BIBLIOTECA CENTRAL LUIS F LELOIR

BibliOteca Digital BIBLIOTECA CENTRAL]EJLOIR

F c E N - U B A FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES UBA

Tesis Doctoral

Evolucion de un complejo de
especies de Ctenomys
(Octodontidae, Rodentia) del noreste
argentino: filogenia, variabilidad
cromosémica y dinamica del ADN
satélite

Caraballo, Diego Alfredo

2013

Este documento forma parte de la coleccidon de tesis doctorales y de maestria de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilizaciéon debe ser
acompafiada por la cita bibliografica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Citatipo APA:

Caraballo, Diego Alfredo. (2013). Evolucién de un complejo de especies de Ctenomys
(Octodontidae, Rodentia) del noreste argentino: filogenia, variabilidad cromosémica y
dindmica del ADN satélite. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos

Aires.

Citatipo Chicago:

Caraballo, Diego Alfredo. "Evolucion de un complejo de especies de Ctenomys (Octodontidae,
Rodentia) del noreste argentino: filogenia, variabilidad cromosémica y dindmica del ADN
satélite". Facultad de Ciencias Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 2013.

EXACTAS:

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

UBA

Universidad de Buenos Aires

Direccidn: Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. Contacto: digital@bl.fcen.uba.ar

Intendente Giiiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293



http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar

{DE+®,
*° ey,

Ce
FACULTAD ¥,
DE

CIENCIAS EXACTAS 1?“
»

y Y NATURALES

Universidad de Buenos Aires

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Evolucién de un complejo de especies de
Ctenomys (Octodontidae, Rodentia) del noreste
argentino: filogenia, variabilidad cromosomica

y dinamica del ADN satélite

Tesis presentada para optar por el titulo de Doctor de la Universidad de

Buenos Aires en el drea de Ciencias Biol6gicas

Lic. Diego Alfredo Caraballo

Directora de tesis: Dra. Maria Susana Rossi

Consejera de estudios: Dra. Viviana Confalonieri
Departamento de Fisiologia y Biologia Molecular y Celular
Laboratorio de Fisiologia y Biologia Molecular

IFIBYNE - CONICET UBA

Buenos Aires, 2013




Resumen

Evolucion de un complejo de especies de Ctenomys (Octodontidae, Rodentia) del noreste argentino:

filogenia, variabilidad cromosdmica y dinamica del ADN satélite
Resumen

Los tuco-tucos, roedores subterraneos del género Ctenomys, de la provincia de Corrientes habitan en gran
parte de su area de distribucién en ambientes inestables tanto desde el punto de vista espacial como temporal.
Constituyen un excelente modelo para estudiar la especiacién y la hibridacion, y el rol de la evolucién cromosdmica
en estos procesos, un rasgo conspicuo en este grupo. Unas 39 poblaciones fueron descriptas en este grupo, la
mayoria de status taxondmico indefinido. La variabilidad en el nimero diploide (2n) y nimero fundamental (NF) es
inusualmente elevada en este grupo (2n=41-70, NF=76-84). En este trabajo se obtuvo una filogenia molecular que
incluye representantes de 23 poblaciones correntinas, utilizando los marcadores mitocondriales citocromo b,
citocromo oxidasa | y region control (D-loop). El grupo Corrientes resulté monofilético. Las especies previamente
descriptas C. perrensiy C. dorbignyi no resultaron monofiléticas. Se propone el subgrupo iberd como linaje
evolutivo diferenciado e independiente.

Por otro lado, se obtuvieron cariomorfos de 33 individuos. El cariomorfo 2n=70 NF=84 ocurre en dos linajes
basales en el grupo Corrientes, y en la especie hermana C. pearsoni, seria ancestral y habria sufrido reducciones en
2n y NF via fusiones céntricas y en tandem, principalmente.

Se exploré la relacion entre la dindmica del principal ADN satélite de los tucos (SRPC) y la variabilidad
cromosomica en Corrientes. Se analizd también la variacidn intra/inter poblacional del nimero de copias y de la
secuencia del satélite SRPC. El satélite SRPC siguié un patrdn conservativo en algunos linajes pero altamente
dindmico en otros. La evolucion de la secuencia y el nimero de copias de SRPC es compatible con la hipétesis de

una biblioteca ancestral, cuyas variantes estan presentes en todos los linajes, aunque en proporciones diferentes.

Parte de los resultados que se presentan en esta tesis han dado origen a las siguientes dos publicaciones:

- Caraballo DA, Belluscio PM y Rossi MS. The library model for satellite DNA evolution: A case study with the
rodents of the genus Ctenomys (Octodontidae) from the Ibera marsh, Argentina. Genetica, 2010. 138:1201-1210.

- Caraballo DA, Abruzzese GA y Rossi MS. Diversity of tuco-tucos (Ctenomys, Rodentia) in the Northeastern
wetlands from Argentina: mitochondrial phylogeny and chromosomal evolution. Genetica, 2012. 40:125-136.

Palabras clave: Ctenomys, filogenia mitocondrial, D-loop, citocromo b, citocromo oxidasa I, evolucidn
cromosomica, fusiones céntricas, fusiones en tdndem, ADN satélite, modelo de la biblioteca, SRPC



Abstract

Evolution of a species complex of the genus Ctenomys (Octodontidae, Rodentia) from

northeastern Argentina: phylogeny, chromosomal variability and satellite DNA dynamics
Abstract

Tuco-tucos, subterranean rodents of the genus Ctenomys, from Corrientes province inhabit
unstable environments both from a spatial and a temporal point of view, in most of its distribution. Tuco-
tucos represent an excellent model for studying speciation and hybridization, and the role of chromosomal
evolution in these processes, being a conspicuous attribute of this group. Most of the 39 populations
described in this group have an undefined taxonomic status, and show an extraordinarily high diploid (2n)
and fundamental number (FN) variability, in the ranges 2n=41-70 FN=76-84. In this work a molecular
phylogeny was obtained, including representatives from 23 Correntinean populations, based on
mitochondrial markers: cytochrome b, cytochrome oxidase | and the control region (D-loop). The Corrientes
group resulted monophyletic. However, previously described species C. perrensi and C. dorbignyi did not
result monophyletic. The ibera subgroup is proposed as an independent and differentiated evolutionary

lineage.

Besides, 33 individual karyomorphs were obtained with uniform staining. Karyomorph 2n=70
FN=84 occurs in two basal lineages in the Corrientes group, as well as in its sister species C. pearsoni, would

be ancestral and may have suffered reductions in both 2n and FN mainly via centric and tandem fusions.

The relationship between the major satellite DNA of tuco-tucos (RPCS) and chromosomal
variability in Corrientes was studied. Intra and interpopulation variability in copy number and at RPCS’
nucleotide profile were also analyzed. The satellite RPCS followed a conservative pattern in some lineages
but it has been highly dynamic in others. Nucleotide sequence and copy number evolution in RPCS are
compatible with the hypothesis of an ancestral library, in which variants are present in all lineages, but in

different proportions.

Part of the results present in this thesis has given rise to the following two paper articles:

- Caraballo DA, Belluscio PM y Rossi MS. The library model for satellite DNA evolution: A case
study with the rodents of the genus Ctenomys (Octodontidae) from the Ibera marsh, Argentina. Genetica,
2010.138:1201-1210.

- Caraballo DA, Abruzzese GA y Rossi MS. Diversity of tuco-tucos (Ctenomys, Rodentia) in the
Northeastern wetlands from Argentina: mitochondrial phylogeny and chromosomal evolution. Genetica,
2012.40:125-136.

Keywords: Ctenomys, Mitochondrial phylogeny, D-loop, Cytochrome b, Cytochrome oxidase |,

Chromosomal evolution, Centric fusions, Tandem fusions, Satellite DNA, library model, RPCS.
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1 INTRODUCCION

1.1 Los roedores del género Ctenomys

Los tuco-tucos, también conocidos como “tunduques” o “anguya tutus” debido a sus
vocalizaciones tipicas, o también llamados “ocultos” por sus habitos furtivos, comprenden el
género mas especioso entre los roedores subterraneos, y también uno de los de mayor
numero de especies entre los mamiferos. Con mas de 60 especies descriptas (Woods vy
Kilpatrick 2005), Ctenomys posee ademads el mayor rango de nimeros cromosémicos (2n)
conocido para un género de mamiferos, de 2n = 10 a 2n = 70 (Ortells, Contreras y Reig 1990;
Cook, Anderson y Yates 1990). Los miembros de este especioso género fueron y estan siendo
estudiados desde diversos puntos de vista: ecofisioldgico (Cutrera, Fanjul y Zenuto 2012;
Tomotani et al 2012), sistematico (Parada et a/ 2011; D'Anatro y D'Elia 2011), paleontoldgico
(Quintana 1994; Verzi et al 2010), etolégico (Mastrangelo, Schleich y Zenuto 2010),

cromosémico (Fernandes et al 2009) y genético-poblacional (Mapelli et al 2012) entre otros.

1.1.1 Taxonomia

Los tuco-tucos pertenecen a la familia Octodontidae (Caviomorpha) que esta
distribuida en el cono sur de Sudamérica. Los roedores del género Ctenomys, y géneros
extintos relacionados, estan incluidos en la subfamilia Ctenomyinae, hermana de la subfamilia
Octodontinae que incluye géneros de habitos terrestres, parcialmente subterrdneos y un Unico
género, Spalacopus, subterraneo estricto (Gallardo et al 2007). Los Ctenomyinae constituyen
un grupo diferenciado a partir del Mioceno tardio, 10 M. A. (Quintana 1994; Verzi 2002),
aunque la cladogénesis profusa de Ctenomys se ubica en el Plioceno temprano — Pleistoceno
tardio, como indican el registro fosil (Reig et al 1990; Quintana 1994; Verzi 2002) asi como
estudios de reloj molecular basados en el gen mitocondrial citocromo b (Slamovits 2002a;

Parada et al 2011).

1.1.2 Adaptaciones al ambiente subterrdneo

Entre las fosoriales, las especies subterraneas se caracterizan por pasar la mayor parte
de su vida bajo tierra. Las excursiones de forrajeo de los tuco-tucos suelen estar limitadas a la
vecindad de las aberturas por las que salen, en un radio de 0,3-4,0 metros (Lessa et al 2008).
Los tuco-tucos presentan una serie de adaptaciones asociadas al modo de vida subterraneo, de
tipo anatémicas (dseas y dentarias principalmente) asi como fisioldgicas, relacionadas a las

actividades de excavacién y a las condiciones de hipoxia y alta presién parcial de CO, de las
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galerias, respectivamente (Busch et al 1989; Reig et al 1990; Vassallo 1998). Sin embargo, las
adaptaciones a la vida bajo tierra son menos extremas que las de los especialistas. Por
ejemplo, la reduccién de la cola y del tamafio de los ojos no son tan pronunciadas en Ctenomys
como en roedores de la familia Spalacidae, o en los insectivoros de la familia Chrysochloridae o
en los marsupiales de la familia Notoryctidae (Reig et al 1990; Borghi, Giannoni y Roig 2002). La
anatomia externa e interna de los tuco-tucos es extremadamente uniforme en las distintas
especies, pese a que ocupan un amplio rango de habitats (Figura 1, ver item 1.1.3 en
Introduccidn). La caracteristica que da nombre al género son sus ctenos, pelos en forma de
peine en las falanges distales de los miembros tanto posteriores como anteriores. Uno de los
rasgos fenotipicos mas variables a lo largo de las especies de tuco-tucos es el tamafo corporal
cuyo menor valor lo presenta C. pundti con 100 gramos de peso corporal y 220 mm de largo,

mientras que C. conoveri pesa unos 1100 gramos y mide 430 mm de largo (Reig et al 1990).

1.1.3 Distribucion

Las mas de 60 especies reconocidas de tuco-tucos se distribuyen sobre una extensa
region de Sudamérica (Figura 2), desde 17°S a 54°S en latitud, y desde Los Andes hasta el
Océano Atlantico, regidén que barre desde el sur de Peru y Brasil, la mayor parte de Paraguay y
Bolivia, Uruguay, Argentina y Chile. En esta extensa area las especies de Ctenomys ocupan una
gran variedad de habitats, como las pampas de la Puna a mas de 4000 m de altura (C. opimus,
C. peruanus), las estepas de alta montafia (C. tuconax), hasta los valles bajos del oeste (C.
maulinus, C. mendocinus), y desde las dunas de la costa atlantica al este (C. flamarioni, C.
australis) o las planicies de la pampa himeda (C. porteousi), hasta los desiertos o
semidesiertos (C. fulvus, C. knightii); desde las areas abiertas entre bosques tropicales (C.
sylvanus) hasta las estepas fueguinas (C. magellanicus). Debido a que las galerias permanecen
la mayor parte del tiempo cerradas, en el nicho subterraneo se crean condiciones
microclimaticas de humedad y temperatura relativamente independientes del ambiente
exterior (Reig et al 1990). Casi todas las especies de Ctenomys ocupan rangos disyuntos, siendo
pocos los casos de parapatria o simpatria. La mayor parte de los autores coinciden en que la
distribucidn de los tuco-tucos depende de dos factores principales: la presencia de suelos
arenosos y la profundidad del agua freatica (Contreras 1973; Reig et al 1990 y referencias alli

citadas).
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Figura 1. Tuco-tucos que ocurren en diferentes tipos de habitat. a) Ctenomys sp de Estancia San Luis,

Corrientes, Argentina. b) Ctenomys opimus del PN Laguna de los Pozuelos, Jujuy, Argentina. c) Ctenomys
torquatus del sur de Brasil (Tomada por Jorge Maurinho, www.ufrgs.br). d) Ctenomys sp. de San Roque,
Corrientes, Argentina. e) Ctenomys conoveri del PN Teniente Enciso, Departamento Boquerdn, Paraguay

(Tomada por Hugo del Castillo, www.faunaparaguay.com).
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Figura 2. Distribucion geografica del género Ctenomys. El area sombreada sefiala la distribucion del

género.

1.1.4 Estructura poblacional y social

Combinadas con los factores mencionados, a saber, la composicién del suelo y los
niveles de agua fredtica, las discontinuidades en las condiciones locales de aptitud del habitat
tales como la topografia, densidad y altura de la vegetacidn, la calidad y disponibilidad de
fuentes de alimento, determinan una distribucion en parches de las poblaciones de tuco-tucos

a lo largo de todo su rango de distribucién (Reig et al 1990). La estructura poblacional de casi
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todas las especies estudiadas consiste en colonias semiaisladas que ocupan ambientes
favorables delimitados y separadas por grandes tramos no poblados (Reig et al 1990). Como la
mayor parte de las especies subterraneas, los tuco-tucos son organismos solitarios (Zenuto,
Vassallo y Busch 2002; El Jundi y De Freitas 2004) y tienen un comportamiento marcadamente
territorial, con las madrigueras ocupadas por un Unico individuo, excepto por las hembras y
sus crias desde el parto hasta el estadio juvenil (Cutrera, Lacey y Busch 2005; Cutrera et al
2006). Con excepcion de las épocas de apareamiento, los adultos tienen un contacto minimo
entre si y los individuos de ambos sexos reaccionan agresivamente frente a la presencia de un
conspecifico (Busch et al 1989; Zenuto, Vassallo y Busch 2002). Sin embargo, existen
excepciones al habito solitario de los tuco-tucos: en C. peruanus los machos son solitarios,
mientras que las hembras forman colonias (Reig et al. 1990); el caso mas extremo lo constituye
C. sociabilis, en cuyas madrigueras pueden hallarse simultdneamente varias hembras y en

muchos casos, un macho adulto (Lacey, Braude y Wieczorek 1997).

El andlisis de la variabilidad de marcadores genéticos puede revelar patrones
poblacionales histéricos y demograficos de una especie, como el tipo de dispersioén, la
vagilidad y el comportamiento sexual. Por ejemplo, a partir de un patrén de baja diversidad
nucleotidica y alta diversidad haplotipica observado en poblaciones de C. australis en un
analisis basado en secuencias de la regién control mitocondrial (D-loop), Mora y colaboradores
(2006) concluyeron que esta especie habria sufrido una expansién en su rango geografico, a
partir de una distribucion pasada mas acotada. En contraste, tanto C. talarum, especie que
ocurre en simpatria con C. qustralis, asi como la uruguaya C. pearsoni serian estables en el
tamanio poblacional efectivo, segun las inferencias demograficas realizadas analizando la

variabilidad haplotipica de D-loop (Tomasco y Lessa 2007; Mora et al 2007).

La estructura de las poblaciones es una caracteristica central en Biologia Evolutiva,
dado que implica la identificacidon de grupos aislados reproductivamente. Si las poblaciones
estan subdivididas, entonces los demos pueden evolucionar independientemente. Los demos
también pueden tener una estructura completa si se produce un equilibrio entre migracién y
deriva. También existen las metapoblaciones, en las que en lugar de flujo génico, se producen
sucesiones de extinciones y recolonizaciones en los diferentes demos. En Ctenomys el estudio
de la genética de poblaciones ha permitido entender en profundidad la estructuracién
poblacional de varias especies, encontrandose en todos los casos algun nivel de estructuracion

geografica, lo que es coherente con el caracter subterraneo de los tucos y su distribucion
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discontinua en la escala local. En un estudio basado en microsatélites donde se muestrearon
poblaciones de C. australis distantes a un maximo de 3,8 km, Mora y colaboradores (2010)
encontraron que si bien las dispersiones en distancias menores a 4 km serian frecuentes, no
son suficientes como para evitar una subestructuracion geografica. El analisis genético a escala
local se opone a la existencia de poblaciones grandes y continuas propuestas por Zenuto y
Busch (1998) para esta especie, revelando la presencia de demos semiaislados. De la misma
forma, los datos genotipicos basados en microsatélites muestran que en C. rionegrensis las
subpoblaciones tendrian una fuerte estructuracién geografica, constituyendo unidades
genéticas diferenciadas y, como ocurre con C. australis, no tendrian un patrén de aislamiento
por distancia (Wlasiuk, Garza y Lessa 2003). Los autores de este trabajo hipotetizan que la
diferenciacidn entre poblaciones se deberia a procesos estocasticos, y no la distancia lineal
entre poblaciones. Los analisis de la variabilidad en 8 loci microsatélites permitieron establecer
que 3 subpoblaciones de la especie brasilera C. lami con una distancia maxima de 450 m
conformarian una Unica unidad panmictica (El Jundi y De Freitas 2004). En estudios basados en
marcadores mitocondriales asi como en microsatélites C. talarum y C. porteousi (en este caso
basados sdlo en microsatélites) muestran una fuerte estructuracién geografica a escala local

(Cutrera, Lacey y Busch 2005; Mora et al 2007; Mapelli et al 2012).

