cada modelo fueron combinados utilizando la aplicamiéline METAP
(Whitlock 2005), con el fin de obtener las probabilidades findéecada modelo.

Se empleo el método Bayesiano multilocus implementadoBAYESASS v3.0
(Wilson & Rannala 2003) para estimar las tasas de migrae@iente i) entre las unidades
demograficas (i.e. clusters obtenidos con STRUCTURE).aétedo tiene la particulaad,

de realizar menos suposiciones acerca de los datos gustiload®res de tasas de migracion

25



de largo plazo. Por lo tanto, puede ser legitimamente aplicadblaciones que estan lejos
del equilibrio migracion/deriva génica (Wilson & Rannala 20@3a ultima observacion
tiene gran relevancia en aves marinas, debido a laaakade extincion-colonizacion, tipico
de la dinamica de las metapoblaciones, a la cual se ajast@species que reproducen en
colonias (e.g. Oro 2003). Se realizaron numerosas coprésiminares cortas para ajustar la
tasa de aceptacion de los principales parametros (s&. da migracigncoeficiente de
endogamia y frecuencias alélicas), y para asegurar una lmnercla de las cadendsa
convergencia de las cadenas se llevo a cabo verificargdtraloe-files en el programa
TRACER v1.4.1 (Rambaut & Drummond 2007). Los parametros firfa®n obtenidos a
partir de tres corridas independientes, utilizando difesevtdores deandom seedsCada
corrida consistio de 5 x 1@eraciones y un periodo de burn-in de 5 % £0n un intervalo de

muestreo de 500 genealogias.

2.3.7 Analisis del ADN mitocondrial

Se empleé DNAsp v4.5.3 (Rozas et al. 2003) para obtenerddglas estandar de
diversidad genética. Se realizaron AM®d/jerarquicas con ARLEQUIN v3.En este caso
se obtuvo el parametd, comparable con el parametrg previamente descripto; también
se obtuvieron distancias pareadasbdeentre colonias (no incluyéndose aquellas con n,< 7)
empleando el modelo de sustitucién de Kimura 2 Paramé€&#?).(Las distancias genéticas
pareadas fueron también utilizadas para realizar test ddeMaiguiendo la misma
metodologia implementada para los microsatélites ge&B.5), y para construir arboles de
neighbor-joining (NJ) utilizando el programa PHYLIP. NETWORK®6v4.fue utilizado para
obtener redes de haplotipos bajo la aproximaciomedian-joining(MJ) (Bandelt et al.

1999). El modelo de evolucién al cual se ajustan nuestrasrsgas fue determinado
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empleando JMODELTEST v0.1.1 (Posada 2008), utilizando el ©rit Informacion
Bayesiana (BIC). También se construyeron arbolemaemun-likelihoodML) utilizando
PHYML (Guidon & Gascuel 2003), eloporte para los nodos se obtuvo luego de 100
pseudoreplicas déootstrap Se utilizaron comooutgroupsdos secuencias de Cormoran
Imperial obtenidas por nosotrdsl paquete BEAUTI/BEAST v1.7.4 (Drummond & Rambaut
2007) fue utilizado para estimar los TMRCA (tiempo al anoestmin mas reciente) para
los clados obtenidos en los arboles Me. Este paquete de programas es generalmente
utilizado en el contexto de analisis filogenéticos, eanbargo esta aproximacion es también
apropiada para estimar los tiempos de divergencia a nmedespecifico, cuando las
poblaciones muestreadas no estan conectadas por flupp gétaled & Drummond 2010).
Por lo tanto, para estos dis& se utilizaron todos los haplotipos que no estuvieran
compartidos entre clados, también se utilizaron secuencigSodaoran Imperial como
outgroups para enraizar los arboleas corridas consistieron de 5 x®ifclos de MCMC,

con un periodo deurn-in de 5 x 16. Se implement6 un modelo de reloj molecular estriato,
tasa de sustitucion/sitio/millon de afios fue obtenida dimdb la distancia genética promedio
entreSula sulay P. atriceps+ P. magellanicugpor el tiempo de divergencia calculado para
las familias Sulidae/Phalacrocoraadestimado en 35 millones de afios (Morris-Pocock et al.
2011, Patterson et al. 2011)a kecuencia de ATada de S. sulautilizada, se obtuvo de
Kennedy et al. (2000). Realizamos y promediamos tresdesrrindependientes usando

diferentesrandom- seedspara obtener los parametros finales.
2.4 RESULTADOS

2.4.1 Desequilibrio de ligamiento, equilibrio de Hardy-Weinberg (H-W) vy

diversidad genética de microsatélites
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No se encontré evidencia de desequilibrio de ligamiento en mongle los loci,
cuando se realizaron test globales dentro de cada cofmiabservé que algunos loci se
apartaron significativamente del equilibrio de H-W al nivel diesters, los loci que se
desviaron significativamente del equilibrio fueron: PcD&anta Cruz (C2), PcT4 en Chubut
(C1), y PcD5 en Chubut y Santa Cruz, en los clusteamtest ningun loci presentd desvios
significativos de HW. La diversidad genética por colonia puede verse resumida Eabla
2.2. Se observé una baja riqueza alélica por colonia, enedior2.68, con rangos de entre
2.33 y 3.19. Cuando las colonias se agruparon por regionégagnaio muestralgj fue
estandarizado en 20, el norte de Chubut (Punta Arco, Las€ly Punta Loma) y la region
Fueguina (Bahia Ushuaia e Islas Malvijpasostraron las riqguezas alélicas mas altas y
también la mayor heterocigosis esperada. Las coloniastdg regiones también mostraron el
mayor numero de alelos privados: Punta Arco y Las Claesentaron dos alelos privados
cada una y Bahia Ushuaia presentd 4 alelos privados. emtigbsis observada fue desde
0.36 a 0.73 (promedio = 0.54) y la heterocigosis esperada fde Ge a 0.76 (promedio =
0.6). La proporcion esperada de alelos nulos fue < 7% foatas los loci usados,
considerando todas colonias juntabn&mero de alelos por locus fue desde 5 a 18. La Tabla
3 muestra la diversidad genética por locus

Tabla 2.2. Diversidad genética por colonia, incluyendo microsaht ADNmitocondrial. NUmero de

individuos analizados por colonia){ valores promedio por colonia de: heterocigosis obser(tddga

heterocigosis esperadBld), nimero de alelodN@) y riqueza alélicaR). NUmero de alelos privados

(Pa), y coeficiente de endogamid-ig), valore en negrita indican un déficit significativo de

heterocigotos al 0.05 luego de ser corregido por B-Y FDR.r&ded haplotipicaHd) y diversidad
nucleotidica ).
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Diversidad en Microsatélit Diversidad en ADNm

n Ho He Na R Pa Fis n T Hd
PA 4 0.64 0.67 3.14 272 2 0.053 4 0.000° 0.5
CH 10 059 060 4.14 260 2 0.016 4 0.0007 0.5
PL 20 055 0.62 486 2.65 0 0.115 7 0 0
RM 10 0.60 0.60 4.29 276 0 -0.004 7 0 0
VE 10 0.61 061 4.00 2.62 0 -0.004 7 0 0
PM 8 0.36 051 3.00 233 0 0.315 - - -
IE 13 049 048 3.67 2.36 1 0.012 8 0 0
CB 10 040 049 3.71 243 1 0.200 8 0 0
IP 7 0.39 052 343 246 0 0.272 - - -
UR 5 046 058 3.00 2.38 0 0.238 - - -
ML 12 066 0.68 4.29 2.88 0 0.017 9 0.001¢ 0.22
IM 3 057 0.76 3.29 3.19 1 0.304 3 0 0
BU 12 0.73 0.70 5.43 3.10 4 -0.036 9 0.001¢ 0.5
IN 10 055 063 450 3.15 0 0.137 - - -
EM 3 0.62 058 3.00 2.83 0 -0.083 3 0 0
LL 14 056 057 3.71 254 1 0.021 14 0 0

Tabla 2.3. Diversidad genética por locus. Numero de alelds),( heterocigosis observad&ld),
heterocigosis esperaddd) y frecuencia de alelos nuldsd).

Locus Fuente Tamafo (pb) Largorep Na Ho He Fo
PcD2 Piertney et al. (1998 198-238 2 18 0.65 0.84 0.069
PcD3 Piertney et al. (1998 208-232 4 8 0.61 0.72 0.051
PcT4 Piertney et al. (1998 226-254 4 8 0.67 0.78 0.063
PcD5 Piertney et al. (1998 209-219 2 6 0.42 052 0.034
Cor01 Fike et al. (2009) 180-200 4 7 0.50 0.50 0.009
Cor05 Fike et al. (2009) 254-295 4 5 0.32 0.49 0.058
Cor06 Fike et al. (2009) 159-179 4 6 065 071 0.04

2.4.2 Diferenciacion poblacional basada en microsatélites

Los resultados de los diferentes analisis de agrupamBaesiano, realizados con
diferentes programas no fueron del todo consistenttgsesi. BAPS resultdé ed = 5
(Apéndice 3.a); por su parte los resultados de STRUCTURBwEgo ambiguadPara éste
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ultimo método existen formas alternativas de determingarcion mas probable, el método
de EvannqAK) mostré una distribucion bimodal con picoskers 2 y 4, mientras que LAr

(X | K) soport6 el valor d&K = 4 (ver Apéndice 4)ala Figura 2.2 muestra todas las
particiones de STRUCTURE desHe= 2 a 5. La Unica diferencia entre las particiones de
STRUCTUREK =4 y BAPSK = 5, es que en esta Ultima se diagnostico a la codenlalas
Malvinas como un cluster separadada la evidencia global y el bajo nimero de individuos
muestreados con el contamos para la colonia de Islésnisls preferimos discutir sobre el
resultado de STRUCTURK = 4, en la que esta colonia es incluida en la regu@giina; en

la Figura 2.4 se muestra uribar-plot de los valoesQ para cada individuo para este
resultado de agrupamiento BayesiaBbvalor promedio de los valores-Q para cada uno de
los clusters diagnosticados fue: Cluster 1 = 0.74, agrupatadocalonias de la provincia de
Chubut; Cluster 2 = 0.80, agrupando las colonias de la prowdectanta Cruz; Cluster 3 =
0.80, agrupando las colonias de la region Fuegyiduster 4 = 0.96, incluyendo la colonia
del Océano Pacifico. Las colonias que presentaron ermayel deadmixturefueron: Punta
Loma, Roca Malaspina y Monte Ledn. Las primeras dasemecientes a la costa Atlantica,
llamativamente presentaron alto nivelatimixturecon la colonia de la costa Pacifica; por su
parte Roca Malaspina presenté alto niveladenixturecon el cluster correspondiente a la
provincia de Santa Cruz.

Los clusters diagnosticados fueron testeados con AMO\&A&quicas Donde el
indice Fentre regiones fue 0.08@ € 0.001) y el kglobal fue 0.12 < 0.001). Por su parte,
los estimadores de diferenciacion genética poblaciorabfutodos significativos, los valores
globales de &y Rs fueron 0.10 f§ < 0.001) y 0.14 ¢ < 0.001), respectivamente. ELD
global fue 0.115 (Stand. err. 0.001, 95% CI. 0-0828). Los valores de las comparaciones

de a pares degfentre colonias fueron desde 0 a 0.29, y los gduBron desde 0 a 0.53

30



(Apéndice 5.a). Los valores de Be las comparaciones de a pares fueron representadbs en
arbol de NJ que se muestra en la Figura 2.3. Donde puede igntsetendencia de las
colonias de Chubut y Santa Cruz a agruparse juntas, ysalontiempo a separarse de las

colonias del Pacifico y region Fueguina.

Figura 2.2 Particiones de STRUCTURE dedde 2 a 5. Cada barra horizontal representa un
individuo. Las barras mas gruesas indican la separacion eloinéasanuestreadas. Los colores
representan la probabilidad de un individuo de pertenagedaterminado cluster (valQ).
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Figura 2.4. Resumen de la estructura genéticaPdenagellanicusa) Localidades muestreadas. Los
circulos rellenos (negros) indican las localidades amkizpara microsatélites y ADNmt, y los circulos
vacios indican colonias analizadas solo para micrdsatéb) Red de haplotipos mitocondriales
obtenida con NETWORK. Se puede observar la frecuenciatf@gdo Los graficos de torta indican la
proporcion de cada haplotipo encontrado en cada colonia.i@olouy préximas fueron agrupadas
para simpleza de la representacion. c) Bar-plot de STRUCTKIURE. Los cuadros punteados sobre el
mapa representan a cada cluster.

Resumen de la estructura genética de P. magellanicus

/J/ - Graficos de tortas = freq. Hap. mtDNA

. - Cuadrados punteados = clusters
Rio Negro jmmmbmesewcccnnn= -
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También se encontré evidencia de aislamiento por distahois test de Mantel
indicaron que la correlacién entre las matrices deamli$d geografica Euclidia y las

distancias de d-entre colonias fue: r = 0.39p € 0.01) (Figura 2.5a). Cuando la distancia
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entre las colonias fue corregida por la presencia de$a wontinental que separa a la costas

Atlantica y Pacifica, la correlacion fue ain mayors 0.68 p = 0.0001) (Figura 215.

2.4.3 Historia demografica y flujo génico basado en microsatélites

De las cuatro unidades demogréficas consideradas, encontrewidencia de
ocurrencia de un cuello de botella reciente en solodanas poblaciones, correspondiente a
la colonia de Llanquihue, en la costa Pacifica (Clusteel4gst de Wilcoxon resulté gn<
0.05.

El modelo de flujo génico al que se ajustdmagellanicusson mayor probabilidad,
fue a un modelo de tipo-n-islas, mas precisamente el maped permite dos conexiones
trans-contentales, pero no permite el flujo géaidirecto entre Chubut y la region Fueguina
(modelo M1) (Figura 2.6). EI modelo dstepping-stondM3) quedd en tercer lugar, y e
modelo con menor probabilidad resulto ser el de Panmixia. (El9)echo de que el modelo
de flujo génico con mayor probabilidad haya sido el de tifglas; implica que el flujo
génico a través de la masa continental ocurre, ysais taayores a las esperadas previamente.

Figura 2.5. Test de Mantel. a) Utilizando matriz de distancias eaclah entre colonias. b) Matriz de

distancias corregidas por la presencia de la masaneotzti.
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Figura 2.6. Modelos de flujo génico testeados. Debajo de cada mseelbserva la probabilidad (P)
obtenida para cada uno. Los colores representan lasrslodtenidos con STRUCTURE, lféschas
indican las conexiones de flujo génico. M1, M2 y M4, sandiferentes modelos de tipo-n-islas
probados. M3 es el modelo siepping-stong M5 es el modelo de panmixia. El rectangulo rojo indica
el modelo mas probable.

O\%’VW.
AN

M1 M2 M3 M4
(P=0.28) (P =0.25) (P=0.13) (P=0.12) (P <0.0001)

Las tasas de migracion reciente obtenidas con BAYESASBusstran en la Figura
2.7. La tasa de migracionm) promedio fue de 0.032 £ 0.025 (SD) (Cl 95% -0.6181074)
con valores que fueron desde 0.0102 (Cl 95%: -0-0093) hasta 0.0971 (Cl 95%: -0.016
0.21). A pesar de que los intervalos de confianza de la magerios valores incluyeron el

cero, decidimos discutir los valores medios obtenidasiddea que junto con la evidencia
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obtenida de las simulaciones coalescentes y agrupaci@yeEsi&nas, permiten identificar
ciertos patrones y tendencias. Es posible observar weecidinalidad, en la que el flujo
génico se da con mayor intensidad en sentido Pacificatlantico; y desde la region
Fueguina hacia las costas Pacifica y Atlantica.
Figura 2.7. Tasas de migracionmj obtenidas con BAYESASS. En gris claro se observa una
representacion esquematica de Patagonia. Los circydesseatan las 4 poblaciones y las flechas la

direccion del flujo génico. Los valores en negrita cqoasen a valor medio de flujo génico y entre

paréntesis debajo de cada valor se muestra su desvio estdb)dar (S

0.0176
(0.0141)
P
0.0203
(0.0191)

Costa
Pacifica
(Cluster 4)

0.018
(0.016)

0.0584
(0.0377)

Santa Cruz

0.0196 0.0971
(0.0185) (0.0573) (Cluster 2)

©

\ ‘0‘\.0
20.0&0’5\
5o™
0-0 A")l\
©°

2.4.4 Resultados de los anélisis de ADN mitocondrial

Se observo un bajo nivel de variacion genética para estador. Esto mismo ha sido
previamente reportado en otros estudios involucrando espedéesla familia
Phalacrocoracidae a nivel intraespecifico, en los susde analizaron genes de ADNmt
codificantes para proteinas (e.g. Waits et al. 2003, Barlaiv 2011).

Se encontraron seis (n = 6) haplotipos en total, tdéfinidos por transiciones. La

diversidad haplotipicas promedio (Hd) fue 0.54 y la diversidadedidica promediqr) fue
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0.0029. Las unicas colonias con haplotipos unicos fueron Ructtay Las Charas (PA+CH,
Figura 22). La variacion del ADNmt por colonia se muestra efidala 22. Los resultados
de las AMOVAs, cuando se agrupo las colonias de la costéicBatd costa Atlantica y la
regién Fueguina fueb,= 0.91 < 0.01); y ekbgglobal=0.92 ¢ < 0.01). A diferencia de la
agrupacion basada en microsatélites, aqui el mayor vakdg.de obtuvo cuando la colonia
de Islas Malvinas fue incluida en el grupo costa Atlantiges distancias dég estimadas
entre pares de colonias se pueden ver en el Apéndice tas degncias fueron utilizadas
para construir un arbol de NJ, en el cual se puede obsmyu@ las colonias de la costa
Atlantica son genéticamente mas cercanas entre stoqueespecto a las colonias de region
Fueguina y la costa Pacifica (Fig. 2.8b). De hecho, seabser solo haplotipo compartido
entre regiongsmas precisamente un haplotipo de la region Fueguina fervalolo en la
colonia de Monte Leodn (sur de Santa Cruz, ver Fig. Zé&nbién se encontré una correlacion
significativa entre las matrices de distancia geogrdfide distancia genética pareadas,
La correlacion positiva se observd tanto cuando las dissrgeograficas entre colonias
fueron Euclidianas, como cuando fueron estas distanciemnfaerregidas por presencia de la
masa continental, r = 0.4 € 0.013) y 0.64R < 0.01) respectivamente

La red de haplotipos obtenidan NETWORK puede verse en la Figura 2.2b, donde
se puede observar que los haplotipos de la costa AtlgnEeaifica estan mas cercanamente
relacionados entrsi, que con respecto a los haplotipos de la region Fueguirdab@ de
maximumiikelihood obtenido bajo el modelo evolutivo de HKY85 (Hasegawa-#ashi
Yano), mostré6 esa misma relacion genealdgica engehaplotipos. La separacion mas
profunda y con el mayor soporte de bootstrap (100%) se dbserel nodo que separa al
clado de la RF de los clados de la CA y.@Bs clados de CA y CP también fueron

diferenciados en este analisis, aunque con un sopobiotitrap menor (83) (Figura 2.8a).
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Se estimd un tiempo de divergencia para los clados RR#CP, de aproximadamente 1
millébn de afios atras (HPD: 490,0001,610,000), mientras que los clados de la CA'y CP
divergieron 643,000 afios atras aproximadamente (HPD: 253,d0080,000), y los dos
clados observados dentro de la region Fueguinas podrian diebegido ca. 702,000 afios

atras (HPD: 280,000 1,182,000).

Figura 2.8. a) Arbol demaximum-likelihoodndicando la relacion entre los haplotipos de la costa
Atlantica (CA), costa Pacifica (CP) y la region Fueguina (REjbién se muestran los soportes de

bootstrap de los nodos. b) Arbol daighbor-joining representando la distancia genética ®g entre

colonias.
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2.5 DISCUSION

2.5.1 Estructura genética general y modelo de flujo génico

Se esperaba encontrar una clara estructuracion geeétiesta espegien la cual
pudieran diferenciarse tres clusters genéticos, quersespondan con las siguientes regiones
geogréficas: Costa Atlantica (CA), Costa Pacifica (ZRegion Fueguina (RF). También se
esperaba quie. magellanicuse ajustara a un modelo de flujo génicsgpping-stone

Se encontrd clara evidencia soportando los tres grup@sigenesperados. Tanto los
datos de microsatélites como los de ADNmt soportarondistiacion. Una excepcion con
respecto a esta correspondencia entre estructura genkidastribucion geografica fue la de
la colonia de Islas Malvinas, la cual segun la evidenciAlimt se agrup&nla CA, pero
los microsatélites la agruparon con la RF (Figura 2.2)cando una relacion histérica con la
Costa Atlantica, pero un flujo génico reciente condanias de la Region Fueguina, este
mismo patrén fue encontrado Bn atriceps(seccion 3.5 del capitulo [IIAl mismo tiempo,
la evidencia de microsatélites demostr6 que la CA egtétituida por dos subgrupos
(discutido mas abajo). Los tres grupos principales para losseguencontré evidencia son
coincidentes con las diferencias genéticas significativees habia observado Siegel-Causey
(1997) para esta especie.

En lo que respecta al modelo de flujo génico, se encewidéncia de aislamiento por
distancia, tantda evidencia de microsatélites como de ADNmt soportartan @sservacion.
El hecho de encontrar evidencia de aislamiento por diat&s una prueba indirecta de que
esta especie podria ajustarse a un modelo de flujo génstemjEng-stoneSin embargo, se
encontré evidencia algo contradictoria, de uémagellanicugpodria seguir un modelo de
flujo de génico de tipo-n-islas, en el sentido de que laonmyde las poblaciones

intercambiarian migrantes sin restricciof@gura 2.6). Esta observacion implica que el flujo
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génico a través de la masa continental y sobre los Anaksde ocurrirEsto mismo ha sido
observado en otras especies de aves marinas, donde ldesgetensiones de tierra han
demostrado constituir efectivas, pero no absolutasetaaripara el flujo génico (e.g. Morris-
Pocock et al. 2011, Bicknell et &012). En nuestro caso, a pesar de encontrar diferencias
genéticas significativas entre las colonias de la cAs#mtica y la costa Pacifica, otros de
nuestros resultados basadosmarosatélites arrojaron evidencia de flujo génico darexttre
éstas costas. Por ejemplo, los resultados de agruparBiagésiano indicaron que algunas
colonias de las costa Atlantica presentaron alta tlatidad compartida con la colonia del
Pacificq en particular las colonias de Punta Loma (PL, Chubiogte Leon (ML, Santa
Cruz) (Figura 2.2c). Lo que es mas, las simulaciones ceakescindicaron que el modelo de
flujo génico al que se ajusta con mayor probabilidad egtacee, es el de tipodslas (Figura
2.5), al mismo tiempo los valores medios de tasas de ndigrdm) estimadas con
BAYESASS también mostraron cierta evidencia de flujo géhians-continental, entre las
colonias del Pacifico con las de Chubut y Santa Cruze®imargo este tipo de movimiento
no fue soportado por la evidencia obtenida del ADNmt, ya quesenobservd ningun
haplotipo compartido entre estas costas. De hechossadservé un haplotipo compartido
entre las tres principales regiones, fue entre la RFGA, en la colonia de Monte Ledn (sur
de Santa Cruz), esto sugiere que el flujo génico en egtaciesestaria mediado
principalmente por machos juveniles. Por machos, porgumayar evidencia de flujo génico
gue se observo provino del biparentalmente heredado ADN nuglear juveniles porque
edos son los individuos que se ha observado, tienden a alaralaralejarse de las colonias
con mayor frecuencia durante los periodos post reprodac{i@apoznikow & Quintana

2008).
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Se observé que el flujo génico entre las poblacionesieaimétrico, basandonos en
los valores medios d&, obtenidos con BAYESASS0s cuales deben ser considerados con
precaucion ya que los intervalos de confianza de variosllde icluyeron al cero,
encontramos cierta direccionalidad en el flujo géniegueel cual el movimiento de los
individuos de esta especie ocueicon mayor intensidad de oeste a este y de sur a norte. E
mismo patrén se observd €n atriceps por lo tanto la interpretacion de este patron coman

para las dos especies de interés, se detallara estiarsd.5 del capitulo Il

2.5.2 Patrones filogeograficos

Se observo una clara estructura filogeogréfica en eptxies En la cual tres grupos
reciprocamente monofiléticos fueron evidentiégura 2.8a), cada uno de ellos consistentes
con cada una de las tres regiones geograficas espera&daSAj. CP y RF) El quiebre
filogeografico mas profundo que se observo, fue el que Geplrs haplotipos de la region
Fueguina, de los de la costa Atlantica y Pacifica, pama un quiebre entre el norte y sur
(latitudinal). Esto es consistente con un patron previamente observatioregion, donde
todos los otros quiebres filogeograficos importantes ghdes para otros organismos, como
plantas y vertebrados terrestres, también ocurrier@st@ndireccion (revisado en Sérsic et al.
2011) En el caso dé?. magellanicusel quiebre se localiz6 a la altura del Estrecho de
Magallanes Las razones histéricas para este quiebre, también obseswadivas especies,
han sido adjudicadas a cambios en los niveles del mapapan haber afectado a esta
region durante los ciclos glaciales ocurridos duranteuaténario (Sércic et.&2011, Ponce
et al. 2011). Aunque en nuestro caso éste quiebre fue datagbvoximadamente umillon
de afios atrasoincidiendo esto con el GPG (Mercer 1976, Rabassa et al., 20t@Al pudo

haber promoviendo este evento de vicariabhaalivisibn observada entre haplotipos de la CP
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y de la CA seria para nuestro conocimiento la primera evidedeiain quiebre entre las
regiones este y oeste (sentido longitudinal), el mismeodatado como mas reciente, ca.
640,000 afios atrablo podemos adjudicar las causas de este quiebre atdenianto de la
cordillera de los Andes, dado a que este levantamiento @aquiricipalmente durante el
Mioceno (7- 23 millones de afios atras) (Ramos & Ghiglione 2008). Entecwaia region
Fueguina, dos haplotipos diferentes fueron observados gti,divergencia fue estimada en
ca. 700,000 afios attamugiriendo la posibilidad de numerosos eventos vicarialgeso de
esta region, la cual se sabe fue fuertemente afectaddapoglaciaciones durante el
Pleistoceno (e.g. Rabassa et al. 2011).