Las caracteristicas etoldgicas en combinacion con las demograficas influyen sobre los
patrones de dispersidn de una especie. En estudios donde se midié la capacidad de
recolonizacién de C. talarum en areas en las que se removieron todos los tuco-tucos que las
habitaban, Malizia, Zenuto y Busch (1995) encontraron que los dispersores son juveniles,
mientras que los adultos permanecen en los sitios fuente. También encontraron que en demos
con baja densidad poblacional los dispersores juveniles eran de ambos sexos en proporciones
parejas, mientras que en demos con alta densidad poblacional los machos dispersaban mas.
Estos hallazgos son concordantes con el hecho de que el grado de poliginia en la especie
estudiada, C. talarum, es variable, siendo mayor la influencia de la jerarquia de dominancia
que determina el acceso a las hembras entre machos cuando la densidad poblacional es alta,
produciendo consecuentemente una mayor estructuracién poblacional en hembras (Cutrera,
Lacey y Busch 2005), revelada ésta por el anadlisis de marcadores microsatélites. También en C.
flamarioni las diferencias en densidad poblacional habrian influido sobre las diferencias en los
patrones de dispersidn observados entre poblaciones reflejado en una mayor estructuracién
por parte de las hembras (Fernandez-Stolz, Stolz y Freitas 2007), mientras que en C. sociabilis y

en C. australis también se reportd una dispersion de los juveniles sesgada hacia los machos
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(Lacey 2001; Mora et al 2010). La estructura poblacional, confirmada en todas las especies de
tuco-tucos estudiadas, es una condicidn necesaria para el establecimiento de los cariotipos
diferenciados que caracterizan a la mayoria de las especies de Ctenomys. Si el flujo génico
fuera irrestricto, la diferenciacion cromosémica seria muy baja, aln si la tasa de mutacién

cromosomica fuera alta.

1.1.5 Variabilidad cromosomica

Desde los trabajos seminales de Osvaldo Reig (Reig y Kiblisky 1969 y referencias alli
citadas) el vasto rango de heterogeneidad cromosdémica descripto ha permitido comprobar
que Ctenomys estuvo (y en algunos linajes aln estd) sujeto a una al tasa de evolucién
cromosdémica, un de las mas altas entre los mamiferos. La mayoria de las 60 especies vivientes
posee cariotipos exclusivos y variantes politipicas y polimérficas de los mismos, con excepcion
de dos grupos. El primero lo componen las especies de la puna altoandina C. opimus, C. fulvus
y C. robustus que comparten 2n = 26 y patrones muy similares de bandas C (Gallardo 1979). La
otra excepcidn la constituyen las especies del grupo mendocinus: C. mendocinus, C. porteousi,
C. australis, C. azarae y C. flamarioni comparten el mismo 2n = 48, mientras que C.
rionegrensis, tiene 2n = 50 (Massarini et al 1991; De Freitas 1994; Massarini y De Freitas 2005).
El resto de las especies presentan cariotipos exclusivos, con un rango, como se menciond que
va de 2n=10 a 70. Esta altisima variabilidad cariotipica ha llevado a postular tempranamente
que Ctenomys es un ejemplo de especiacién cromosdémica y que esta multiplicidad de formas
cromosdmicas entre especies implicaria la ocurrencia también de variabilidad a nivel intra e
interpoblacional (Reig y Kiblisky 1969). Dentro de los limites de una especie se pueden
encontrar politipismos o polimorfismos cromosdmicos como en el caso de C. pearsoni, con
cariotipos que oscilan entre 2n =56 y 2n = 70 (Tomasco y Lessa 2007). Otro grupo donde existe
un alto grado de variabilidad cromosdmica en un complejo de especies y formas es el lamado

grupo Corrientes, que constituye el objeto de estudio de este trabajo.

1.1.6 El grupo Corrientes

Limitada por el rio Parana al norte y al oeste, por el rio Uruguay al este, por el rio
Guayquirard y el arroyo Mocoreta al sur, la provincia de Corrientes actualmente comprende un
territorio cuyo perimetro estd casi completamente demarcado por cuerpos de agua. Estos
cursos acuaticos conectan con un sistema de esteros, bafiados y lagunas que ocupan una gran
proporcién del territorio correntino, entre los que se cuentan los Esteros del Batel, el Estero de

Santa Lucia y los Esteros del Ibera: un humedal de mas de 12.000 km” localizado en la regién
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centro-norte de la provincia (Figura 14). Estos sistemas acudticos reciben aportes periédicos de
agua subterranea y pluvial que llegan a cubrir, parcial o totalmente, las lomas y planicies
arenosas entre las que se intercalan (Contreras 1988). Estos sitios de suelos arenosos son
aptos para el establecimiento de poblaciones de tuco-tucos, cuya distribucién actual ocupa las
porciones central y occidental de la provincia de Corrientes (Figura 14), pero su proximidad a

los cuerpos acuaticos hace de esta regidn un habitat inestable temporal y espacialmente.

Se han descripto unas 39 poblaciones de tuco-tucos en la provincia de Corrientes
(Contreras et al 1985), algunas de las cuales han sido originalmente atribuidas a las especies: C.
roigi, C. dorbignyiy C. perrensi; aunque la mayor parte de estas poblaciones poseen un status
taxondmico indefinido, llamadas Ctenomys sp debido a esta condicidon. Al conjunto total de
especies y formas de esta regién se lo ha llamado "grupo Corrientes" en los trabajos seminales
en este grupo (Ortells, Contreras y Reig 1990). La alta variabilidad cariotipica registrada en
este grupo, principalmente dada por variaciones en el nimero diploide, que ocurren en el
rango de 2n =41 a 2n = 70, se da mayoritariamente a nivel interpoblacional mediante
reordenamientos complejos; pero también hay muchas poblaciones que presentan
polimorfismos cromosémicos debidos a fusiones céntricas (Ortells, Contreras y Reig 1990; Reig
et al 1992; Ortells y Barrantes 1994; Garcia et al 2000ab; Arglielles et al 2001; Giménez et al
2002; Lanzone et al 2007). La alta frecuencia de polimorfismos y politipismos cromosémicos
indicaria que la evolucién cromosémica es un proceso activo y recurrente en el grupo

Corrientes.

Una de las tres especies nominales del grupo Corrientes, Ctenomys dorbignyi, tiene
una distribucidn disyunta con poblaciones situadas en los extremos norte y sur de Corrientes,
como también en la provincia de Entre Rios (Ortells, Contreras y Reig 1990). La segunda
especie en cuanto a la amplitud de su area de distribucidn es Ctenomys perrensi localizada el
sector centro-occidental de la provincia, restringiéndose su descripcidn a tres poblaciones:
Colonia 3 de Abril, Goya y Rincon de Ambrosio (Ortells, Contreras y Reig 1990; Giménez et al
2002). En una regién de unos pocos km? se encuentra distribuido Ctenomys roigi, al noroeste
de la provincia, especie descripta en 2 poblaciones: Costa Mansidn y Colonia Brougnes (Ortells,
Contreras y Reig 1990). Las localidades tipo de C. dorbignyi, C. perrensiy C. roigi son Mbarigii
(en la regidon boreal de la provincia), Goya y Costa Mansidn, respectivamente (Ortells,
Contreras y Reig 1990). Exceptuando C. dorbignyi el resto de las poblaciones de las especies

nominales no fueron analizadas citogenéticamente o fue publicado Unicamente el nimero
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diploide y numero fundamental (NF) (Ortells, Contreras y Reig 1990; Giménez et al 2002) (ver
Tabla 1).

Las poblaciones de Ctenomys sp tienen nimeros diploides distintos de las poblaciones
adscriptas a las especies nominales, cuyos 2n son constantes a nivel inter e intrapoblacional: C.
perrensi, 2n=50, NF 84; C. roigi, 2n=48, NF=80; C. dorbignyi, 2n=70, NF=84. En esta ultima
especie, Argilielles y colaboradores (2001) publican un NF=88, hallado uUnicamente en la
provincia de Entre Rios, pero en los cariogramas respectivos se pueden contar sélo 84. Las 20
poblaciones caracterizadas desde el punto de vista citogenético que conforman el complejo
Ctenomys sp. poseen numeros fundamentales en el rango de 76-84 (Ortells, Contreras y Reig
1990; Reig et al 1992; Ortells y Barrantes 1994; Arglelles et al 2001; Giménez et al 2002;
Lanzone et al 2007; Jablonski 2011). Si bien se ha publicado el nimero de cromosomas y de
brazos de la mayor parte de las poblaciones del grupo Corrientes, no todas presentan
fotografias de los cariomorfos, es decir que no hay registro de cariogramas o metafases en los

que se pueda constatar los 2n y NF publicados y observar la morfologia (Tabla 1).

Poblacion Numero Numero Fuente
diploide fundamental

Colonia Brougnes 48 80 Giménez et al 2002

Costa Mansion 48 80 Ortells, Contreras y Reig 1990,
:g’ Lanzone et al 2007, Giménez et al
L.
o 2002

Estancia San Luis ?

Goya 50 84 Ortells, Contreras y Reig 1990,
— Giménez et al 2002
&
L
S Colonia 3 de Abril 50 84 Giménez et al 2002
Q
O

Rincén de Ambrosio 50 84 Giménez et al 2002
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Mbarigii 70 84 Ortells, Contreras y Reig 1990,
Argiielles et al 2001, Giménez et al
3 2002, Lanzone et al 2007
)
"‘g Paraje Angostura 70 84 Lanzone et al 2007
AS]
Paraje Sarandicito 70 84 Arglielles et al 2001, Giménez et al
2002
Estancia La Tacuarita 42 76 Giménez et al 2002
Contreras Cué 41-42 76 Giménez et al 2002
Curuzu Laurel 42 76 Ortells, Contreras y Reig 1990,
Lanzone et al 2007, Giménez et al
2002
Loreto 42 76 Giménez et al 2002
San Miguel 44 76 Lanzone et al 2007, Giménez et al
2002
Paraje Caiman 46-47 78 Giménez et al 2002
o
(%)
(%) .
§~ Manantiales
2
8 Mburucuya 58 84 Ortells, Contreras y Reig 1990
Estancia Rosarito 51-52 80 Lanzone et al 2007
Loma Alta
Pago Alegre 56 84 Giménez et al 2002, Lanzone et al
2007
Ruta Saladas- 54-58 84 Giménez et al 2002
Mburucuya Km 10-12
Pago de los deseos Km | 56 84 Lanzone et al 2007
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Ruta Saladas- 54-56-58 84 Ortells, Contreras y Reig 1990,

Mburucuya Km7 Giménez et al 2002

Paraje Santo Domingo | 54-55 82 Lanzone et al 2007

Saladas 54-55 84 Ortells, Contreras y Reig 1990,
Giménez et al 2002, Lanzone et al
2007

Saladas Km Sur

Santa Rosa 65-66 84 Giménez et al 2002, Lanzone et al
2007

San Roque 62 84 Ortells, Contreras y Reig 1990,
Giménez et al 2002

MF Mantilla 62 84 Ortells, Contreras y Reig 1990

Chavarria 58 84 Giménez et al 2002, Lanzone et al
2007

Yatayti-Calle 53-54 84 Ortells, Contreras y Reig 1990

Tabla 1. Informacidn cariotipica de las poblaciones los tuco-tucos del grupo Corrientes publicada hasta la

actualidad. Las fuentes bibliograficas que presentan un cariograma del cariotipo descripto se resaltan con

negritas. Los signos de interrogacion (?) simbolizan las poblaciones para las que no se cuenta con

informacidn cariotipica.

1.1.6.1 Filogenia del grupo Corrientes

La filogenia obtenida por Parada y colaboradores (2011) es un marco tentativo para

analizar la posicidn a grandes rasgos de los miembros del grupo Corrientes en el contexto de la

filogenia del género. Esta filogenia, basada en citocromo b, permitié identificar grupos de

especies y formas pero no la relacién entre ellos. Los 4 miembros del grupo Corrientes

incorporados en el trabajo de Parada y colaboradores (2011) quedan todos incluidos en el
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grupo torquatus, un grupo con bajos valores de soporte y sin relacion clara con los demas
grupos de Ctenomys. En este grupo se encuentran representantes de C. torquatus, C. pearsoni,
C. lami, C. minutus. Los cuatro representantes del grupo Corrientes no forman un grupo
monofilético, son parafiléticos con respecto a C. pearsoni, y si forman un grupo monofilético
tomados todos en conjunto con este ultimo taxdn. Contrariamente, en el trabajo de Fernandes
y colaboradores (2009) los haplotipos de citocromo b del grupo Corrientes, forman un grupo

monofilético, hermano a C. pearsoni, y el clado que los agrupa resulta hermano a C. torquatus.

También se realizaron aproximaciones por métodos de distancia basados en alozimas
(Ortells y Barrantes 1994) o en secuencias de citocromo b (Giménez et al 2002), asi como
analisis por mdxima parsimonia (Mascheretti et al 2000) pero en todos los casos los resultados
fueron poco resolutivos, y ademas se incluyeron sdlo algunos representantes de las especies y
formas caracterizadas en el grupo, y tampoco se incluyd mas de un individuo por poblacién
para probar la monofilia de los taxones. Es significativo destacar que en estas filogenias las

especies nominales del grupo Corrientes resultan polifiléticas.

El estudio de las especies y formas de Ctenomys del grupo Corrientes plantea varios
desafios: asignar las poblaciones a las especies descriptas o (0 a nuevas especies o formas),
describir de manera comprehensiva el escenario de evolucién cromosémica en el grupo y
evaluar la influencia de la variabilidad ancestral y de procesos recientes en los patrones de
diferenciacidon genética y cromosdmica. Estos aspectos se solapan parcialmente, por lo que es
necesario integrar diferentes aproximaciones al problema. La dificultad en el establecimiento
de los limites de especies y poblaciones reside en la baja diferenciacidn genética que existe
entre las poblaciones en relacidn a la diferenciacion intrapoblacional (Ortells y Barrantes 1994;
Mirol et al 2010). De todos modos es dificil establecer si la causa de esta baja diferenciacion
genética entre poblaciones se debe a la ausencia de fijacion de variantes ancestrales o a la
ocurrencia de flujo génico entre ellas (Mirol et al 2010). Establecer la delimitacién de especies
y linajes, las posibles hibridaciones e introgresiones pasadas o actuales, no sélo es un marco de
referencia interesante desde un punto de vista tedrico, sino que resulta central para diseiar
estrategias de manejo de la biodiversidad en areas naturales protegidas de la provincia de
Corrientes, como el Parque Nacional Mburucuya, en la Reserva Provincial Esteros del Iberd, y

en otras areas naturales protegidas de la provincia de Corrientes.
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1.2 Filogenias

Durante siglos los naturalistas han estudiado la diversidad en el mundo vivo. La
sistematica fue la disciplina resultante del esfuerzo por la busqueda de las causas del origen y
la descripcion e interpretacion de la diversidad de formas vivas. Linneo en 1758 formalizé un
sistema de nomenclatura jerarquico y establecié un marco tedrico para esta disciplina. Sin
embargo, el sistema linneano era independiente de la biologia evolutiva y, mds aun, los

primeros evolucionistas como Buffon se opusieron a dicho sistema por mostrar ribetes del

esencialismo aristotélico (Moritz y Hillis 1996).

La hipdtesis de un origen Unico de los organismos vivientes y la idea de una asociacién
histdérica entre ancestros y descendientes a partir de ese primer organismo fueron postuladas
por Darwin en El origen de las especies, en 1859. El origen monofilético del mundo vivo y su
evolucion en el tiempo fueron representados entonces como un arbol de raiz Unica y ramas
gue se separaban en dos o mas ramas a partir de nodos comunes. La representacion de las
hipdtesis sobre las relaciones entre los organismos es lo que se conoce como arbol
filogenético. Darwin, Lamarck y Haeckel cooptaron el sistema linneano para producir una
clasificacion basada en las relaciones filogenéticas. Asi, la teoria evolutiva comenzaba a
inmiscuirse en los sistemas de clasificacidn del mundo vivo dando luz a la subdisciplina de la
sistematica conocida como taxonomia evolutiva o filogenética (sistema de clasificacion basado

en arboles filogenéticos).

Inicialmente la taxonomia no se basaba en la aplicacién de métodos formales que
incorporaran el estudio de la variacidén de caracteres dentro de un grupo de organismos. Entre
las décadas de 1930-1960 se desarrollaron métodos explicitos para hipotetizar relaciones
filogenéticas y ponerlas a prueba. A partir de esas aproximaciones surgen las tres principales
escuelas taxondmicas. El cladismo, cuyo fundador fuera el entomélogo aleman Willi Henning,
plantea que la verdadera genealogia de un grupo de organismos es la que se obtiene a partir
de las sinapomorfias, o caracteres derivados compartidos, a diferencia de los caracteres
ancestrales compartidos o plesiomorfias, que no dan informacién acerca de las relaciones
dentro de ese grupo de organismos. El feneticismo se basa en un criterio de similitud global en
comparaciones entre pares de taxones, sin hacer distincidon entre los caracteres. Si bien estos
agrupamientos no representan necesariamente genealogias, la escuela feneticista sostiene
que el analisis de un gran nimero de caracteres producira agrupamientos confiables que

reflejen las relaciones de parentesco. La taxonomia evolutiva, fundada por Ernst Mayr,
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combina elementos de las dos primeras escuelas mencionadas: esta forma de clasificacidn
busca reflejar tanto la ancestralidad comun (principal preocupacion del cladismo) asi como el
grado de cambio entre un taxdn y su ancestro. Esta escuela critica al cladismo puro ya que las
especies podrian ser tomadas como mds similares de lo que realmente son, dado que aunque
sean hermanos dos taxones pueden haber acumulado muchas diferencias a lo largo de sus

linajes.

1.2.1 Sobre la eleccion de los caracteres

Se ha debatido durante décadas acerca de la conveniencia de los caracteres
moleculares sobre los morfoldgicos y viceversa, aunque ambos tipos de caracter pueden tener
ventajas y desventajas relativas (como la plasticidad fenotipica en el caso de los caracteres
morfoldgicos, o las sustituciones multiples en el de las secuencias nucleotidicas). Los estudios
gue incorporen datos moleculares y morfolégicos podrian proveer mejores descripciones e
interpretaciones de la diversidad bioldgica que aquéllos que se centren en sélo una
aproximacién, aunque seria necesario decidir cdmo se combinaran los datos, cuestién que se
discutird mas abajo. Sin embargo, existen situaciones en las que sélo se puede contar con uno
de ambos tipos de cardacter. Por ejemplo, cuando se cuenta con fdsiles antiguos Unicamente se
puede trabajar con caracteres morfoldgicos, y en otro extremo, cuando el grupo de
organismos a estudiar posee una variacion morfoldgica limitada, sélo se pueden utilizar

caracteres moleculares.

En el dltimo cuarto del siglo XX se desarrollaron técnicas para obtener secuencias
aminoacidicas, polimorfismos en largos de fragmentos de restriccion (RFLPs) y secuencias
nucleotidicas que pueden todas ser utilizadas para inferir filogenias. El presente trabajo se
basa en el analisis a nivel especifico/infraespecifico, razén por la cual la utilizacion de
caracteres de evolucién rapida es crucial para obtener variacion de los caracteres. Los
genomas de organelas son ideales para este nivel de analisis dado que son pequefios, faciles
de estudiar (existen muchas copias por célula) y tienen tasas de sustitucion altas,

particularmente en mamiferos (Avise 1994).

El genoma mitocondrial de los mamiferos es una molécula circular, de doble cadena de
unas 15.000-17.000 pb de largo. Contiene mayoritariamente secuencias Unicas: 13 genes que
codifican proteinas, 2 genes de ARN ribosomal, 22 genes de ARNts, y una region control que
contiene sitios para la replicacidn y la regulacion de la transcripcidn. La tasa de sustitucion

sinénima (sin cambio aminoacidico) en los genes mitocondriales de mamiferos ha sido
14
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estimada en 5,7 10°® sustituciones/sitio por afio; esto es unas 10 veces el valor de sustituciones
sinédnimas de genes nucleares codificantes de proteinas. Las sustituciones no sinénimas en
genes mitocondriales tienen tasas variables, pero siempre mayores que las de los genes
nucleares (Li 1997). La alta tasa de sustituciéon del ADN mitocondrial permite inferir relaciones
filogenéticas entre organismos de divergencias menores a 15 M.A,, e incluso puede generar
sefal filogenética a nivel poblacional en periodos muy cortos de tiempo. La herencia de tipo
clonal matrilineal es una caracteristica util de este tipo de marcador ya que la ausencia de
recombinacién permite una apropiada representacion en un Unico arbol en la historia de una

especie (este supuesto no siempre se cumple, como lo discuten Galtier y colaboradores, 2009).

En esta tesis se obtuvieron secuencias parciales de 3 marcadores mitocondriales:
citocromo oxidasa | (COl), citocromo b (cyt-b) y la regidn control. En la gran mayoria de los
mamiferos el gen cyt-b tiene 1140 pb de largo y codifica para una proteina de 379 aminodcidos
y 8 pasos transmembrana que forma parte del complejo Il del sistema de fosforilacion
oxidativa, situado entre la membrana interna y la matriz mitocondrial (Irwin, Kocher y Wilson
1991). La regidn control es el locus que concentra la mayor tasa de evolucidn del genoma
mitocondrial. Esta regién, que es no codificante, contiene en su dominio central una zona
altamente conservada, conocida como D-loop, flanqueado por dos dominios hipervariables
(Brown et al 1986). El gen de citocromo oxidasa |, de alrededor de 1540 pb de largo, codifica
para la subunidad mayor del polipéptido citocromo oxidasa. Este complejo estd involucrado
tanto en el transporte de electrones como en la traslocacién asociada de protones a través de
la membrana, y la subunidad | posee una gran variedad de dominios funcionales, incluyendo
sitios de unidn a ligandos, componentes del canal de protones, estructuras a-hélices y bucles
hidrofilicos (Lunt et al 1996). Estos dominios funcionales se encuentran intercalados con
regiones mucho mas relajadas desde el punto de vista selectivo y, por lo tanto, mas variables a
nivel nucleotidico, lo que le confiere a este marcador la posibilidad de ofrecer sefial

filogenética en distintos niveles taxonémicos.

1.2.1.1 ¢éAndlisis combinados o por separado?

Aln cuando se trabaja Unicamente con secuencias nucleotidicas surge el interrogante
acerca de como combinar datos de /oci diferentes. Existen tres criterios de tratamiento de
datos provenientes de fuentes distintas (/oci diferentes, datos morfolégicos y moleculares). El
primero, usualmente conocido como evidencia total, consiste en combinar en cualquier

analisis todas las matrices de caracteres independientemente del tipo que se trate. Este
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criterio se opone al de analisis por separado, en el que lo conjuntos de datos se utilizan en
inferencias filogenéticas independientes y los arboles resultantes son posteriormente
combinados utilizando arboles consenso. La tercera aproximacidn, conocida como
combinacion condicional, propone adoptar la combinacion de datos salvo que se evidencie un
conflicto significativo entre ellos. Como se dijo en el apartado anterior, en esta tesis se
analizan tres marcadores mitocondriales, que se encuentran por lo tanto ligados y tienen el
mismo modo de herencia. Se adoptd entonces un criterio de combinacién condicional,
analizando las topologias de los drboles obtenidos con los marcadores por separado,
evaluando el grado de conflicto entre ellos, y combindndolos en caso de no presentar

incongruencias.

1.3 Filogenias a partir de secuencias nucleotidicas

En las ultimas décadas el uso ampliamente difundido de la reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) ha permitido obtener grandes conjuntos de datos de secuencias
nucleotidicas de regiones génicas y no génicas, susceptibles a ser incorporadas en analisis
filogenéticos. Las secuencias nucleotidicas pueden ser analizadas mediante los mismos
métodos de inferencia filogenética que los demas caracteres moleculares e incluso los
morfoldgicos, pero poseen particularidades en cuanto a la descripcion formal de su evolucién.

Estos aspectos seran abordados en esta seccion.

1.3.1 Homologia

La homologia entre caracteres implica que su similitud se debe a la ancestralidad
comun de las secuencias comparadas. Existen varios tipos de homologia de secuencias
nucleotidicas que merecen ser distinguidas. La ortologia implica la ancestralidad comun de dos
secuencias que divergieron al separarse los linajes que las contienen. Una filogenia basada en
secuencias ortdlogas deberia reflejar las relaciones entre los organismos involucrados, debido
a que los linajes mas emparentados tendrdn secuencias mads similares (o mayor nimero de
sinapomorfias) entre si que con respecto a los de divergencia mas antigua. La paralogia, en
cambio, es el producto de eventos como la duplicacidn génica, por lo que la ancestralidad
comun de secuencias pardlogas se remonta a la duplicacién del gen que puede no coincidir con
la divergencia de los organismos, es decir con la cladogénesis. Existe una tercera categoria de
homologia de secuencias que refiere a las secuencias adquiridas por transferencia horizontal

(via retrovirus, por ejemplo), y no del ancestro que se la denomina xenologia.
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Es de fundamental importancia la distincién entre los distintos tipos de homologia
dado que sdlo las secuencias ortdlogas son las que pueden reflejar las relaciones filogenéticas
en un grupo de organismos. Cuando se amplifican secuencias nucleotidicas, génicas o no
génicas, via PCR existe el riesgo de amplificar pseudogenes o secuencias paralogas, por lo que
deben tomarse recaudos como constatar que las secuencias obtenidas sean de lectura
inequivoca, que los productos de PCR resulten en una banda Unica del tamaio esperado, que

los cebadores sean lo suficientemente largos como para aumentar la especificidad, etc.

Existe otro tipo de homologia que debe ser abordada al comparar secuencias aun
cuando se constate su ortologia. Los eventos de insercion/delecion pueden alterar la
homologia posicional de los sitios nucleotidicos individuales. El establecimiento de homologias
a priori en el analisis de secuencias nucleotidicas consiste en el alineamiento multiple de las
secuencias involucradas. Este paso es determinante en las hipdtesis filogenéticas resultantes,

dado que establece los caracteres que seran comparados.

La contraparte de la homologia es la homoplasia, que es el parecido entre caracteres
ya no por ancestralidad comun sino producto de reversiones, paralelismos o convergencias
evolutivas. Estas son homologias a priori, que se revelan como homoplasias al mapearse en
una filogenia (agrupan taxones que no forman grupos monofiléticos), mientras que las
homologias a posteriori son aquellas que no contradicen los agrupamientos que la filogenia

propone.

1.3.2 Arboles de secuencias nucleotidicas y filogenias de organismos

Aln asumiendo que las secuencias comparadas son homdlogas, los arboles de
secuencias y la divergencia organismica pueden diferir a causa de la retencién de
polimorfismos ancestrales (segregacion al azar de polimorfismos ancestrales o su anglicismo
lineage sorting, ver Figura 3), o por la reticulacion entre poblaciones (flujo génico) o especies
(hibridacién) (Avise, 2004). En el caso de los genomas de organelas este punto es de particular
importancia ya que al no haber recombinacion los efectos de la reticulacién pueden ser
mantenidos por muchas generaciones, e incluso fijarse produciendo incongruencia entre el

arbol de organismos y el de secuencias.

Las relaciones entre linajes de secuencias nucleotidicas de dos poblaciones que
divergieron a partir de un reservorio comun estan sujetas a la siguiente progresion temporal:

polifilia, parafilia y finalmente monofilia reciproca. La tasa a la que este proceso ocurre
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depende de la estructuraciéon geografica de la variabilidad, los procesos demogréficos dentro
de cada poblacién, y sobre todo del tamafio poblacional efectivo (N, es el nUumero de
individuos de una poblacidn ideal tedrica en que la tasa de cambio por deriva -medida como la
tasa de pérdida de heterocigosidad- fuera la misma que la observada en la poblacién real). El
proceso de fijacién de una variante lleva aproximadamente 4N, generaciones y el N, es
dependiente del tipo de herencia del marcador. Los marcadores de herencia uniparental (en
mamiferos, los del cromosoma Y y los mitocondriales) tienen un N, de aproximadamente % del
N. de loci autosémicos. Cuando las poblaciones/especies quedan aisladas reproductivamente
se pueden producir fendmenos de sorting o reparticion al azar de los haplotipos (o alelos). El
sorting puede ser incompleto, caso en el cual una de las poblaciones o especies retiene un
polimorfismo, y se evidencia por el caracter parafilético de dicha poblacién (Figura 3, intervalo
t1-t2). En cambio, el sorting diferencial implica la fijacidn de haplotipos/alelos en las
poblaciones, fenédmeno que se manifiesta en la incongruencia de las filogenias obtenidas con

marcadores de /oci no ligados (Figura 3, intervalo t2-presente).

4 Lineage Z
:;:fescies SOI’tiI‘Ig 'I'
(X, Y, Z) Diferenci.f::ll u
LD A O ) e P e L PP e
Dos Lineage A% Y
2 especies Sorting Vv
= Vv, W I leto =
5 ( ) ncompleto Vv
= t1 ------------ R
Una U e 5 :
especie Arbol de especies (izq)
L VS.
Arbol de genes (der)

op

Figura 3. Procesos de lineage sorting que resultan en arboles de secuencias diferentes al de los
organismos. Izquierda: las lineas gruesas trazan el arbol de organismos; las lineas delgadas trazan los
linajes genéticos (a y B) coexistentes en una unidad reproductivamente aislada (poblacién o especie).
Derecha: arboles de secuencias inferidos en los intervalos de tiempo t1-t2 y t2-presente. En t1, una
poblacidn/especie derivada de X, portadora de un Unico linaje genético (B), queda aislada
reproductivamente y deviene en el taxon Z. Sin embargo la poblacién/especie X retiene ambos linajes

genéticos (ay B) a lo largo del internodo subsiguiente. A causa del lineage sorting incompleto un
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muestreo de este marcador en el intervalo t1-t2 resulta en un arbol que produce patrdn parafilético, e
incorrecto, de la poblacion/especie X. En t2, se produce una segunda divergencia a partir de X y deviene
en el taxdén Y. Nuevamente, el patron de relaciones entre linajes genéticos es discordante con la
filogenia organismica. Sin embargo, en este caso, el lineage sorting es completo (también llamado
lineage sorting diferencial): la fijacion al azar de haplotipos/alelos (no se muestra) lleva a la monofilia
alélica dentro de cada taxdn descendiente y en consecuencia genera un arbol filogenético sin un patrén
parafilético, aunque no es congruente con el arbol organismico (Tomado de Tosi, Morales y Melnick

2003).

1.3.3 Evolucion de secuencias nucleotidicas

En el tratamiento de secuencias nucleotidicas los algoritmos de inferencia filogenética
desarrollados debieron incorporar descripciones matematicas del proceso de cambio de las
secuencias en el tiempo. Estas descripciones, conocidas como modelos de evolucidn
molecular, permiten establecer pardmetros de sustitucién de las secuencias que pueden variar
segun la posicién, de acuerdo al tipo de cambio nucledtido, segun la disponibilidad de
nucledtidos en el medio celular, etc. A continuacidn se describirdn algunos de los factores que
pueden alterar la constancia de la tasa mutacional a lo largo de una secuencia, o entre

diferentes linajes.

1.3.3.1 Restricciones funcionales

La mayor parte de las regiones no codificantes suelen evolucionar a una tasa mucho
mas altas que las codificantes. Esto se debe a que su evolucidn seria neutra (o casi neutra), es
decir que no estaria sujeta a presion de seleccidn, por lo que acumularia sustituciones al azar.
Por el contrario, las regiones sujetas a presidon de seleccién podran mutar con la misma
frecuencia que las neutrales pero, si el cambio afectara negativamente al fitness del individuo,
estas variantes tendrian menos chances de permanecer a través de las generaciones y

desaparecerian de la historia de un linaje.

Sin embargo, a lo largo de una secuencia codificante no es homogénea la presién de
seleccidn. Las distintas posiciones dentro de un coddn pueden tener tasas de sustitucion
diferentes, y esto se debe a la degeneracion del cddigo genético. Las mutaciones sindnimas,
que no alteran el aminoacido resultante de su traduccion, tendrian menores restricciones
mutacionales que las no sindnimas. Por ejemplo, la mitad de las 3ras posiciones del coddn son
4 veces degeneradas (no importando el nucledtido que la componga, queda determinado el

mismo aminodacido), mientras que ninguna de las 2das posiciones del codén estan
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degeneradas. Los analisis de secuencias nucleotidicas han demostrado que esta prediccién se
cumple en la mayor parte de los genes. En los genes de globina, por ejemplo, las 3ras
posiciones de los codones evolucionan aproximadamente 3 veces mas rdpido que las primeras

posiciones (Page y Holmes 1998).

1.3.3.2 Sesgo en el uso de codones

La degeneracidn en el cédigo genético implica que la mayor parte de los aminoacidos
pueden ser especificados por un cierto nimero de combinaciones de tripletes nucleotidicos. La
hipétesis nula es que todos los codones para un aminoacido en particular son utilizados con
igual frecuencia. Esto fue refutado al encontrarse en un espectro amplio de especies que
existia un sesgo marcado hacia el uso de algunos codones y no de otros (Page y Holmes 1998).
Dos modelos principales han sido propuestos para explicar el uso de codones, los relacionados

con la traduccion (o selectivos) y el modelo mutacional (o neutra).

En el primer caso, se ha postulado una co-adaptacién entre el uso de codones
sinénimos y la abundancia de ARNts que optimizaria la eficiencia de la traduccién, basado en la
correlacién entre el uso de codones y la expresion génica (Wong et al 2010). Esta correlacién
fue hallada en Saccharomyces cerevisiae, y se ha propuesto que las preferencias de codén
reflejan la estabilidad de las interacciones codén-anticoddn. Se ha propuesto que en los
estadios latentes del virus de Epstein-Barr, el uso de codones se altera produciendo una
traduccién mas ineficiente, de modo de no competir con la traduccidn de la célula huésped, y
el uso de codones del virus del papiloma parece optimizar la expresidn en ciertos tipos
celulares. Adicionalmente, se han propuesto ajustes de la cinética de la traduccién en el virus

de la polio, y el de la hepatitis A.

El modelo mutacional postula que las limitaciones en la composicién de los nucleétidos
del ADN en el medio celular influyen en la probabilidad del tipo de mutacidn, y ha sido
propuesto en trabajos basados en decenas de virus. Sin embargo, cabe sefialar que estos

modelos no son mutuamente excluyentes.

De hecho, existen evidencias que en Escherichia coli, organismo en el que la selecciéon
traduccional ha sido demostrada, los codones subdptimos pueden ser mantenidos debido a
presiones de seleccién que entran en conflicto (por ejemplo, la seleccién de motivos de unién
a los ribosomas en el comienzo de los genes) (Duret 2002). En genes eucariotas, algunos

elementos regulatorios involucrados en el splicing o en la estabilidad de los ARNm se localizan
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en los exones. La necesidad de una regulacion de la expresién apropiada podria limitar la

evolucién de secuencias codificantes también en genomas de mamiferos (Duret 2002).

1.3.3.3 Saturacion por sustituciones multiples

La medida mds simple del cambio evolutivo ocurrido entre dos secuencias
nucleotidicas consiste en el recuento del numero de sitios en que el par de secuencias difiere.
Esta medida es llamada distancia genética. Sin embargo, esta estimacién del cambio evolutivo
vale Unicamente para secuencias muy relacionadas, pues si un mismo sitio hubiera acumulado
sustituciones multiples, estas no serian computadas, por lo que la distancia genética entre las
dos secuencias seria subestimada. A medida que pasa el tiempo el nimero de diferencias
entre dos secuencias se vuelve menos preciso como estimador del nimero real de
sustituciones que ocurrieron desde que esas dos secuencias divergieron de un ancestro
comun. Por consiguiente, la relacion entre la distancia genética y el tiempo de divergencia no
es lineal sino que se curva debido a la ocurrencia de multiples sustituciones en un mismo sitio
(Figura 4). Este fendmeno es conocido como saturacion por sustituciones multiples, y cuando
la saturacién es completa, la sefal filogenética queda borrada; las secuencias ya no son
informativas acerca del proceso evolutivo subyacente. La Figura 4 muestra la relacién entre el
numero de diferencias nucleotidicas observadas y el tiempo de divergencia en secuencias del
gen mitocondrial COIl de bévidos (vacas, bufalos, y linajes emparentados) y se distinguen dos
tipos de sustitucidn; las transiciones, cambios purina-purina o pirimidina-pirimidina, y las
transversiones, cambios purina-pirimidina. Se observa que las transversiones, al ser menos
frecuentes que las transiciones tienen una relacion lineal entre la distancia genética y el
tiempo de divergencia. Por el contrario, las transiciones llegan a saturar. Los modelos de
evolucion molecular son también llamados métodos de correccion de distancia; su meta es
corregir las distancias observadas estimando la cantidad de cambio evolutivo que se esperaria
en ausencia de saturacion (y de otros fendmenos, como el sesgo en el uso de codones, o las

diferencias en las frecuencias nucleotidicas, que apartan la distancia genética de la linealidad).
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Figura 4. Numero de sustituciones nucleotidicas entre pares de secuencias mitocondriales bovinas (684
pb del gen COIl) en funcién del tiempo de divergencia estimado. El nimero observado de sustituciones
totales (cuadrados) no es lineal, sino curvilineo, dado que a mayores tiempos de divergencia se alcanza
la saturacion. Esta saturacidn se alcanza antes en las transiciones (mas frecuentes) y esto queda
evidenciado cuando se grafican Gnicamente las transversiones (circulos), que se acumulan de forma

lineal con el tiempo de divergencia. Tomado de Janecek et al 1996.