Encontramos sefales de expansion reciente de nortelmsadas en la distribucion de
los haplotipos a lo largo de la costa Atlantica. Debidgua dos haplotipos Unicos fueron
encontrados en el limite norte de la distribucion actedh especie (norte de la provincia de
Chubut), el resto de las colonias sobre ésta costgpartieron un Unico haplotipo
mitocondrial.

Por otro lado, nuestros datos respaldaron también la existelec dos refugios
histéricos en coman parB. magellanicusy P. atriceps Localizados: (i) al norte de la
distribucién de ambas especies a lo largo de la costatisday (ii) en la region Fueguina. La

evidencia para estos refugios se discute en detallecapiehlo I11.

2.5.3 Taxonomia e implicancias para la conservacion
A pesar de que esta especie es relativamente abunddotda@o de las costas
Patagonicas (Frere et 2005), y esonsiderada de ‘importancia menor’ (i.e. least concerh

desde el punto de vista de la conservacionBiatLife International(2013; consideramos
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que hay lugar para algunas precauciones, para asegurar faadarpersistencia de ésta
especie.

Las tres regiones principales (AC, FR and PC) que fueragndsticadas como
genéticamente distintas, coinciden con un polimorfismaaeracion del plumaje en los
individuos juveniles. Mas precisamente, se describiernooatatgorias de coloracion en
relacion a la proporcion de plumas negras y blancasmessen el pecho de éstos individuos
(Rasmussen 1987) (Figura 2.9, desd&)AEn base a lo cual los individuos de la CP
presentan un plumaje ventral mas blanco (Figura 2@) dgde aquellos de la CA (Figura 2.9
D-E). La RF por su parte, presentd la mayor variabilidad de cotorade plumajes,
encontrandose alli juveniles de casi todas la categoria®ldeaon. Rasmussen (1987)
también observo un polimorfismo en la coloracion de los@slutegun el cual en la CA hay
mayor frecuencia de individuos que presentan cuellos y cabezana mayor proporcion de
plumaje blanco, que en la CP y RF (Figura 2.9,3). Estos patrones de variacion genética y
morfologica coincidentes en el espacio, a lo largo déskiibucion deP. magellanicusnos
permite inferir la existencia de al menos tres linajesmadgapoblaciones evolutivamente
independientes (de Queiroz 2007).

En lo que respecta a la conservacion, podemos diagaoalianenos tres unidades
evolutivas significativas (ESWsensuMoritz 1994): Costa Pacifica, Region Fueguina y Costa
Atlantica A su vez la CA presentd dos unidades de manejo distinths $€hsuMoritz
1994), constituidas por las colonias ubicadas en las abstas provincias de Chubut y Santa
Cruz. A pesar de gue las costas de estas provincias saeag la presencia del Golfo San
Jorge (de 148 Km de longitud) entre ellas parece ser untavaferinque no absoluta, barrera
geografica para el flujo génico. Esto podria deberse amylee mmayoria de su extension las

costas de este Golfo no presentan el tipo de habitaicerlado por esta especie para la
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nidificacién. Es decir, paredes de pendientes pronunciasiassas o de origen sedimentario

(Punta et al. 2003, Nelson 2005).

Figura 2.9 Patrones de variacion de coloracionRermagellanicusA-E muestran los cinco diferentes

patrones de coloracion de juvenilesy B muestran la variacion de coloracién en adultos (modiica

de Rasmussen 1986).

2.5.4 Conclusiones y comentarios finales

Se encontré una fuerte estructura genética y filogeagréfiP. magellanicusesto es
acorde con lo esperado previamente, dada la poca movilidestalespecie, permaneciendo
en las cercanias de sus colonias tanto durante laslpsrpost-reproductivos como durante
sus viajes de alimentacién. También es consistente quopaesto en Friesen et al. (2007a)
donde se sugirié que el principal indicador para predecir l@pr@so ausencia de estructura

genética y filogeogréfica en aves marinas es el compmméo durante los periodos post
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reproductivos. Segun esta observacion, las especiesntesidaules, comB. magellanicus,
son las que tienen mayor probabilidad de estar genéticaggdifjraficamente estructuradas.

También se observd, que esta especie no sigue un modéljodgehico destepping-
stone sino uno de tipo-n-islas segun el cual el flujo gémiccavés de la masa continental y
por sobre los Andes es posible. Ademas se encontrd @qstaeaspecie el flujo génico estaria
mediado principalmente por machos juveniles.

Finalmente, sugerimos una evaluacién mas profunda de opest@s morfolégicos,
comportamentales y ecoldgicos en esta especie, éiordel clarificar con mayor precision su

taxonomia.
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CAPITULO III

GENETICA DE POBLACIONES Y FILOGEOGRAFIA DEL CORMORAN

IMPERIAL (Phalacrocorax atriceps)

3.1 RESUMEN

Se analiz6 la estructura genética y filogeografica del Cornlorgerial (Phalacrocorax
atricepy. Esta es una especie politipica, con numerosas subespreieconforman el grupo de
los ‘cormoranes de ojos azuleAqui prestaremos atencién a dos de estas subesgecasceps
atriceps 'y P. atriceps albiventerlas cuales son endémicas de Patagonia. Con un rango de
distribucién que adrca las costas de la Patagonigeatina y chilena, incluyendo las Islas
Malvinas. Las mismas presentan una tendencia a dispersar dumantperiodos post-
reproductivos, al mismo tiempo presentan un rango de forrajecoafaj@jandose hasta 50 Km
de sus sitios de nidificacién). Se analizaron en total 17®idlobs para 8 microsatélites
polimorficos, y se obtuvieron 90 secuencias del gen mitocondridaga (657 pb.). Se
encontraron diferencias genéticas significativas entre lasiesl de las costas Atlantica (CA)
costa Pacifica (CP) y region Fueguina (RF), tanto desde la evidenciardsatéitite{F.; = 0.046
p < 0.001) como del ADN mitocondriadd{; = 0.26p = 0.029). El agrupamiento Bayesiano con
STRUCTURE arroj6 que el numero de particiones 0ptimo para estaeespaie cuatrd{(= 4),
aunque la mayoria de las colonias presentaron un alto nigeldigturey bajos valores de Q. No
se encontrd evidencia de estructura filogeografica. Tampoco enconggitiescia que respalde
las subespecie®. a. atricepsy P. a. albiventer Sin embargo, si se observé una fuerte
diferenciacién genética por parte de las colonias de agua dulceiaBto a la comparacién entre
P. magellanicusy P. atricepsambas especies presentaron algunos patrones de estructuracion
genética en comun. Sin embargo, conforme a lo esperado enlaashfarentes historias de vida
de estas especies, todos los estimadores de diferengmatacional (mitocondrial y nuclear)

fueron mas bajos €. atriceps como consecuencia de mayores tasas de flujo génico.
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3.2 INTRODUCCION

Uno de los principales generadores de estructuracion gengaiea organismos
moviles han demostrado ser las barreras geograficas@eeras fisicay, tales como las
cadenas montafiosas o los grandes rios (e.g. Avise 208®}idesde hitos geograficos han
demostrado ser efectivas barreras para el flujo génioes gabido que la presencia de
estructuracion genética es una funcion inversa del flujccgéRiright 1931). En el caso de
las aves marinas, este tipo de barreras también hassttado impactar efectivamente en la
estructuracion genética y filogeografica de las espeemse las principales barreras fisicas
gue afectan al grupo de las aves marinas se han identificedogaandes extensiones de
tierra (e.g. continentesy a las masas de hielo (e.g. glaciares), ya sean higtooca
contemporaneas (Friesen et al. 2007a). Un ejemplo claroadextension de tierra actuando
como barrera fisica lo comprende el Istmo de Panantéiatéa pesar de ser tan angosta
probado actuar como una efectiva barrera para el flupicgé&n ciertas especies de aves
marinas (e.gSula dactylatraSteeves et al. 2005).

Sin embargo, lo que resulta llamativo dentro de estecphatigrupo de aves, es qae
pesar de su alta movilidad y gran capacidad para volar laiggaaaas, muchas especies de
aves marinas han demostrado estar genética y filog@agnénte estructuradas, aun en
ausencia de barreras fisicas evidentes (ver Frieseh 8007a, b). Estas observaciones
llevaron a la busqueda de fuerzas alternativas como patemxplicacion para el moldeando
las trayectorias evolutivas dentro de este grupo. Ha sidosteado, que factores inherentes a
la ecologia de las especiesayus historias de vida también conocidas céterreras no-

fisicas’, como ya fue mencionado, tienen gran influencia etrdg®ctorias evolutivas de la
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mayoria de las especies pertenecientes al grupo de ksravimas (e.g. Burg & Croxall
2004, Steeves et.&1005, Morris-Pocock et al. 2008).

En este capitulo analizaremos la estructura genética Caemoran Imperial
(Phalacrocorax atriceps la cual es una especie politipica que presenta absnseis
subespecies, definidas en base a diferencias en su gataoracion, que conforman lo se
conoce como el grupo de los ‘cormoranes de ojos azules’ (Nelson 2005). En este caso
prestaremos atencion a dos de estas subespecusiceps atricepy P. atriceps albiventer
A pesar de que no existen estudios taxondmicos profundos qluyam a todas las
subespecies de. atriceps los autores coinciden en gBe a. atricepsy P. a. albiventerson
endémicas de Patagonia, mientras que el resto de las sibsS o® endémicas de diferentes
islas distribuidas circumpolarmente en el hemisfeup (©rta 1992, Nelson 2005). A las
subespecies de interés aqui, se las puede observar repnoduen simpatria a lo largo de las
costas de la Patagonia argentina (Chubut, Santa Crura Tel Fuego e Islas Malvinas) y
chilena (RegioasX, XI y XII) (ver Figura 2.1, capitulo Il)La principal diferencia entre ellas
radica en su patron de coloracion, segun elleual atricepgpresenta mejillas blancas y una
marcada barra alar blanca, mientras Bue. albiventempresenta mejillas negras y ausencia
de la barra alar (Rasmussen 1991, para fotos ver Figura 1.8)uéwsu distribucion es
practicamente simpatrica, existe cierto grado de segreg@asmussen 1991). Sin embargo,
no se ha encontrado ninguna otra fuente de evidencia, adienté coloracion, que soporte el
rango de subespecie de las mismas, ni la evidencia ngic®IdDevillers & Terschuren
1978, Rasmussen 1991), ni la comportamental (Siegel-Causey 198&) molecular
(aloenzimas) (Rasmussen 1991). Por lo tanto en esteotraimjeferiremos BR. a. atricepsy
P. a. albiventercon su nombre nominaR. atriceps o con el nombre comun de Cormoran

Imperial (Rasmussen 1991, Remsen et al. 2012).
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P. atricepspresenta un periodo reproductivo en el que los individu@gsgan en
colonias para reproducir (Primavera-Verano), y un peripdst-reproductivo (Otofio-
Invierno). En relacién a esto dltimo, datos preliminares observa@enalde marcaje-
recaptura han demostrado, que tanto adultos como juvenilesstdeespecie, tienden a
abandonar sus colonias durante los periodos post-reprodu@®ivota et al. 2003, Harris et
al.2013 Svagelj & Quintana com. pers.), con una tendencia a m®Versia el norte de su
distribucion reproductiva, pero sin tener un lugar fijo eeinada (Nelson 2005, Svagelj &
Quintana com. pers.) (Figura 2.1, Capitulo Il). En basesta eomportamiento, se puede
catalogar &. atricepscomo una especie dispersiva (ver Friesen et al. 2007aptiBdado,
en lo que respecta a los habitos de forrajeo, posee uliio azampo de accion en al mar
alejandose considerablemente de sus colonias para lant@@oide (Quintana et al. 2011,
Harris et al. 2012)Aunque también se ha observado, que los habitos de forrajeo yareae
dependiendo de la disponibilidad de alimento y de la localzagémgrafica de la colonia
(Sapoznikow & Quintana 2003).

Los estudios de biogeografia previamente realizados eesgstaie (Rasmussen 1991,
1994), en los que se utiliz6 como evidencia molecular alo@szino mostraron diferencias
genéticas significativas a lo largo de su distribucion.ciyensi se observé cierta variacion en
cuanto a caracteres morfoldégicos. Por ejemplo, lasapminies correspondientes a la X
Region de Chile, sobre el Pacifico, mostraron una maywitud del culmen que el reste d
la distribucién. Ademas, la poblacién de Lago Yehuin mostner un tamafio corporal
promedio, menor al del resto de sus con-especific@scektnia también presento diferencias
en cuanto a sus glandulas nasales, las cuales resudtigmificativamente mas pequefias.
Segun las observaciones realizadas por RasmussenPL9%Micepsfue relativamente poco

afectada por los numem@scambios climatolégicos que sufrio la region Patagonicarda el

48



Pleistoceno, producto de numerosos ciclos glaciales matkficaciones en los niveles del
mar (Rabassa & Clapperton 1993, Rabassa et al. 2005 y Paadc@@t1). Sin embarg®.
magellanicusque es su especie hermana y presenta una distribucthicgréente solapada a
la de P. atriceps presentd diferencias genéticas muy claras entreolasias de las costa
Atlantica, costa Pacifica y region Fueguina (Siegelség 1997, capitulo Il de esta tesis).

Las hipétesis iniciales son que esta especie presentarajmap nula estructura
genética, como consecuencia de altos niveles de flujc@éBh caso de existir diferencias
genéticas significativas, estas deberian observarse (@ntasta Atlantica (Chubut y Santa
Cruz), region Fueguina (Tierra del Fuego, Estrecho de Magallarislas Malvinas) y costa
Pacifica (X Region, incluyendo los Nahuel Huapi y Vinttér) También se espera que esta
especie se ajuste a un modelo de flujo génicsteeping-stonesiguiendo las lineas de la
costa. (ii) Desde el punto de vista filogeografico se espera escasa 0 nula estructura
filogeografica, como consecuencia de altos valoreslge §énico. (iv) Aunque si las
subespecieP. atriceps atricepy P. atriceps albiventeson entidades biologicas, se espera
gue formen grupos reciprocamente monofiléticos separ@ddsnalmente, si la barreras no-
fisicas son importantes en el moldeado de la estructuéticgede las aves marinas se espera,
desde el punto de vista comparativo, dieatricepspresente patrones de estructuracion

genética y filogeogréafica mas débiles que los observadBsraagellanicus

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Muestreo
El esquema de muestreo abarcé gran parte del rango deudisin de esta especie.
Las muestras utilizadas fueron de sangre o de musculo geetoambos casos conservadas

en etanol al 96%. Las muestras de sangre se obtuvieron dmdayugular de individuos
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adultos, muestredndose un individuo por nido para evitartreaeparientes. Los individuos
muestreados fueron marcados temporalmente con tintaepiaa ser re-muestreados. Las
muestras de sangre obtenidas se encuentran preservatiasa@eccion de tejidos de la
Divisién de Ornitologia del Museo Argentino de Ciencias Naturales (MAQN:t). Las
muestras de musculo fueron cedidas en préstamo por eb mheiddistoria Natural de Kansas
(KUNHM), y el Museo Americano de Historia Natural (AMNH).d enuestras prestadas por
el KUNHM fueron también utilizadas para un trabajo de biogg@gue involucré andlisis
genéticos (Rasmussen 1991, 19%) el Apéndice 1b se muestra un detalle de todas las

muestras utilizadas.

3.3.2 Extraccion de ADN y genoatipificacion

Las extracciones de ADN fueron realizas siguiendo el mépoopuesto por Ivanova
et al. (2006), adaptado para columnas individuales (EpoclSktinces, Missouri City, TX,
USA). Se amplificaron con éxito 12 microsatélites: PcCTDXRdcT3, PcT4, PcD5, PcD6
(originalmente desarrollados paPdalacrocorax carbgpor Piertney et all998); y Cor01,
Cor05, CoR06, Cor30, Cor43 and Cor45 (originalmente desarrolfaai@dhalacrocorax
auritus por Fike et al2009). A pesar de que todos los marcadores fueron corretéamen
amplificados, algunos de ellos fueron descartados pamnbssis posteriores por diferentes
motivos. PcT1l fue descartado debido a que cada individuo preatitd diferentes
tornandose no informativo por no poder identificar con zaries alelos para éste locus
Ademas un grupo de marcadores fue descartado por no prasegian tipo de variacion
entre individuos (i.e. monomorficos): Cor0l1, Cor30 and46orEn total 172 individuos
fueron genotipificados para ocho microsatélites. Endbld 3.1 se muestra la cantidad de

individuos genotipificados por colonia, y un detalle de ltasalidades muestreadas. Las
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condiciones de las reacciones de PCR y de genotipditdiceron idénticas a las descriptas

en la seccion 2.3.2 del capitulo

Tabla 3.1 Detalles de las localidades muestreadas Pagdriceps El n (tamafio muestral) hace
referencia al nimero de individuos analizados para cadddipwrcador en cada colonia.

Grupo Provinda Localidad Abrev. Lat. Long. nmicrosat n ATPase
Costa Atlantica Chubut Punta Le6n PL 43.03 64.28 15 10
Chubut Roca Malaspina RM 45.18 66.51 16 10
Chubut Puerto Melo PM 45.05 65.84 8 -
Chubut Isla Arce 1A 45.00 65.50 14 -
Santa Cruz Isla Chata CH 4793 65.73 10 6
Santa Cruz Bahia Oso Marinc BO 47.91 65.78 8 -
Santa Cruz Roca Foca RF 47.73  65.83 9 -
Santa Cruz Pico Quebrado PQ 50.25 68.63 9 8
Santa Cruz Monte Leén ML 50.33 68.86 5 -
Is. Malvinas Is. Lively M 52.02 58.46 2 2
Is. Malvinas Is. Nueva M 51.71 61.28 9 6
Region Tierra del Fuec Isla Becasses BE 54.95 67.00 11 11
Fueguina
Xl Regidn Isla Navarino IN 5493 67.65 7 -
Tierra del Fueg Isla Bridges B 54.86 68.23 6 -
Tierra del Fueg Lago Yehuin YE 54.41 67.7C 14 12
XIl Region Punta Arenas EM 52.47  69.57 3 3
Costa Pacifica X Region Llanquihue LL 41.80 76.66 15 11
Chubut Lago Vintter Lv 4393 71.60 4 4
Rio Negro Lago Nahuel Huay NH 40.98 71.50 7 7

3.3.3 Amplificacién del ADN mitocondrial

Se obtuvieron secuencias parciales (657 pares de base)sildblmidades seis y ocho
del gen de la ATP sintetasa (Ad$). Se secuenciaron 90 individuos, el detalle de la cantidad
de individuos secuenciados se puede ver también en la Fabl&ste marcador ha sido
ampliamente utilizado en estudios genéticos dentro de la daPialacrocoracidae (e.g.
Kennedy et al2000). Losprimers utilizados y las condiciones (i.e. cOcteles y tentpess)
de las reacciones de PCR y secuenciacion son idéntioeslascriptos en la seccion 2.3.3 del

capitulo .
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3.3.4 Variacién genética de microsatélites

Se realizaron tests para evaluar la existencia de deseloequilibrio de Hardy-
Weinberg (HW), también se estimd la heterocigosidadredda (Ho), la heterocigosidad
esperada (He) y el nimero de alelos; utilizando el progriRiZEQUIN v3.5 (Excoffier &
Lischer 2010) esto se realiz6 para cada locus, y debido al bajouestral de algunas
colonias, se realiz6é al nivel cada cluster obtenido cdRUEITURE, sobre todo para tener
mas poder estadistico. La frecuencia de alelos nulossfireagla con el programa FREENA
(Chapuis & Stoup 2007). Algunas colonias presentaron tamafios@sreo muy bajos (< 4)
como Punta Arenagstas fueron incluidas como unidades discretseparadas dependiendo
el analisis, por tratarse de localidades clave paratidbdision de la especie, no obstante los
valores de significancia para estos casos deben sed@@uos con precaucion. En relacion a
esto, las muestras de las dos colonias de Islas MalvslasL{leley e Isla Nueva), fueron
unificadas y analizadas como una unica localidad (Islas Malviid). Se evalud el
desequilibrio de ligamiento entre los marcadores utilizados gssimo el coeficiente de
endogamia (&), para cada colonia, empleando GENEPOP v4.0 (Rousset 2009). Elnpaogra
GENALEX v6 (Peakall & Smouse 2006) fue utilizado para obtenerigieno de alelos
privados de cada colonia. Los niveles de significancia fuajastados para mdltiples
comparaciones con el método de Benjamini- Yekuteli (Benaja&i Yekuteli 2001)
modificado para el descubrimiento de tasa de falBe¥ FDR). El método fue aplicado
siguiendo las recomendaciones de Narum (2006). ADZE (Szpteah 2008) fue utilizado
para cuantificar la riqueza alélica estandarizandotdmsafios muestréales, estos valores

estandarizados se simbolizan con la l&gia
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3.3.5 Diferenciacién poblacional

Utilizamos métodos de andlisis de agrupamiento Bayesianasepimar el niumero
mas probable de clusters genétick¥ gubyacentes a nuestra especie de interés. Para esto
empleamos dos programas diferentes: BAPS v5.3 (Coreandér2908), y STRUCTURE
v2.3.3 (Pritchard et al. 2000, Falush et al. 2003). Para makedeade estas metodologias ver
seccion 2.3.5 del capituld. Las corridas de analisis llevadas a cabo en BAPS asumi@ro
valor deKmax = 20, bajo el modamixture analysisspatial clustering of groups of individuals
Las corridas analiticas de STRUCTURE fueron realizadasd emoda admixture analysis
usando las localidades de muestreo cqmors (Hubisz et al. 2009) y asumiendo que las
frecuencias alélicas se encuentran correlacionadasniesciado por Falush et al. 2003). Se
realizaron corridas prelimares cortas, testeando valoresKle= 1 hasta 18 (numero de
colonias muestreadadps valores d&k > 10 mostraron muy baja probabilidagasteriori
Los resultados finales se obtuvieron luego de realizar &@las independientes, evaluando
desdeK = 1 aK = 9; cada corrida consistié de 100,000 cidiosn-n y 300,000 ciclos de
Monte Carlo via cadenas de Markov (MCMC). La aplicacidisponible on-line
STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt 2012) fue utilizada para detesl nGmero
de clusters mas probable por medio del método de Evaxio La probabilidad de cada
individuo de pertenecer a un cluster (i.e. valores-Qasl€0 corridas, para las particiones
desdeK = 2 aK = 5, fueron promediadas usando CLUMPP v1.2 (Jakobssons&riRerg
2007) y editadas como imagenes con el programa DISTRUCTRasknberg 2004).

Se obtuvieron los estimadores tradicionales de difexeidn poblacional a nivel
global y en comparaciones pareadas entre coloniagWeir & Cockerman 1984) y &R
(Slatkin 1995), los mismos fueron estimados con MSATANALYZBkeringer et al. 2003)

y RSTCALC (Goodman 1997) respectivamente (descartandose scalomn < 7 para las
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comparaciones pareadas). Los valorespdiieron obtenidos en ambos casos utilizando
10,000 permutaciones, y corregidos para multiples comparaceore el métoddY-FDR
(ver seccion 2.3.5 para mas detalles mdtmycos sobre estos estimadores). También se
obtuvo Qg el cual es un estimador relativo de la diferenciacidigoimnal, que permite
escalar por tamafio muestral y nimero total de alelogt @08), para eso se utilizd la
aplicacion on-line SMOGD (Crawford 2010). Los valores parea@ok; fueron utilizados
para construir arboles de UPGMA vy neighbor-joining (NJ), atido PHYLIP 3.6
(Felsenstein 2005). Las AMOVAs jerarquicas fueron realzaman ARLEQUIN v3.5, en
particular estimamos el valor deg; Fver seccion 2.3.5 del capitulo 1l para mas detafle)
buscaron diferencias significativas entre los grupos:acA#antica (AC), region Fueguina
(FR), y la costa Pacifica (PC), ver Tabla 1 para \gréagrupo corresponde cada colonia. Las
colonias Lagos Vintter y Nahuel Huapi fueron incluidasae@osta Pacifica por proximidad
geografica La colonia de Isla Navarino no fue utilizada en las AMOWRebido a que
presentd muchos datos faltantes.