Existen métodos para estimar el grado de saturacién de las secuencias de modo
establecer un umbral de saturacién, mas alla del cual las secuencias se consideran no
informativas por haber sufrido multiples sustituciones. Uno de estos métodos es el
desarrollado por Xia y colaboradores (2003), fue utilizado en este trabajo, y se detallara a

continuacion.
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1.3.3.3.1 El método de Xia
El método de Xia y colaboradores (2003) para medir saturacion de sustituciones se
basa en el concepto de entropia (H) tomado de la teoria de la informacidn. Para un conjunto

de N secuencias alineadas de largo L, la entropia en el sitio i es:

4
Z pjlog, pj

J=1
(1-1)
Donde j =1, 2, 3, 4 correspondiendo a los nucleétidos A, C, Gy T, y p; es la proporcién
del nucleétido j en el sitio J. El valor maximo de H; es 2 cuando las frecuencias nucleotidicas en

el sitio j son representadas en igual frecuencia (0,25). La media y la varianza de H para el total

de sitios L son:

(1-2)

Si una secuencia ha sufrido una saturacién completa, entonces las frecuencias
nucleotidicas esperadas en cada sitio seran iguales a las frecuencias globales P,, P¢, Ps, y Pr. La
distribucion de las frecuencias nucleotidicas en cada sitio sigue la distribucién multinomial de

(Pa+ Pc+ Ps+P;)", y lamediay la varianza en caso de saturacién completa son:

N N N N

4
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Var( Hgss) =
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Tedricamente una prueba de saturacidn de sustituciones nucleotidicas podria
realizarse evaluando si el valor de entropia observada H es significativamente menor al de
entropia esperada Hess. SiH  no resultara significativamente menor que Hyss entonces las
secuencias habrian sufrido una saturacién severa. El indice de saturacién (Iss) compara la

entropia observada (H) con la entropia esperada (Hess ) y queda definido como:
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Is = H/HFSS (1-5)

Debido a que la topologia del drbol va a estar sensiblemente distorsionada antes de
que se alcance la saturacién completa (H / Hess= 1) este estimador se debe significar con un
valor critico (lss.c) a partir del cual las secuencias comenzarian a fallar en la recuperacion de la
topologia verdadera. El valor critico lss ¢, obtenido por simulaciones (Xia et al 2003), depende
de pardmetros como el largo de las secuencias, el nimero de secuencias y de la simetria de la

topologia.

1.3.4 Modelos de evolucion molecular

Como se menciond anteriormente, los métodos de reconstruccion filogenética asumen
modelos de evolucidon molecular que pretenden corregir las distancias genéticas observadas
teniendo en cuenta el tipo de sustitucion y la naturaleza de la secuencia o del sitio del que se

trate.

Los métodos basados en probabilidades utilizan modelos interrelacionados que
difieren basicamente en el nimero de pardmetros que incluyen. Los pardmetros que pueden
modelarse son tres generales: la tasa de sustitucion instantanea promedio, la tasa de mutacion
de una base a otra, y la frecuencia de cada uno de los nucledtidos en la totalidad de la

secuencia. Estos modelos asumen cuatro supuestos basicos:
- las tasas de sustitucién son constantes en el tiempo,

- las frecuencias nucleotidicas estan en equilibrio (son estacionarias, no cambia la

composicion de A, C, Ty G a lo largo del tiempo),

- los sitios mutan independientemente.

A partir de la especificacidon de las probabilidades de los distintos tipos de sustitucion
nucleotidica y las frecuencias nucleotidicas esperadas, una plétora de modelos pueden ser, y
han sido, generados. Algunos de ellos, los mas frecuentemente utilizados, se resumen en la
Figura 5 a fines de ejemplificar la combinacion de pardmetros libres y fijos en cada modelo. Por

ejemplo, en el modelo Jukes-Cantor (JC), estos parametros son equivalentes para todos los
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tipos de sustitucidn y para las frecuencias de las 4 bases. En el modelo de Kimura (K2P) se

asumen distintas tasas de transiciones y transversiones, mientras que las frecuencias

nucleotidicas se asumen iguales para las 4 bases. A la inversa, el modelo de Felsenstein (F81)
supone diferencias en las frecuencias nucleotidicas (lo que determina, a su vez, que unas

sustituciones sean mas probables que otras), pero asume iguales las tasas de transiciény

transversion (Ts=Tv). El modelo de Hasegawa, Kishino y Yano combina los modelos K2P y F81.

Por ultimo, el modelo conocido como General Time Reversible (GTR) tiene seis parametros, tal

gue cada sustitucién tiene su propia probabilidad.

Ts £Tv

Jukes-Cantor (JC)

Composicion de bases uniforme: A=C=G=T
Todas las sustituciones
tienen igual probabilidad: Ts=Tv

! !

AFCFGET

A=C=G=T

Kimura 2 parametros (K2P)
Composicion de bases uniforme:

Transiciones y transversiones
tienen diferente proporcion: Ts #Tv

AFCEGFT

Felsenstein (F81)
Composicion de bases no uniforme:

Todas las sustituciones
tienen iqual probabilidad: Ts=Tv

AZC£GET l Ts #Tv

Hasegawa et al. (HKY85)
Composicion de bases no uniforme:
AZCEGET
Transiciones y transversiones
tienen diferente proporcion: Ts #Tv

|

GTR
Composicion de bases no uniforme:
AFCEGHET
Cada una de las seis sustituciones
posibles tiene diferente probabilidad

Figura 5. Cinco modelos utilizados para estimar el niumero de sustituciones nucleotidicas entre 2

secuencias de ADN. Los modelos JC, K2P, F81 y HKY85 pueden ser generados al dejar fijos parametros

del modelo GTR (modificado de Page y Holmes 1998).
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Ahora bien, estos y muchos otros modelos han sido desarrollados para estimar las
distancias genéticas entre secuencias nucleotidicas, pero debe adoptarse un criterio para
elegir el mejor modelo. El criterio mas utilizado sugiere que el mejor modelo es aquél que
explica, con menor cantidad de parametros libres, los datos de partida. La conveniencia de
elegir el modelo con menor nimero de pardmetros se basa en que la inclusién de pardmetros
aumenta la incertidumbre en las estimaciones y asi se pierde la potencia estadistica del
método. Para la comparacién entre modelos se suele utilizar su verosimilitud, que es una
funcién de probabilidad (logaritmica, pues los valores suelen ser bajos) de obtener los datos

observados, utilizando un modelo determinado.

Los modelos de evolucién molecular para calcular distancias genéticas descriptos
anteriormente hacen distintas suposiciones sobre la probabilidad de las sustituciones entre
diferentes nucledtidos, pero asumen que todos los sitios en una secuencia tienen igual
probabilidad de sufrir una sustitucién. Este supuesto simplifica el calculo, pero es poco realista
desde un punto de vista biolégico: las distintas regiones del ADN tienen distintas
probabilidades de mutacion (pueden tener la misma tasa de sustitucion instantanea, pero por
restricciones selectivas algunas seran eliminadas). Por ejemplo, las restricciones funcionales o
el sesgo en el uso de codones (tratadas en los items 1.3.3.1y 1.3.3.2 de la Introduccion,
respectivamente) pueden generar tasas de sustitucion muy diferentes entre sitios. Para
modelar las tasas de sustitucion entre sitios se utiliza un ajuste a una funcion de distribucion
gamma. Esta distribucién tiene un parametro de forma a, que especifica el rango de variacién

en las tasas de sustituciéon entre sitios (Figura 6).
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Figura 6. La distribucidn de las tasas de sustitucion relativas correspondientes a diferentes valores del
parametro de forma a. Los valores bajos de a generan una amplia variacién de tasas (a<1), donde la
mayoria de los sitios son invariables y unos pocos tienen altas tasas de sustitucion. El rango de variacion
de tasas disminuye con el aumento de a, que al tender a infinito se corresponde con una Unica tasa de

sustitucion.

Otro parametro que modela la heterogeneidad en las tasas de evolucién entre sitios de
una secuencia es la proporcion de sitios invariantes (l). Este pardmetro estima la proporcién de
sitios con tasa de sustitucién instantdnea nula y se puede utilizar junto con el ajuste a la
distribucién gamma, o por separado. En una aproximacién combinada, la proporcidn de sitios
invariantes viene dado por el valor de I, mientras que los demas sitios varian de acuerdo con la

distribucion gamma.

1.3.5 Meétodos de inferencia filogenética

Los métodos de inferencia filogenética tienen por objeto la representacién grafica de
agrupamientos de taxones generados por un algoritmo matemdtico. Los agrupamientos
generados por estos métodos, los arboles filogenéticos, son estructuras sin raiz, es decir que
no poseen polaridad temporal. La relacién ancestro-descendientes es determinada por el
investigador, generalmente mediante el uso de uno o mads grupos externos, que son taxones
gue se suponen ajenos al grupo en cuestion pero, a su vez, lo mas relacionados posible, de
modo que se maximice el nimero de homologias a comparar. Algunos de los métodos siguen
un criterio de optimizacion, que es una medida del ajuste del arbol propuesto al conjunto de
datos con que se obtuvo. Un método basado en un criterio de optimizacién permite comparar

distintos arboles y elegir aquél que se ajuste mejor a los datos.
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A continuacidn, se presentara una breve descripcidn de los tres métodos ampliamente
utilizados actualmente en los estudios de filogenia molecular y que se han empleado en este

estudio: neighbor-joining (NJ), maxima parsimonia (MP) y métodos bayesianos (MB).

1.3.5.1 Neighbor joining

El método del vecino mas préximo o neighbor joining (NJ) es uno de los algoritmos mas
ampliamente utilizados para la construccidn de arboles, y combina la velocidad computacional
con la unicidad del resultado (Saitou y Nei 1987). Este es un método de agrupamiento basado
en una matriz de distancias y carece de un criterio de optimizacidn y, por lo tanto, no permite
hacer comparaciones de ajuste entre arboles y datos. La matriz de distancias genéticas puede
ser obtenida utilizando un modelo de evolucién molecular como K2P, F81, GTR o cualquier
otro. A partir de un arbol en estrella, el método genera un primer agrupamiento de dos
taxones tal que se minimice la distancia global (las distancias son calculadas en base a la matriz
de distancias de a pares obtenidas con el modelo de evolucién molecular elegido). Una vez
fijado el primer agrupamiento, y considerado a éste como un Unico taxén, se vuelve a buscar el
segundo agrupamiento que minimice la distancia global de este segundo arbol. Asi, mediante
la comparacion de a pares y la unién sucesiva de taxones, se obtiene una Unica —e

incontrastable- topologia por matriz de caracteres.

Este método ha sido criticado, no solo por carecer de criterio de optimizacidn, sino
también por la pérdida de informacién que se produce al operar con una matriz de distancias
como input y no con las secuencias nucleotidicas. Ademas, los métodos de distancia no
contemplan diferentes tasas de sustitucidn entre sitios, hecho que los vuelve poco realistas en
relacidn a la evolucién de las secuencias nucleotidicas. La ventaja de estos métodos reside en
la rapidez con que es posible procesar los datos y, dado que no supone constancia en la

evolucidn, los largos de rama resultan proporcionales al nimero de cambios.

1.3.5.2 Mdxima parsimonia

Este conjunto de metodologias tiene su origen en la escuela cladista y se basa en el
supuesto de que la hipétesis filogenética que comprenda el menor nimero de cambios serd la
que mejor refleje la filogenia real. Cuando la inferencia filogenética se basa en secuencias
nucleotidicas, cada sitio permite generar un agrupamiento que involucre el menor nimero de

pasos (sustituciones). El niUmero total de cambios evolutivos en un arbol (su longitud) es
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calculado como la suma de los cambios en cada sitio, y el arbol de mejor ajuste es el de menor

longitud.

Bajo el criterio de maxima parsimonia (MP) se pueden establecer modelos de
evolucion molecular, pero no compararlos mediante un criterio de maxima verosimilitud.
Ademas de las secuencias alineadas, se pueden incluir matrices de costos de transformacién
gue permiten asignar valores a todos los tipos de sustitucién nucleotidica, haciendo que unas
sean mas penalizadas que otras vy, por lo tanto, de ocurrir, aumentarian proporcionalmente
mas el largo del arbol. También se pueden establecer distintos pesos, si el investigador decide
dar mds importancia a ciertos sitios. Por ejemplo, se puede dar mayor peso a los cambios en
1ray 2da posicion de los codones, por ser menos frecuentes; o andlogamente, se puede
asignar bajos pesos a los sitios con mayor probabilidad de alcanzar saturacion, como las 3ras

posiciones de los codones o las regiones no codificantes.

El método de busqueda por maxima parsimonia implica evaluar el largo (pasos
mutacionales) de todas las topologias posibles y elegir la mas parsimoniosa. Esto tiene una
limitante numérica que radica en el altisimo niumero de topologias posibles resultante de la
combinatoria de muchos taxa. A partir de los 10 taxones no es operativo explicitar todas las
topologias y debe aplicarse una metodologia de busqueda heuristica que consiste en la
generacion de arboles al azar, utilizados como punto de partida y su posterior optimizacién
mediante algoritmos de corte y empalme de ramas (Swofford et al 1996). Si bien existe, la
probabilidad de no hallar el arbol mas parsimonioso suele ser bastante baja gracias a la
potencia de los algoritmos de busqueda heuristica. A menudo se encuentran mas de un arbol
de maxima parsimonia, es decir con igual numero de cambios, por lo que el drbol resultante es

un consenso del conjunto de arboles mas parsimoniosos.

El criterio de maxima parsimonia ha sufrido diversas criticas relativas a la informacién
resultante de su aplicacidn, asi como a su capacidad de reflejar procesos biolédgicos, y también
en relacion con los posibles sesgos segln los caracteres que se utilicen (y nivel taxonémico de
estudio). Una de las criticas es la que se le hace al cladismo y subyace en que los arboles
obtenidos por maxima parsimonia sélo ofrecen informacién acerca del orden de divergencia, y
no dicen nada sobre la cantidad de cambio evolutivo ocurrido en las ramas del arbol. Otra
critica a la maxima parsimonia se centra en el supuesto que esta metodologia hace respecto a
que los cambios evolutivos serian raros. La baja frecuencia de los cambios implica que el arbol
gue minimiza los cambios es la mejor estima de la filogenia real. La critica metodoldgica mas
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fuerte que ha recibido la maxima parsimonia es el efecto de la llamada atraccién por ramas
largas. Esto se produce cuando las tasas de evolucidn son marcadamente diferentes entre
ramas. El método de MP tenderia a reunir a aquellas ramas del arbol que habrian acumulado
una gran cantidad de sustituciones (ramas “largas”) aun cuando no estuviesen relacionadas.
Esto ocurriria porque, al haber sdlo 4 estados de caracter, las ramas largas pueden sufrir
mutaciones convergentes y acabar agrupadas en un andlisis por parsimonia. La solucidn a este
problema consiste en incluir en los analisis todos los taxones que comprende el grupo de
interés, pues la adicion de taxones puede acortar esas ramas permitiendo agrupamientos
intermedios. También la atraccién por ramas largas puede ser evaluada en la comparacion de

arboles resultantes de aplicar distintas metodologias ademas de maxima parsimonia.

1.3.5.3 Métodos bayesianos

Thomas Bayes en 1763 enuncid un teorema, que hoy lleva su nombre, basado en la
probabilidad condicional y expresa la probabilidad de un evento aleatorio A dado B en
términos de la distribucidn de probabilidad condicional del evento B dado Ay la distribucién
de probabilidad marginal de sélo A. Esta funcidn de probabilidad se muestra en la ecuacién 1-6
donde P(A;) son las probabilidades a priori de A; sucesos exhaustivos y mutuamente
excluyentes; P (B|A;) son las probabilidades condicionales de un suceso B dado A;; y P(A;|B) es
la probabilidad a posteriori de A;, que viene dada por la distribucion de probabilidades a priori

y las condicionales.

P(B|A:) P(A:)
P(B) (1-6)

P(4,|B) =

En el caso del analisis de secuencias nucleotidicas por métodos de inferencia
filogenética basados en la estadistica bayesiana los datos dados, o a priori, involucran los
parametros del modelo de sustitucion (M, detallados en el item 1.3.4 de la Introduccién), el
parametro de topologias (t) y el largo de las ramas (v, que es una medida del cambio evolutivo
acumulado). Estos parametros estan contenidos en 8, mientras que X corresponde a la matriz

de secuencias nucleotidicas alineadas (ecuacién 1-7).
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f(0) f(X]0)
f(X)

fO1X) =

(1-7)

La probabilidad posterior de un drbol T se puede obtener a partir de la probabilidad a
priori de T mediante el cdlculo de su verosimilitud, que es (el logaritmo de) la suma del
producto de las probabilidades de reconstruccidon de nodos internos para una dada topologia
(todos los estados que pueden tomar), y para todos los sitios (el total de la matriz X), teniendo
en cuenta el modelo de evolucién (M) y el largo de ramas (v). Concretamente, si para un nodo
dado, la probabilidad de A tiende a 1, el resultado de la multiplicacién de esa probabilidad por
las de C, G y T dard un nimero muy bajo, indicando que la verosimilitud de ese nodo es alta (ya
que se aplica un logaritmo a ese producto). Por el contrario, si fuesen las 4 bases
equiprobables para ese nodo, entonces el producto seria mayor, y su logaritmo (su
verosimilitud) menor. Ademas, para cada topologia, y modelo de evolucién dado, existe un
largo de ramas tal que maximice su verosimilitud, es decir, el ajuste de los datos X al modelo
de evolucién molecular establecido. La probabilidad posterior de cada topologia se calcula
obteniendo sus marginales, lo que implica integrar los valores de verosimilitud que producen
todos los largos de rama y valores de parametros del modelo de evolucién posibles. Entonces
la probabilidad posterior f(8|X) se puede interpretar como la probabilidad de que el arbol t es
el correcto, dados los datos. Habitualmente todas las topologias son consideradas inicialmente

equiprobables, lo que implica partir de una distribucion de probabilidades "llana".