Se realizaron tests de Mantel con el programa GENALEX®®6,el fin de evaluar la
existencia de aislamiento por distancia (ver seccion pa&& mas detalles)os valores d
significancia para estos test fueron obtenidos luego de 1@@0GutacionesPaa estos
analisis se implementaron dos aproximaciones diferer(igsconsiderando distancias
Euclidianas entre colonias, y (ii) corrigiendo la distanentre las colonias como si estas
estuviesen distribuidas a lo largo de una linea recta.rilaste de los resultados obtenidos
para cada una de estas aproximaciones, permitira evalualrdsd fa masa continental que

separa a los océanos Atlantico y Pacifico como taafigica (geografica) para el flujo génico.
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3.3.6 Historia demografica. Modelo e intensidad del flujo génico

Se evalu6 la ocurrencia de reducciones en el tamafo mofahefectivo con el
programa BOTTLENECK v1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996) (para méalldever seccion
2.3.6). Este test fue realizado sobre cada uno de los rslugtagnosticados por
STRUCTURE: Costa Atlantica (C1), Regién Fueguina (C2)goL&ehuin (C3) y Costa
Pacifica (C4). Estos clusters también se utilizaron geterminar el modelo de flujo génico y
las tasas de migracion reciente. Para una refererifiaagde los clusters ver la Figura 3.1.

Se utilizd una aproximacion de modelado basado en simulacamadescentes, para
evaluar el ajuste de nuestros datos de microsatélicssdaferentes modelos de flujo génico.
Los modelos evaluados fueron: (i) un modelo en el quelug fjénico ocurre entre
poblaciones adyacentes siguiendo las costas, acordedalardestepping-stonéKimura &
Weis 1964) sin asumir migracion trans-continental, (iij)modelo en el cual el flujo génico
ocurre en una forma de tipo-n-islas (Wright 1942) entre tadagoblaciones, y (iii) también
se evalud la posibilidad de panmixia, haciendo colapsar tosigmldaciones en una unica
poblacion en la primera generacion. La Figura 3.5 muestreepresentacion esquematica de
todos los modelos evaluados. El resto de los detallestalenesodologia fueron idénticos a
los descriptos en la seccion 2.3.6, con dos salvedades.rherprés que aqui se evalué un
modelo de 3 poblaciones, no incluyéndose a las coloniagute dulce (i.e. Lagos Yehuin
Nahuel Huapi y Vintter) en los analisis; y la segunda eseajumarcador PcD6 no fue
utilizado en estos andlisis, dado que el mismo rechazé tiodosnodelos por igual
disminuyendo las probabilidades finales para cada modelo.

Se utiliz6 el método Bayesiano multilocus implementado BAYESASS v3.0
(Wilson & Rannala 2003) para estimar las tasas de migraeidiante ) entre nuestras

poblaciones (i.e. clusters obtenidos con STRUCTURE). Lassideraciones de esta
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metodologia y los parametros utilizados para los amdlisron idénticos a los descriptos en
la seccidon 2.3.6. Con la diferencia de que aqui se realizire analisis por separado, uno
incluyendo a las colonias de agua dulce y otro excluyéndmiado tanto el primero de estos

andlisis cont6 con cuatro poblaciones y el segundo cepotdaciones.

3.3.7 Analisisde ADN mitocondrial

Se empleé DNAsp v4.5.3 (Rozas et al. 2003) para obteneredslas estandar de
diversidad genética. También se realizaron AMOVAs jeréeguicon ARLEQUIN v3.5
(Excoffier et al. 2005) con las mismas agrupaciones utilizadas para los analisis de
microsatélites Se obtuvo el parametrd., comparable con el parametrg previamente
descripto (seccion 2.3.5), y las distancias pareablasentre colonias, corrigiendo las
distancias con el modelo de sustitucion de Kimura 2 Parasn@t®P). Estas distancias
genéticas fueron también utilizadas para realizar test deeMg para construir arboles de
neighbor-joining (NJ), de la mima forma que se llevd a cabn los microsatélites.
NETWORK v4.6.1 (http://www.fluxus-engineering.cprisie utilizado para obtener redes de
haplotipos bajo la aproximacion deedian-joining(MJ) (Bandelt et al. 1999). El modelo de
evoluciébn al cual se ajustaron nuestras secuencias fuermigddo empleando
JMODELTEST v0.1.1 (Posada 2008), utilizando el Criterio de inémion Bayesiana (BIC).
Se construyeron arboles meximum-likelihoodML) utilizando PHYML (Guidon & Gascuel
2003), el soporte para los nodos se obtuvo con 100 pseudoreplivastskeap Se utilizaron

como outgroups dos secuencias de Cormoran Imperial obtgr@dasgste trabajo.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Desequilibrio de ligamiento, equilibrio de Hardy-Weinberg y diversidad
genética de microsatélites
Un solo locus se desvio significativamente del equilibedHardy-Weinberg, luego de

realizar las correcciones para comparaciones m@ti@dy FDR), fue el Cor43 en la costa
Pacifica (Apéndice 2)bEn esta especie el locus PcD6 presenté Unicamente tls al®
muy comun a nivel global (i.e. 190), y el otro mas ram (92) (ver Tabla 3.3Pecidimos
incluir a éste locus en la mayoria de los analisis,ddeique algunas colonias presentaron
alta frecuencia del alelo raro (i.e. Lago Yehuin y glahue) aunque en la mayoria de las
colonias este resulté ser monomoérfid@ riqueza alélica, por colonia, d& atricepsfue
mayor a la observada éh magellanicusfue desde 2.96 hasta 4.25, con un promedio por
colonia de 3.61 (Tabla 3.2).os valores mas altos de riqueza alélicas y de heterixigos
esperada se observaron en la colonias de Islas Malvifsla 8ecasses (Tabla 3.2), este
patron se mantuvo aun luego de realizar el andlisis estzamtds de los tamafios muéstrales
(g = 20). La frecuencia de alelos nulos promedio fue estireada 4% para todos los loci
analizados, y el nUmero de alelos observados por locuef@ea 21. La Tabla3muestra el
detalle de la diversidad genética por locus.

Tabla 3.2 Diversidad genética por colonia. Incluyendo microsately ADN mitocondrial. Nimero de

individuos analizados por colonia)( valores promedio por colonia de heterocigosis obdargdo),

heterocigosis esperadBld), nimero de alelodN@) y riqueza alélicaR). NUmero de alelos privados

(Pa), y coeficiente de endogamidig), valores en negrita indican un déficit significativo de

heterocigotos al 0.05 luego de ser corregido por B-Y FDR.r8ided haplotipicaHd) y diversidad
nucleotidica ).
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Diversidad de Microsatelélites Diversidad de ADNmt

n Ho He Na R Pa Fis n T Hd
PL 15 0.73 0.72 6.86 355 0 -0.015 10 0.002: 0.71
RM 16 0.77 079 757 3.86 1 0.029 10 0.000¢ 0.2
PM 8 0.76 0.78 6.14 3.88 0 0.028 - - -
1A 14 0.67 076 6.71 3.69 2 0.111 - - -
IC 10 0.71 0.73 6.57 3.66 3 0.023 6 0.002: 0.73
BO 8 0.80 0.74 6.14 3.72 0 -0.088 - - -
RE 9 062 072 629 358 0 0143 - - -
PQ 9 0.65 0.71 557 348 0 0.083 8 0.002: 0.75
ML 5 0.73 070 414 3.33 0 -0.039 - - -
BE 11 0.69 0.80 7.86 4.06 2 0.15 11  0.000¢ 0.32
NA 7 0.68 0.77 6.00 3.88 0 0.133 - - -
BR 6 0.69 069 513 354 1 0.009 - - -
IM 12 0.87 0.84 857 4.25 2 -0.03 8 0.000: 0.25
YE 14 055 061 550 296 3 0.088 12 0 0
EM 3 0.76 0.70 343 343 0 -0.103 3 0.002 0.66
LL 15 0.68 071 7.13 3.60 1 0.041 11 0 0
LV 4 0.75 0.73 4.00 352 1 -0.033 4 0 0
NH 7 0.73 0.68 4.25 3.12 0 -0.086 7 0.001° 0.57

Tabla 3.3. Diversidad genética por locus. Heterocigosis obser(tadg heterocigosis esperaddd],
nimero de alelosNa) y frecuencia de alelos nuldsd).

Locus Fuente Rango de tamafit Long. deref Na Ho He Fo

PcD2 Piertney et al. (1998 204-226 2 12 0.78 0.8€ 0.048
PcD3 Piertney et al. (1998 208-260 4 16 0.8C 0.8t 0.027
PcT4 Piertney et al. (1998 214-278 4 17 0.8€ 0.91 0.027
PcD5 Piertney et al. (1998 209-223 2 8 0.41 0.4€ 0.058
PcD6 Piertney et al. (1998 190-192 2 0.02 0.0€ 0.277
Cor05 Fike et al. (2009) 253-305 4 21 0.87 0.91 0.022
Cor06 Fike et al. (2009) 149-187 4 12 0.77 0.8C 0.019
Cor43 Fike et al. (2009) 389-407 2 9 0.5¢ 0.6€ 0.081

3.42 Diferenciacién poblacional
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Los andlisis de agrupamiento Bayesiano resultaron aldngaos, al igual que lo
observado parB. magellanicustl programa BAPSuwjiri6 que la particion 6ptima es #e=
2, separando Unicamente a la colonia de Lago Yehuin delfgsindice 3.b). STRUCTURE
también mostrd cierta ambigtiedad emtkey Ln Pr(X | K), el primero de estos mostré una
distribucion bimodal con picos en 2 y 4, mientras quePLfX | K) soportdé aK = 4 (ver
Apéndice 4.l En la Figura 3.1 se muestran todas las particiones de STBRRE Tesde&K =
2 a 5. Cuando las colonias ubicadas en lagos fueron exctiédas analisis, BAPS soport6
un valor deK = 1 y STRUCTURE mostré un valor #e= 2, respaldado tanto paK como
por LnPr(X | K), en el que un cluster estuvo formado por las cadothéala costa Atlantica
el otro estuvo constituido por las colonias de la regideguina y costa Pacifican la Figura
3.2c, se muestra el resultado de STRUCTURE para un valét del, incluyendo todas las
colonias muestreadas, ya que esta particion estuvo resgaidad y Ln Pr(X | K). Los
valores promedio de Q (i.e. probabilidad de un individuo derpErée a un cluster) para estos
cuatro clusters fueron: Cluster 1= 0.@cluyendo todas las colonias de la costa Atlantica
Cluster 2 = 0.60, agrup6 todas las colonias de la regidbrukegedCluster 3 = 0.88, incluyo
solo a la colonia de Lago Yehuin y Cluster 4 = 0.57, agrug® eolonias de la costa Pacifica

La mayorade estos clusters presentaron altos niveles de admigkoepto por el cluster. 3
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Figura 3.1. Particiones de STRUCTURE dedfle 2 a 5
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il '-.'.h______* ]

Los clusters obtenidos fueron testeados con AMOVAs, lagooidn de la varianza
explicada por diferencias entre los grupos testeadosciscdsta Atlantica, costa Pacifica y
region Fueguina, incluyendo las colonias de agua dulce fue, 046 p < 0.01) y el k
global fue 0.047( < 0.01); cuando las colonias de agua dulce fueron excluigégserde

0.021 < 0.01) y el Kt global disminuyé a 0.012 E 0.24).
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Figura 3.2 Resumen de la estructura genéticdPdatriceps.a) Localidades muestreadas. Los circulos
rellenos (negros) indican las localidades analizades pa&rosatélites y ADNmt, y los circulos vacios
indican colonias analizadas solo para microsatélitd3etd)de haplotipos mitocondriales obtenida con
NETWORK, y la frecuencia de cada haplotipo. Los graficosod®m indican la proporcion de cada
haplotipo encontrado en cada colonia. c) Bar-plot de STRIREIK = 4. Los cuadros punteados sobre

el mapa representan a cada cluster obtenido.
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(c) Clusters basados en microsatélites K = 4

Q Hmumfﬁwmnl

il

Q Q§ 3 N4 L Q,o Q‘f Q S § qQ < S
Cl1 C2 C3 C4

Los estimadores clasicos de diferenciacion poblacidedk; y Rsfueron de 0.048K
< 0.01) and 0.06R < 0.01) respectivamente. El valor global dg:fDe de 0.108 (Stand. err.

0.002, 95% CI: 0.0% 0.14).Cuando las colonias de agua dulce fueron excluidas del analisis
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todos estos valores disminuyeron practicamente a lal.nhita Tabla 3 muestra, de forma
comparativa, todos los valores de los estimadores ifdeenciacion poblacional global
obtenidos par®. atricepscon y sin lagos, y paf magellanicus

Tabla 3.4.Valores globales de estimadores de diferenciacién gangblacional d®. magellanicuy

P. atriceps.Para esta Ultima se muestran los tratamientos concpkinias de agua dulce

Estimadores de diferenciacion poblacional

Agrupamiento Bayesiano Estimadores Clasicos
-log* AK?® LnPr(X | K)* £ R: D ot
Especies (BAPS' (STRUCTURE (STRUCTURE st st est st
P. magellanicu: 5 2/4 4 0.10 0.14 0.112 0.92
P. atriceps 2 2/4 4 0.048 0.06 0.108 0.56
P. atriceps 1 2 2 0.024 0.031 0.05 0.49

(sin lagos)

1 Basados en microsatélites. + Basados en ADNm
Los métodos de agrupamiento Bayesiano muestran la paxijmiiina obtenida con cada método

Los valores en negrita indican significancia al noeP < 0.001

Los valores de las comparaciones pareadasgdieidfon desde 0 a 0.24 los dg R
fueron de 0 a 0.20. Tanto &n atricepscomo enP. magellanicuse observé que un mayor
namero de valores desfRieron no significativos en comparacion cqp lBego de realizar las
correcciones por comparaciones multiples B-Y FDR (Apgndi.b). Esto no es del todo
sorprendente, debido a que Balloux & Goudet (2002) demostraron.esenkejor estimador
de la diferenciacion poblacional que Robre todo en aquellos casos en los que se cuenta con
bajos tamafios muestrales y cuando la diferenciaciéragiobbl es moderad&l arbol no-
enraizado de neighbor-joining basado en distanciasidauestra la clara diferenciacion de

las colonias de agua dulce, Nahuel Hyay@éehuin (Figura 3.8
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Figura 3.3. Arbol no-enraizado de neighbor-joining basado en distarte F;

YE

Los test de Mantel arrojaron evidencia de aislamieptodistancia en esta especie
Sin embargo, no se observo ningun efecto de la masa eatatinsobre el grado de
diferenciacion genética. Debido a que los valores deolaslaciones fueron muy similares,
tanto cuando se utilizaron las distancias geograficadiamths entre colonias: r = 0.3g £
0.001) como cuando se utilizaron las distancias corregidas,ngnmo que las colonias se

distribuyen en linea recta a lo largo de la casta0.31 f = 0.027) (Figura 3.4).

Figura 3.4. Mantel test, mostrando la correlacion entre las oestrde distancia geografica (Km) y

distancia genética (Fst). a) Utilizando una matriz dealishs geogréficas euclidianas. b) Utilizando

una matriz de distancias geogréficas corregidas.

El} 2,000 -
r=0.34 (p = 0.001)
= 1500 ", = A .
= » A e
) - & . - - "
% S _ —
e - = - - o e
54,000 7 ol _F_,:--f
- ¥ e . -
= -_% Ll
= ol Tana Rt aes * @
=1 - o o T=
so0-{ P - - . é
ey, =* » _*® -
-~ Py ™ i
as ® ) - - -
o -8 R . T r T
0.00 008 0.1 oA 020 028

Dist. genética (Fst)

63



b) 3,000
" - * r=0.31 (p = 0.027)
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3.4.3 Historia demografica y flujo génico basado en microsatélites

No se encontr6 evidencia de que ninguna de las unidades demagcafisedderadas
aqui (i.e. clusters obtenidos con STRUCTURE) haya sufridougllo de botella recientel|
test de Wilcoxon resultoé en todos los casos en \albep > 0.05.

Esta especie se ajustdé con mayor probabilidad, al modefojoegénico de tipo-n-
islas (M1) (Figura 3.5). EI modelo dstepping-stondM2) qued6 en segundo lugar, ¥ e
modelo con menor probabilidad resulté ser el de panmixig.(EI3hecho de que el modelo
de flujo génico con mayor probabilidad haya sido el de tifglas; implica que el flujo
génico a través de la masa continental y por sobre IdesAmcurre, y en tasas mayores a las
esperadas previamente. Evidencia de esto también fue edeo@tfa magellanicus

Las tasa de migracionmf promedio, cuando las colonias de agua dulce fueron
excluidas de los andlisis, resulto ser: 0.105 (Cl 95% 0.@714), con valores que fueron
desde 0.0058 (Cl 95% -0.00530.016) a 0.287 (Cl 95% 0.238 0.337); y cuando las
colonias de agua dulce fueron incluidas la tasa de migracidnedio disminuy6 a 0.056 (CI
95% 0.021- 0.091). Esto ultimo se debid principalmente, a las bagas tde migracion que

la colonia de Lago Yehuin mostré con el resto de las pobleas. Se consideraron a los
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resultados sin las colonias de agua dulce como mas reptesente la poblacion global de
P. atriceps son estos resultados lo que se muestran en la Figunashf,los que usaremos
para realizar las comparaciones cBn magellanicus(cabe recordar que ésta ultima no
presenta colonias de agua dulok)pesar de la diferencia en magnitudrdeentre éstas dos
especies, ambas mostraron dos patrones de fuente-sueideomnun: (i) La costa Pacifica
actuaria como fuente de la costa Atlantica, y (ii)elgidn Fueguina actuaria como fuente de

las costas Atlantica y Pacifica (ver Figura 2.7 del aéplt y Figura 3.6).

Figura 3.5. Modelos de flujo génico testeados. Debajo de cada medalbserva la probabilidad final
(P) obtenida para cada modelo. Los colores representatusters obtenidos con STRUCTURE, las
flechas indican las conexiones de flujo génico. Mlasni@lelo de tipo-n-islasvi2 es el modelo de

stepping-stong M3 es el modelo de Panmixia. El rectangulo rojo im@lcmodelo mas probable.

N\
M1 M3
P=0.25 P=0.20 P < 0.0001
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Figura 3.6. Tasas de migraciénmj obtenidas con BAYESASS. En gris claro se observa una
representacion esquematica de Patagonia. Los circydmsseatan las 3 poblaciones y las flechas la
direccion del flujo génico. Los valores en negrita cgoasen a valor medio de flujo génico y entre

paréntesis, debajo de cada valor se muestra su desviGeeg@EDj
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3.4.4 Resultados de los analisis de ADN mitocondrial

Se observo un bajo nivel de variacion genética para estador. Esto mismo ha sido

previamente reportado en otros estudios en los que seaaoalimiembros de la familia

Phalacrocoracidae a nivel intraespecifico, en los susde analizaron genes de ADNmt

codificantes para proteinas (e.g. Waits et al. 2003, Barlaiv 2011).

Se encontraron 7 haplotipos, todos ellos defirieronn solo paso mutacional entre si

(transiciones). La diversidad haplotipicas total (Hd) fue @.®&6variacion nucleotidica total

(m) fue 0.002. Las colonias que mostraron la mayor diversidddtf@pas fueron Punta Ledn

(0.71), Isla Chata (0.73) y Pico Quebrado (0.75). La coloni®uga Ledn presenté dos

haplotipos exclusicvgsy la colonia de Isla Becasses también presenté dostimasiono

observados en otras colonias. Los resultados de las AM@\diksron que una proporcion
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significativa de la varianza genética puede ser explicadaifevencias observadas entre la
costa Atlantica, region Fueguina y costa Pacifigas 0.26 0 < 0.05) yds= 0.56 < 0.01),
cuando las colonias de agua dulce fueron excluidas delian@lis= 0.28 p = 0.06) y®g =
0.49 p < 0.01). Es importante mencionar que dg mas altos se obtuvieron cuando las
colonias de Islas Malvinas fueron incluidas en la cAdtmtica, y no en la region Fueguina,
como se observé en los agrupamientos basados en mictesdtél test de Mantel para este
marcador no mostraron relaciones significativas elageamatrices de distancia geografica y
genética, ni cuando se utilizaron las distancias geogséfinalidianas, ni las corregidas, r =
0.019 p = 0.09) and r = 0.061p(= 0.35), respectivament€éampoco las redes de haplotipos
obtenidas por median-joinindrigura 3.2b) ni los arboles de maximume-likelihgoabstraron
alguna evidencia de estructura filogeografica en estaiespemo asi tampoco los arboles de
neighbor-joining obtenidos a partir de las distanciasbgdeentre pares de colonias (figura
3.8b). En los arboles dmaximum-likelihood los haplotipos de las Costa AtlanticagiBe
Fueguina y Costa Pacifica aparecieron como una politooni@suéa, solo un haplotipo de
la colonia de Punta de Leon difirid del resto (Figura)3Bado esto resultd bastante diferente
a lo observado en sagecie hermand. magellanicus en la cual encontramos clara

evidencias de estructuracion filogeografica (seccion 2.4 .dagéuloll).
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Figura 3.7. a) Arbol de Neighbojeining representando las distancias de ®g entre pares de colonias. b)
Arbol de Maximum-likelihood mostrando la relacion entig haplotipos de la costa Atlantica (CA),
regioén Fueguina (RF) y costa Pacifica (CP). El asterisco (*¢andh haplotipo Unico de Punta Leén y
el outgroup se indica con (0g).

a) b)

AC
PC

FR

100

=

3.5 DISCUSION

3.5.1 Estructuracion genética y flujo génico eP. atriceps Aspectos en comun con

P. magellanicus

Se esperdba encontrar una débil o nula estructuraciéniogerieh caso de haber
diferencias genéticas significativas, esperabamosnéadas entre las colonias de la costa
Atlantica (CA), region Fueguina (RF) y costa Pacifi€#). En cuanto al modelo de flujo
génico, esperabamos que se ajuste a un modedteplgingstone siguiendo las lineas de la
costa, sin esperar encontrar evidencia de flujo génitawes de la extension de masa
continental que separa las costas Atlantica y Pacifica.

Conforme a lo esperado se encontré una débil estructurgeidica erP. atriceps

sobre todo si se compara con su especies herfanagellanicugdiscutido mas abajoyin
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embargo, se encontrd evidencia de la existencia deelwgtupos genéticos hipotetizadyge
gue se encontraron diferencias significativas coincidec@ &stres mencionadas regiones
geograficas, esto fue respaldado por los andlisis de AMOVA®rylos agrupamiento
Bayesianos (Figura 3.2c)

Con respecto al modelo de flujo génico al que se aRustéricepsa pesar de que los
datos de microsatélites mostraron evidencia de aislamipot distancia, lo cual seria
evidencia de que esta especie se ajusta a un moddtem@ng-stonesegun el cualal
conexion entre colonias ocurriria siguiendo la linea dedatas marina$or otro lado, y en
sentido opuesto, otros resultados obtenitogo de microsatélites como de ADNmt, sugieren
que P. atriceps sigue un modelo de flujo génico de tipo-n-islas, en el aquast las
poblaciones pueden intercambiar migrantes entre si sin nsaggsticciones. Esto implica
gue el flujo génico entre las colonias de la costa Atiant Pacifica podria ocurrir de forma
directa.

La mencionada estructura genética global, en la que laegpaeslen distinguir tres
regiones: CA, CP y RF, fue observada tantdPemtricepscomo @& P. magellanicuscon
algunas salvedades para cada una. Un punto en comumamn euestas salvedades, fue el
relacionado con las colonias de las Islas Malvinas, ledes en ambos casos fueron
agrupadas con la CA en base a los datos de ADNmt, sin emloarguoicrosatélites las
agruparon con la RF. Esto sugiere una relacion historit@sdmlonias de Islas Malvinas con
la CA, pero una mayor tasa de flujo génico recientelaoRF. Otro punto a destacar con
respecto a esta estructura general, observada sBloagticeps esuvo relacionada con que el
Lago Yehuin resultd ser un cluster genético diferelacidel resto (la relacién de las colonias
de agua dulce con las marinas se discutirA mas abajofu&nto aP. magellanicusse

encontré evidencia desde los microsatélites de questa &ilantica est@a constituida por
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dos subgrupos, correspondientes a las provincias de Chubntay&uz (discutido en detalle
en el capituldl).