La probabilidad posterior maxima en relacién al universo total de arboles suele ser
muy baja, por lo que el objetivo de esta metodologia no es encontrar el arbol de mayor
probabilidad posterior, sino tomar una muestra de arboles que concentren la mayor
probabilidad posterior. Esa muestra es procesada para obtener un Unico arbol consenso en

cuyos nodos internos se indica la probabilidad posterior que redne la muestra.

Al igual que bajo el criterio de maxima parsimonia, surge como inconveniente la
imposibilidad de explicitar todas las topologias dables, para integrarlas en todos los largos de
ramay parametros posibles del modelo dado. Entonces, para proponer arboles candidatos a
reflejar la verdadera filogenia en un grupo, debe aplicarse un método de busqueda heuristica.
La heuristica en métodos bayesianos se basa en el muestreo de Montecarlo basado en

Cadenas de Markov (MCMC). El proceso de MCMC se puede resumir en 4 pasos basicos:
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1) Empezar en un punto arbitrario 6 (largo de ramas y topologia)
2) Hacer una pequefia variacién de los parametros, 6*
3) Calcular la relacion r=f(6*|X) / f(B|X)

r>1: se acepta 6*

r<1: el nuevo estado 6* se acepta con probabilidad r, o se descarta si r es muy

chico y se mantiene 0
4) Volver al paso 2

Para buscar en el espacio total de arboles, las modificaciones topoldgicas se realizan
utilizando métodos de corte y empalme de ramas como NNI (nearest neighbor interchange),
SPR (subtree prune and regraft) y TBR (tree bisection and reattachment), los mismos utilizados
en busquedas por maxima parsimonia y maxima verosimilitud. Estas metodologias se
implementan acopladas a un método que propone modificaciones en el largo de ramas y en

los valores que adoptan los parametros del modelo evolutivo propuesto.

Como se parte de arboles propuestos al azar, en las primeras generaciones de una
cadena (iteraciones del proceso MCMC) se obtienen topologias de verosimilitud varios 6rdenes
de magnitud mayor que el drbol -y largo de ramas- de partida. A esta fase de las iteraciones se
la conoce como periodo de burn-in, que se puede pensar como un escalado constante de
optimizacion. Las topologias correspondientes al burn-in son descartadas por tener muy bajos
valores de probabilidad posterior y ser muy dependientes de la topologia de partida (Figura 7).
Luego de este periodo las cadenas alcanzan una fase estacionaria, en la que los valores de
verosimilitud alcanzan un plateau y este es un signo de haberse alcanzado la distribucién de

interés (el conjunto de arboles que concentra la mayor probabilidad posterior).

Para llegar al drbol consenso de la busqueda, y por razones de limitacion de memoria,
se debe tomar una muestra representativa de la distribucién posterior (excluye las
generaciones de burn-in). Para tal fin es conveniente, considerando los valoresde M y v,
muestrear arboles lo mas separados en nimero de generaciones posible de modo de no tomar

arboles muy relacionados entre si.
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Figura 7. Valores de verosimilitud en funcién del nimero de generaciones en una cadena MCMC. Se
parte de un arbol muy alejado de las regiones en el espacio de parametros que concentran valores altos
de probabilidad posterior. La fase de burn-in se corresponde con la etapa inicial de la corrida en la que el
arbol de partida es constantemente mejorado hasta que llega a un rango tope y la cadena converge
hacia la distribucion de interés, en la que los valores de verosimilitud alcanzan un plateau. (Tomado de

Ronquist, van der Mark y Huelsenbeck 2009).

Si los parametros de busqueda (principalmente, la velocidad con la que la cadena
cubre distintas regiones del espacio de pardmetros) son apropiados, las cadenas convergen
siempre a la regidn de arboles. Para medir la calidad de la convergencia en la distribucidn de
topologias se suele calcular el desvio estandar de los splits (biparticiones del conjunto de
taxones) entre cadenas corridas independientemente. Una comparacion similar de desvios
entre corridas diferentes se hace para estimar la convergencia de los demas parametros (M y
v) pero consiste en comparar la varianza dentro y entre corridas (es mayor la varianza entre
cadenas que no alcanzaran la convergencia, mientras que serian similares entre cadenas que
estén muestreando de la misma distribucidon). Para asegurar un barrido amplio de las distintas
regiones del espacio de parametros (t, M y v), y una convergencia adecuada, se utiliza una
variante de MCMC llamada muestreo de Montecarlo basado en cadenas de Markov acopladas
a Metropolis (MC®), que consiste en correr varias cadenas MCMC en paralelo. Una de ellas es
llamada cadena "fria" y es aquella a partir de la cual se realizan las inferencias filogenéticas.
Las demas cadenas, llamadas cadenas "calientes", pueden recorrer el espacio de pardmetros
de una forma mas agil que la cadena "fria" (que puede variar los parametros en menor

medida, por lo que propone en una generacidn topologias, largos de rama y valores del
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modelo muy relacionados con los de la generacidon anterior). Las cadenas "calientes" pueden
intercambiarse con la cadena fria si encontraran un espacio de parametros concentrando
mayor probabilidad posterior. Estas cadenas "calientes" actian "alisando" el espacio de
pardmetros, de modo que permiten que la cadena "fria" pueda llegar a regiones que de otra
forma no seria posible, por tener que atravesar "valles" profundos en el paisaje de la

distribucidn de probabilidades original.

1.3.6 Medidas de apoyo de los nodos

Una de las causas de una inferencia filogenética incorrecta es la propia matriz de
caracteres. Si el conjunto de datos contiene homoplasias, distintos caracteres apoyaran
distintos arboles, por lo tanto el arbol resultante dependera de qué caracteres hayan sido
analizados. En consecuencia, las filogenias basadas en muestreos deben ir acompanadas de

medidas de apoyo de los nodos que reflejen el error de muestreo de caracteres.

Bajo los criterios de maxima parsimonia y métodos de distancias se utiliza usualmente
el método de bootstrap, que consiste en generar pseudorréplicas de la matriz de datos. Cada
pseudorréplica se construye eliminando al azar caracteres y duplicando (o multiplicando por n,
enteros) otros caracteres, de manera que el nimero de caracteres N de la matriz original se
mantiene. Con cada pseudorréplica se inicia una busqueda filogenética independiente,
obteniéndose el o los arboles de menor distancia o menor nimero de pasos (segun se trate de
NJ o MP). A partir del conjunto de arboles de bootstrap se realiza un consenso de mayoria, de
modo tal que en cada nodo figura el porcentaje de pseudorréplicas en las que ese grupo

aparece.

El método de bootstrap puede ignorar grupos claramente definidos por la matriz de
caracteres y carentes de homoplasia. Mientras que un alto valor de bootstrap indica que el
grupo en cuestion tiene una alta proporcion de caracteres que lo apoyan y bajos niveles de
homoplasia, los grupos apoyados por una baja proporcidn caracteres (para los que incluso no
exista caracter alguno que los contradiga) tendrdn una representacion baja en las
pseudorréplicas generadas al azar vy, por lo tanto, no tendran altos valores de bootstrap. El
criterio consensuado es que cuando un nodo tiene valores de bootstrap menores a 70/ , el
nodo no se considera soportado y en el consenso de mayoria los taxones se representan

colapsados en una politomia.
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La estimacién del error de muestreo esta contemplada en el propio algoritmo de
busqueda por métodos bayesianos, como se detallé en la seccién 1.3.5.3. A partir de la
distribucidn posterior de drboles se puede tener un rango de largos de rama, asi como la
proporcién de arboles muestreados en la distribucidn posterior que apoyan cada nodo del

arbol consenso resultante.

1.4 Filogenia del género Ctenomys

La notable diversidad de especies y formas de tuco-tucos ha animado a los
investigadores, desde muy temprano, a realizar numerosos intentos para obtener una
clasificacion de entidades infragenéricas tales como subgéneros, secciones y obviamente
especies de Ctenomys. Mucho se ha discutido acerca del nimero de especies de Ctenomys, y
hasta fines de la década de 1960 esa clasificacidon estaba basada en caracteres morfoldgicos
como el tamanio corporal, el color del pelaje y la morfologia craneana (autores como Tate,
Rusconi, Ellerman y Cabrera, en Reig y Kiblisky 1969). Reig y Kiblisky (1969)utilizarian los
cariotipos como fuente para la clasificacion en muchas especies cripticas desde el punto de
vista morfoldgico. Mds adelante estudios basados en la morfologia peneana (Altuna y Lessa
1985; Balbontin, Reig y Moreno 1996), en frecuencias alozimicas (Sage et al 1986; Ortells y
Barrantes 1994), en la morfologia espermatica (Feito y Gallardo 1982; Vitullo, Roldan y Merani
1988) asi como en la distribucion geografica tomada como un marco histoérico de la radiacién
de los tuco-tucos (Contreras y Bidau 1999) propusieron diferentes subdivisiones del género,

que formaban clasificaciones con un alto grado de conflicto reciproco.

La primera hipotesis filogenética en Ctenomys fue realizada en un estudio de
coevolucidn entre tuco-tucos y un grupo de nematodes parasitos (Gardner y Duszynski 1990).
Este primer estudio filogenético estaba basado en caracteres morfolégicos y cariotipicos
(numero diploide y numero fundamental) e incluia solo unas pocas especies argentinas y
bolivianas. Posteriormente, Cook y Yates (1994) propondrian filogenias de especies bolivianas
basadas en la variacidn en los patrones electroforéticos de alozimas, y Ortells
(1995)propondria una filogenia en base al patrén de bandas G de algunas especies argentinas.
En una etapa posterior se realizarian inferencias filogenéticas incluyendo especies argentinas,
chilenas, bolivianas, brasilefias y uruguayas, basadas en secuencias de ADN como citocromo b
(Lessa y Cook 1998; D'Elia, Lessa y Cook 1999; Mascheretti et al 2000; Slamovits et al 2001;
Parada et al 2011), asi como en intrones de genes nucleares (Castillo, Cortinas y Lessa 2005).

La cobertura taxondmica de estos estudios ha sido bastante pobre en relacion al nimero de

35



Introduccion

especies reconocidas para el género, siendo menos de la mitad incluidas en todos los estudios
salvo por el de Parada y colaboradores (2011) en el que se incluyeron representantes de 38
especies y 12 formas indeterminadas. Una modificacién metodoldgica de crucial importancia
en estudios filogenéticos que aporto el trabajo de Parada y colaboradores (2011) fue la de
incluir mas de un individuo por especie o forma de modo de poner a prueba la monofilia de
estos taxones (aunque no lo hicieron para el total de las especies y formas analizadas). En su
conjunto, los estudios basados en citocromo b permitieron definir los principales grupos de
especies dentro del género, no obstante las relaciones entre ellos permanecen irresueltas,
cayendo estos grupos en una politomia cerca de la base del arbol. A partir de estos resultados
se discutio si el patrdn tipo estrella de la filogenia de Ctenomys se debia a una politomia
blanda (caracter dependiente) o dura (taxdn dependiente). La fuerte sefal filogenética debajo
y por encima de la politomia (Lessa y Cook 1998) asi como un patrén politémico también
hallado en la filogenia basada en intrones (Castillo, Cortinas y Lessa 2005) sugieren que la
radiacion de los tuco-tucos habria sido virtualmente explosiva, reforzando la hipétesis de una

politomia dura en la base del arbol.

1.5 Evolucion cromosémica

Tras el descubrimiento de poblaciones naturales de Drosophila pseudobscura con
numerosos reordenamientos cromosémicos constituyendo polimorfismos y politipismos,
Theodosius Dobzhansky sostuvo que se trataba de una evidencia crucial para la teoria de la
evolucidn por seleccién natural de Darwin ya que los reordenamientos cromosémicos podian
ser las materias primas para la evolucién, permitiendo que las poblaciones evolucionen
rapidamente frente a variaciones en las condiciones ambientales (Coghlan et al 2005). Al
trabajo de Dobzhansky se le sumaria un prolifico cuerpo de contribuciones en citogenética que
darian sustento a la idea de que los reordenamientos cromosdmicos en eucariotas serian muy
frecuentes a nivel interespecifico, pero también en el nivel intraespecifico e incluso en el
poblacional. Estos reordenamientos pueden implicar mecanismos y resultados gendmicos
diferentes, y entre ellos se cuentan las deleciones, inversiones, fusiones y fisiones,
translocaciones hibridacidn, y duplicaciones parciales y hasta de genomas completos

(poliploidizacidn).
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1.5.1 Evolucion cromosémica en mamiferos

La complejidad de reordenamientos cromosdmicos descriptos en los mamiferos fue in
crescendo a medida que se desarrollaron nuevas técnicas que permitieron tener multiples
niveles de resolucién para interpretar cambios cromosdmicos a gran, mediana y pequefia

escala.

En una fase inicial se publicaron los cariotipos de cientos de especies de mamiferos,
incluyendo el nimero diploide, el nimero de brazos cromosémicos, la longitud relativa y
morfologia de cromosomas, la presencia de cromosomas extranumerarios o cromosomas B, y
los cromosomas sexuales. El rango de numeros diploides en los mamiferos quedd acotado
entre 2n=6-7 en el muntjac indio Muntiacus muntjak (hembra-macho, respectivamente) y
2n=102 en la rata vizcacha colorada Tympanoctomys barrerae (Ferguson-Smith y Trifonov

2007).

En una segunda etapa se desarrollaron técnicas de bandeo cromosémico, siendo los
bandeos C, G y R los mas ampliamente utilizados. Los métodos de bandeo G y R producen un
patrdén caracteristico de bandas transversales claras y oscuras en los cromosomas. Estos
bandeos hicieron posible la identificacidn de segmentos homdlogos y reordenamientos
cromosomicos especificos. Los cariotipos bandeados de unas 850 especies fueron incluidos en

el Atlas de Cromosomas de Mamiferos (O'Brien, Menninger y Nash 2006).

Una fuente importante de variabilidad cariotipica en mamiferos esta relacionada a la
cantidad y localizacién de heterocromatina. La heterocromatina es frecuentemente detectable
mediante la técnica de bandeo Cy desde los primeros estudios en los que se la aplicé se han
encontrado grandes variaciones en bloques heterocromaticos que en algunos casos podian
llegar a conformar nuevos brazos cromosdémicos enteros, alterando asi el nUmero fundamental
de una especie. Asimismo, se ha probado que no toda la heterocromatina, formada por
secuencias repetitivas de diferente composicion, es revelable por bandeo C. La cantidad de
heterocromatina puede alcanzar hasta un 33/ del ADN nuclear en especies de Dipodomys,
36/ en Peromyscus, 42/ en Ammospermophilus y 60/ en Thomomys, todos géneros de
roedores (Graphodatsky, Trifonov y Stanyon 2011), variacién que afecta al valor C (contenido
de ADN por genoma haploide) cuyo minimo valor en dicho orden es el de Thomomys
monticola con 2,17 pg por genoma haploide, mientras Tympanoctomys barrerae tiene 16,8 pg
por genoma haploide, siendo este el mayor valor entre todos los mamiferos (Graphodatsky

2007; Gregory 2012).
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En citogenética comparativa la homologia cromosémica entre especies (homeologia)
fue propuesta sobre la base de las similitudes en los patrones de bandeo. Las especies
cercanamente emparentadas tienen usualmente patrones de bandeo muy similares, y puede
generalizarse que la divergencia cariotipica en la mayor parte de los grupos taxondmicos
refleja sus relaciones filogenéticas, aunque existen excepciones considerables (Graphodatsky

2007).

El siguiente paso fue la incorporacidn de técnicas de hibridacion in situ al analisis
cromosémico. Ahora la homologia podia establecerse a nivel del ADN de una forma precisa,
mediante la hibridacion con sondas de ADN de distintos tamafios, desde secuencias parciales
de genes hasta fragmentos cromosdmicos clonados en BACs (cromosoma bacteriano artificial),
YACs (cromosoma artificial de levaduras) o cromosomas enteros microdisecados. La técnica de
pintado cromosdmico ( ZooFISH) tuvo un amplio impacto en la citogenética comparada. Esta
metodologia consiste en marcar separadamente cromosomas enteros de una especie
determinada para hibridarlos con preparaciones metafdsicas de otra especie. El pintado
cromosémico permitid establecer de forma rapida y eficiente la distribucion de regiones
homodlogas entre especies y asi trazar el escenario de posibles reordenamientos ocurridos en
los mamiferos. La comparacién de mapas generados por ZooFISH de distintos érdenes de
mamiferos permitié caracterizar los tipos de reordenamiento mas frecuentes y los ritmos de
evolucidon cromosdmica en los diferentes linajes. El mapeo con BACs fue utilizado para
establecer la relacidn entre los cromosomas X de los ornitorrincos (Ornithorhynchus anatinus)
y varias regiones en cromosomas humanos y de pollo. La hembra del ornitorrinco tiene 5 pares
de cromosomas X, mientras que el macho tiene cinco X y cinco Y, ninguno de los cuales tiene
homologia con el sistema XX-XY ya sea de marsupiales o placentarios. El mapeo con BACs
reveld que existen varios genes ortdlogos de genes del cromosoma sexual Z de pollo en los
cromosomas X1 y X3 del ornitorrinco, que en humano mapean en los autosomas 5y 9 (Rens et
al 2007). Mientras que genes ortélogos a los situados en el cromosoma X humano, en
ornitorrinco mapean en autosomas (Ferguson-Smith y Trifonov 2007), demostrando que los

cromosomas sexuales del ornitorrinco tendrian un origen diferente al de los terios.

El pintado cromosdmico permitio establecer homologia a nivel cualitativo, con una
resolucidn de unas 4 Mb (Ferguson-Smith y Trifonov 2007) que esta limitada por el tamafio de
las regiones visualizadas por microscopia, y en consecuencia hay reordenamientos pequefios

gue no son detectables por este método. Mas aln, mediante esta metodologia tampoco es
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posible detectar inversiones que involucren grandes segmentos. Otra limitante es que el
pintado cromosdmico pierde eficiencia a medida que la distancia filogenética entre genomas
hibridados aumenta. A pesar de todas estas limitaciones, el uso de sondas cromosémicas
derivadas de distintas especies, combinado con mapeos genéticos posicionales han producido

sinérgicamente mapas genéticos de alta resolucién.

Una de las técnicas mas utilizadas en conjunto con el pintado cromosdmico es la del
mapeo gendmico de hibridos de radiacién. Esta técnica, altamente eficiente, consiste en
irradiar células de una especie particular de modo de cortar el genoma en un nimero deseable
de fragmentos y luego fusionar los fragmentos a células de hamster chino. Las células
somaticas hibridas resultantes contienen fragmentos individuales del genoma de interés.
Luego, unos 90-100 (a veces mas) clones que cubren el genoma total son seleccionados y las
secuencias de interés se localizan en los fragmentos clonados via PCR o por hibridacién ADN-
ADN. La distancia genética entre los multiples marcadores analizados se mide en funcién del

porcentaje de clones en los que dos marcadores mapean juntos.
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Figura 8. Mapas cromosémicos comparativos de aves y mamiferos. Los idiogramas representan en

distintos colores los segmentos del cariotipo hipotético ancestral de los euterios. Las homologias

respecto del cariotipo humano se muestran con nimeros a la derecha en los idiogramas. a) Cariotipo

reconstruido del genoma ancestral euteriano. b) Idiograma de cromosomas de pollo (Gallus gallus

domesticus, 2n=78) basada en alineamientos de genomas completos de pollo y humano. c) Idiograma de

la comadreja (Monodelphis domestica 2n=18) basada en alineamientos de genomas completos de

comadreja y humano. d) Idiograma del cerdo hormiguero u oricteropo (Orycteropus afer, 2n = 20)

basado en pintado cromosdmico. e) Idiograma del vison (Mustela vison, 2n=30) basado en pintado

cromosémico. f) Idiograma del zorro colorado (Vulpes vulpes vison, 2n=34 + 0-8 Bs) basado en pintado

cromosémico y mapas de hibridos de radiacién. g) Reconstruccién del genoma sciurido ancestral
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(Rodentia), basado en datos de pintado cromosdémico. h) Idiograma del ratén doméstico (Mus musculus,
2n=40), basado en alineamientos de genomas completos de ratén y humano. i) Idiograma del humano

(Homo sapiens, 2n=46). Tomado de Graphodatsky, Trifonov y Stanyon (2011).

El dltimo paso comenzé cuando se completd el Proyecto Genoma Humano. Entonces,
los investigadores se enfocarian en comparaciones evolutivas de los genomas de numerosas
especies. El genoma completo de cualquier especie puede ser secuenciado completa y
repetidamente para intentar obtener asi un mapa comprehensivo con una resolucién base a
base. Este método ha hecho posible la comparacién de genomas de cualquier par de especies
independientemente de su distancia filogenética. Los esfuerzos de secuenciacion fueron
cooptados en experimentos de pintado cromosdmico, en los que se utilizaron BACs o YACs
como sondas para hibridar en especies de genomas desconocidos. Los mamiferos han sido
estudiados mejor que ningun otro grupo de animales en este sentido, habiéndose obtenido los
genomas completos (y repetidos al menos 7 veces) en humano, ratdn, rata, perro, vaca, cerdo,
y chimpancé con una alta cobertura. Luego se completaron otras 24 especies de mamiferos
cubriendo todos los érdenes de este grupo (Graphodatsky 2007). Si bien la gendmica
comparada permite obtener la mayor resolucion, los proyectos genomas son empresas
altamente costosas y, por lo tanto, sélo se han secuenciado genomas completos de algunos
representantes de los distintos 6rdenes de mamiferos; al dia de hoy no existen genomas

completos cubran un grupo taxondmico de menor jerarquia.

Con todo, estas metodologias permitieron confirmar con una alta resolucién la
naturaleza homodloga de las asociaciones sinténicas. Se encontraron entre las distintas especies
de mamiferos estudiadas, largos bloques de ADN llamados bloques sinténicos homdélogos, que
frecuentemente resultaron correspondientes a cromosomas o brazos cromosémicos enteros.
Muchas de las diferencias en morfologia y nUmeros cromosémicos entre especies podian
explicarse por distintas combinaciones de bloques sinténicos. El pintado cromosémico
comparativo con sondas de cromosomas o brazos cromosémicos enteros humanos permitié
identificar bloques cromosdémicos adyacentes en mamiferos placentarios, incluso en
superdérdenes de divergencia basal como Afrotheria o Xenarthra (Graphodatsky, Trifonov y
Stanyon 2011) y asi se encontraron marcas cromosomicas caracteristicas de ciertos grupos.
Estas marcas hacen posible la reconstruccién de caracteristicas genémicas que se encontrarian
en el ancestro comun de los taxones considerados. En la figura Figura 8 se muestran los mapas
cromosoémicos de pollo, zariglieya, y algunas especies placentarias con homologias a

cromosomas humanos y al cariotipo putativo del ancestro comun de los mamiferos.
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Algunas marcas cromosémicas pueden ser el producto de convergencia o paralelismos,
y una de las formas de detectarlo es identificar los puntos de ruptura gendmicos, es decir, el
sitio a partir del cual se escindié el bloque cromosdémico en cuestion. Los puntos de ruptura
son ricos en secuencias repetidas en tdndem, sugiriendo un posible rol de estas secuencias en
la organizacion a gran escala de los genomas de mamiferos (Ruiz Herrera, Castresana y
Robinson 2006). En un estudio en el que se combinaron secuencias gendmicas completas y
mapas de hibridos de radiacion de 8 especies de mamiferos, Murphy y colaboradores (2005)
hallaron que un 20/ de las regiones con puntos de ruptura gendmicos han sido reutilizadas a
lo largo de la evolucidn de los mamiferos. Mds aun encontraron que los centrémeros son mas
ricos en estas regiones y que los puntos de ruptura especificos de primates se encuentran
flanqueados en su mayoria por segmentos duplicados que estarian involucrados en

reordenamientos cromosomicos.

Otros hallazgos de la era gendmica en relacién a la evolucién cariotipica de mamiferos,
contribuyeron a un cambio de paradigma en cuanto a la naturaleza de los cromosomas By la
de los centrémeros. Los cromosomas B, hallados en algunas especies de mamiferos, pueden
variar en numero en diferentes tejidos, individuos y poblaciones, son mas frecuentemente
hallados entre los roedores, a su vez mayoritariamente en los muroideos. El caso mds
espectacular es el del lemming Dicrostonyx torquatus, 2n=40 mas 1-42 Bs, seguido de
Apodemus peninsulae con 2n=48 mas 0-24 Bs, algunos de los cuales tienen un tamafo mayor
que al par mas grande hallado en el complemento A (Graphodatsky, Trifonov y Stanyon 2011).
Mediante pintado cromosdémico permitio revelar que ademas de heterocromatina, los
cromosomas B de muchas especies de mamiferos tienen extensos segmentos autosémicos
duplicados que portan genes o fragmentos génicos (Trifonov et al 2010). Aunque no se ha
demostrado que ocurra transcripcidn en estos genes, el hallazgo sugiere un posible rol en
estos elementos como acopiadores de duplicaciones génicas proveyendo eventualmente
materias primas para la aparicion de nuevos genes y combinaciones de material genético.
Como se dijo mas arriba, los centrémeros son verdaderos "puntos calientes" citogenéticos y se
ha encontrado que ocasionalmente en la evolucién de los mamiferos han surgido centrémeros

de novo (Robinson, Ruiz-Herrera y Froenicke 2006).
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1.5.1.1 Un cambio fundamental en el paradigma sobre las causas del cambio en el numero

de brazos cromosomicos

Histéricamente las hipotesis de reposicionamiento de los centrémeros competian con
hipdtesis de inversiones pericéntricas, y las de fragmentacion y activacién de centromeros de
novo competian con hipétesis de duplicacién de brazos enteros, o reordenamientos ain mas
complejos. La primera evidencia univoca de reposicionamiento de centrémeros la dieron
Montefalcone y colaboradores (1999), mediante el estudio de genomas de primates por
hibridacidn in situ usando sondas de cromosomas artificiales bacterianos. A partir de ese
momento quedd claro que si se tenia en cuenta la posibilidad de reposicionamiento de los
centrémeros, podria hipotetizarse un escenario de reordenamientos mucho mds parsimonioso

gue diera cuenta de las diferencias en el orden de marcadores citolégicos entre especies.

El "ciclo de vida" del centrémero implicaria nacimiento, crecimiento, madurez, muerte
y hasta resurreccién (Figura 9). Los neocentromeros humanos (NH) son centrémeros
funcionales descubiertos en investigaciones clinicas, y que eventualmente podrian constituirse
en la manifestacion de la aparicién de una novedad evolutiva. Hay tres tipos de NHs (Rocchi et
al 2011). La vasta mayoria nace en fragmentos acéntricos que consisten en duplicaciones
invertidas de una porcién distal de un brazo cromosémico. Con la aparicién del NH esos
fragmentos son "rescatados" y pasan a formar cromosomas supernumerarios. Una segunda
clase de NHs se origina por la formacidn de fragmentos acéntricos escindidos de cromosomas
lineales o en anillo, generalmente ocurren en reordenamientos balanceados, que no causan (si
segregan correctamente) efectos negativos en el fenotipo del parental ni en el de la
descendencia. Un tercer tipo de NHs surge en cromosomas intactos y reemplazan
funcionalmente al centromero original. Este uUltimo caso implica el encendido y apagado
epigenético del centrémero naciente y del que pasa a inactivarse, respectivamente. Una cuarta
categoria postulada como una novedad evolutiva pero no reportada clinicamente, es la de
centrémeros que surgen luego de una fisidn no céntrica. En humanos los cromosomas 14 y 15
se habrian generado de este modo, a partir de la fisién de un cromosoma ancestral
correspondiente al cromosoma 7 en macacos (Ventura et al 2007). Cuando se habla de
centrémeros de novo desde una perspectiva evolutiva, y no en tiempo real, se los denomina
centrémeros evolutivamente novedosos (CEN) (Rocchi et al 2011). Resulta interesante
destacar que no todos los centrémeros formados de novo requieren la preexistencia de un
tandem de secuencias repetidas. Ningin NH posee secuencias de ADN satélite (Rocchi et al

2011), y sugestivamente tampoco se encontraron secuencias de este tipo en los CEN de
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caballos, y orangutanes. Aparentemente, podria haber determinantes epigenéticos en la
formacién de centrémeros funcionales, como la proteina centromérica CENP-A, que no
estarian relacionados con un tipo de secuencia, sino que serian reclutados en rupturas de ADN
doble cadena (Zeitlin et al 2009). Sin embargo, muchos autores acuerdan en que "por
oportunismo o por necesidad" un nuevo centrémero debe adoptar las caracteristicas genéticas
y epigenéticas de un centrémero maduro: normalmente adquieren secuencias de ADN satélite

que les propician un entorno epigenético favorable (Rocchi et al 2011; Kalitsis y Choo 2012).
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Figura 9. Ciclo de vida de los centrémeros. Nacimiento: un cromosoma con un centrémero
maduro (rico en ADN repetido) atraviesa una fragmentacion, seguida del ensamble de un
neocentrémero en el fragmento acéntrico. Crecimiento: el neocentrémero acumula gradualmente ADN
repetido, o puede mantenerse libre de estas secuencias por mucho tiempo. Madurez: el centrémero
esta saturado de secuencias repetidas y sufre contracciones y expansiones y una rapida evolucion
nucleotidica. Muerte: los reordenamientos del genoma pueden producir cromosomas dicéntricos, por el
surgimiento de neocentromeros, o por la fusién no céntrica de cromosomas. Uno de los centromeros
del cromosoma pseudodicéntrico resultante es desactivado y muere. Resurreccién: un cromosoma con
dos centromeros ricos en secuencias repetidas (uno activo y el otro inactivo) se fragmenta, seguido de la
"resurreccion" del centrémero muerto, que "rescata" al fragmento acéntrico reincorporandolo al

genoma. Modificado de Kalitsis y Choo (2012).
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1.5.2 Evolucion cromosdémica en roedores

El orden Rodentia es el mas prolifico de los mamiferos, comprendiendo mas del 40/
de las especies, y también es el mas diverso evolutivamente. Aproximadamente un tercio de
las especies de roedores pertenecen a la superfamilia Muroidea (ratas, ratones y hamsters), y
son los muroideos los que concentran la mayor variabilidad a nivel citogenético. Los muroideos
tienen la mayor cantidad de especies que presentan polimorfismos cromosdmicos y también
tienen sistemas de determinacion sexual diferentes del casi ubicuo XX-XY de los placentarios
(Graphodatsky, Trifonov y Stanyon 2011). Por ejemplo, tanto hembras como machos poseen
un cariotipo X0/X0 en una especie de rata topo (Ellobius lutescens) y un sistema XX/XX en otra
(E. talpinus) (Volobouev, Gallardo y Graphodatsky 2006). El pintado cromosdmico reciproco
con sondas de cromosomas enteros de rata y ratdn arrojé un resultado sorprendente: los
reordenamientos entre estas dos especies tan cercanamente emparentadas superaban en diez
veces a los reordenamientos ocurridos entre humano y gato (Stanyon et al 1999). Sin dudas las
tasas de evolucion cromosdmica varian entre los distintos grupos de mamiferos, y entre los
roedores pareceria haberse disparado luego de la divergencia de los sciuridos (ardillas, perros
de las praderas y marmotas, ver Blanga-Kanfi et al 2009; Churakov et a/ 2010). La localizacidn
de sondas cromosdmicas humanas y el pintado reciproco en varias especies de ardillas
mostraron que los genomas de ardillas estan altamente conservados, son similares a los
genomas humano y ancestral de mamiferos, y tienen varias marcas cromosomicas
(combinaciones de bloques sinténicos, ver item 1.5.1 de la Introducciéon) que sugieren un

origen comun entre roedores y lagomorfos (Graphodatsky 2007 y referencias alli citadas).

Dentro del suborden Hystricomorpha, en la superfamilia Octodontoidea ocurren dos
clados hermanos con patrones evolutivos contrastantes, los octoddntidos y los ctenominos,
cuyo Unico género viviente de este Ultimo es Ctenomys. Los octoddntidos sufrieron una
radiacion ecoldgica, morfoldgica y fisioldgica extensiva. Ocupando habitats muy diversos los
modos de vida de los octoddntidos van desde los grupos andinos y preandinos de escaladores
(Octodontomys gliroides), fosoriales (Aconaemys) y formas subterraneas estrictas (Spalacopus
cyanus), pasando por especies de superficie mas generalistas(Octodon), que explotan
matorrales y bosques, hasta las especies saxicolas y excavadoras (Pipanacoctomys,
Tympanoctomys y Salinoctomys) altamente adaptadas a los ambientes desérticos de las
cuencas salinas, dunas de arena y afloramientos rocosos (Gallardo et al 2007). En contraste su
taxdn hermano, los ctenominos, estd representado por un Unico género viviente, Ctenomys, en

el que sus mas de 60 especies poseen un plan corporal muy conservado, especializado en la
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explotacién del nicho subterraneo (ver item 1.1.2 de la Introduccién). También son

contrastantes los patrones de evolucidn cromosémica entre estas dos familias. Los

octoddntidos habrian atravesado reordenamientos cromosémicos complejos de forma

saltatoria, pero manteniendo una gran homogeneidad a nivel de infragenérico (muy poco

especiosos, por otra parte), mientras que los ctenominos habrian sufrido una evolucién

cromosomica mas gradual, aunque de amplitud comparable (Figura 10).
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éPoliploidia en mamiferos?

Figura 10. a) Curva taxica de las especies vivas de los actuales
géneros de Octodontoidea. Se muestran ademas los nimeros
cromosémicos de cada género. Se puede ver el patron
asimétrico entre las familias Octodontidae y Ctenomyidae en
cuanto a numero de especies y variabilidad cariotipica
(Tomada de Spotorno et al 1995). La figura deberia incluir
también al género Pipanacoctomys, con una especie y 2n=92
(Gallardo et al 2007). b) Subclado de la filogenia de la
superfamilia Octodontoidea obtenida por Upham y Patterson

(2012) en base a un gen mitocondrial y 3 genes nucleares.
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El altisimo nimero cromosdmico y el enorme tamafio del genoma de Tympanoctomys

barrerae conformaron un primer cuerpo de evidencia que Gallardo y colaboradores (1999)

tomaron para postular que las ratas vizcacha rojas tendrian un cariotipo tetraploide.

Posteriormente Svartman, Stone y Stanyon (2005) sugeririan que el alto valor C de T. barrerae

se deberia a una amplificacién descomunal de heterocromatina, evidencia que sumada a las

incompatibilidades relacionadas con los efectos de dosis en el sistema de determinacién sexual
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de los euterios y metaterios tiraria por tierra la hipdtesis de tetraploidia. Poco tiempo
transcurriria para una siguiente publicacién de Gallardo, Gonzalez y Cebrian (2006) que
reforzarian su hipétesis luego de revelar por hibridacidn in situ que varios genes de copia Unica
estaban duplicados en el genoma de T. barrerae. Posteriormente Graphodatsky, Trifonov y
Stanyon (2011) aplicando la técnica de pintado cromosdmico con sondas de cromosomas de
Octodon degu y de ADN repetitivo sostendrian que la ausencia de duplicaciones de segmentos
gendmicos largos seria prueba suficiente para descartar la condicidn tetraploide de este
roedor. En la actualidad la hipétesis de la naturaleza cromosdémica de T. barrerae de Gallardo y
colaboradores viré hacia un posible origen alotetraploide (Gallardo et a/ 2007), producto de la
hibridacion entre Octomys y Pipanacoctmys, segin un modelo complejo que involucra la no
reduccion gamética en oocitos y la doble fecundacion de espermatozoides (pero que ahora

traslada la polipolidizacién a Pipanacoctomys).

1.5.4 Evolucion cromosémica en Ctenomys

Frente a la desconcertante variabilidad cromosémica que se manifiesta en los tuco-
tucos, se realizaron numerosas contribuciones en citogenética que tenian por objeto
determinar la naturaleza de los reordenamientos cromosdémicos ocurridos a lo largo del linaje
del género. Tempranamente Reig y Kiblisky (1969) concluyeron que de haber ocurrido
fusiones/fisiones robertsonianas, éstas no serian el tipo de reordenamiento prevalente en el
grupo, dado que existe una copiosa variabilidad en el nimero de brazos (las fisiones/fusiones
no alteran el nimero fundamental, sino el nimero diploide). Sin embargo se han postulado
reordenamientos robertsonianos en numerosas especies de Ctenomys como C. torquatus (De
Freitas 2006), C. minutus (De Freitas 2006), C. lami (De Freitas 2006), C. maguellanicus
(Lizarralde, Bolzan y Bianchi 2003), C. talarum (Bidau, Marti y Giménez 2003), y varias especies
y formas del grupo Corrientes (Ortells, Contreras y Reig 1990; Lanzone et a/ 2007). También se
ha propuesto en C. talarum y en C. minutus la existencia no solo de fusiones/fisiones
robertsonianas sino de fusiones en tandem (De Freitas 1997; Massarini et al 2002),

reordenamiento que afecta tanto al 2n como al NF.