Con respecto al modelo de flujo génico al cual se ajuBtaratricepsy P.
magellanicus la evidencia resulté algo contradictoria en ambfagesar de que las dos
presentaron evidencia de aislamiento por distancia, @en&g evidencia que respaldo el
hecho de que estas especies se ajustan a un modelo deasigp®-Este resultado implica que
el flujo génico a través de la masa continental yspbre los Andes ocurriti&sto ya ha sido
observado en otras especies de aves marinas, donde andsndie tierra similares han
demostrado ser barreras efectivas, pero no absolutaslgarg génico (e.g. Morris-Pocock
et al. 2011, Bicknell et aR012). En nuestro caso, a pesar de encontrar diferenciascgsnét
significativas entre las colonias de las costas Atlanyi Pacifica, tanto e. atricepscomo
enP. magellanicusotras fuentes de evidencia indepemtis relacionados a analisis basados
en microsatélites, mostraron que el flujo génico directtveecostas podria ocurrir. Por
ejemplo, los andlisis de agrupamiento Bayesiano, logsumabstraron que las colonias de la
CA tienen un alto grado de ancestralidad comun cocolasias de la CP (ver Figuras 2y2c
3.2c). Por su parte, las simulaciones coalescentesind que el modelo de flujo génico con
mayor probabilidad es el de tipo-n-isidsguras 2.6 y 3.5). Al mismo tiempo las tasas de
migracion recientenf) también respaldaron este patron, sobre tod®. etriceps(Figuras 2.8
y 3.7). Estas evidencias fueron comund3. anagellanicug/ P. atriceps enel caso de esta
Ultima especie, el patrén también fue respaldado por tiemsia de ADNmt, dado que se
pueden observar que los haplotipos | y Il son compartidwse ambas costas (Figura 3.2).
Por otro lado, erP. atricepsel efecto de la masa continental como barrera al fiéjoico
resultd ser menor, ya que aqui no se observaron mifageentre los test de mantel cuando se

utilizaron las distancias geogréficas Euclidianas y istaugcias geograficas corregidas. Por lo
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tanto, a pesar de que para ambas especies la masa cahtinagesulté un barrera absoluta a
flujo génico, esta claro que el efecto que ésta tiene Solmagellanicug®s mucho mas fuerte
que el que tiene sobre. atriceps debido a que en la primera si se observd una clara
diferencia entre los test de Mantel al utilizarseds$tancias Euclidianas y las corregidas (ver
seccion 2.4.2 y Figura 2.5)

Otro punto en comun entre ambas especies, aunque magrtRratriceps es que
presentaron patrones similares de relacion fusatedero entre las poblaciones, segun los
cuales, (i) la costa Pdida actuaria como fuente de las colonias de la coiatidg, vy (i) la
region Fueguina actuaria como fuente de las costas AHlantacifica. El primero de estos
patrones, en el que el flujo génico ocurriria de oestéea @sdria explicarse por la particular
topografia que presenta el suroeste Patagonico, donde eearbfiumerosos fiordos y
canales que introgresan en el continente (Coronata 20@8), lo cual podria facilitar el
acceso de las aves marinas (fuertes voladores y dep@sdientuerpos de agua) a los lagos
Andinos, y luego a los gndes rios que cruzan la Patagonia fluyendo de oeste geagptRios
Chubut y Santa Cruz). Otro aspecto a considerar egselecthn prevalente de los vientos en
esta misma direccion (Gaiero 2007). Todos estos factaresogjunto facilitarian el
movimiento dispersivo desde el Pacifico hacia el AtlantiEristen algunos reportes de
individuos deP. atricepsobservados en el medio del continente lejos de laax(Svagel] &
Quintana, com. pers.), aungue no se encontraron rearéares pard. magellanicuskl
movimiento de oeste a este, incluso por encima de los @&hdes (i.e. provincias de
Mendoza y San Juan), ya fue reportado en otras especa@esigoor ejemplo en el pelicano
peruang Pelecanus thagug¢Elias 2008) y también en los loros barranque@snoliseus
patagonugMasello et al. 2011). Por otro lado, el patrén de movimidatsur a norte, resulta

masféacil de explicar, dada la tendencia de estas aves a saokiacia bajas latitudes durante

71



los periodos post-reproductivos (Orta 1992, Nelson 2005), estoo Gitionementaria las
chances de individuos de altas latitudes de ser reclutadosgpaoducir en colonias de bajas
latitudes. Reportes recientes de aves anilladas en laizdle Punta Ledn (Chubut) muestran
gue estos cormoranes pueden alejarse por mas de 300 kraitie de nifificacion durante la
etapa invernal F Quintana y W. Svagelj datos inéditos). Datovenientes de sensores de
temperatura del agua colocados en individuos reproductorbgetaimdican un amplio rango

de dispersion de los individuos durante la etapa no repred(ktarris et al. 2013).

3.5.2 Patrones contrastantes de diferenciacion poblacional entire atriceps y

P. magellanicus

A pesar de los mencionados aspectos en comun, en @kEnéstructuracion genética
de estas especies, también como era esperado se awconadas diferencias. Como se
mencionod previamente todés estimadores globales de diferenciacion genética pob&lci
fueron significativos en ambas especies, sin embargo aesulsiempre mas bajos én
atricepsque enP. magellanicugTabla 3.4) Hasta el momento, solo tres estudios realizados
en especies de Phalacrocoracidae han reportado valords; dgobales basados en
microsatélitesP. auritus,Fs; = 0.05 (Mercer 2008). aristotelis F; = 0.055 (Barlow et al.
2011) yP. harrisii, Fst= 0.097 (Duffie et al2009). En comparacion con estas trResatriceps
presentod el valor mas bajo de(B.048)y P. magellanicugl masalto (0.10) A pesar de que
no es recomendable comprar valores depfovenientes de diferentes estudios (Jost 2008,
Meirmans & Hedrick 2011), éste es todavia el estimador de difac@nt genética
poblacional mas frecuentemente reportado, y ésta confpasiice para ilustrar los patrones

contrastantes de estructuracion entre nuestras espeditsrds.
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En lo que respecta a los resultados de agrupamiento Bayesibtenidos con
STRUCTURE, a pesar de que ambas especies presentaron eno mguivalente de clusters,
las diferencias radicaron en el patron atémixture es decir en la probabilidad de cada
individuo de pertenecer a un cluster, ¢natricepsmostrando valores promedio de Q mas
bajos queP. magellanicusLos bajos valore® y por ende altos niveles @d@mixtureestan
relacionados a altas tasas de flujo génico, y estdofgee se observé dp. atriceps A su
vez, en ambas especies encontramos cierta ambigiiedathentiferentes metodologias para
estimar el valor optimo de clusters genéticos. Paradasb de STRUCTURE, se ha
demostrado quesl método de EvannoAK) es mas preciso cuando la diferenciacion
poblacional es fuertenientras que LriPr(X | K) es mas util cuando la diferenciacion es débil
(Waples & Gaggiotti 2006). Por lo tanto, la deasiias acertada es la de utilizar las mayor
cantidad de lineas de evidencia posible para estimardadera naturaleza de la estructura
genética en poblaciones salvajes (Evanno et al. 2005, €ath2006). En este caa& y Ln
Pr(X | K) respaldaron la existencia de cuatro clusters gmiseli esas fueron las particiones
gue se consideraron representativas para ambas espagugay 23c y 32c).

Otro aspecto en el que estas especies divergieron maeaeaesta relacionado con la
estructura filogeografica, dondRe atricepsno presenté ningun tipo de estructuracion, debido
a que ni las redes de haplotipos mitocondriales (Figura $i2l)s arboles denaximum-
likelihood (Figura 3.8b) mostraron evidencia de esto. Todo lo contraciarrié en P.
magellanicusdonde encontramos una clara estructuracion filogeogiida que grupos de
haplotipos reciprocamente monofiléticos coincidierom iegiones geograficas discretas (i.e.
CA, CP y RF) (ver Figura 2.8a, y seccion.2.8el capitulo II).

Edos patrones de estructuracidon genética contrastantascatsistentes con las

historias de vida de estas dos especies. La fuerte estrutiservada eR. magellanicus
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tanto desde la evidencia de microsatélites como del ADNmecpaeflejar la tendencia
general a permanecer en las cercanias de sus colonigamp®rde los individuos de esta
especie durante los periodos post-reproductivos (Punta2008, Sapoznikow & Quintana
2008) y durante los viajes de forrajeo (Quintana 1999, Quintana Z¥bznikow &
Quintana 2003). El limitado flujo génico que existePemmagellanicugpodria estar mediado
por machos juveniles, debido a la practicamente nula evalédechaplotipos mitocondriales
compartidos que observamos entre los tres principaleterdugenéticos (Figura 2.2y,
porque se ha observado que los individuos juveniles son loseqen tmayor tendencia a
abandonar las colonias (Sapoznikow & Quintana 2008). En el dad®. atriceps su
tendencia a alejarse de las colonias durante los viajésrdgeo (Sapoznikow & Quintana
2003) y la marcada tendencia a abandonar las colonias elul@t periodos post-
reproductivos (Rasmussen 1994, Punta e2@)3, Svagelj & Quintana com. pgrgesultan
una explicacion bastante probable para los elevados sigeldlujo génico y para la débil
estructura genética observada

Debido a que la consecuencias de la dispersion post-repr@dyali amplio campo de
accion en el mar durante los viajes de forrajeo, dar@e incrementar las chances de los
individuos de ser reclutados para reproducir en coloniaedifes a las natales, resulta un
poco dificil determinar cuél de estos es el mayor responsiEblgenerar las diferencias
observadas aqui. Sin embargo, Friesen et al. (2007a) daroasque la distribucién durante
los periodos post-reproductivos es el factor mas infligygrcon mayor poder de prediccion
de la presrcia de estructura genética y filogeografica en otrosdexaves marinasjdemas
se ha observado que el comportamiento de forrajeo,igalmente enP. atriceps puede
variar mucho dependiendo de la disponibilidad de alimento lg déicacion de la colonia

(Sapoznikow & Quintana 2003). Todo esto nos da la pauta de gigtribugion durante los
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periods pos-reproductivos es el principal responsable de las difaszabservadas entre las
especies aqui analizadas.

Es importante remarcar que el comportamiento dispersbservado erP. atriceps
podria tener consecuencias genéticas contrast®uegjemplo, las colonias localizadas en
lagos, representan una gran proporcién de la diferennigmdética entre colonias (Tabla
3.4.), aunque constituyen al mismo tiempo un muy pequefio pgecdatka poblacion global,
la cual es principalmente marina (Orta 1992, Nelson 2005). Ranto, la dispersion y el
concomitante flujo génico, tenderian a homogeneizaaleacion genética en los rangos de
distancia cortos. Sin embargo cuando analizamos la disithiib global, este comportamiento
estaria promoviendo la posibilidad de colonizar nuevos ambjer@sultando en una mayor
diversificacion genéticeEste tipo de conclusiones, dependiente de la escala tigsaran

sido previamente propuestas para aves Paseriformes (BuBreynfield 2009).

3.5.3 Observaciones filogeograficas dn atriceps Patrones comunes con

P. magellanicus

Como se mencion6 previament, atricepsno mostré ningun tipo de estructuracion
filogeografica. Sin embargo, si presenté evidencia de afugstoricos, los cuales coinciden
con los observados éh magellanicusNuestros datos respaldaron la existencia de al menos
dos refugios para estas especigsJf refugio localizado en el noreste Patagdnico, como er
esperado, coincidente con el limite norte de la distidibuactual de estas especies en la costa
Atlantica. La presencia de haplotipos exclusivos de ADBIs unade las sefiakde que esta
region habria actuado como refugio, en el cas®.demagellanicusesta observacion estuvo
respaldada ademas por la evidencia de microsatélites (alteles de riqueza alélica y

heterocigosis esperada). (ii) La region Fueguina tanpméece haber actuado como sitio de
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persistencia durante las glaciaciones ocurridas erest®&deno; por ejemplo las colonias de
Tierras del Fuego y las Islas Malvinas presentaron lgomequeza alélica y la mayor
heterocigosidad esperada, en relacion al resto de lasias| consistentes con evidencia de
refugio. Estas mismas regiones Patagodnicas ya haldanegiortadas como zonas de refugio,
tanto para plantas como para vertebrados terrestresaffe\vesSésic et al 2011). Esto tiene
sentido si se considera la evidencia Paleoclimatoléogeguin la cual las tierras bajad de
noreste Patagonico permanecieron libres de hielos gagciapareciendo también como una
de las regioremas estables y menos afectada por los intensos cantibasotdgicos que
afectaron a la Patagonia durante el Pleistoceno (Clappd©993, Rabassa et &005).
También existe evidencia de que la region este de la I19leeda del Fuego permanecio libre
de hielos glaciales durante el mismo periodo (Rabassd @011). Por lo tanto parece
razonable que muchos organismos, incluyeadsstas dos especies de cormoranes, hayan

usado estas dos areas como refugios.

3.5.4 Conservacion e implicancias taxonémicas paR atriceps

Los datos de microsatélites sugirieron una fuerte difereidcigyenética para dos de las
tres colonias de agua dulce analizadas (i.e. Lagos Nahueli Muéehuin), como puede
observarse en el arbol deighbor-joiningbasado en distancias dg (Figura 3.4). En el caso
de Lago Yehuin esta diferenciacion también fue evident@®rmanalisis de agrupamiento
Bayesiano (Figura .2c). Se ha reportado que los individuos deaestlonia, presentan
también una clara diferenciacion morfolégica con retsp@ sus con-especificos. En
particular, presentan tamafios corporales grdyllas nasales significativamentmés
pequefias, sugiriendo esto adaptacion fisioldgica a la vidgudedulce (Rasmussen 1994).

pesar de que se desconoce el estado demogréafico de estia,coliestros datos genéticos
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sugieren que ningun cuello de botella ha afectado a esta ipobéacel corto plazo. Por su
parte, los individuos del lago Nahuel Huapi también preseatifarencias con respecto a las
poblaciones marinas, se ha observado que estos individutenagm riscos, en lugar de
hacerlo sobre las habituales superficies planas (Rasmi89d). También se ha reportado
qgue prefieren alimentarse de crustaceos, dejando a losqmuespresa secundaria (Casaux
et al.2010) opuesto a lo que ocurre en las poblaciones marinas dondedsssoa el item de
alimentacion principal, y los crustaceos el secundaridgéBella et al. 2008, Yorio et al.
2010). La situacion demografica de esta colonim@sr conocida, y ha sido observada como
localmente en peligro de extincion (Casaux et28l10). La aparente adaptacion a los
ambientes de agua dulce, la diferenciacion en marcadore@\Dd¢ neutrales (i.e.
microsatélites) y su distribucion altamente restdagi podrian estar reflejando cierta
segregacion y aislamiento genético de las poblaciones dedadeea con respecto a las
marinas. A partir de estas observaciones se sugerie que estas doiasale agua dulce sean
consideradas como diferentes unidades de manejo, indepesdiel resto de la especie
(sensuMoritz 1994). En el caso de la colonia de lago Yehuin,videacia morfologica,
ecologica y genética, sugiere que esta poblacion seaemua como un linaje evolutivo
independiente (de Queiroz 2007), nuestros resultados ademaklaesfa propuesta hecha
por Rasmussen (1994), de considerar a esta poblacion coraohespecie diferente

Por otro lado, no encontramos evidencia que respalde eis stakonomico de
subespecies paR atriceps atricepy P. atriceps albiventerlas mismas se distribuyen casi
simpéatricamente a lo largo de las costas patagonicagu@@@xiste cierta segregacion, segun

la cualP. a. albiventeres mas frecuente en la costa Pacifica, costa da Samz y region

Fueguina, siend®. a. atricepsmas frecuente en la costa de Chubut (Rasmussen 1991), sin

embargo la evidencia genética, de ADN nuclear y mitocdndr@ reflejé6 esta supuesta
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segregacion. Ademas, en la mayoria de las colonias pusgevatsea ambas variantes
reproduciendo juntas, ecluso formando parejas “hibridas” (Rasmussen 1991, 1994), los
datos comportamentales (Siegel-Causey 1986) y morfolégRasmussen 1991, 1994)
tampoco respaldaron esta distincion. Tampocem®ntrd evidencia que respalde a las
colonias de Islas Malvinas como una subespecie difereoteo habia sido propuesto por
Devillers & Terschuren (1978). Aunque éstas Ultimas si mustraevidencia de
diferenciacion genética basada en las comparacioneadaar de f(Apéndice 5.5 ningura

de las subespecies emergid como un grupo monofilético, ni tampasoocun cluster
diferente en los analisis de agrupamiento Bayesiano.eBamen, los resultados aqui
presentados son coincidentes con los de Rasmussen (19%4jieyes que todas éstas

comprenden simples variaciones de coloPdatriceps

3.5.5 Conclusiones y comentarios finales

Encontramos evidencia de una relativamente débil estrudnragnética enP.
atriceps encontrandose diferenciacion genética significativaeetds CA, RF y CP. Se
demostré queP. a. atricepsy P. a. albiventer son simples variantes de coloracionRle
atriceps,en acuerdo con los estudios previos. Por otro lado, enctod que las colonias de
agua dulce presenten una fuerte divergencia genética comtoespéas colonias marinas,
coincidiendo ademas con la presencia de diferencias a mogbldgico y ecoldgico. En
particular recomendampsoincidiendo con Rasmussen (1994), que la poblacion de Lago
Yehuinsea considerada como una subespecie diferente.

Desde el punto de vista comparativo se observoRjuatricepsy P. magellanicus
presentaron patrones genéticos en comun, como por ejdagptres regiones previamente

mencionadas. También se observdé que ambas siguen un modé&lg dgehico de tipo-n-
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islas y serian capaces de dispersar por encima de tesAna través de la masa continental.
Por lo tanto, ésta gran extension de tierra constpaya ellas una barrera efectiva, pero no
absoluta para el flujo génico.

Sin embargo, y como era esperaBoatricepsy P. magellanicusgambién presentaron
patrones contrastantes. Como se puede ver en el presdfitds comparativo, en el que se
estudiaron dos especies hermanas de cormoranes, ampéiaroatistribuiés y por lo tanto
coincidiendo en espacio y tiempo, se puede observar qusadgee haber sido afectadas por
los mismos eventos geoldgicos, sus patrones de estrugtuggsiética son bastante distintos
y los patrones de estructuracion filogeografica totalmempteestos Sus historias de vida
contrastantes, con una mayor tendencia a la dispepsiét-reproductiva eR. atriceps en
comparacion corP. magellanicus,seiia el factor responsable de generar las diferencias

observadas.
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CAPITULO IV

RELACION TAXONOMICA Y DEMOGRAFICA ENTRE EL CORMORAN

ANTARTICO (Phalacrocorax bransfieldensis) Y EL IMPERIAL (P. atriceps)

4.1 RESUMEN

El Cormoran Imperial Rhalacrocorax atricepses una especie politipica que presenta al
menos seis subespecies, que conforetamupo de los ‘cormoranes de ojos azules’. La mayoria d
estas subespeciestan definidas en base a variaciones en el patrén de coloracénegcuentran
confinadas a pequefas islas distribuidas circumpolarmente leame$ferio sur. Aqui se prestara
atencion a una de éstas subespeélbalacrocorax[atricepg bransfieldensigCormoran Antartic
cuya distribucion se restringe a la Peninsula Antartica e IdlaiaBd del Sur. Su restringida
distribucién, sumada a varias particularidades morfolégicas y ctempentales, provocaron cierta
controversia con respecto a su status taxonémico, proponinedoss#ajgeaeconsiderada una especie
diferente, de hecho en la actualidad el nhombre aceptado wtitidsdo para referirse al Cormoran
Imperial es el d€halacrocorax bransfieldensig éste es el nombre que utilizaremos aqui. Se analizé
la relacién taxonémica y demogréfica erfrébransfieldensiy P. atricepsdesde el punto de vista de
la genética de poblaciones vy la filogeografia, utilizando evideleclaDN nuclear (8 microsatélites) y
de ADN mitocondrial (ATRsa 657 pb.). Se obtuvieron muestras de sangre de doce individgos (n
12) de Cormoran Antartico. Las muestras fueron obtenidas ecolorda localizada ela Isla Nelson
(62° 18°S, 59° 03°0), la cual pertenece al archipiélago de las Islas ShetldrBudelLos analisis de
agrupamiento Bayesiano identificaron a estos individuos como urrchlisérenciadpseparandolo
del resto de las colonias muestreada® datriceps Esto fue soportado por los altos y significativos
valores de ky Ry pareados, y los andlisis de AM@YLa evidencia de ADN mitocondrial mostro
gueP. bransfieldensigposee un haplotipo Unico, no encontradd®eatriceps que se diferencia por
una mutacion de tipo transversianbh evidencia genética recopilada en éste trabajo, suméaa a
evidencia morfolégica y ecolégica, y a su distribucidn sumamermsteingda, sugiere qué.

bransfieldensigs una unidad demografica y evolutivamente independieReataceps.
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4.2 INTRODUCCION

La regidon Antértica es considerada la region mas haedtiplaneta para la subsistencia
de la vida. Constituye la regiobn mas ventosa y fria del mwuaidenendo al mismo tiempo
la capa de hielo mas extensa y gruesa del planeta, lautural mas del 97 % dei superficie
(Bargagli 2005). Esta regién se encuentra incluida casuemotalidad dentro del Circulo
Polar Antartico, con la Unica excepcién de la Peninsutarfica (Bargagli 2005). Por estar
por fuera del Circulo Polar y a méas baja latitud, =d@iones climéaticas de esta Peninsula
y de las islas que la circundan (e.g. Islas Shetlan8wglson mas benévolas para la wda
menos extremas que en el resto de la region (Bargagli.2005)

Se estima que la separacion entre el continente AatdrtAmérica del Sur comenzo
hace ca. 41 millones de afos (Scher & Martin 2006), y sepletdncon la formacion y
profundizacion del pasaje de Drake hace 33,4 millones de aasqlaitrermore et al. 2005).
Debido a esta abrupta separacion, es que la diversificacitas @species distribuidas a lo
largo del hemisferio sur ha sido explicada mayormentd eraeo de eventos de vicarianza
coincidentes con este evento. Sin embargo, el fendmedsakrsion ha entrado fuertemente
en la discusion, como explicacidon alternativa pararalgue los patrones de diversificacion
observados a lo largo de la regién Antartica (Rogeral.e2012). La implementacion de
herramientas moleculares ha sido de gran ayuda para petleguir con mayor precision
cudl de estas fuerzas esta actuando en cada caso arlgrartic

Aqui se tratard de determmaudl es la relacion taxon6mica y demogréfica entre
PhalacrocoraxbransfieldensigCormoran Antéartico) yPhalacrocorax atricepgCormoran
Imperial). Como ha sido mencionado previameRtegtricepses una especie politipica con al
menos seis subespecies que conforman el grupo dentasranes de ojos azules’ (Murphy

1936, Orta 1992, Nelson 2009n este caso prestaremos atencién a la relacion entre la
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subespecies Patagonicas del Cormoran Impdrigtficeps atricepy P. a. albiventey, y el
Cormorén AntérticoR. bransfieldensis Nos referiremos a las subespecies patag6nicas con
su nombre nominaR. atriceps(Rasmussen 1991994, ver capituldll de ésta tesis).

En lo que respectaR bransfieldensida misma presenta una distribucién restringida
a la peninsula Antértica y a las Islas Shetland del Syegar de su acotada distribucion
geogréfica se puede decir que es relativamente abundante, presentanti®, @00 parejas
reproductivas (Nelson 2005). ElI Cormoran Antéartico presentaasvaparticularidades
morfologicas y de comportamiento que fueron las que bevar su distincion. Desde la
morfologia las medidas morfométricas (i.e. largos de cola, tgiso,y ala) sugieren que los
individuos antarticos presentan un tamafo corporal prionmedls grande que los patagonicos
(i.e. P. atricep$ (Siegel-Causey & Lafevre 1989, Casaux & Baroni 2010), y queeptan
glandulas nasales mas prominentes (Nelson 2005). Tambiéa s&icontrado evidencia
osteoldgica soportando esta distincion, mas precisan®etel-Causey & Lafevre (1989)
describieron cinco caracteres osteoldgicos (cranealesyliferencian al Cormoran Antartico
del Imperial. Ademas se han observado numerosas difesedeisde el punto de vista
comportamental, en lo que respecta al cortejo, alenantento de lazos de pareja y al uso
del tiempo (Bernstein & Maxson 1982a, 1982b, Siegel-Causey 1986).

Existe cierta controversia en lo que respecta al rangmdanico y a la denominacion
del Cormoran Antértico. A pesar de que Murphy (1936) la nombrdo Phalacrocorax
[atricepd bransfieldensis,considerandola una subespecie Rle atriceps Posteriormente
algunos autores (e.g. Siegel-Causey & Lafevre 1989), propogigre se la considere como
una especie diferente, basandose en las evidencias nafaso Actualmentia mayoria @
los autores se refieren al Cormoran Antértico caroeibre dd’halacrocorax bransfieldensis

(e.g. Orta 1992, Nelson 2005, Remsen et al. 2012), y ésta@sibte aqui utilizado
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El obejtivo de este capitulo serd el de esclarecerrédaciones taxonomicas vy
demograficas entre. bransfieldensiy P. atriceps En caso de quie. bransfieldensisea una
unidad evolutiva y demograficamente independiente esperamostear, desde el punto de
vista de la genética de poblaciones dfig:aparezca como un cluster diferenciado en los
andlisis de agrupamiento Bayesianos, (ii) con valoreesignadores de diferenciacion
poblacional altos y significativosiji) acompafiado de bajos o nulos niveles de flujo génico.
Desde el punto de vista filogeogréfico (iv) se espera qumdbdaduos deP. bransfieldensis
aparezcan como un grupo monofilético. En caso de exigiimal diferenciacion genética
entre éstas, intentaremos determinar si la misma es prodactm evento de vicarianza
producto de la separacion des tontinentes Antartico y Sud Americano, o si se tratarde

proceso de dispersion posterior a dicho evento

4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Muestreo

Se muestrearon doce individuos (n = 12Ptelacrocorax bransfieldensidurante la
temporada reproductiva 2009-2010, entre los meses de Dicientbnerg. Los individuos
fueron muestreados en la Isla Nelson (62° 18’S, 59° 03°0), la cual es una de las Islas Shetland
del Sur(Figura 4.1). Se obtuvieron muestras de sangre de la vena drdquindividuos
adultos, se muestred un individuo por nido. Las muestragrfyeeservadas en etanol 96%,
las mismas se encuentran preservadas actualmenteladei@n de tejidos de la Division de
Ornitologia del Museo Argentino de Ciencias Naturales (MARAgt). El detalle de las

muestra®btenidas puede verse en el Apéndice 1.b.
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Figura 4.1 Ubicacién geografica de Isla Nelson, Islas Shetlan&uael
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4.3.2 Extraccion de ADN y genotipificacion

Las extracciones de ADN fueron realizas siguiendo el mépoopuesto por Ivanova
et al. (2006), adaptado para columnas individuales (EpoclSktitnces, Missouri City, TX,
USA). Se amplificaron con éxito ocho microsatélitéxD2, PcT3, PcT4, PcD5, PcD6
(originalmente desarrollados paPdalacrocorax carbgpor Piertney et all998); y Cor01,
Cor05 y Cor43 (originalmente desarrollados gatnalacrocorax auritugpor Fike et al2009).
Estos mismos marcadores probaron ser altamente irtfoosgaraP. atriceps(ver capitulo
[ll). En total 12 individuos fueron genotipificados para sstcho microsatélites. Para mas

detalles acerca de la amplificacién de los microsagélier seccion 2.3.2 del capitlilo

4.3.3 Amplificacién del ADN mitocondrial
Se obtuvieron secuencias parciales (657 pares de basse)didbilmidades seis y ocho
del gen de la ATP sintetasa (Ad$3). Se obtuvo la secuencia de este gen para un total de 10

individuos Este marcador ha sido ampliamente utilizado en estuditiiges dentro de la
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familia Phalacrocoracidae (e.g. Kennedy e2@00). Los primers y reacciones de PCR fueron

idénticas a las descriptas en la seccion 2.3.3 del aapitul

4.3.4 Variacion genética de Microsatélites

Se realizaron test para evaluar la existencia de deselogquilibrio de Hardy-
Weinberg (HW), también estimamos la heterocigosidadredda (Ho), la heterocigosidad
esperada (He) y el nimero de alelos; esto se realizdcpda locus y para toda la colgnia
utilizando el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier & Lischer 2010).ftecuencia de alelos
nulos fue estimada con el programa FREENA (Chapuis & Stoup .2@7programa
GENALEX v6 (Peakall & Smouse 2006) se utilizo para obtenatigiero y la frecuencia de
alelos privados, de la colonia de Isla Nelson, con resgelats colonias d@. atriceps. Los
niveles de significancia fueron ajustados para mdultipsparaciones con el método de
Benjamini - Yekuteli (Benajamini & Yekuteli 2001) modificado @al descubrimiento de
tasa de falso@B-Y FDR). El método fue aplicado siguiendo las recomendasi de Narum
(2006). Es importante mencionar que la colonia de Isla NelBorbransfieldensis fue
considerado como una colonia mas e atriceps para estos analisis, por lo que las
correcciones para comparaciones multiples fueronamjal para un total de diecinueve (n =

19) colonias.

4.3.5 Diferenciacion poblacional

Se utilizaron métodos de analisis de agrupamiento Bayssgara estimar el nimero
mas probable de clusters genétidés gubyacentes B. atriceps cuando fueron incluidas las
muestras d®. bransfieldensiglsla Nelson, AN), con el fin de determinar si estas eiaerg
como un cluster diferenciado. Se emplearon dos progrdifeasntes: BAPS v5.3 (Coreander

et al. 2008), y STRUCTURE v2.3.3 (Pritchard et al. 2000, Faltsd. €003) (para mas
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detalles acerca de estas metodologias, y detallles derridas analiticas ver seccion 2.3.5).
Para el caso de STRUCTURE se realizaron corridas pnelies cortas, testeando valores de
K =1 hasta 19 (numero de colonias muestreattasyalores d& > 10 mostraron muy baja
probabilidad a posteriori. Los resultados finales se obuvikiego de realizar 20 corridas
independientes, evaluando de&de 1 aK = 9; cada corrida consistié de 100,000 citdas-

in y 300,000 ciclos de Monte Carlo via cadenas de Markov (MCM@).aplicacion
disponibleon-line STRUCTURE HARVESTER (Earl & vonHoldt 2012) fue utilizadaga
detecta el nUmero de clusters mas probable por medio del mé&edBvanno(AK). La
probabilidad de cada individuo de pertenecer a un clustervdlaes Q) de las 20 corridas,
para las particiones desdé = 3 a K = 6, fueron promediadas usando CLUMPP v1.2
(Jakobsson & Rosenberg 2007) y editadas como imagenes pmyeima DISTRUCT v1.1
(Rosenberg 2004).

Se obtuvieron los estimadores tradicionales de difexeidn poblacional a nivel
global y a nivel de comparaciones pareadas entre coldiigsVeir & Cockerman 1984) y
Rst (Slatkin 1995), los mismos fueron obtenidos con MSATANALYZHReringer et al.
2003) y ARLEQUIN v3.5 (Excoffier & Lischer 2010) respectivamertes valores dep
fueron obtenidos en ambos casos utilizando 10000 permutacignéss valores de
significancia fueron corregidos para multiples comparasaron el métod®Y-FDR (para
mas detalles sobre estos estimadores ver seccion 2A.8%)valores de comparaciones
pareadas desHueron utilizados para construir arboles de UPGMA y Nliizaindo PHYLIP
3.6 (Felsenstein 2005). Se realizaron AMOVAs jerarquicas ARLEQUIN v3.5 (ver
seccién 2.3.5). En particular, se buscaron diferersigsificativas entreP. atricepsy P.

bransfieldensis
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4.3.6 Historia demogréfica. Modelo e intensidad del flujo génico

Se evaluo la ocurrencia de reducciones en el tamafio moigaeifectivo utilizando el
programa BOTTLENECK v1.2.02 (Cornuet & Luikart 1996). Utilizandosemao
herramientas estadisticas el test de WilcoxoriSigin testy el cambio de la modarhode
shift’) para detectar el exceso significativo de heterocig&sts. Gltimo es una de las sefiales
de la ocurrencia de un cuello de botella reciente. Empkamanodelo mutacional de dos
fases (TPM), el cual asume un 95% del modelo mutacioratelgwvisé y un 5% del modelo
de multiples-pasos (recomendado por Piry et al. 1999¢adearon 100,000 iteraciones para
obtener los valores de significancia

Se utilizd el método Bayesiano multilocus implementaso BAYESASS v3.0
(Wilson & Rannala 2003) para estimar las tasas de migra@oente ) entre P.
bransfieldensisy las tres principales unidades demogréficas Pdeatriceps (i.e. costa
Atlantica, costa Pacifica y region Fueguina). Los tkdable esta metodologia y los
parametros utilizados para los analisis fueron idénticos descriptos en la seccion 2.3.6 del

capitulo II.

4.3.7 Analisisde ADN mitocondrial

Se utiliz6 DNAsp v4.5.3 (Rozas et al. 2003) para obtener lasdaseeéstandar de
diversidad genética. También se realizaron AMOVAs jerdaguicon ARLEQUIN v3.5,
buscandose diferencias significativas er®reatricepsy P. bransfieldensisSe obtuvo el
parametro®., comparable con el parametrq; previamente descripto, y las distancias
pareadasbs entre colonias, empleando el modelo de sustituciéon de Ki@uParametros
(K2P). Las distancias genéticas obtenidas fueron utilizgdaa construir arboles de

neighlor-joining (NJ) y UPGMA, de la misma forma que se hizo con losrosatélites.
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NETWORK v4.6.1 (http://www.fluxus-engineering.cptioie utilizado para obtener redes de
haplotipos bajo la aproximacion de median-joining (MBndelt et al. 1999). El modelo de
evolucion al cual se ajustan nuestras secuencias fueniteddo empleando JMODELTEST
v0.1.1 (Posada 2008), utilizando el Criterio de InformaciéreBiaya (BIC). Se construyeron
arboles demaximun-likelihoodML) utilizando PHYML (Guidon & Gascuel 2003), con el fin
de determinar las relaciones genealdgicas éhtatricepsy P. bransfieldensi®l soporte para

los nodos se obtuvo por medio de 100 pseudoreplicas de bpotSwautilizaron como

‘outgroups dos secuencias R magellanicu®btenidas por nosotros.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Desequilibrio de ligamiento, equilibrio de Hardy-Weinberg y diversidad
genética de microsatélites
Luego de las correcciones por comparaciones multiplesslométodo de B-Y FDR, se

observd que un solo locus se desvié del equilibrio de Hardph&j en esta colonia, fue el
PcD5 (Apéndice 2). Ademas dos loci resultaron monomérficdaD6 y Cord3. PcD6
presentd Unicamente el al€b90’, esto mismo fue observado en la mayoria de las cslonia
de P. atriceps En cuanto a Cor43, el mismo presenté Unicamente el ‘8@. La riqueza
alélicas promedio desta colonia fue 3.3Qa Tabla 4.1 muestra un resumen de la diversidad
genética promedio observada en esta colonia. El aspgdlamativo de esta colonia fue la
gran cantidad de alelos privados que presentd, ocho enrteta8); dos para el locus PcT3,
tres para PcT4 y tres para Cor06. El bajo valor de d@tgrsis promedio observada para esta
colonia puede deberse a que dos loci resultaron monoo®riista colonia se ubicé cuarta
en relacion da riqueza alélica promedio, cuando se comparé con lagiasldeP. atriceps

una vez realizada lagandarizacion de los tamafos muestrates (20). La frecuencia de
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alelos nulos promedio para todos los loci analizadjo$ fae estimada en < 5%, y el nimero
de alelos observados por locus abarc6 un rango de uno atibld 4.2 muestra el detalle de

la diversidad genética por locus para la colonia de Isla Nelso

Tabla 4.1 Diversidad genética de la colonia Isla Nelson. Incidge microsatélites y ADN
mitocondrial. Nimero de individuos analizados por colonia (ajorgs promedio por colonia de
heterocigosis observadBld), heterocigosis esperaddsd), nimero de alelodN@) y riqueza alélicaR).
NUmero de alelos privadoP4), y coeficiente de endogamikig), valore en negrita indican un déficit

significativo de heterocigotos al 0.05 luego de ser catoegor B-Y FDR.

Diversidad de Microsatélites
N Ho He Na A Pa Fis
Isla Nelson AN) 12 0.51 0.5¢ 6.62 3.3C 8 0.13

Tabla 4.2 Diversidad genética por locus. Heterocigosis observddpg eterocigosis esperadds],
nimero de alelosNa) y frecuencia de alelos nuldsd).

Locus Fuente Tamairio (pb.) Long.rep. Na Ho He Fo
PcD2 Piertney et al. (199¢ 204-226 2 3 0.50 0.40 0.00
PcT3 Piertney et al. (199¢ 208-260 4 12 0.81 0.93 0.00
PcT4 Piertney et al. (199¢ 214-278 4 15 091 0.96 0.00
PcD5 Piertney et al. (199¢ 209-223 2 3 0.18 0.65 0.28
PcD6 Piertney et al. (199¢ 190 - 1 - - 0.001
Cor05 Fike et al. (2009) 253-305 4 10 0.91 0.89 0.00
Cor06 Fike et al. (2009) 149-187 4 8 0.75 0.86 0.07
Cor43 Fike et al. (2009) 397 - 1 - - 0.001

4.4.2 Diferenciacion poblacional

Los andlisis de agrupamiento Bayesiano resultaron ambigligsograma BAPS fue
consistente en sugerir una particion éptim&de3, separando a las colonias de Lago Yehuin
e Isla Nelson (i.eP. bransfieldensjsdel resto de las colonias (Apéndice 3.c). Los resudtado

de STRUCTURE mostraron cierta ambigledad efke/ Ln Pr(X | K) (ver Apéndice 4)c
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El método de EvannoAK) presentd una distribucion bimodal con picoskerr 3 y 6,
mientras que LiPr(X | K) soportoK = 6. Con respecto a la particiéh= 6, respaldada por Ln
Pr(X | K) (Figura 4.2), una gran cantidad de individuos presentaiones muy bajos de Q

(< 0.5), haciendo altamente imprecisa su asignaciéon a aster. Por eso es que nos
inclinamos por la particioK = 3, soportada por BAPSAK de STRUCTURKFigura 4.3c)

Los valores promedio de Q para estos tres clusterenfu@uster 1, Q = 0.82ncluyendo
todas las colonias de. atriceps con excepcién de Lago Yehuin, la cual fue asignada al
Cluster 2(Q = 0.91). La colonia de Isla Nelson (ire.bransfieldensisfue asignada al Cluster

3, Q=0.96. El mayor nivel dadmixturelo presentaron las colonias de la region Fueguina,
especialmente con las colonias de Islas Malvinas.

La relacion entreP. atricepsy P. bransfieldensisse analizd6 también por medio de
AMOVASs, el valor de k entre estas resulto ser de 0.£3(0.001).

Los estimadores clasicos de diferenciacion poblaciomallpa comparaciones pareadas
entre la colonia de Isla Nelson y el resto de lasnia$o de P. atriceps fueron todos
significativos. Los valores desFueron desde 0.1p(< 0.001) hasta 0.2 0.001), con un
promedio de 0.18 y los desRueron desde 0.44(< 0.001) hasta 0.64 (< 0.001), con un
promedio de 0.56. Estas distancias fueron representad@&sag€rite mediante arboles no
enraizados de UPGM# neighbor-joining(NJ). Los arboles de NJ y UPGMA resultaron muy
similares entre si, por lo que en la figura solo se marests de UPGMA (Figura 4.4). En
todos los arboles se puede observar la clara difim@an entre la colonia de Isla Nelson

(AN) y el resto de las colonias &k atriceps.
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Figura 4.2. Particiones de STRUCTURE #e= 3 a 6. El color azul representa a la colonia de
Isla Nelson (AN)
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Figura 4.3. Resumen de la relacidon genéticaRdeatriceps y P. bransfieldens&s) Mapa mostrando la
correspondencia geogréfica de los dos principales clusteositeados. El circulo relleno (negro) indica
la ubicacion de la colonia d& bransfieldensisnuestreada y el gréfico de tortas muestra la distribucio
del Hap. VIII correspondiente B. bransfieldensisb) Frecuencia, y red de haplotippgocondriales
obtenida con NETWORK. c) Bar-plot de STRUCTURE= 3, mostrando la separacién erfreatriceps
(rojo) y P. bransfieldensigazul) también se indicafas diferentes regiones dentro Be atriceps Los

cuadros punteados sobre el mapa representan los trepglesclusters.

a) Los cuadros punteados ¢) Resultado de STRUCTURE
representan los clusters basados basado en microsatélites

en microsatélites . El grafico de (K=3). [
tortas muestra la P =50
distribucion del Hap VIII.

b) Red vy frecuencia de
los haplotipos de

P. atriceps -

L 8 F 8 B B B _§ § |
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DHapI(n=30) e e e
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Figura 4.4. Arboles de UPGMA basado en distancias g§ Ry. El circulo punteado azul sefiala a la
colonia de Isla Nelson (AN).

b) Arbolde UPGMA basado en distancias de Fst
LL

d) Arbolde UPGMA basado en distancias de Rst

LV RF RM
BE
! ML

4.4.3 Historia demografica y flujo génico basado en microsatélites
No se encontré evidencia de que la colonia de Isla Nelsonsh&ydo un cuello de
botella reciente, todos los test realizados con BAANECK rechazaron la existencia de un

exceso significativo de heterocigotestest de Wilcoxon resulté gm> 0.05, y el Sign test
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también resultg > 0.05. Los valores de > 0.05 rechazan la hipétesis nula (i.e. exceso de
heterocigotos). El test d&hift mode resultd en forma de L, lo que también es indicio de
ausencia de cuellos de botella.

Las tasas de migracion obtenidas con BAYESASS fuerashbaja mayoria de los
estimadores incluyeron al cero en su intervalo de awdiaSin embargo, la tasa de
migracion media desde la colonia de Isla Nelson hacia rs principales unidades
demograficas d@. atriceps,fueron en promedio mayores £ 0.025, Cl 95% 0.001 0.059
gue las tasas de migracion media en el sentido opuast®(014, Cl 95% -0.011 0.039.

Figura 4.5 Patron de flujo génico entfe. bransfieldensiglsla Nelson, AN) y las tres principales

unidades demograficas &e atriceps En negrita se muestra el valor medioni@lebajo de cada valor

dem,y entre paréntesis se muestra el desvio estandar.

0.029 Costa 0.004
(0.016) Atlantica 0.004)
0.024 0.023
Isla Nelson (0.017) > Costa (0.021) —  Isla Nelson
(AN) Pacifica (AN)
0.021 .
(0.015) Region 0.010
Fueguina (0.010)

4.4.4 Resultados de los analisis de ADN mitocondrial

Se observo un bajo nivel de variacion genética para estador. Esto mismbasido
previamente reportado en otros estudios en los cuales lseam@ma especies de la familia
Phalacrocoracidae a nivel intraespecifico, en los susde analizaron genes de ADNmt

codificantes para proteinas (e.g. Waits et al. 2003, Barlav 2011).
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Se encontré que los diez individuos muestreados en daiaode Isla Nelson (AN)
compartieron un mismo haplotipo, el caalfue encontradenP. atriceps El haplotipo deP.
bransfieldensis difiri6 de P. atriceps en una mutacion de tipo transversional, mas
precisamente una Guanina (G) reemplaza a un Adenina (A)parsicion 422 de la secuencia
de la ATRisa(Figura 4.6) Debido a que todos los individuos de Islas Nelson compartéron
mismo haplotipo, la diversidad nucleotidied ¢ haplotipica Kid) para esta colonia fue de
cero.

Figura 4.6. Mutacion puntual (tranversion) que diferenci. dransfieldensisleP. atriceps
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Por su parte, los resultados de AMOVAs indicaron que una jposaadificativa de la
varianza genética totas explicada por las diferencias observadas eRtratricepsy P.
bransfieldensisb = 0.43 p < 0.05) y® = 0.75 p < 0.001). Cuando se realizaron las
comparaciones pareadas entre la colonia de Isla Nelsnrgsto de las colonias de.
atriceps los valores de ®st fueron de 0.65 a 1, con un promedio de 0.84 (figura 4.7b). Todos
estos estimadores resultaron significativos luego dectarecciones por comparaciones

multiples (BY-FDR) (Apéndice 5b).
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La red de haplotipos obtenida con NETWORK (Figura 4.2b), mauesimo el
haplotipo VIII (azul) correspondientePa bransfieldensise separa del resto por un solo paso
mutacional. También en la Figura 4.2 puede observarse éstacse distribuye Unicamente
en la colonia de Isla Nelson. Cuando se realizaron rloslels demaximum-likelihoodse
observo que éstos haplotipos aparecieron como un grupo rétioofipero no separado Be
atriceps sino que incluido dentro de ésta ultima. La distancia pdimnentre las secuencias

deP. bransfieldensiyg P. atriceps fue de 0.0033% (corregido por K2P).

Figura 4.7. a) Arbol demaximum likelihod, donde se sefiala a los individuosRiéransfieldensisb)
Arbol de UPGMA basado en distancias de ®st, el circulo punteado indica la colonia de Isla Nelson
(AN).

a) Arbol de Maximum likelihood

I e LCE3IC
LC524C
N
Leosi Phalacrocorax

LCO34 &
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b) Arbol de UPGMA basado en distancias de ®st §§;’e‘.)'a%
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4.5 DISCUSION

4.5.1 Relacién taxondmica y demografica entré. bransfieldensig/ P. atriceps

El Cormoran Antartico fue descripto inicialmente por Murphy (19860 una
subespecie dB. atriceps recibiendo el nombre d€halacrocorax{atricepg bransfieldensis
basandose principalmente en la similitud de los patronedatacién entre ellas (ver Figuras
1.2 y 1.3). Sin embargo, estudios posteriores brindaron nugganeia, proveninete de
diversas fuentes (i.e. morfometria, osteologia ypmtamental), que provocd que varios
autores propongan al Cormoran Antartico como una espderente (e.g. Siegel-Causéy
Lafevre 1989), nombrandolBhalacrocoax bransfieldensisde hecho este es el nombre
cientifico actualmente aceptado y utilizado para el Camd\ntartico (Orta 1992, Nelson
2005, Remsen 2012).

A pesar de gue toda esta evidencia compilada parece s#fi@anh catalogar a
Phalacrocorax atricepy P. bransfieldensisomo especies diferenfgsde hechdas mismas
aparecen como especies diferentes en las filogenias basadasos morfologicos (Siegel-
Causey 1988, Holland et al. 2010); la evidencia molecular,douse considera a todas las
especies de Phalacrocoracidae, no resuelve su separdag®mismas aparecen en forma de
una politomia (Holland et al. 2010).

La evidencia encontrada aqui muestra una clara diferebwjadesde el punto de la
genética de poblaciones, entre el Cormoran Antartico Iyneerial Los individuos de la
colonia de Isla Nelson emergieron como un cluster diféaeloc en los andlisis de
agrupamiento Bayesiano (BAPS y STRUCTURE) basados en Azlar (microsatélites)
A pesar de gue se observo cierta inconsistencia a dadeodeterminar cual era la particion
global 6ptima, en todas ellas la colonia de Isla Nelson (Apgrecid como un cluster

diferenciado (ver Figura 4.2, y también Apéndice 4.c). dose individuos muestreados en
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dicha colonia presentaron una alta probabilidad de pertanahcluster asignado (valor Q
promedio = 0.96) Al mismo tiempo todos los estimadores de diferenciagioblacional
basados en datos nucleares y mitocondriales Bs: y @) cuando se realizaron las
comparaciones pareadas, resultaron altos y significatiigara 4.4, y Apéndice 5b). Todo
esto refleja una clara independencia demogréfica estins taxa, en lo que respecta tanto a
las frecuencias alélicas, como las haplotipicas (Hed&€9).

Por otro lado, encontramos cierta evidencia de flujo de gémciente entreP.
atricepsy P. bransfieldensjdos valores medios d@ obtenidos con BAYESASS, junto con
el patron deadmixturereflejado en los agrupamientos Bayesianos (STRUCTURI)ief@n
gue el patron que parece emerger, es el de una mayor intethsidiagb génico desde la Isla
Nelson P. bransfieldensjshacia las tres unidades demogréaficasPdeatriceps que en el
sentido contrario (Figuras 4.3 y 4.5). Es decir que el théjpico ocurriria de sur a norte, lo
cual es consistente con datos observacionales, palegiotd y de anillado-recaptura, en los
gue se ha reportado una tendenciePdéransfieldensis desplazarse hacia bajas latitydes
especialmente durante los periodos post-reproductivos (Orta. 238@¢l-Causey & Lavefre
(1989) reportaron restos fosiles Eebransfieldensign las costas de la Isla Grande de Tierra
del Fuego, datados en ca. 6,100 afios de antigiiedad. Lo que,asnniédividuo deP.
bransfieldensisanillado en Isla Nelson fue encontrado en las costdBralk&l (Lima et al.
2001). Esta tendencia por desplazarse hacia el norte digameriodos post-reproductivos,
aumentaria las chances de individuos nacidos en lafdamiftartica o Islas Shetland, de
ser reclutados para reproducir en colonias Patagdnicaspphinente de la regién Fueguijna
debido a que esta es la regidon que presento mayor nialrdixturecon el cluster de Isla
Nelson (AN) (Figura 4.3). El hecho de que la evidencia de fiéjoico provino solo de

biparentalmente heredado ADN nuclear (microsatélites)emugjue el flujo génico estaria
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mediado principalmente por machos, dado que al haplotipeanioial deP. bransfieldensis
no fue encontrado en ninguna coloniaRieatriceps Evidencia genética de esta tendencia a
moverse de sur a norte durante los periodos post-repramkjctambién fue observada Bn
magellanicusy enP. atriceps(capitulos 1l y Il respectivamente).

En lo que respecta a la historia demograficaPdéransfieldensisno se encontrd
evidencia de que ésta haya sufrido una disminucién recientancifio poblacional efectivo
(i.e. cuello de botella). Al mismo tiempo, varios autocesiciden en que, a pesar de su
distribucion restringida, esta es una especie abunéanteregion Antartica, con ca. 10,000

parejas reproductivas (Orta 1992, Nelson 2005).

4.5.2 Observaciones filogeograficas

La evidencia de ADN mitocondrial nos permitio identifiee?. bransfieldensisomo
un grupo monofiléticopero no separado d& atriceps(Figura 4.7a)En un trabajo previo
realizado por Holland et al. (201®n el que se realizé una filogenia basada en evidencia
molecular (i.e. genes de A@PRay 12S), en la que se incluyd a la mayoria de las espéeie
la familia Phalacrocoracidae, tampoco fue posible difénemntre estos taxa. Sin embargo
aqui encontramos que todos los individuos Rlebransfieldensiscomparten un mismo
haplotipo, no encontrado en ninguna coldniatriceps(Figura 4.3) difiriendo de los deP.
atriceps por una mutacion puntual, mas precisamente una transvdisigura 4.6). Esta
transversion seria el caracter diagndéstico que pediféieenciar entre estos taxa.