Aun cuando un reordenamiento parece univoco, no siempre es posible establecer el
sentido en que ha ocurrido. La polaridad del evento puede establecerse mapeando los
cambios cromosdmicos en una filogenia, lo que implica inferir los estados de nodos
ancestrales, o mediante el uso de indicadores citogenéticos, como es el caso de la localizacion

de las secuencias teloméricas fuera de los teldmeros. En un trabajo publicado por Lizarralde,
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Bolzan y Bianchi (2003) se estudiaron las dos formas cromosdmicas de Ctenomys magellanicus,
de 2n=34 y 2n=36, ambas con el mismo NF=68. Por tincidn uniforme y analisis del patrén de
bandas G pudo establecerse la homologia entre los brazos del cariomorfo 2n=34 y dos
cromosomas telocéntricos del cariomorfo 2n=36, mientras que el resto del cariotipo resulté
idéntico, de modo que ambos cariomorfos quedarian relacionados por un evento Unico de
fusién/fision. Un experimento concluyente de hibridacidn in situ con sondas teloméricas reveld
gue todos los cromosomas de ambos cariotipos tenian repeticiones teloméricas Unicamente
en posicidn terminal, incluso el par cromosémico involucrado en la fusidén/fision. A partir de
este resultado, la hipdtesis de fusidn resulté mas improbable que la de fision, dado que no se
observaron sefales teloméricas intersticiales (pero ver Slijepcevic 1997 y Ocalewicz 2012,
donde se documentan numerosos casos en los que las repeticiones teloméricas se pierden
luego de una fusidn céntrica) y por lo tanto el cariotipo 2n=36 seria derivado del 2n=34

mediante una fisién céntrica.

Novello y Villar (2006) postularon el sentido en que habria ocurrido una inversion
pericéntrica en el cromosoma 1 de las tres especies uruguayas de Ctenomys revelada por
bandeo G. El cromosoma 1 de C. torquatus es metacéntrico, mientras que los de C.
rionegrensis, de todos los cariomorfos de C. pearsoni (posee cinco cariomorfos de 2n
diferente) son acrocéntricos. Los autores establecieron que C. torquatus representaria el
estado ancestral, ya que esta especie tiene espermatozoides simétricos, y este es considerado
un estado primitivo en roedores y otros mamiferos, mientras que las especies que tienen un
cromosoma 1 acrocéntrico tienen todas espermatozoides asimétricos, estado considerado
derivado. Esta es una forma posible de dar polaridad a un cambio cromosdémico, aunque para
poner a prueba esta hipdtesis seria mas riguroso mapear los estados en una filogenia. De
hecho, la filogenia obtenida por Parada y colaboradores (2011) muestra que C. pearsoniy C.
torquatus pertenecen a un mismo grupo, mientras que C. rionegrensis seria externo a este, con
lo cual habria que suponer una reversion o un paralelismo. Los autores del trabajo también
encontraron variaciones en las cantidades de heterocromatina (por bandeo C en el
cromosoma 1) entre estos cariomorfos, y éstos si son consistentes con las relaciones
filogenéticas entre las especies, dado que C. torquatus y C. pearsoni no poseen bloques C+ en
el cromosoma 1, mientras que C. rionegrensis tiene un bloque pericentromérico conspicuo.
También De Freitas (1997) describid polimorfismos para inversiones pericéntricas en C.

minutus, causantes de la variacion en el nimero fundamental de esta especie.
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La distribucién y las cantidades de heterocromatina reveladas por bandeo C en
Ctenomys han resultado muy variables en la evolucién del grupo. Reig y colaboradores (1990;
1992) establecieron 3 patrones principales para clasificar el perfil heterocromatico C+ de los

tuco-tucos:

I- Bandas C negativas en la mayoria de los cromosomas y de estar presentes
débilmente visibles Unicamente en centrdmeros. Otras bandas pueden estar presentes pero
nunca superando el 20/ del largo total de un cromosoma. Este es el caso de especies como C.
perrensi, C. roigi, C. dorbignyi , C. torquatus, C. magellanicus, C. tucumanus, C. boliviensis, C.

sociabilis, C. fueguinus, C. argentinus o C. lewisi.

II- Bandas C+ pericentroméricas bien conspicuas presentes en mas del 50/ de los
cromosomas. Este patrdn es caracteristico de especies con bajos nimeros cromosémicos
como C. steinbachi, C. robustus, C. ocultus, C. opimus, C. fulvus, pero también es hallado en
especies con numeros cromosémicos mayores como C. leucodon, C. conoveriy C. frater.

También fue hallado en C. rionegrensis, y C. maulinus.

Ill- Bandas C+ en brazos completos en el 50-75/ de los brazos cortos. En el resto de
los cromosomas las bandas C+ estarian ausentes o presentes Unicamente en regiones
(peri)centroméricas. Este patron de bandas es Unico del grupo mendocinus, hallado en C.
mendocinus, C. azarae, C. australis, C. porteousi, C. chasiquensis y C. flamarioni (estas ultimas
agregadas a partir de Massarini y De Freitas 2005), es decir, en todas sus especies salvo en C.

rionegrensis:

En un trabajo posterior, Cook y Salazar Bravo (2004) describirian un patrén adicional
(IV) en el que las bandas C+ ocurren en regiones teloméricas o intersticiales, y/o en
combinacion con los 3 patrones anteriores. Entre las especies con patrén IV se encuentran C.
hagi, C. coyhaiquensis, C. latro y C. talarum, siendo esta ultima especie polimarfica para los
patrones de distribucién de heterocromatina C+ (Massarini et al 1995). Ademas tomando
como marco la reconstruccion filogenética basada en secuencias de citocromo b de Slamovits y
colaboradores (2001), los autores del trabajo concluyeron que los patrones de distribucidn y
cantidad de heterocromatina habrian sufrido reversiones y paralelismos, por lo que las bandas
C+ no resultan un buen caracter filogenético en Ctenomys, hecho que también se constata al

mapear estos patrones en la filogenia obtenida por Parada y colaboradores (2011).
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Como fue mencionado en la seccion 1.5.1 la morfologia cromosdmica y el cariotipo de
una especie pueden cambiar extensamente si ocurren variaciones en las cantidades de
heterocromatina. El nimero fundamental puede variar si un cromosoma telocéntrico
experimenta la adicién de un brazo heterocromatico o, por el contrario, si un cromosoma
bibraquiado pierde un brazo heterocromatico. El grupo mendocinus resulta un caso de
evolucidon cromosdmica muy singular en Ctenomys: los cariotipos de las 6 especies que lo
integran son casi idénticos, manteniéndose el orden de bandas G, y mientras que el nimero
diploide se mantuvo virtualmente invariante (2n=47-48), el nimero de brazos cromosémicos
muestra una extensa variacion, incluso a nivel intrapoblacional (NF=71-82). La variacion de
cantidades de heterocromatina en brazos enteros ha sido estudiada en detalle en este grupo
mediante bandeo Cy G (Massarini et al 1991). El par cromosdmico telocéntrico B4 presente en
C. porteousi es homedlogo al par submetacéntrico A11 de C. mendocinus, y difieren en la
adicidn/pérdida de un brazo heterocromatico. Mas aln, en ambas especies se encontraron
polimorfismos en el nimero de brazos en al menos 4 pares cromosémicos adicionales,
tratandose de brazos enteramente heterocromaticos C+ (interesante resulta el hecho de que
C. flamarioni, especie brasilefia perteneciente al grupo mendocinus también posee
polimorfismos en el nimero de brazos asociados a la variacion en la heterocromatina C+, De
Freitas 2006). Los autores de este trabajo encontraron dos reordenamientos en heterocigosis
presentes en el par Al (el par mayor, el mismo estudiado en especies uruguayas por Novelloy
Villar 2006) de C. azarae, C. porteousi , C. mendocinus y C. chasiquensis (Figura 11). Uno de los
reordenamientos involucra la adicién/pérdida de heterocromatina: el patrén de bandas G es el
mismo entre los cromosomas comparados, pero en un cromosoma (Ala) el brazo corto duplica
en longitud al brazo corto de su homodlogo (Alb). El otro polimorfismo hallado se explicaria por
un reordenamiento mas complejo que involucraria la siguiente secuencia: pérdida del brazo
heterocromatico - inversién pericéntrica - fusion con un cromosoma telocéntrico grande (B2)
(Massarini et al 1991). La ausencia del par metacéntrico producto del reordenamiento
complejo, asi como la ocurrencia simultanea de este polimorfismo en poblaciones de cuatro
especies distantes geograficamente abrio la pregunta acerca del origen y la persistencia de
este polimorfismo: podria ser un reordenamiento recurrente en las distintas poblaciones, o
podria tratarse de un polimorfismo ancestral mantenido por tener un alto valor adaptativo en

heterocigosis.
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Figura 11. Reordenamientos hipotéticos involucrados en el polimorfismo del par mayor (A1) en especies
del grupo mendocinus, tomado de Massarini y colaboradores (1991). Las flechas indican la direccion
propuesta del cambio cromosdmico; las lineas punteadas indican rupturas cromosdémicas. a. Aumento
de tamafo del brazo heterocromatico de uno de los cromosomas homdlogos. b. Pérdida del brazo corto
heterocromatico en uno de los homdlogos (a), seguida de una inversion pericéntrica del cromosoma

telocéntrico resultante (b) y posterior fusion con un cromosoma telocéntrico mediano B2 (c).

Las hibridaciones o contactos secundarios entre especies o poblaciones con
cariomorfos diferentes, también resultan una fuente de variacién cromosdmica en Ctenomys.
Gava y De Freitas (2003) describieron una zona hibrida entre distintos cariomorfos de C.
minutus (2n=42-50), y entre C. minutus y C. lami (2n=54-58). Otra zona hibrida es la del
llamado "complejo pundti" en la que ocurren cariomorfos intermedios entre C. talarumy C.

pundti (Braggio et al 1999).

La dindmica cromosdmica de Ctenomys ha emanado una profusa variedad de
cariomorfos de relaciones, por lo general, inciertas. La complejidad de reordenamientos,
sumada a las hibridaciones que pudieron haber ocurrido entre distintos cariomorfos, dificulta
la posibilidad de reconstruir la historia cromosdmica del género. Sin embargo, como se ha
manifestado en esta seccién, dentro de grupos determinados los reordenamientos de un tipo
si parecen prevalecer sobre otros, y en esos casos es posible proponer relaciones explicitas
entre los cariomorfos estudiados. El grupo mendocinus constituye el citado caso de cariotipos

muy relacionados (con excepcidn de la adicién/pérdida de brazos heterocromaticos enteros)
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en un grupo de especies, al que se le oponen los reordenamientos extensos que pueden estar
dentro de los limites de especies, o formando complejos de especies. Uno de estos casos tipo
es el de C. pearsoni, en el que se mantiene un NF=84 mientras que el 2n varia entre 56 y 70
cromosomas, lo que sugiere una prevalencia de reordenamientos de tipo robertsonianos,
aunque las relaciones cromosdmicas alin se mantienen inciertas en esta especie (Tomasco y
Lessa 2007). El otro caso de extrema variabilidad cromosémica, es el grupo Corrientes, cuyas

hipétesis de evolucién cromosdmica se detallardn a continuacion.

1.5.5 Evolucion cromosomica en el grupo Corrientes

En un trabajo seminal que estudié 11 poblaciones del grupo Corrientes, y poblaciones
de C. conoveri (Boquerdn, Paraguay), C. pearsoni (Entre Rios, Argentina; Colonia, Canelones y
Maldonado, Uruguay) C. rionegrensis (Parand y Ubajay, Entre Rios), C. argentinus (Colonia
Benitez, Chaco) y C. yolandeae (Las Palmas, Santa Fe), Ortells, Contreras y Reig (1990)
encontraron nueve cariotipos diferentes en las 11 poblaciones correntinas, dos de las cuales
eran polimérficas para reordenamientos de tipo robertsoniano. Esta variabilidad fue
inicialmente desconcertante ya que en lugar de cariotipos especie-especificos se trataba de
cariotipos poblacién-especificos, lo que revelaba una tasa de evolucién cromosdémica
descomunal. Igualmente sorprendente resulté que nueve de las 11 poblaciones estudiadas
compartian el mismo niumero fundamental, observacidn que llevé a los autores del trabajo a
postular que los diferentes cariotipos en este subgrupo se habrian originado principalmente
por reordenamientos robertsonianos. La discontinuidad de los cariomorfos 2n=70 NF=84
atribuidos a poblaciones disyuntas de C. dorbignyi sumada a su condicion monomorfica, y el
hecho de que estos cariomorfos resultaron indistinguibles por tincion uniforme del cariotipo
2n=70 NF=84 de C. pearsoni (Conchillas, Colonia, Uruguay), llevé a los autores a proponer un
escenario en el cual el ancestro comun a todas estas poblaciones habria tenido este cariotipo.
Este ancestro habria tenido una distribucién practicamente continua ocupando, al menos el
rango actual de las poblaciones correntinas y C. pearsoni (regidn costera de Uruguay y Entre
Rios). Mediante eventos independientes, mayoritariamente de tipo robertsoniano, el nimero
diploide habria ido reduciéndose en diferentes demos. Este proceso habria sido estocastico
debido al tamafo poblacional reducido que estos demos alcanzan periédicamente (al menos
en Corrientes) y al flujo génico restringido entre ellos. Algunas poblaciones, como
consecuencia de estos procesos estocdsticos quedarian aisladas reproductivamente. Esta seria
la explicacidn del origen de linajes independientes que eventualmente formarian nuevas

especies como C. perrensi. Ademas habria en Corrientes un linaje independiente del de C.
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dorbignyi, y lo constituirian todas las formas de NF<84. De este modo C. roigi (2n=48, NF=80) y
C. sp de la poblacidn de Curuzu Laurel (2n=42, NF=76) pertenecerian a un linaje relacionado a

C. torquatus.

El escenario evolutivo antes descripto resultd una hipdtesis de trabajo muy fértil y,
aunque con el tiempo acumulé una serie de anomalias, produjo muchas contribuciones a favor
y en contra del escenario propuesto. Posteriormente, Ortells (1995), comparando el patrén de
bandas G de ocho cariomorfos del grupo Corrientes (incluidas las 3 especies nominales)
concluyd que las fusiones/fisiones céntricas, incluso entre los de NF=84, no serian el tipo de
reordenamiento exclusivo, ni el mas importante, dada la falta de homologia en muchos brazos
cromosémicos. Ademas propondria que las inversiones pericéntricas serian un

reordenamiento frecuente en el grupo.

Pero no fueron sélo anomalias las que produjo el escenario evolutivo propuesto por
Ortells, Contreras y Reig (1990). Garcia y colaboradores (2000b) compararon bandas Gy C de
C. pearsoniy C. dorbignyiy concluyeron que desde un punto de vista citogenético no habia
razones para considerarlos taxones distintos, lo que reforzd la hipdtesis del cariomorfo
ancestral 2n=70 NF=84 de amplia paleodistribucion. Propusieron que el reordenamiento que
diera origen a ese cariomorfo seria principalmente la fision céntrica acompafiada de una

disminucidén en la heterocromatina C+.

Recientemente, Fernandes y colaboradores (2009) publicaron un trabajo donde se
realizd un analisis citogenético y filogeografico de poblaciones brasilefias y uruguayas de C.
torquatus. En este trabajo se incluyeron individuos de Curuzu Laurel y de otras poblaciones de
especies y formas del grupo Corrientes, y resultaron monofiléticas reciprocamente respecto de
C. torquatus. Ademas de pertenecer a linajes mitocondriales diferentes, la morfologia
cromosdmica también resulté distinta entre el cariomorfo de Curuzd Laurel y uno de igual 2ny
NF perteneciente a C. torquatus. Entonces, los cariomorfos de NF<84 eran candidatos a haber
surgido en el seno del grupo Corrientes, y habria que proponer algo mas que reordenamientos

robertsonianos.

Las causas de la variabilidad cromosdmica interpoblacional en el grupo Corrientes
pueden deberse a las invocadas en el modelo de Ortells, Contreras y Reig (1990), que son de
caracter demografico. Pero ademas, muchas de las poblaciones estudiadas en el grupo

Corrientes resultaron polimérficas para reordenamientos robertsonianos (Ortells, Contreras y
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Reig 1990; Ortells 1995; Giménez et al 2002; Lanzone et al 2007). Es menester destacar que no
se publicaron polimorfismos de ningln otro tipo en demos correntinos, por lo que este tipo de

reordenamiento resulta ser el mas frecuente en la escala poblacional.

Las causas de la elevada inestabilidad cromosémica de los tuco-tucos, condicién
necesaria para el surgimiento y posterior fijacion de variantes independientes en los demos
semiaislados del grupo Corrientes, si bien no han sido elucidadas al momento, parecen tener
su origen en lo que hasta la década de 1980 se conocia como ADN basura. Hoy, el principal
ADN satélite de los tuco-tucos, denominado SRPC (secuencia repetida Pvull de Ctenomys)
(Rossi, Reig y Zorzdpulos 1990) es sospechoso de recombinacidn ilegitima entre cromosomas
no homoélogos, pudiendo estar implicado en los reordenamientos cromosdmicos descriptos en

Ctenomys.