Dada la baja divergencia observada entre las secuenci@emiebran Antartico y el
Imperial (0.0033%)no podemos datar con precision cuando ocurrid su separadeidgue
resulta claro, que no se puede adjudicar su separaciée\ento de vicarianza, producto de

la separacion de los continentes antartico y sudamericaé@ sabe que éste proceso se
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completd hace ca. 33,5 - 41 millones de afios atras (Kunht Rd@4more 2005, Scher &
Martin 2006), por lo tanto de haber sido este el causanta geparacion de los taxa en
cuestion, la divergencia genética entre ellos debenansicho mayorEl origen deP.
bransfieldensigparece ser el producto de una colonizacién post-gondwaniatiyasiente
reciente, de la regién Antéartica. Existen numerosesglps, provenientes de otros taxa, en
los que se ha observado este patron de colonizacion {&.gt Bl. 2008, Fraser et al. 2009).
Las aves marinas en general tienen una gran capacidad/qlar largas distancias
Por lo que los ca. 900 Km de mar, que separan al archipiélagbabde de Hornos
(distribucion mas australedP. atriceps Ibarra et al. 2010), de la Peninsula Antartica, no
parece constituir una barrera (geografica) significatteajendo en cuenta que como se
demostré erel capitulo Ill, el Cormoran Imperial seria capaz deplasrse distancias
similares por ambientes mas hostiles, como lo es &armantinental que separa las costas
Atlantica y Pacifica en Patagonia. Ademas hay que derssiel comportamiento dispersivo
durante los periodos post-reproductivos, y el amplio campaccdién en el mar durante los
viajes de forrajeo por parte de ésta especie (Punta2(d, Sapoznikow & Quintana 2003
Quintana et al. 2011, Harris et al. 2012). Todos estosréscn conjunto facilitarian este

evento de colonizacién d atricepssobre la region Antartica.

4.5.3 Conclusiones y comentarios finales

Encontramos evidencia genética (de ADN nuclear y mitocalpdrie identifica &.
bransfieldensiomo una unidad demogréfica y evolutivamente independieriRe atriceps,
lo que concuerda con la evidencia morfologia y comportah@reviamente reportada. El

origen deP. bransfieldensiparece ser producto de una colonizacion relativamenenteae
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la region Antértica (i.e. post-gondwanica) por parte Rleatriceps y de un posterior
aislamiento como consecuencia de la distancia ysderésiones de seleccién diferenciales.

La evidencia aportada por el ADNmt presenté bajo sopottelisico como para
respaldar con firmeza el status de especid® déransfieldensislesde la perspectiva del
concepto filogenético de especie (e.g. Donoghue 1985), ya dfue posible separarla de
atriceps Sin embargo, la presencia de un caracter diagnéstictase secuencias de.
bransfieldensis junto conla clara diferenciacién genética e independencia demografica
encotradas aqui, sumada las mencionadas diferenciedogmds y ecologicas, nos permiten
afirmar que ésta es una especie diferenciadd d¢riceps Constituyendo un linaje evolutivo
independiente, encontrandose quizas en las primerasdiglspceso de especiacion, y por
eso0 es que las mismas no aparecen como clados separa@ueifde 2007). Es importante
recordar que las muestras Be bransfieldensisanalizadas aqui provienen de una unica
colonia, por lo tanto estos resultados deben tomarseieda precaucion, y otras colonias
deberian ser analizadas.

En lo referente a la conservacion, podemos decir edeza qué’. bransfieldensis
constituye una unidad evolutiva significativa (ESé&nsuMortiz 1994), diferente dé.
atriceps Esto debe ser fuertemente tenido en cuenta a la hdomee decisiones de manejo

gue involucren a estos taxa, con el fin de asegurar sectapersistencia en tiempo.

101



CAPITULOV

AUSENCIA DE PATERNIDAD EXTRA PAREJA Y PARASITiISMO DE

CRIiA EN EL CORMORAN IMPERIAL (Phalacrocorax atriceps)

5.1 RESUMEN

Dos de los mecanismos de reproduccion alternativa mejor estsidiagwes son la paternidad
extra-pareja (PEP) y el parasitismo intraespecifico ée(BtC). Ambos son muy comunes entre de las
aves paseriformes, siendo practicamente inexistentes dentrgrged de las aves marinas.
Sorprendentemente, y contrario al patron general observadwees marinas, las tasas de PEP de las
dos especies de cormoranes (Aves: Phalacrocoracidae) estudésia el momento resultaron ser
relativamente elevadas. En este trabajo se evalud $éemesia de eventos de PEP y PIC en el
cormoran imperiaPhalacrocorax atricepsun ave marina colonial, de tamafio mediano y socialmente
monogamica. Para esto se determind la relacion de filiacidil@epichones, pertenecientes a 37
nidadas; empleando cuatro microsatélites altamente pdilbo&r El muestreo se llevo a cabo en una
colonia ubicada en la localidad de Punta Ledn (Chubut), durasteedgporadas reproductivas
consecutivas, correspondientes a los afios 2004 y 2005. No se epnooatidencias de eventos de
PEP ni de PIC. Nuestros resultados de PEP no concuerdan cos lastelcedentes previos para la
familia, probablemente como consecuencia de diferencias canmtiales. A diferencia de lo
observado en las dos especies previamente estudiadas, emel&olmperial no se ha observado
gue los machos soliciten copulas durante la ausencia de sa gacigl, ni que las hembras busquen

activamente copulas extra-pareja.
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5.2 INTRODUCCION
En los Gltimos 20 afos, con el advenimiento de las t#emaleculares, ha habido

una revolucién en lo que respecta a nuestro entendimierits destemas de apareamiento y
estrategias reproductivas dentro del grupo de las aves. Elocamls drastico, ha sido la
distincion entre lo que se conoce como monogamials@eiaasociacion entre un macho y
una hembra con el propésito de reproducir) y monogamia genéite. relacion de
apareamiento exclusiva entre un macho y una hembrahttds que la monogamia social es
comun entre las aves (Lack 1968), la monogamia genéticaueBonmenos frecuente
(Griffith et al. 2002). De hecho, la verdadera monogamia @anéa sido encontrada en
menos del 25% del total de las aves socialmente monogamiabagusido estudiadas
(Griffith et al. 2002).

La paternidad extra pareja (PEP) y el parasitismo intradgmede crialPIC) son ds
de las estrategia reproductivas alternativas mejor estudi&ts8 hace referencia a la
situacion en la que los pichones son engendrados por sndisiotos al compariero social de
la hembra (Ligon 1999), mientras que el PIC ocurre cuandentdria pone sus huevos en el
nido de otro individuo de la misma especie, sin invertir endabacion y/o en el cuidado de
los pichones (Yom-Tov 1980). Hasta el momento, factorelgicos contemporaneos como
la densidad de individuos reproductores y la sincronizacion egptaduccion habian sido
considerados como los principales factores de la variaeidos niveles de PEP y PIC entre
diferentes especies (Mgller & Birkhead 1993; StutchburyMé&rton 1995; Westnea&
Sherman 1997; Weatherhead & Yezerinac 1998). Sin embargo,dA&n@wens (2002)
demostraron que, aunque los factores ecoldgicos puederaexfai existencia de éstas
diferencias entre especies cercanamente emparentagtaseodiferentes poblaciones de la
misma especie, mas de la mitad de la variacion intarifigpeen las tasas de PEP y PIC es
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atribuible a la variacion entre los niveles taxonémipor encima de familia, probablemente
debido a contrastes fundamentales caracteristicas Hestasas de vida y modos de cuidado
parental que existen en estos nodos profundos en la féogenia clase Aves. (Owens &
Bennet 1995).

Mientras que la PEP ha demostrado ser comun en Pase# (el 86% de las
especies de este orden estudiadas hasta el momento copthmeres extra-pareja; Griffith
et al. 2002), este fendmeno ha demostrado ser bastietaiente dentro de las aves marinas.
En general, los linajes que muestran bajas tasas de dE&jsellos con cuidado parental
intensivo por parte de los machos, baja tasa de modadidaal, largos tiempos de vida
(Arnold & Owens 2002). Dada la particular historia de vida deva&s marinas (e.g. extensor
cuidado parental, baja mortalidad anual de adultos), nexteafio que la mayoria de los
estudios realizados dentro de este grupo hayan reportads ®apulas tasas de PEP
(Dearborn et al. 2001; Baumgarten et al. 2001, Lifield et al. 2868grson & Boag 2006;
Anker-Nilssen et al. 2008, 2010; pero Huyvaert et al. 2000; Lezalova-Pialkova 2011). Por
otro lado, el PIC ha sido reportado para 234 especies d¢YawmsTov 2001). Sin embargo,
el estudio de las causas subyacentes a la variaciérespecifica de la tasas de PIC ha
recibido menos atenciéon que la PEP (Yom-Tov 2001; Arnold &r3via®02). El PIC parece
ser mas frecuente en especies precociales que errigialesf, esto implica que el costo de
cuidar pichones no emparentados seria menor en tasrps que en los segundos (Yom-Tov
2001).

La familia Phalacrocoracidae (orden: Pelecaniformes) asmpuesta por 39 especies
y pertenece al grupo ecoldgico de las aves marinas (Orta Nefghn 2005). Como la
mayoria de los miembros de esta grupo, los cormoraresaserizan por una relativamente

larga expectativa de vida (promedio de-11b afio} baja tasa de mortalidad anual de adultos
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(10— 15%) y por ser socialmente monogamicos con un fuerterfls machos en el cuidado
de las crias (Orta 1992; Nelson 2005). Intrigantemente, yaz@nt lo esperado, en base
estos aspectos de su historia de vida, las especies der&twiacdae estudiadas hasta el
momento han mostrado de moderados a altos niveles deléifi® de sus nidadas (~13 -
16%; Graves et al. 1992, 1993; Piertney et al. 2003). Basandese®mpstudios, Piertney et
al. (2003) sugiri6 que la PEP podria ser relativamente cantre los cormoraney mas
frecuente que en el resto de las especies de aves maosagportes de PIC son menores
dentro de éste grup&raves et al. (1992) reportaron que uno de los pichonesodeiotan
EuropeoPhalacrocorax aristotelisnuestreado en su estudio no era descendiente de ninguno
de los miembros los padres sociales, a pesar de que lossanbopudieron asignar su origen
con certga Ademas de esto, no conocemos otro estudio que haya invesag&IG en
Cormoranes.

Aqui reportaremos nuestros descubrimientos acerca deudioede parentesco en el
Cormoran ImperiaPhalacrocorax atricepsEl Cormoran Imperial es un ave marina colonial
de tamafio mediano que habita en el sur de Sud (Orta 1992; [R6G®HN A pesar de que no
hay diferencias obvias entre sexos en apariencia y omaci@n, los machos son mas
grandes y pesados que las hembras (machos: 2317 g, hembras: $986edj; & Quintana
2007). Esta es una especie socialmente monogamica y tiemeolamidada al afio (Svagel]
& Quintana 2011a); las puestas estdn compuestas por tres,lammbos padres comparten la
incubacién de los huevos por ca. 29 dias (Malacalza & N&986; Svagelj & Quintana
2011a, b). una vez que los pichones nacen, ambos padresurerna activo en el cuidado y
alimentacion de las crias por mas de tres meses (528§6€; Svagelj & Quintana, com.

pers.). Dadas estas caracteristicas, esperamos hapesdasas de PEP y PIC; sin embargo,
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los datos previamente reportados para especies empasestigisren que encontrar indicios

de PEP no seria del todo inesperado.
5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Area de estudio

El estudio se llevé a cabo en la colonia de Cormorémeegriales de Punta Lebn
(43°05°S, 64°30°0), Chubut, Argentina. Esta colonia estaizadal sobre un area plana y
eliptica, de 130 m de largo aproximadamente por 15 m de ancho,losomidos
distribuyéndose uniformemente con una densidad de ca. 2 nida& oo et al. 1994;
Svagelj & Quintana 2011a). Durante las temporadas de 2004 y 2008¢blacion
reproductiva del Cormoran Imperial en esta colonia fue de ahdet3,200-3,300 parejas

reproductivas (Svagelj 2009; Svagelj & Quintana, com. pers.

5.3.2 Muestreo y genotipificado

El muestreo se llevé a cabo durante dos temporadas repvaduwtonsecutivas, 2004
y 2005. Se muestrearon un total de 37 familia, 27 en el 2004 y 10260% Cada familia
muestreada estuvo conformada por un padre social, una nmacle¢ w tres pichones,
sumando un total de 185 individuos. Todos los adultos fues@ugs aplicando una funcion
discriminante sobre sus medidas corporales (profundidad del/gécgo del tarso), y en base
a sus vocalizaciones durante los cortejos y defendasidie (Svagelj & Quintana 2007).
Todos los adultos muestreados aqui fueron marcadosniltos glasticos y de aluminio,
como parte de un estudio a largo plazo de inversion @drgrgrmitiéndonos seguir el
comportamiento de los adultos a lo largo de diferest@paradas reproductivas. Por lo tanto,

no hay dudas acerca de la identidad del padre social yadmensocial de cada nido. El
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genotipificados se realiz6 sobre muestras de sangre terdada vena yugular o braquial de
los individuos. Las muestras del 2004 (n = 135) fueron pradasven buffer de lisis (Tris 0.1
M, NaCl 0.1 M, EDTA 50 mM, SDS 1%, pH 8), y las muestras del 2005 %0) fueron
preservadas en papel de filtro comun (ver Quintana et al. .2808)mportar el método de
preservacion de las muestras, todas las extracciones defudbdh llevadas a cabo con el
método propuesto por Ivanova et al. (2006) adaptado para calumdidduales (Epoch Life
Sciences, Missouri City, TX). Una de las 37 familias estagompleta, ya que descartamos a
uno de los pichones por presamiin genotipo aberrante (i.e. alelos no encontrados es otr
individuos), se adjudicé este fendbmeno a que el ADN se higeadado. Por lo tanto el
estudio contd con 110 pichones.

Se genotipific6 a todos los individuos para cuatro micélised altamente
polimérficos (PcD2, PcT3, PcT4 y PcD5), originalmente dedado$ para el Gran
CormoranPhalacrocorax carbo(Piertney et al. 1998). La metodologia empleada fara
amplificacion de estos microsatélites fue idénticaa adéscripta en la seccion 2.3.2 del

capitulo Il de esta tesis.

5.3.3 Andlisis de parentesco

La estadisticas sumarias de los marcadores polimsrficas frecuencias alélicas
fueron estimadas con el programa CERVUS v3.0.3 (Kalinoesldl. 2007). En todos los
casos los padres sociales fueron confirmados como logspaenéticos, si el genotipo
multilocus de la cria era consistente con la heredeindeliana parental en los cuatro loci
considerados agutn aquellos casos en los que se observé una falta dedesicia en algun
locus, se calculd la probabilidad acumulada de paredRig.). Este método permite

discriminar entre la posibilidad de parentesco verdadero y la deattmplelos por azar,
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basirdose en las frecuencias poblacionales de los alelos didoggpor los dos individuos
de interés (Ibarguchi et al. 2004). Se calcularon losviakes de confianza del 95% de la PEP

y el PIC, basandonos en la distribucion binomial, sigloeSokal & Rohlf (2009).
5.4 RESULTADOS

Todos los marcadores mostraron patrones de herenciaisteses con las
expectativas Mendelianas, no encontrandose evidencias de itlesegde ligamiento.A
pesar de contar con solo 4 marcadores, nuestra habilidadsigmar parentesco fue alta, con
una probabilidad combinada de no-exclusion para el primer pagh@ental conocido(en
este caso la madre) de 0.060, y para el segundo pgueental desconocidden este caso el
padre) 0.012. A pesar de que los marcadores utilizados fuerorrotladas para un
congénere, mostraron ser altamente variables dentraestra especie de interés, con un
namero medio de alelos de 11.5 y una heterocigosidad otiaepramedio de 0.784. La
probabilidad estimada de alelos nulos estuvo por debajm@émo recomendado para este
tipo de estudios, que es 0.05, por lo tanto todos los marcafieresy empleados en el
analisis (Tabla 1).

En todos los casos, los padres sociales fueron coulfirszomo los padres genéticos.
En cada locus, y en los cuatro loci considerados aquiesaendencia mostré un alelo
heredado del padre y otro alelo heredado de la madre. Esimpé6 para todos, menos para
tres pares de padre-hijpertenecientes a diferentes familias cada uno de esos casos se
observd un sololocus presentando ‘mismatch’. Ademas, B los mencionados casos, la
probabilidad acumulada de semejarRac() fue extremadamente baja: 3.3 x*fra un par
madre-hijg y 6.6 x 10° y 1.6 x 10° para dos pares de padre-hijo. Debido a que la

probabilidad de que los alelos restantes sean compasid@agor azar fueron muy bajas,
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decidimos considerarlos como verdaderos parientes, coateopla posibilidad de alelos
nulos o de mutaciones puntuales como posibles explicacaiteenativas (ver discusion). Por
lo tanto concluimos que no hay evidencia de PEP o de&iCninguno de los 110 pichones
de Cormoran Imperial analizados aqui. El limite superiointieivalo de confianza del 95%
tanto para la PEP como para el PIC fue estimado en 3.34dgsapichones (n = 110) y en
8.4% para las nidadas (n = 37).
Tabla 1. Estadisticas sumarias para los cuatro microsatéliteadts en los analisis de parentesdo de
Cormoran ImperiaPhalacrocorax atriceps.os nombres de los microsatélites aparecen segumdsjiert
et al. (1998). Los valores estan basados en los genotiplus dd padres analizadog,calculados
utilizando CERVUS v3.0.3 (Kalinowski et al. 200Mla, numero de alelosHe, heterocigosidad
esperadaHo, heterocigosidad observadg, frecuencia estimada de alelos nul&-1P probabilidad

de no-exclusion del primer padre (conocjde-2P probabilidad de no-exclusion del segundo padre
(desconocido).

Locus Na Tamafio (bp) He Ho Fo NE- 1P NE-2P

PcD 2 10 204-230 0.844 0.792 0.031 0.487 0.319

PcT 3 14 212-264 0.858 0.863 -0.006 0.459 0.295

PcT 4 15 218-282 0.915 0.932 -0.014 0.314 0.186

PcD 5 7 209-223 0.499 0.459 0.034 0.863 0.700
5.5 DISCUSION

Se realiz6 un andlisis de parentesco en el Cormoranriahpro encontrandose
evidencia ni de PEP, ni de PIC. Esto no significa que aesbenieno no ocurra en esta especie,
debido a que se ha demostrado la existencia de una fuemtéa@on entre el tamafo de
muestra, la estimacién del error y los intervaloscdaefianza (Griffith et al. 2002). Sin

embargo, si asumimos que nuestra muestra proviene degpabiacibn homogénea, la
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verdadera tasa de PEP y de PIC para el Cormoran imperialalonia de Punta Ledén es
muy baja, y no excederia el 3.3% por pichon.

En los tres casos donde se observaron ‘mismatch’, la relacion de parentesco fue
confirmada basandonos en los bajos valorePrden Para el par madre-cria, encontramos
evidencia de una mutacion puntual en el locus PcT4. Debido ancjoes padres y el pichon
fueron heterocigotos, mostrando el pich6n un alelo nmevencontrado en ninguno de los
potenciales padres, este aledsultd ser una repeticibn mas corta que el alelo olderea la
madre, consistente con el proceso de mutacion por de®iz@nde la polimerasa (Ellegren
2000). Para los dos pares padi@a; el ‘mismatch’ ocurrio en los loci PcD2 y PcT4. Esto
pudo haber sido causado por la presencia de un alelo ndlo,qd@ los potenciales padres
fueron homocigotas para los loci que presentarogmatch’.

Nuestros resultados contrastan con los dos iestymleviamente realizados en otras
especies de cormoranes. Usando minisatélites hipenemidbl ADN para estimar la tasa de
PEP, Graves et al. (1993) encontraron que el 9.3% (15/161) ¢échmmes de Cormoran
Europeo eran producto de PBERientras que el 12.6 % (11/87) de las nidadas incluyeron al
menos un pichon con PEEmpleando microsatélites de ADN, en Piertney et al. (2083) s
analizo la frecuencia de PEP en el Gran Cormaracontrando que el 16.1% (10/62) de las
nidadas presentaron pichones por extra-pareja. Clarameinteaso de los Cormoranes
Imperiales de la colonia d&nta Ledn, contrasta con el de estas dos espgamsrespaldan
la prediccion hecha por Piertney et al. (2003) de que laseE® relativamente comun en el
grupo de los cormoranes.

Sin embargo nuestros resultados de ausencia de PEP enn@r&o Imperial, son
consistentes con lo observado lamayoria de las especies de aves marinas, donde lo mas

comun es encontrar nulas o muy bajas tasas de PE@rfféh et al. 2002 para una revision;
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pero ver Huyvaert et al. 20000y¢zalova-Pidlkova 2011). Lo que es mas, nuestros resultados
también sonacrdes a lo enattrado en otras especies de Pelecaniformes, cercanamente
emparentadas a los cormoranes (Hackett et al. 2008) pBE€ria: Sula dactylatra= 0%,
Baumgarten et al. (2001$ula granti= 0%, Anderson & Boag (20063ula sula= 0%, Baiédo

& Parker (2009)Fregata minor= 1%, Dearborn et al. (2001).

Con respecto a los eventos de PIC, los mismos noithameportados para ninguna de
las especies de Pelecaniformes estudiadas hasta el mdiviemtd ov 2001), corexcecion
del caso previamente mencionado en el Cormoran Europawg$et al. 1992). Dado que los
Pelecaniformes son aves altriciales (Nelson 2005), d¢lchde que no hayamos encontrado
eventos de PIC en el Cormoran Imperial respalda laonaig que las tasas de PIC son mas
bajas en las especies altriciales que en las preco¢iéden-Tov 1980, 2001).

La variacion en la frecuencia de eventos de PEP demndies costos y beneficios
relativos, acumulados por machos y hembras (Westhedt 1990; Birkhead & Mgller 1992;
Petrie & Kempenaers 1998; Griffith et al. 2002; Westneatt&vart 2003). Las hembras
involucradas en coépulas por fuera de la pareja se podriaidienefirectamente (e.g.
aseguramiento de la fertilidad indirectamente (e.g. por medio de beneficio genépena
su descendencia) (revisado Westneat et al. 1990; Birkhead & Mgller 1992; Petrie &
Kempenaers 1998; Petrie et al. 1998). Sin embargo, si losomaoman represalias
reduciendo el cuidado parental en respuesta a una bagacdet@aternidad, y si las hembras
no pueden compensar esa perdida, entonces esas hemimasntienos chances de verse
involucradas en copulas por fuera de la pareja (Muldet. €i984; Gowaty 1996; Mgller
2000; Arnold & Owens 2002). Por lo tanto, se ha postulado leeegistde una relacion entre
el cuidado parental y la frecuencia de PEP (Gowaty 1996).| Elorenoran Imperial, la

ausencia de PEP podria ser consecuencia de los altos qast@odrian sufrir las hembras
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ante una represalia por parte de su compafiero sociahvodudrarse en copulas por fuera de
la pareja (e.g. reduccién del cuidado parental, abandono dielondivorcio). Dado que en
esta especie ambos sexos tienen un rol activoirodbacion de los huevos, defensa del nido
y alimentacion de los pichones por mas de tres mesegédlp 2009; Svagelj & Quintana,
com. pers.), nosotros pensamos que el costo de abandaithr ella reduccion en el cuidado
parental por parte del macho seria demasiado alto paranfdsas de Cormoran Imperial.

También se ha predicho, una correlacion positiva ¢anteesa de mortalidad en adultos
y la frecuencia de PEP entre diferentes especies, delide &s machos tendria mayores
probabilidades de abandonar a sus parejas o reducir el cyidesltal en respuesta a una
baja certeza de paternidad, en aquellos casos en los gteeadtda probabilidad de muerte, y
por lo tanto bajas oportunidades de reproducciones futuras @\nkcz 1999; Mauck et al.
1999). Wink & Dyrcz (1999) y Arnold & Owens (2002) encontraron welacion positiva
entre la PEP y la tasa de mortalidad de adultos entreiesuie avedatos preliminares de
nuestra poblacion anillada de Punta Leon muestran que la prdéddhkide supervivencia
anual exa. 0.9 (Svagelj & Quintana, com. pers.), implicando esto gsienachos con poca
certeza de paternidad no estarian restringidos esergido.

En resumen, tanto el cuidado parental intensivo y éatatta de supervivencia anual
son dos de los predictores mas importantes de la variacidas tasas de PEP cuando se
compra entre los principales linajes de aves (Arnold andn®w®&602). Sin embargo, estos
aspectos no explicarian el contraste entre el Cémbmperial y las otras dos especies de
Phalacrocoracidae analizadas hasta el momento, dado a @ eS8&n cercanamente
emparentadas y como es esperado son muy parecidas emralasios dos aspectos (Nelson
2005). Una posible explicacion para las diferencias observadas allats, podrian estar

relacionada a diferencias en los comportamientos dejeoy copulacién, probablemente
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influenciados por los beneficios ecoldgicos y genéticosediatos de emplear estrategias
reproductivas alternativas (Arnold & Owens 2002). En el GZammoran, los machos han
sido observados copulando con diferentes hembras enmbmido, y las hembras han sido
observadas moviéndose entre los machos que estan @dtablen otros nidos (Kortlandt
1995). De igual forma la mayoria de la cépulas por fuera de la pailegarvadas en el
Cormoran Europeo se produjeron en los nidos de los machufe ohembras respondieron
a los despliegues de solicitud de copula por parte de los méGhaves et al. 1993). A pesar
de que no contamos con datos especificos acerca de @stosrtamientos en el Cormoran
Imperial, nuestras observaciones preliminares sugiererogueéespliegues de solicitud de
copulas por parte del macho, y busqueda activa por parte denidsds de copulas por fuera
de la pareja, no son tan comunes como lo son en cfpasies de la familia (W.S. Svagelj,
observacion personalPor lo que estudios de campo detallados evaluando la eiastele
circunstancias que subyacen a estos comportamientos eéforeloran Imperial son

necesarios.

113



CAPITULO VI

DISCUSION FINAL

6.1 DISCUSION GENERAL

Se abordo el estudio de diversos aspectos de la biologiasdespecies hermanas de
cormoranes endémicas de PatagoRialacrocorax magellanicug Phalacrocorax atriceps
Se hizo uso de herramientas moleculares y de las dvemstodologias de analisis que
existentes para este tipo de datmws el fin de responder a muestras preguntas de inEdrés
hecho de que exista gran cantidad de bibliografia relacionagah#storias de vida y ecologia
deP. magellanicuy P. atriceps(e.g. Quintana 2001, Sapoznikow & Quintana 2003, Punta et
al. 2003, Frere et al. 2005, Yorio et al. 20BEere et al. 2008, Sapoznikow & Quintana 2008,
Quintana et al. 2011, Harris et al 2012, ethgce mas facil la interpretacion de nuestros
resultados obtenidos desde la perspectiva de la genétieautan, dande mayor sustento a
nuestros hallazgos e interpretaciones. Hay que recormeerla mayor parte de esa
biblografia se basa en estudios realizados en la disibib Atlantica, y que hacen falta
estudios similares a lo largo de la distribucion Pactfeastas espcies.

Entre otras cosas, se encontré que las diferenciasvatlasren lo que respecta a los
viajes de forrajeo, y principalmente en lo que concierneoatportamiento durante los
periodos post-reproductivos, afecta a la estructuracidetiga y filogeografica de estas
especies. Se sabe por estudios anteriores, realizaduigsos taxa de aves marinas (revisado
en Friesen et al. 2007a), que los dos aspectos menciorespesialmente la distribucién

post-reproductiva, juegan un rol fundamentall@restructuracion genética dentro de este
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grupo. Nuestros resultados, interpretados a la luz de los oueotids ecoldgicos (e.qg.
Sapoznikow & Quintana 2003, Punta et al. 2003, Sapoznikow & Quintana 2008),
permitieron determinar que éstos factores, al igual que reistel de las aves marinas, tienen
una clara incidencia en la estructuracion genéticatds especies de cormoranes. A pesar de
qgue las dos especies mostraron diferencias genéticascsitivéls entrdas tres principales
regiones propuestas: costa Atlantica, costa Pacifiegign Fueguina. Todos los estimadores
de diferenciacion poblacional, tanto mitocondriales conndlemares, fueron mas altos Bn
magellanicusque enP. atriceps(Tabla 3.4 del capitulo )l La diferencia mas drastica entre
estas especies estuvo relacionada con la estructurlogeografica, la cual resultdé bien
clara enP. magellanicusy totalmente ausente &h atriceps Todo esto nos da la pauta, de
gue lo sugerido por las diferencias ecologicas entre esfgxies, se condice con nuestros
resultados obtenidos desde la aproximacion de la genatieautar.

Las diferencias a nivel de estructuracion genética estuwviacompanadas por
diferencias en las tasas de migracigm, (as cuales como era esperado fueron mayor@s en
atriceps Es decir que el amplio campo de accion en el mar duraedes de forrajey la
tendenciaa dispersar durante los periodos post-reproductivos de est@eesgee traduce en
altos niveles de flujo génico, reflejandose esto en ulaiv@mente débil estructuracion
genéticaUn aspecto interesante y llamativo que surge de nuessabkados, tiene que ver
con el hecho de que las dos especies analizadas son adippeesar por sobre los Andes y a
través de la masa continental que separa a las cottagioa y Pacifica Esto resulta
contrario a lo previamente esperado, dada la gran dependgiecestas especies tienen por
los ambientes marinos. Sin embargo, fendmenos similarbalyian sido observados en otras

especies de aves marinas (e.g. Morris-Pocock et al. Bikhell et al. 2012), donde barreras
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geogréficas similares actian como efectivos, pero nowbspimpedimentos para el flujo
génico.

En lo que respectaRy atriceps es importante aclarar que a pesar de que ésta mostré
una estructuracion genética global mas débil que la encontitd&langagellanicusal mismo
tiempo la estructuracion encontrada fue mayor a la previte esperada. Se encontraron
cuatro clusters genéticok € 4), producto de los analisis de agrupamiento Beyesiano Isasado
en microsatélites; también se encontraron diferemygasticas significativas a nivel de ADN
nuclear y mitocondrial entre las costas Atlantica,ififacy region FueguinaProponemos
como explicacion para este hallazgo, el hecho de que gboctamiento dispersivo que
caracteriza a éste especie, tiene un efecto dual sobstructuracion genética, dependiendo
del rango de distribucion consideradal parecer, el comportamiento dispersivo Be
atricepsprovocaria una homogeneizacion de la variabilidad genéticalaise considera un
rango de distribucion restringido (e.g. solo la distibno marina patagonicaer Tabla 3.4
del capitulolll). Sin embargo, cuando se consideran rangos de distribon@éramplios, se
encuentran patrones de diversificacion llamativos. Efgeto contrastante de la dispersion
con respecto a la diversificacion genética, dependientasdescala geografica considerada,
también fue observado en Passeriformes (Burney & Belon2009). En el caso de.
atriceps cuando se incluyeroa las colonias de agua dulce en los analisis genéticos, se
observd un marcado incremento en los estimadores derdici®n entre poblaciones (ver
Tabla 3.4), a pesar de que estas poblaciones constituyeproparcion minima de la
poblacion global deP. atriceps la cual es esencialmente marina. Estas colonias parece
conformar linajes evolutivos independientes, practicameigéados de las poblaciones
marinas, lo cual se ve sustentado no solo por la evidenuddicpge aportada aqui (capitulo JII)

sino también por diferencias a nivel morfolégicecolégico por parte de estas poblaciones
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(Rasmussen 1994, Casaux et al. 2010). Si se expande aun nadgcelde distribucion
considerado, surge el hecho de la gran cantidad de subsspeeipresentR. atriceps al
menos seis, las cuales conforman el grdip®s ‘cormoranes de ojos azulgdlurphy 1936,
Nelson 2005). Aqui pudimos estudiar la relacion existente €ntedricepsy una de estas
subespecied’halacrocoraxbransfieldensisEncontramos quB. bransfieldensisen acuerdo
con la evidencia morfolégica y ecoldgica (Siegel%egul986, Siegel-Causey & Lafevre
1989, Casaux & Baroni 2000), presenta una clara independenciay@ddica y constituye
unidad evolutiva independiente Be atriceps sustentado tanto por los datos de ADN nuclear
como mitocondrial (capitulo 1V). Es evidente que la grapecidad dispersiva, con ayuda de
la alta plasticidad fenotipica y genotipica, otorgdh atricepsla posibilidad de colonizay
adaptarse a nuevos ambientes (e.g. cuerpos de agua dulcéid&ntic.), generando asi
nuevos e independientes linajes evolutivos, que transcsirgtitiempo necesario podrian
transformase nuevas especies (de Queiroz 2007).

Por otro lado, e lo que respecta a la biologia reproductivaPdatriceps se sabe, a
partir de estudios preliminares de marcado y recapturaada$ principalmente en la colonia
de Punta Leon, de la tendencia de los individuos adultasstdeespecie, por volver a sus
colonia reproductivas afio tras afilecluso se ha observado que tienden a ocupar el mismo
nido y a repetir parejas reproductivas (Svagelj & Quintama. gers.)La fidelidad al sitio y
a la pareja entre temporadas reproductivas puede aportaraaas beneficios, sobre todo en
especies longevas como lo son las aves marinas golmsoranes en particular. Algunos
ejemplos de estos beneficios son: mejorar la coaribnaentre machos y hembras para la
incubaciéon de huevos y alimentacion de las crias (Choydh885), y aumentar el
conocimiento del territorio con el fin de explotarlo arepfio tras afo (Hinde 1956,

Greenwood & Harvey 1982). En este trabajo pudimos demostrexistencia de una alta
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correspondencia entia monogamia social y la monogamia genétic@eatriceps(capitulo
V). Lo que brindaria evidencia de la existencia de benefieiales por volver a la misma
colonia, al mismo nido y repetir pareja entre temporaddsegodo en aquellos individuos
adultos que han sido exitosos en temporadas reproductivasor@sieEl caso de los
individuos juveniles o recién independizados es difergatgue el porcentaje de recaptura de
estos, es generalmente mucho menor que el de adultos (Svagelj &td@paindatos no
publicados). A los juveniles se los ha reportado en colapiasse encuentran alejadas por
cientos de kilometro de las colonias natales (Svag&juétana datos no publicados). Esto
quiere decir que la dispersion post-reproductiva estari@nmitado las probabilidades
principalmente de los individuos juveniles, de ser reclutados mgroducir en colonias
diferentes a las natales, lo cual se traduciria erelasvamente altos niveles de flujo génico,

y en la débil estructuracion genética observad@. etriceps

6.2 IMPORTANCIA Y APORTES DE NUESTRO ESTUDIO

Las aves marinas constituyen un grupo de gran relevaesde lo ecoldgico, lo
geografico e incluso en algunos casos desde lo econé8iicembargo, es un grupo que se
encuentra relativamente sub-representado en lo que r@espestudios genético-evolutivos,
sobre todo en la regibn mas austral del Neotropico, dehde las 17 especies que nidifican
en las costas argentinas, solo tres de ellas: SRatharacta spp(Ritz et al. 2008), Petrel
Gigante Macronectes spp(Techow et al. 2010y Pinglino de MagallanesSpheniscus
magellanicus (Bouzat et al. 2009), habian sido incluidas en estudiogeigtica de
poblaciones y/o filogeogréficos en los que se emplearoarh&mtas moleculares modernas
En el presente trabajo se aporta informacion de gréa para el entendimiento de los

procesos evolutivos (histéricos y contemporaneos) qutaafe la estructuracion genética y
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filogeogréfica de las aves marinas, y que en ultima iostgoodrian derivar y afectar al
proceso de especiacion de los miembros de este grupo d&la\esticular, se aporté nueva
evidencia acerca del efecto de las historias de vida gtesaisticas ecoldgicas de las especies
sobre las trayectorias evolutivas.

Por otro lado, de nuestro trabajo se desprende conocingeet@uede ser de gran
valia a la hora de pensar en mediadas de manejo y cacgerwque involucren a estas
especies. Debido a que la diversidad genética es uno de lossndelbiodiversidad a
conservar, junto con las especies y ecosistemas, skgUmternational Union for
Conservation of NaturdUCN) (McNeely et al. 1990). Incluso, varios autores harppesto
gue las poblaciones genéticamente diferenciadas deberiah fo€o de los proyectos de
conservacion (Hughes et al. 1997; Hobbs & Mooney 1998). Siniteeacion de entrar en el
conflicto de que es importante conservar y que no lo emsvanestiones surgen de este
trabajo que resultan de suma importancia al respecto.

A pesar de que las dos especies aqui consideradas no presegfen tipo de riesgo
desde la conservacion pBirdlife International (2013). Consideramos que el hecho de dar a
conocer como se distribuye la variabilidad genética des estpecies en el espacio, y los
patrones encontrados, tanto en lo que se refiere labiaad genética intraespecifica Be
magellanicusy P. atriceps como el hecho de brindar evidencia acerca aleelacion
taxondmica y demografica entre esta ultima&.y bransfieldensisson hallazgos de gran
relevancia en lo que respecta a la conservacion. PoplejeP. atricepses una de las
especies mas abundantes de la costa argentina, e @20 parejas reproductivas (Frere et
al. 2005) Sn embargo, el hecho de haber encontrado diferenciasagentdin marcadas entre
las abundantes poblaciones marinas y las mas escasasigg@sade agua dulce, hace que

estas Ultimas sean vistas de otra manera desde el pentdsta de la conservacion,
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especialmente porque al menos una de ellas (i.e. Lago Nahud),H@apa sido reportada
como localmente en peligro de extincion (Casaux e@l0). Por otro lado,l énecho de

haber demostrado la independencia demografica dnhtratricepsy P. bransfieldensis

también es sumamente importante desde ésta perspectiva.

En el caso d®. magellanicusla misma es mucho menos abundanteRjuericepsa
lo largo de las costas argentinas, con ca. 7,000 paepasductivas (Frere et al. 2005).
Ademas la forma en la que estan constituidas y disialsusus colonias (varias colonias
conformadas por pocas parejas reproductivas) (Frere &0@hb, ver Figura 1.1), y las
marcadas diferencias genéticas encontradas entre esgi@ograficas muy proximas (e.g.
entre las colonias de las provincias de Chubut y Santa),Sugieren prestar particular
atencion a ésta especie, considerando de forma difedane cada una de las unidades
evolutivas y de manejo descriptas en el capitul@-igura 2.4). Dichas unidades difieren no
solo desde lo genético, sino también desde lo morfologitdy que respecta a los patrones
de coloracién (Figura 2.9), por lo tanto la preservacionata una de estas unidades cobra
mayor importancia a la hora de pensar en mediadas pEgaras la correcta subsitencia de
ésta especie.

La particular forma de vida que tienen las aves marim@gereral, hace que su habitat
esté dividido en tres componentes primarios: (1) habitat deaaon, (2) habitat de forrajeo
durante los periodos reproductivos y (3) habitat en el maantkirlos periodos post-
reproductivos, esto hace mucho mas complejas las medidasmar para preservar
correctamente a las especies de este grupo (Boersmari@hPEQ98) Cada uno de estos
componentes se ve continuamente afectado y amenazadéaspaliversas actividades
antrépicas (e.g. explotacion guanera, eco-turismo, peagec) (Boersma et al. 2002). Por

ello es que resulta fundamental prestar atenciérpalde informacion aqui brindada, a la
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hora de elaborar planes de manejo que involucren areaasequé se encuentren estas
especies. Es importante mencionar que muchas de lasafte las cuales se obtuvieron
muestras para este estudio pertenecen ya a espacios pstdgididferentes categorias: areas
protegidas provinciales (e.g. Punta Leén y Punta loma), vesseraturales (e.g. Bahia
Uruguay, Roca Foca, Isla Elena, Lago Yehuin) e inclusquesr nacionales (e.g. Roca
Malaspina, Vernaci Este, Puerto Melo, Monte Lddmgo Nahuel Huajpi

Por todo esto, mas all4 de los aportes netamente iciesitiés que consideramos que
la informacion aqui brindada es de gran importancia desdpumtio de vista de la
conservacionya que lo que hace es dar mas valor y fundamentacionlgarastencia de
estas areas protegidas, las cuales resultan impresemgiifa la correcta preservacion de

éstas y muchas otras especies.
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Microsatélites

ADNmt

Especie Nro Catalogo  Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra |PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 Cor01 Cor05 Cor06 | ATPase
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4453 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4454 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4455 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4456 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4457 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N v v v v v \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4458 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N v v v v v \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4459 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N N N N N N N
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4460 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N v v v - Y y
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4461 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4462 Arg  Chubut La Charas (CH) 425 64,5 Sang N v v v v v y .
P. magellanicus MACN-Or-ct 4449 Arg  Chubut Punta Arco (PA) 42,7 64,98 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4450 Arg  Chubut Punta Arco (PA) 427 64,98 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4451 Arg  Chubut Punta Arco (PA) 42,7 64,98 Sang V \/ x/ N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4452 Arg  Chubut Punta Arco (PA) 42,7 64,98 Sang V y y Y N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4409 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N Y Y - N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4410 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang V V V N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4411 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N y 3 y y y y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4412 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N y 3 y y y y \
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4413 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang y V V V V V J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4414 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N N N N N
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4415 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,38 Sang y V V V V V J J
P. magellanicus MACN-Or-ct 4416 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N v N V y Y Y
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4417 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N v N V y Y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4418 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N V V V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4419 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N V V V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4420 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N v v V y Y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4421 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N Y v y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4422 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N Y v V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4423 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N v v y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4424 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N v v v v v V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4425 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang - N N N N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4426 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang v N N N N N N
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo  Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra|PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 Cor01 Cor05 Cor06 | ATPase
P. magellanicus MACN-Or-ct 4427 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang V y y y V \ y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4428 Arg  Chubut Punta Loma (PL) 42,81 64,88 Sang N N N N v v R -
P. magellanicus MACN-Or-ct 3386 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang - - - - - - - N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4429 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4430 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4431 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4432 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4433 Arg  Chubut  Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang y y y y y y V V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4434 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y \
P. magellanicus  MACN-Or-ct 4435 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4436 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4437 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v v v y
P. magellanicus MACN-Or-ct 4438 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 45,18 66,51 Sang N v v v V y y -
P. magellanicus MACN-Or-ct 4439 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 45,18 66,48 Sang v v v v y J J J
P. magellanicus MACN-Or-ct 4440 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v v v V y y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4441 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v v v V y y \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4442 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v V V V y \ \
P. magellanicus MACN-Or-ct 4443 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v V V V V V V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4444 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v V V V V V V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4445 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v V V V V V V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4446 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N v V V V V V
P. magellanicus MACN-Or-ct 4447 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 45,18 66,48 Sang N Y Y Y N N N
P. magellanicus MACN-Or-ct 4448 Arg  Chubut Vernaci Este (VE) 4518 66,48 Sang N N N N V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11445  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc N N N N V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11446  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc N N N N V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11447  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc N N N N V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11448  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc N v v v v v V
P. magellanicus ~ KUNHM 11449  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc N v v v v v V
P. magellanicus ~ KUNHM 11450  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc N v v v v v V
P. magellanicus ~ KUNHM 11451 Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84  Musc V v v v V V J
P. magellanicus ~ KUNHM 11452  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 45,05 65,84 Musc S y y y 3 3 3 -
P. magellanicus MACN-Or-ct 6595 Arg SantaCruz  Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang S y y y 3 \/ 3 3
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo  Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra | PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 Cor01 Cor05 Cor06 | ATPase
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6596 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v v v V y
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6597 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang y y y V \ \ \ y
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6598 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v v y V V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6599 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v v y J V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6601 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v v y V V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6602 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v v y J V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6603 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v v y V V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6604 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v y y J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6605 Arg Santa Cruz Cabo Blanco (CB) 47,2 65,75 Sang v v v v y y J
P. magellanicus KUNHM 11459  Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Musc - v v v v y J
P. magellanicus KUNHM 11460  Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Musc v v v v y y J
P. magellanicus KUNHM 11464  Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Musc v v v y J J J -
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6445 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang v v v y y J J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6581 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang v v v y y J J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6582 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang v v v y y J J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6583 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang v v v y y J J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6584 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang V V V V V V J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6585 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang V V V V V V J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6586 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang V V V V V V J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6587 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang V V V V V V J J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6588 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang y y y Xl . V J
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6589 Arg Santa Cruz Isla Elena (IE) 47,75 65,93 Sang y y y Xl V V J
P. magellanicus KUNHM 11462  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc y y y Xl V V J
P. magellanicus KUNHM 11463  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc y y y Xl V V J
P. magellanicus KUNHM 11465  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc y y y Xl V V J
P. magellanicus KUNHM 11466  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc \/ \/ \/ \ \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11467  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc \/ \/ \/ \ \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11468  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc \/ \/ \/ \ \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11469  Arg Santa Cruz Isla Pingiino (IP) 47,9 65,71 Musc \/ \/ \/ \ \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11472  Arg SantaCruz  Bahia Uruguay (UR) 47,64 66,01 Musc v v v v v v v
P. magellanicus KUNHM 11473  Arg SantaCruz  Bahia Uruguay (UR) 47,64 66,01 Musc v v v v v v v
P. magellanicus KUNHM 11474  Arg SantaCruz  Bahia Uruguay (UR) 47,64 66,01 Musc V V V \ \ \/ N
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo  Pais Prov. Localidad Lat Long Muestra | PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 Cor01 Cor05 Cor06 | ATPase

P. magellanicus KUNHM 11475 Arg  Santa Cruz Bahia Uruguay (UR) 47,64 66,01 Musc v v v v v R \/

P. magellanicus KUNHM 11476 Arg  Santa Cruz Bahia Uruguay (UR) 47,64 66,01 Musc v v v v v R R -
P. magellanicus KUNHM 11500 Arg  SantaCruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11501 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11502 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11503 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11504 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v - v v \ \ J
P. magellanicus KUNHM 11505 Arg  SantaCruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v \ \ Y
P. magellanicus KUNHM 11506 Arg  SantaCruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v y y J
P. magellanicus KUNHM 11507 Arg  SantaCruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v y y J
P. magellanicus KUNHM 11508 Arg  SantaCruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v v v y y \
P. magellanicus KUNHM 11509 Arg  SantaCruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v y y J J J
P. magellanicus KUNHM 11510 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v y y J J

P. magellanicus KUNHM 11511 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,88 Musc v v v J J J J -
P. magellanicus KUNHM 11436 Arg - Is. Malvinas, Is. Liveley (IM) 52,02 58,46 Musc y y y J . V - V
P. magellanicus KUNHM 11437 Arg - Is. Malvinas, Is. Liveley (IM) 52,02 58,46 Musc y y y J J V V V
P. magellanicus KUNHM 11438  Arg - Is. Malvinas, Is. Liveley (IM) 52,02 58,46 Musc V V V V V V V V
P. magellanicus KUNHM 11480  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc V V V J J V V V
P. magellanicus KUNHM 11481 Arg  T.del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc V V V V V J J J
P. magellanicus KUNHM 11482  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc V V Xl V V V V V
P. magellanicus KUNHM 11483  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc V V V J J V V V
P. magellanicus KUNHM 11484 Arg  T.del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc y y y Xl V J J J
P. magellanicus KUNHM 11485  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc \/ \/ \/ V V V V -
P. magellanicus KUNHM 11486  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc V V - J J V V J
P. magellanicus KUNHM 11487 Arg  T.del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc y y y Xl V J J J
P. magellanicus KUNHM 11488  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc y 3 3 y y V V J
P. magellanicus KUNHM 11489  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc y y y y y V V J
P. magellanicus KUNHM 11490 Arg  T.del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc \/ \/ \/ \ \ J J

P. magellanicus KUNHM 11492  Arg  T. del Fuego Bahia Usuhia (BU) 54,84 68,25 Musc 3 3 3 y y V V

P. magellanicus AMNH 3192 Chi  XIl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc y y y y

P. magellanicus AMNH 3193 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 5493 67,65 Musc v v v v

P. magellanicus AMNH 3194 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc V V V \/
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo  Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra|PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 Cor01 Cor05 Cor06 | ATPase

P. magellanicus AMNH 3195 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc \/ y y V

P. magellanicus AMNH 3198 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc \/ y y \/

P. magellanicus AMNH 3199 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc 3 y y V

P. magellanicus AMNH 3200 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc 3 y y \/

P. magellanicus AMNH 3201 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc 3 y y V

P. magellanicus AMNH 3209 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc 3 y y \/

P. magellanicus AMNH 3230 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 54,93 67,65 Musc y y y \/

P. magellanicus  MACN-Or-ct 6398 Chi  XIl Region Est. de Maga. (EM) 52,47 69,57 Sang \/ v v v v y J V
P. magellanicus MACN-Or-ct 6399 Chi  XIl Region Est. de Maga. (EM) 52,47 69,57 Sang y y y y 3 V V
P. magellanicus  MACN-Or-ct 6400 Chi  XIl Region Est. de Maga. (EM) 52,47 69,57 Sang v v v v y J J J
P. magellanicus ~ KUNHM 11606  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V y y y J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11607  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc y y y y J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11608  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V y y y J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11609  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc y V V V V V J J
P. magellanicus ~ KUNHM 11610  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V V V V J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11552  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc y V V V V V J J
P. magellanicus ~ KUNHM 11553  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V V V V J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11603  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc y y y y Xl V J J
P. magellanicus ~ KUNHM 11604  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V V V V J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11605  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc y y y y V V J J
P. magellanicus ~ KUNHM 11555  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V V V V J V V V
P. magellanicus ~ KUNHM 11556  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V V \/ \/ \ \ J J
P. magellanicus ~ KUNHM 11557  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc V V \/ \/ \ 3 V J
P. magellanicus  KUNHM 11558  Chi X Region Is. Chiloe, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc y \ \ \ \ \ V V
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra|PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 PcD6 Cor05 Cor06 Cor43 | ATPasa
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 3453 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | VN N N A \ V V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 3426  Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | v N N N A V V V V
P. atriceps  MACN-Or-ct 3382 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang - - - - - - - - N
P. atriceps  MACN-Or-ct 3398 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | Vv N N AN N N NN v
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 3452 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | v N N N A V V V J
P. atriceps  MACN-Or-ct 3443 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | VN N A A y y y V
P. atriceps  MACN-Or-ct 3425 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | N v v Y Y Y \
P. atriceps  MACN-Or-ct 3381 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang Y N N v y Y Y Y y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3388 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang - v v v . N N N N
P. atriceps  MACN-Or-ct 3415 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang Y N N v y Y Y Y y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3445 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang Y N N v v Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3444 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang v v R R R N N N
P. atriceps  MACN-Or-ct 3435 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428 Sang | N v v Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3436 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang v N W v v Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3427 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang v N W v v Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3418 Arg  Chubut Punta Leon (PL) 4303 6428  Sang v v v R R - - - .
P. atriceps  MACN-Or-ct 3451  Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 6651  Sang \/ \/ \ \ \ Y Y Y y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3405 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v \/ \/ \/ Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3396 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v \/ \/ \/ Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3387 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v \/ \/ \/ Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3413 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 6651  Sang v v y y y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3403 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v y y y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3376 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v y y y Y Y Y Y
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 3394 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v y y y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3412 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang v v y y y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3421 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 6651  Sang \/ \/ y y y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3450 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 6651  Sang \ \ Y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3441  Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51 Sang \ \ N N N N N N
P. atriceps  MACN-Or-ct 3423 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 6651  Sang \ \ Y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3414  Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51  Sang | N \ \ y y y
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 3432 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 6651  Sang | N \ \ y y y
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 3378 Arg  Chubut Roca Malaspina (RM) 4518 66,51  Sang | N \ \ y y y
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra| PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 PcD6 Cor05 Cor06 Cord3 | ATPasa
P.atriceps ~ KUNHM 13082  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584 Musc | VN N N N A - J
P. atriceps ~ KUNHM 13083  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584 Musc | VN NN A V l v
P. atriceps KUNHM 13084  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584  Musc v v y y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13085  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584  Musc v y y y Y Y Y \
P. atriceps ~ KUNHM 13086  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584 Musc | VN N AN l l V
P. atriceps ~ KUNHM 13087  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584 Musc | VN N AN l l V
P.atriceps ~ KUNHM 13088  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 6584 Musc | v N N N N NN A
P.atriceps ~ KUNHM 13089  Arg  Chubut Puerto Melo (PM) 4505 658 Musc | VN N N A - ..
P. atriceps  MACN-Or-ct 4463 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang Y v v v Y Y y y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4464 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v N v Y - . .
P. atriceps  MACN-Or-ct 4465 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v v . - N Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4466 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v v v v Y Y Y y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4467  Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550 Sang | YV N V V N N
P. atriceps  MACN-Or-ct 4468 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v R R - N N N y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4469 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v v v v Y Y Y y
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4470  Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang \/ \ \ \ Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4471 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang \/ \ \ \ Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4472  Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang \/ \ \ \ Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4473  Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang \/ \ \ \ Y Y Y Y
P. atricops  MACN-Or-ct 4474  Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang y Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 4475 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v N N N N N N N
P. atriceps  MACN-Or-ct 4476 Arg  Chubut Isla Arce (IA) 4500 6550  Sang v Y y N N . . . .
P. atriceps  MACN-Or-ct 6610 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang v y y y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6611 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang v y y y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6612 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang \/ y y y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6613 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang \/ y y y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6614 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang \/ y y y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6615 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang \/ y y y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6616 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang y Y \ Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6617 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang y Y \ Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6618 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang v \/ \/ \/ v v y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6619 Arg Santa Cruz Isla Chata (CH) 4793 6573  Sang v \/ \/ \/ v Y y Y
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra| PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 PcD6 Cor05 Cor06 Cord3 | ATPasa
P. atriceps ~ KUNHM 13108  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc | VN N W y y V V
P. atriceps ~ KUNHM 13109  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc | VN N W y y V V
P. atriceps KUNHM 13110  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc v y y y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13111 Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc v y y y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13113  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc v y y y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13114  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc v y y y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13115  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc N v v v N N N N
P. atriceps KUNHM 13116  Arg SantaCruz  Ba. Oso Marino (BO) 4791 6578  Musc Y v v v Y Y Y y
P. atriceps ~ KUNHM 13148  Arg  Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | VN N N A l l V
P. atriceps KUNHM 13149  Arg  Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc Y v v v Y Y Y y
P. atriceps ~ KUNHM 13150  Arg  Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | VN N N A l l V
P. atriceps ~ KUNHM 13151  Arg Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | YV N N Ao V v v
P. atriceps ~ KUNHM 13152 Arg Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | YV N N N A V v v
P. atriceps ~ KUNHM 13096  Arg Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | YV N N N A V v v
P. atriceps ~ KUNHM 13097  Arg Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | YV N N N A V v v
P. atriceps ~ KUNHM 13099  Arg Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc | YV N N N A V v v
P. atriceps KUNHM 13100  Arg Santa Cruz Roca Foca (RF) 4773 6583  Musc v v v v Y Y Y y -
P. atriceps  MACN-Or-ct 3375 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang v \/ - - N N N N N
P. atriceps  MACN-Or-ct 3439  Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang \/ \ \ \ Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3448 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang v \/ \/ \/ Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3384 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang \/ \ \ \ Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3393  Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang - - - - - - - - Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3377 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang v Y Y Y Y Y Y Y -
P. atricops  MACN-Or-ct 3402 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang v Y Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps  MACN-Or-ct 3411 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang v Y Y Y Y Y Y Y Y
P. atricops  MACN-Or-ct 3420 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang v v N V Y . Y - Y
P. atricops  MACN-Or-ct 3429 Arg SantaCruz  Pico Quebrado (PQ) 50,25 68,63  Sang \ Y Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps KUNHM 13248  Arg Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,86  Musc \ Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps KUNHM 13249  Arg Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,86  Musc \ Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps KUNHM 13250  Arg Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,86  Musc \ Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps KUNHM 13251 Arg  Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 68,86  Musc \ N N N N N N N
P. atriceps KUNHM 13455  Arg Santa Cruz Monte Leon (ML) 50,33 688  Musc | Y y N N N
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo Pais Prov. Localidad Lat Long Muestra | PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 PcD6 Cor05 Cor06 Cor43 | ATPasa

P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4477  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v v Y Y \ \ \
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4478  Arg T.del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v v Y Y Y \ \
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4479  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v y Y Y Y \ \
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4480  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v y y y Y Y y \ \
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4481  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang \ v v v y y \ V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4482  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang \ v v v y y \ V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4483  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v v y Y y V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4484  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v v y Y y V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4485 Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v v y Y y V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4486  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 5495 67 Sang v v v v y Y y V V
P. atriceps ~ MACN-Or-ct 4487  Arg T. del Fuego Isla Becasses (IB) 54,95 67 Sang v v v v y Y y V V
P. atriceps AMNH 3202 Chi  XII Region Puerto Williams (IN) 5493 67,65  Musc v v v v Y

P. atriceps AMNH 3203 Chi  XII Region Puerto Williams (IN) 5493 67,65  Musc v v v v Y

P. atriceps AMNH 3204 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 5493 6765  Musc v v \ v V

P. atriceps AMNH 3205 Chi  XII Region Puerto Williams (IN) 5493 67,65  Musc v v v v Y

P. atriceps AMNH 3215 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 5493 6765  Musc \ V V V V

P. atriceps AMNH 3216 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 5493 6765  Musc \ V V V V - - -

P. atriceps AMNH 3229 Chi Xl Region Puerto Williams (IN) 5493 6765  Musc \ V V V V V V V

P. atriceps KUNHM 13119 Arg  T.del Fuego Isla Bridges (IB) 5486 6823  Musc \ V V V V V V V

P. atriceps KUNHM 13120 Arg  T.del Fuego Isla Bridges (IB) 5486 6823  Musc \ V V V V V V V

P. atriceps KUNHM 13121 Arg  T.del Fuego Isla Bridges (IB) 5486 6823  Musc v Y Y Y Y Y Y Y

P. atriceps KUNHM 13122 Arg  T.del Fuego Isla Bridges (1B) 5486 6823  Musc v Y Y Y Y Y Y Y

P. atriceps KUNHM 13123 Arg  T.del Fuego Isla Bridges (IB) 5486 6823  Musc v Y Y Y Y Y Y Y

P. atriceps KUNHM 13124 Arg  T.del Fuego Isla Bridges (IB) 5486 6823  Musc v Y Y Y Y Y Y Y -
P. atriceps KUNHM 13117 - Is. Malvinas, Is Liveley (IM) 52,02 5846  Musc \ Y Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps KUNHM 13118 Is. Malvinas, Is Liveley (IM) 52,02 5846  Musc V V V V V V V \ \
P. atriceps IM423 Is. Malvinas, Is. New (IM) 51,71 6128  Sang V V V V V V V \ \
P. atriceps IM446 Is. Malvinas, Is. New (IM) 51,71 6128  Sang V V V V V V V \ \
P. atriceps IM452 Is. Malvinas, Is. New (M) 51,71 61,28  Sang \ V V V y y \ \ \
P. atriceps IM453 Is. Malvinas, Is. New (IM) 51,71 61,28  Sang V y \ \
P. atriceps IM454 Is. Malvinas, Is. New (M) 5171 6128  Sang . . . \
P. atriceps IM455 Is. Malvinas, Is. New (M) 51,71 61,28  Sang V V y y \
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo  Pais Prov. Localidad Lat Long Muestra | PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 PcD6 Cor05 Cor06 Cor43 | ATPasa

P. atriceps IM456 s. Malvinas, Is. New (M) 51,71 61,28  Sang \ N \ y y \ N

P. atriceps IM457 Is. Malvinas, Is. New (IM) 51,71 6128  Sang NN N V V V V

P. atriceps IM460 Is. Malvinas, Is. New (IM) 51,71 61,28 Sang v v v v v N N N

P. atriceps IM462 Is. Malvinas, Is. New (M) 51,71 61,28  Sang \ N \ V N N N

P. atriceps IM463 - - Is. Malvinas, Is. New (IM) 51,71 61,28 Sang - - v - ~ N N N

P. atriceps ~ KUNHM 13224  Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 54,41 67,7 Musc \ v v v y y \ \ -
P. atriceps ~ KUNHM 13225  Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 54,41 67,7 Musc v v v y Y Y Y \ \
P.atriceps ~ KUNHM 13227 Arg  T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | N N N N N v v v
P. atriceps ~ KUNHM 13232 Arg T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | VN N N N A v v v
P.atriceps ~ KUNHM 13234  Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | YV N NN A v V v v
P.atriceps ~ KUNHM 13235  Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | N N N N N v v v
P. atriceps ~ KUNHM 13236 Arg T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | VN N N N A v v v
P. atriceps ~ KUNHM 13222  Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 54,41 67,7 Musc v R R R N N N N N
P. atriceps ~ KUNHM 13226  Arg  T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | N N A NN A v v v
P.atriceps ~ KUNHM 13228  Arg T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | N N N NN v v v
P. atriceps ~ KUNHM 13229  Arg T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | VN N N N A v v v
P.atriceps ~ KUNHM 13231 Arg T. del Fuego Lago Yehuin (YE) 5441 677  Musc | N Y N N N v v v
P. atriceps ~ KUNHM 13233 Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 54,41 67,7 Musc v \/ \/ \/ Y Y Y Y Y
P. atriceps ~ KUNHM 13237  Arg T.del Fuego Lago Yehuin (YE) 54,41 67,7 Musc v \/ \/ \/ Y Y Y Y Y
P. atricops  MACN-Or-ct 6442 Chi  XIIRegion  Est. de Magallanes (EM) 5247 69,57  Sang \/ \ \ \ Y Y y y y
P. atriceps  MACN-Or-ct 6443 Chi  XIIRegion  Est. de Magallanes (EM) 52,47 69,57 Sang v N N N N N N N N
P. atriceps MACN-Or-ct 6444 Chi  XIIRegion  Est.de Magallanes (EM) 5247 69,57 Sang v N N N N N N N N
P.atriceps ~ KUNHM 13266  Chi  XRegion  Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 7666 Musc | ¥ N v N~~~ 4 v
P.atriceps ~ KUNHM 13267 ~ Chi  XRegion  Is. Chilog, Llanquihue (LL) ~ 418 7666  Musc | ¥ N v N N~ N 4 v
P.atriceps ~ KUNHM 13268  Chi  XRegion  Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 7666  Musc | ¥ v v N N~ N 4 v
P.atriceps ~ KUNHM 13269  Chi  XRegion  Is. Chilog, Llanquihue (LL) ~ 418 7666  Musc | ¥ v v N~~~ v
P. atriceps ~ KUNHM 13270  Chi  XRegion Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc \/ y y y Y y Y Y Y
P. atriceps ~ KUNHM 13271 Chi  XRegion Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc \/ y y y Y y Y Y Y
P.atriceps ~ KUNHM 13272  Chi  XRegion Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc \ N N N N N N N
P.atriceps ~ KUNHM 13273  Chi  XRegion Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 7666  Musc \ Y Y - Y Y Y Y Y
P. atriceps ~ KUNHM 13274  Chi  XRegion Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 76,66  Musc \ Y Y Y Y Y Y Y Y
P. atriceps ~ KUNHM 13275  Chi  XRegién  Is. Chilog, Llanquihue (LL) 41,8 7666  Musc | v N ~ ~ l V V V
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Microsatélites ADNmt
Especie Nro Catalogo Pais  Prov. Localidad Lat Long Muestra | PcD2 PcT3 PcT4 PcD5 PcD6 Cor05 Cor06 Cord3 | ATPasa
P. atriceps KUNHM 13276 Chi X Region Is. Chiloé, Llanquihue (LL) 418 76,66 Musc v v v Y Y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13277 Chi X Region Is. Chiloé, Llanquihue (LL) 418 76,66 Musc v v v Y Y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 13278 Chi  XRegion Is. Chiloé, Llanquihue (LL) 418 76,66 Musc v v v y y V V V V
P. atriceps KUNHM 13279 Chi  XRegion Is. Chiloé, Llanquihue (LL) 41,8 76,66 Musc v v v y y V V V V
P. atriceps KUNHM 11619 Chi X Region Is. Chilog, Llanquihue (LL) 418 76,66 Musc - y v Y Y y \ \ Y
P. atriceps KUNHM 11625 Arg  Chubut Lago Vintter (LV) 4393 716 Musc y y v Y Y Y Y y Y
P. atriceps KUNHM 11626 Arg  Chubut Lago Vintter (LV) 4393 716 Musc v v v N N N N N N
P. atriceps KUNHM 11627 Arg  Chubut Lago Vintter (LV) 4393 716 Musc y v y Y Y Y Y Y \
P. atriceps KUNHM 11628 Arg  Chubut Lago Vintter (LV) 4393 716 Musc . . . N N N N N N
P. atriceps KUNHM 11629 Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 4098 715 Musc y v y Y Y Y y y \
P. atriceps KUNHM 11630 Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 40,98 715 Musc . . . N N N N N N
P. atriceps KUNHM 11631 Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 4098 715 Musc y v y Y Y Y y y \
P. atriceps KUNHM 11632 Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 4098 715  Musc | N N N N AW v v v
P. atriceps KUNHM 11633 Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 4098 715  Musc | N N N N AW v v v
P. atriceps KUNHM 11634 Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 40,98 715 Musc v v v Y Y Y y Y \
P. atriceps KUNHM 11635  Arg  Rio Negro L. Nahuel Huapi (NH) 4098 715  Musc | N N N N AW v v v
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5775  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang v - v Y Y Y y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5776  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N \/ \/ Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5777  Arg  Antatida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N \/ \/ Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis  MACN-Or-ct 5778  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N N N N N N N N N
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5779  Arg  Antatida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N \/ \/ Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5780  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N N N N N N N N N
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5781  Arg  Antatida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N y y Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5782  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N y y Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5783  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N y y Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5784  Arg  Antatida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang N y y Y Y Y Y Y S
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5785  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang y y y Y Y Y Y Y
P. bransfieldensis MACN-Or-ct 5786  Arg  Antartida  Is. Shetland, Is. Nelson (AN) 62,18 58,47 Sang y y y - Y Y v y
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Apéndice 2.b Estadisticas sumarias por cluster obtenido con STRUCTp#REP. magellanicusCH: Chubut, SC: Santa
Cruz, RF: Region Fueguina, CP: Costa Pacifica. n, numero dieidimos analizadosNa, numero de alelosHo

Heterocigosis observadllg, heterocigosis esperada p-val, valor de significancia glaequilibrio de H-W. Los valores en
negrita indican desvios significativos del equilibrio de KW 0.01 corregido por B-Y FDR).

PcD2 PcT3 PcT4 PcD5
n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p
CH 61 13 0.78 0.82 0.006 | 62 7 058 062 0.06 |62 6 0.53 0.70 0.00002| 61 6 057 061 0
SC 46 7 05 0.76 0.0007| 47 6 055 0.73 0.006| 46 6 0.67 0.77 0.25 44 3 0.20 0.33 0.0007
RF 18 13 094 091 042 | 18 6 072 076 0.71 | 17 8 094 085 0.71 15 4 046 0.62 0.005
CP 14 3 042 051 005 |14 6 064 079 0.06 | 14 6 078 083 0.14 14 3 070 057 052
Cor05 Cor06 Cor43
n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p
CH 61 5 045 047 0.79 | 62 2 025 031 0.21 |62 6 0.69 0.72 0.61
SC 46 6 043 040 0.88 | 47 4 044 041 1 a7 5 0.63 0.64 0.16
RF 17 6 0.70 0.72 0.47 18 4 050 0.54 1 17 4 0.52 0.63 0.24
CP 14 3 064 052 0.72 14 1 - - - 14 4 0.71 0.75 0.57

Apéndice 2.b Estadisticas sumarias por cluster obtenido con STRUEThRHRaP. atricepsy P. brasfieldensigAN) CA:
Costa Atlantica, RF: Region Fueguina, CP: Costa Pacifiéa, Y¥ehuin, AN (Isla Nelson, Antartidan, nimero de
individuos analizados Na, numero de alelogo Heterocigosis observadéte, heterocigosis esperada p-val, valor de
significancia para el equilibrio de H-W. Los valores egrita indican desvios significativos del equilibrio de H"&(0.01

corregido por B-Y FDR).

PcD2 PcT3 PcT4 PcD5
n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p
CA 92 10 0.79 0.81 0.083|94 13 0.87 0.80 0.40| 93 16 0.80 0.87 0.034| 86 6 0.21 0.20 0.10
RF 37 11 081 087 0.11 (37 12 081 0.84 059|38 16 0.84 0.92 0.008| 37 8 045 054 0.08
CP 25 8 076 081 034 |26 11 088 086 065|26 13 096 0.88 096 | 24 6 0.54 053 0.96
YE 14 8 064 069 03514 8 0.78 0.82 0.27]| 14 8 085 084 0.77 | 14 2 050 045 1
AN 12 0.50 0.40 1 12 12 081 093 0.07|12 15 091 0096 0.11 | 12 3 0.18 0.65 0.003
PcD6 Cor05 Cor06 Cor43
n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p n Na Ho He p
CA 90 1 - - - 90 12 1 0.90 0.44]| 89 9 0.79 0.79 0.36 | 90 4 0.86 0.72 0.10
RF 38 2 0.02 0.02 - 31 14 0.87 091 042 31 9 090 082 05431 9 0.67 073 0.31
CP 26 2 011 017 0419 |26 11 0.88 0.88 0.46| 25 7 072 0.78 0.36 | 26 5 0.61 0.74 0.001
YE 13 2 015 036 0.07 | 14 8 085 082 059 14 5 050 058 0.29 | 14 2 014 025 0.21
AN 12 1 - - - 12 10 091 0.89 0.39| 12 8 0.75 0.86 0.03 | 12 1 - - -
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bable obtenida pBranagellanicugon el programa BAPX(= 5).
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Apéndice 4.a DeltaK (AK) y Ln Pr (x|k) paraP. magellanicusdeK = 1 a 9.
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Apéndice 5.a Comparaciones entre pares de colonias de estimadodésréacizion poblacionalPor encima de la diagonal: valores de Fst y entre paigentdsres
de Rst, por debajo de la diagonal: valore®de Valores en negrita indican significancia al 0.08syasteriscos indican valores g fueron significataid3.01, luego de
las correcciones por comparaciones multipB6 FDR).

CH PM IE CB IP UR ML BU IN LL
CH 0.02 0.13*  0.08* 0.08 0.07 0.07* 0.11* 0.15* 0.22*
(0.07) (0.28% (0.16) (0.14) (0.19) (0.13) (0.21%) (0.24) (0.32%)
PL | 0.15 0.03 0.06* 0.05 0.04 0.05 0.06*  0.07*  0.09*  0.19*
(0.04) (0.23% (0.11) (0.07) (0.15) (0.04) (0.11) (0.16) (0.25%
RM | 0.15 0.06 0.11* 0.07 0.07 0.11* 0.04  0.07* 0.10* 0.19*
(0.10) (0.13) (0.04) (0.02) (0.13) (0.05) (0.11) (0.01) (0.30%)
VE | 0.15 0.01 0.09* 0.06 0.06 0.05 0.05 0.06*  0.10*  0.20*
(0.04) (0.17) (0.06) (0.03) (0.11) (0.04) (0.11) (0.07) (0.29%
PM | - 0.08 0.03 0.02 0.03 0.12* 0.12* 0.09* 0.27*
(0.32%) (0.17) (0.11) (0.11) (0.10) (0.20) (0.41) (0.37%)
IE | 0.19 - 0.02 0.01 0.06 0.14*  0.14* 0.07 0.29*
(0.05) (0.03) (0.10) (0.10) (0.29%)  (0.40) (0.53%)
CB | 0.19 - 0 0 0.03  0.09* 0.12* 0.06  0.25*
(0) (0.06) (0.03) (0.16) (0.12) (0.09)
IP |- - - - 0 0.08*  0.10* 0.06 0.25%
(0) (0.03) (0.20%) (0.02) (0.43%)
UR | - - - - - 0.07 0.10 0.09 0.25*
(0.08) (0.29%) (0.07) (0.51%)
ML | O - 0 0 - - 0.05 0.12*  0.10*
(0.07) (0) (0.22%)
BU | 0.82* - 0.88* 0.88* - - 0.76* 0.04 0.08*
(0) (0.06)
IN | - - - - - - - - 0.12*
(0.37)

LL | 0.97* - 1* 1* - - 0.85*  0.78* -
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Apéndice 5.a Comparaciones entre pares de colonias de estimadaldsréaciaion poblacional, el color celeste indica la colonidste Nelson P. bransfieldensjs
Por encima de la diagonal: valores de Fst y entre mmigéntalores de Rst, por debajo de la diagonal: vallerést. Valores en negrita indican significancia al 0.05 y
los asteriscos indican valores q fueron significatiab0.01, luego de las correcciones por comparacion¢ipleslBY FDR).

PL RM PM IA IC BO RF PQ BE IN IM YE LL NH AN

PL - 0.01 0 0 0.07* 002 001 005 001 004 007* 014 002 0.10* | 0.19*
(0.03)  (0) (0)  (0.01) (0.01) (0.02) (0.01) (0.10) (0.06) (0.02) (0.14) (0.02) (0.16) | (0.63)*

RM | 0.06 - 0 0 0.04* 0.02 0.02 003 001 004 004 013* 0.01 0.08 | 0.17*
(0.01) (0.06) (0.02)  (0) (0)  (0.05) (0.07) (0.03) (0.06) (0.14) (0.02) (0.08) | (0.55)*

PM - - - 0 0.03 0 002 0.01 0 001 0.04* 0.12¢* 001 0.09* | 0.15*
(0) () (0)  (0.04) (0.01) (0.11) (0.04) (0.06) (0.10) (0.02) (0.10) | (0.60)*

IA - - - = 0.05* 002 004 005 002 001 0.05 0.14* 0.01 0.10* | 0.15*
(0.01) (0.02) (0.06) (0.09) (0.13 (0.02) (0.03) (0.1 (0.03) (0.15) | (0.57)*

IC | 017 0.44 - - - 0 0.04 0 004 0.01 004* 0.09* 0.04* 0.17* | 0.22*
(0) (0.01) (0.01) (0.04)  (0) (0)  (0.14) (0.02) (0.15) | (0.54)*

BO| - - - - - - 0.01 0 003 0.07 005* 0.12* 003 0.13* | 0.19*
(0)  (0.07) (0.05) (0.10) (0.02) (0.1§  (0)  (0.09) | (0.57)*

RF - - - - - - - 001 003 005 0.06* 0.0+ 0.03 0.13* | 0.20*
(0.05) (0.03) (0.05) (0.03) (0.1 (0.01) (0.10) | (0.47)*

PQ| 0.03 0.23 - - 0 - - - 003 0.02 004* 0.08* 0.04* 0.16* | 0.22*
(0.10) (0.01) (0.04) (0.11) (0.07) (0.20 | (0.63)*

BE | 0.50* 0.78* - - 0.39* - - 0.42* - 0 002 0.12* 001 0.07* | 0.13*
(0.10) (0.01) (0.17 (0.03) (0.16) | (0.52)*

IN - - - - - - - - - - 0 0.07* 0.03 0.08* | 0.10*
(0) (0)  (0.04) (0.14) -

M | 021 056 - - 0.33 - - 020 0.78* - - 0.09* 0.04* 0.12* | 0.17*
(0.14 (0.04) (0.17) | (0.44)*

YE | 0.74*  0.90* - - 0.49 - - 058  0.87* - 0.95* = 0.10*  0.24* | 0.28*
(0.1) (0.12) | (0.57)*

LL | 0.55* 0.85* - - 0.47* - - 047  0.10 - 0.90* 1* - 0.06* | 0.14*
(0.04) | (0.55)

NH 0 0.13 - - 0.14 - - 0 0.49 - 031 0.80* 058 B 0.18*
(0.59)*

AN | 0.66* 0.85* - - 0.72* - - 0.65* 0.92* - 0.90* 1* 1* 0.76* -
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