1.6 ADN satélite

Los genomas eucariotas contienen mucho mas ADN que el involucrado en la
codificacién de proteinas. La mayor parte de estas secuencias no codificantes tienen una
caracteristica comun: estan repetidas en cientos, miles o millones de copias dentro de un
genoma. Las secuencias repetidas se subdividen en dos clases principales segun su
organizacidn gendmica, que a su vez es consecuencia de sus modos de evolucién: ADN
repetido dispersoy ADN repetido en tandem. A la primera clase corresponden los elementos
transponibles, llamados asi por su habilidad de traslocar en distintas regiones del genoma,
pudiendo en esos saltos interrumpir secuencias génicas o afectar la transcripcion de genes
debido a que contienen secuencias regulatorias (Slamovits y Rossi 2002). El segundo tipo, las
secuencias repetidas en tdndem, estan virtualmente presentes en todos los genomas
eucariotas y suelen hallarse en mayor nimero de copias que los elementos transponibles. Tres
clases distintas, segun la longitud de la unidad de repeticion, propiedades y distribucion
gendmica se distinguen entre las secuencias repetidas en tdndem. Las unidades de repeticidon
o mondmeros de los microsatélites son de 2-6 pares de bases (pb) de longitud, mientras que
los mondmeros de los minisatélites son de 15-60 pb de longitud (Charlesworth, Sniegowski y
Stephan 1994). Ambos tipos de secuencia se suelen hallar en un nimero moderado de copias y
se localizan predominantemente en regiones cromosdmicas eucromaticas, aunque algunos
arreglos de microsatélites han sido detectados en regiones heterocromdticas (Gindullis et al
2001; Plohl et al 2008). El tercer tipo de secuencias repetidas en tandem fue denominado ADN

satélite por razones historicas: estas secuencias fueron inicialmente aisladas a partir de
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bandas satélite en experimentos de centrifugacidn en gradientes, debido a las diferencias en el
contenido AT de estas secuencias en relacion al resto del ADN gendmico (Slamovits y Rossi
2002). Los monémeros de ADN satélite pueden tener desde decenas de pares de bases hasta 1
Kb, y los tdndemes de repeticiones pueden llegar hasta 100 Mb. El alto numero de
repeticiones en los arreglos de ADN satélite, y su co-localizacién con la heterocromatina
constitutiva (regiones de los cromosomas eucariotas que se mantienen condensadas a lo largo

de todo el ciclo celular) lo distinguen de los micro y minisatélites.

Mucho se ha discutido acerca de la funcionalidad del ADN satélite. Tempranamente se
considerd a estas secuencias como elementos gendmicos inutiles o ADN "basura" (Ohno 1972),
o alternativamente, como "parasitos" gendmicos que proliferarian en virtud de su capacidad
de replicarse exitosamente en los genomas "huéspedes" (Orgel y Crick 1980). Una vision
contraria a las expuestas sugeriria que los ADN satélites estarian involucrados en numerosas
funciones tales como la organizacion y estructura cromosdémica, afectando el metabolismo
celular y también como agente promotor de la especiacién (John y Miklos 1979). La postura
funcionalista se vio reforzada con resultados de trabajos ulteriores en los que se asocio al ADN
satélite con caracteristicas complejas de los cromosomas eucariotas. Las secuencias de ADN
satélite son las principales constituyentes de la heterocromatina centromérica y
pericentromérica, dos regiones determinadas epigenéticamente responsables del correcto
apareamiento y disyuncion de los cromosomas eucariotas en la divisién celular (Henikoff,
Ahmad y Malik 2001; Lam et a/ 2006; Plohl et al 2008). Ademas se ha asociado al ADN satélite
a fendmenos como la determinacién de la estructura de la heterocromatina (Henikoff y Dalal
2005; Grewal y Elgin 2007), regulacién de la expresidn génica (Shestakova et al 2004) y
evolucidon cromosdémica (Fronicke y Scherthan 1997; Li et al 2000; Slamovits et al 2001;
Hartmann y Scherthan 2004; Capanna y Castiglia 2004). Es necesario aclarar, en linea con lo
que sostienen Plohl y colaboradores (2008) que a pesar de la acumulacidon progresiva de
informacion, aln no se cuenta con evidencias directas de las funciones atribuidas a los ADN
satélites y ni de los mecanismos de accién en procesos determinados, puesto que en muchos
casos las conclusiones provienen mas de ejercicios deductivos que de evidencias

experimentales.

A pesar de estar presentes en la mayoria de los genomas eucariotas, existe una
extensa heterogeneidad de secuencia en los ADN satélites. Una familia de ADN satélite

comprende un conjunto de mondmeros de origen comun, que divergen en no mas de un 15/
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en identidad de secuencia (en algunos casos puede llegar a 30/, ver Plohl et a/ 2008 y
referencias dentro). Las familias de ADN satélite suelen estar presentes en rangos taxondmicos
acotados pero, a su vez, grupos relacionados suelen tener familias de ADN satélite muy
divergentes (de origen independiente). Mds alin, en un mismo genoma pueden coexistir varias
familias de ADN satélite no relacionadas. Notablemente, la longitud de los mondmeros de los
ADN satélites parece haber convergido hacia dos modas halladas tanto en plantas como
animales: una entre 150-180 pb y la otra en el rango de 300-360 pb, hecho que se ha
interpretado como un reflejo de los requerimientos del largo del bucle que el ADN tiene
alrededor de uno o dos nucleosomas, estructura en la cual estas secuencias estan implicadas

(Henikoff, Ahmad y Malik 2001).

1.6.1 Evolucion en concierto (y modos de evolucion del ADN satélite)

Como se dijo, dentro de una misma familia de ADN satélite, aun cuando estda presente
en varios miles o millones de copias por genoma, la divergencia de secuencia entre
mondmeros es generalmente muy baja. Los mondmeros que componen los ADNs satélites
mantendrian una homogeneidad de secuencia mayor que la esperada, lo cual llevé a formular
el concepto de evolucidn en concierto. Este fenédmeno es consecuencia de un proceso a dos
niveles en que las mutaciones son homogenizadas a lo largo de los mondmeros de una misma
familia, y concomitantemente fijadas dentro de un grupo de organismos reproductivamente
vinculados (Dover 1982; Dover y Tautz 1986). La evolucion en concierto implica la ausencia de

independencia en la evolucién de los monédmeros que conforman estas secuencias.

La homogenizacién de secuencias de ADN satélite se produciria mediante diversos
mecanismos moleculares de intercambio no reciproco tales como el intercambio desigual, la
conversion génica, la replicacion por circulo rodante y el intercambio mediado por

transposones (Stephan 1986; Dover 2002; Glinka, De Lorenzo y Stephan 2006).

Los intercambios desiguales pueden ocurrir entre cromatidas hermanas, entre arreglos
en tandem correspondientes a un mismo locus o entre loci no homélogos. Son fenédmenos que
ocurren en forma recurrente y producen amplificaciones y deleciones, y son responsables de
las fluctuaciones mas dramaticas en el nimero de copias de los ADN satélites (Walsh 1987;

Elder y Turner 1995; Plohl et al 2008 y referencias alli citadas).

La conversidn génica ocurre en secuencias repetidas mediante mecanismos de

reparacion del ADN que involucran recombinacién. En este mecanismo se forma un
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heteroduplex de ADN, se toma una cadena como molde y se “repara” la restante por
complementariedad con la cadena molde. Este proceso no afecta al nimero de copias, pero si
tiene efecto en la homogenizacion de los mondmeros. Existen evidencias de conversidn génica
en plantas, hongos, animales y ciliados (Duret y Galtier 2009) y, si bien puede ocurrir entre
regiones génicas no ligadas, la homogenizacién es mayor a nivel de un mismo tdndem, luego

dentro de un cromosoma y tiene menor alcance entre cromosomas (Dover y Tautz 1986).

La transposicion duplicativa involucra la duplicacién y movimiento de una secuencia a
través del genoma, aumentando su nimero de copias en un individuo, y por lo tanto, la

probabilidad de expandirse en una poblacién.

La amplificacién por circulo rodante es un mecanismo disparado por la recombinacidn
intracromatida entre monémeros de un tdndem. Esta produce circulos extracromosémicos, o
episomas que generalmente se pierden, y rara vez se integran por recombinacidn a otro
arreglo de ese ADN satélite en el genoma. Si el episoma posee un origen de replicacidn, podria
entonces sufrir ciclos de amplificacién y recombinacién (incluso independientemente del resto
del genoma), aumentando abruptamente el nimero de copias del ADN satélite en el genoma.
Este proceso puede generar tanto amplificaciones (entrecruzamiento intracromatida seguido
de circulo rodante) como deleciones (entrecruzamiento intracromatida y pérdida del episoma)
de grandes porciones heterocromaticas, y explicaria la naturaleza saltatoria de la
heterocromatina en los genomas eucariotas (Walsh 1987; Rossi, Reig y Zorzépulos 1990;
Hamilton, Honeycutt y Baker 1990; Slamovits 2002a). Existen numerosas evidencias
experimentales que apoyan la existencia de este mecanismo de amplificacidn: el virus
polymona suele integrarse en multiples copias agrupadas en tandem, y puede escindirse del
arreglo en el que se encuentra inserto por recombinacion homodloga; también se han
encontrado plasmidos circulares formados Unicamente por secuencias repetidas en tandem,

como el ADNr de levaduras o ADN alfoide humano (Walsh, 1987).

Se ha postulado que los ADN satélites pueden conformar estructuras repetidas de
orden superior (HORs, por higher-order repeats, ROS en castellano) en las que los mondmeros
adyacentes se convierten en subunidades o subrepeticiones (Plohl et al 2008 y referencias alli
citadas). Estas repeticiones de orden superior se convierten en unidades de homogenizacion,
por lo que la divergencia puede ser mayor entre las subunidades que las constituyen que entre
ROS distintas. Por ejemplo, en el satélite alfoide de los humanos, los ROS son muy
homogéneos y son tipicamente 97-100/ idénticos, mientras que las subunidades dentro de un
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ROS son en promedio ~70/ idénticas. En la misma linea, un monémero de 234 pb de ADN
satélite de ratdn se basa en un motivo de 9 pb (Horz y Altenburger 1981), un satélite bovino de
1715 pb estd conformado por una subrepeticién divergente de 31 pb (Jobse et al 1995), los
satélites del género de insectos Diadromus derivan de un motivo basico de 20 pb (Rojas-
Rousse, Bigot y Periquet 1993), y en el insecto Tribolum madens el origen de un ADN satélite
involucrd rearreglos de una repeticidn y posterior insercién de un segmento de ADN

(Ugarkovic, Durajlija y Plohl 1996).

Mientras que la homogenizacién depende de mecanismos a nivel intragendmico, la
fijacién de variantes es la resultante de la reparticién aleatoria de cromosomas en la
reproduccion sexual a través de la meiosis y la anfimixia, que depende de factores
demograficos como por ejemplo el tamano poblacional. El efecto de la evolucidn en concierto,
actuando a nivel intragendmico y poblacional es una mayor homogeneidad de ADN satélite
dentro de los linajes (lineas, poblaciones, subespecies, especies, etc.) que entre ellos (Dover

1982; Ellingsen, Slamovits y Rossi 2007; Plohl et a/ 2008).

1.6.2 ADN satélite y evolucion cromosémica

La remodelacidon cromosdmica es uno entre los diferentes, aunque indirectos, roles
potenciales atribuidos al ADN satélite. La ocurrencia de bloques de ADN satélite en
cromosomas no homadlogos, sumada a los mecanismos recombinacionales involucrados en la
dindmica de estas secuencias han servido como plataforma para postular su intervencién en
reordenamientos de tipo robertsonianos, translocaciones, fusiones en tdndem, variaciones en
las cantidades de heterocromatina, el origen de cromosomas B y la diferenciacion de
cromosomas sexuales heteromorficos (Wichman et al 1991; Slamovits et al 2001; Vicari et a/
2010). Mediante técnicas de pintado cromosdémico con sondas cromosémicas humanas e
hibridacidn in situ con sondas de ADN satélite del muntiac chino, Fronicke y Scherthan (1997)
estudiaron las fusiones en tdndem de la especie con mayor nimero de translocaciones en
tandem postuladas y menor 2n entre los mamiferos, el muntiac Indio (2n= 6-7). Veintiséis loci
de ADN satélite intersticiales fueron detectados en el genoma haploide del muntiac indio. Se
hallé que estos bloques de ADN satélite co-localizan con los margenes de los bloques
sinténicos conservados entre hombre y muntiac, lo que sugiere una intima relacion entre estas
secuencias y los reordenamientos cromosémicos ocurridos en esta especie. Estos resultados
son coincidentes con los de Ruiz Herrera, Castresana y Robinson (2006), que en un analisis de

bloques sinténicos comparando los genomas de distintas especies de mamiferos (humano,
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ratdn, rata, vaca, perro, cerdo, gato, caballo) y pollo, encontraron que los puntos de ruptura

gendmicos estan enriquecidos en ADN satélite.

Como se dijo en el parrafo anterior, el rol clave del ADN satélite en el origen de las
remodelaciones cromosdmicas dependeria principalmente de su habilidad para moverse a
través del genoma. Partiendo de esa premisa, varios autores postularon que dentro de un
grupo de organismos, los linajes de rapida evolucién del ADN satélite (aquéllos en los que el
numero de copias varie abruptamente) deberian sufrir una mayor inestabilidad cromosdémica,
que aquéllos linajes en los que la evolucidn del ADN satélite sea menos pronunciada. Estas
hipétesis derivan de estudios en équidos (Wichman et al 1991), en el roedor Peromyscus
(Hamilton, Hong y Wichman 1992) y en el género de murciélagos Macrotus (Bradley y
Wichman 1994). Los dos primeros son cariotipicamente variables y poseen numerosas familias
de ADN satélite de evolucion rapida, mientras que el ultimo es un linaje de cariotipo
conservado y presenta secuencias satélites poco dindmicas. En consonancia con lo hallado por
Fronicke (1997), Ruiz Herrera (2006) y sus colaboradores, estos investigadores sefialan que
dichos reordenamientos tendrian poco efecto sobre el genoma eucromatico, ya que los
bloques sinténicos se mantendrian intactos, dado que las rupturas afectarian sdélo a los

bloques de ADN satélite.

También se ha relacionado al ADN satélite con la inestabilidad cromosémica y con la
reestructuracién gendmica durante el desarrollo en diferentes organismos. Se ha descripto el
proceso de disminucidn de cromatina en la ontogenia de distintos organismos, como
nematodos, copépodos y en una especie de lamprea. La cantidad de ADN que se pierde puede
llegar al 94/ , y esta principalmente compuesto por ADN satélite (Stanley, Kasinsky y Bols 1984;
Coghlan et al 2005; Drouin 2006).

1.6.3 Hipodtesis de una biblioteca ancestral

En muchos grupos taxondmicos se determind la existencia de varias familias de ADN
satélite, de composicion nucleotidica y/o longitudes monoméricas diferentes, cuyas cantidades
resultaron variables incluso entre especies cercanamente emparentadas. Estas cantidades
variables de ADN satélite de diferentes familias (o incluso mondmeros distintos de una misma
familia) determinan el perfil de una especie. Tempranamente Fry y Salser (1977) propusieron
que en linajes cercanos existiria un repertorio compartido o biblioteca de ADN satélite,
compuesta por distintas familias o variantes monoméricas, presente en el ancestro comun de

estos linajes, y mediante los procesos que rigen la evolucién de este tipo de secuencias,
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pueden amplificarse o eliminarse variantes particulares a expensas de las demas, originando
perfiles de ADN satélite especificos de un linaje (Figura 12). En las décadas subsiguientes el
modelo de la biblioteca gand sustento en base a datos experimentales. En coledpteros del
género Palorus (Mestrovic et al 1998) cuatro especies se caracterizan por poseer un ADN
satélite mayoritario diferente. A su vez, cada especie mantiene en proporcién minoritaria los
satélites que son mayoritarios en las restantes especies, hecho interpretable como la
generacion de perfiles diferentes a partir de las fluctuaciones en el nimero de copias de ADN
satélites compartidos. En Bacillus rossius, insectos del orden Phasmatodea (bichos palo) se
encontré que distintas variantes monoméricas de una misma familia de ADN satélite estan
distribuidas en el genoma en forma de una biblioteca (Cesari et al 2003). En nematodos
también se corrobord la existencia de una biblioteca en la que, aparte de los eventos
estocasticos, la seleccion natural podria representar un factor limitante en la persistencia de
secuencias determinadas (Mestrovic, Castagnone-Sereno y Plohl 2006). En plantas del género
Curcubita, dos ADN satélites diferentes fueron encontrados en todas las especies estudiadas:
un satélite de 350 pb de niumero de copias variable entre especies, y uno satélite de 170 pb
presente en un nimero estable de copias (King, Jobst y Hemleben 1995). Dos familias de ADN
satélite inicialmente detectadas en el genoma de centeno, fueron también halladas en todas
las especies dentro de la tribu Triticeae, pero con amplias fluctuaciones del nimero de copias
entre especies (Vershinin, Alkhimova y Heslop-Harrison 1996). Pese a que la divergencia entre
las especies bovinas es reciente, entre 0,2 a 5 MA, se detectaron fluctuaciones pronunciadas
en la cantidad de familias de ADN satélite asi como en la cantidad de variantes nucleotidicas

(Nijmany Lenstra 2001).
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Figura 12. Representacion esquemadtica de una biblioteca de ADN satélite compuesta por cinco satélites

que se muestran en diferentes colores. La altura de cada columna denota el nimero de copias, mientras
que el cambio en color representa la divergencia en la secuencia. (A) en la especie (o poblacién)
ancestral hipotética se encuentra el repertorio nucleotidico y de nimero de copias a partir del cual
divergen las restantes. (B) La variacion en el perfil de ADN satélite se consigue por un cambio en el
numero de copias de una o mas variantes, variando 2 en este caso. (C) El perfil de ADN satélite cambia
debido a la divergencia en la secuencia nucleotidica de una variante y posterior homogenizacion,
mientras que el nimero de copias se mantiene invariante. (D) Variacidon en el perfil de ADN satélite
causada por la concurrencia de fluctuaciones en el nimero de copias y de la secuencia nucleotidica en

una o mas variantes de la biblioteca. Tomado de Ugarkovic y Plohl (2002).

1.6.4 SRPC: principal ADN satélite de los tuco-tucos

La linea de investigacion en la que se inscribe el presente trabajo de tesis tiene su
inicio en el trabajo de Rossi (1990) en el que caracterizd el principal ADN satélite de los tuco-
tucos. El satélite fue llamado Secuencia Repetida Pvu Il de Ctenomys (SRPC, o RPCS en inglés,
Rossi, Reig y Zorzépulos 1990), debido a que fue aislada por presentar un tipico patrén en
escalera en experimentos de Southern blot cortando ADN gendmico con la enzima de
restriccion Pvu Il. A través de andlisis de Southern y dot blot se determind que esta secuencia

estaba presente en C. porteousi, C. mendocinus, C. azarae, C. australis, C. talarum y C. latro en
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alto numero de copias, en C. tuconax y C. occultus en bajo nimero de copias, mientras que en
C. opimus fue indetectable (Rossi, Reig y Zorzdpulos 1990). Una secuencia con una identidad
mayor al 40/ con SRPC esta presente en el genoma de los octodontinos Octodontomys
gliroides y Octodon degus, sélo detectable en hibridaciones utiizando el monémero de SRPC
como sonda en condiciones de baja rigurosidad (6X SSC, 60°C) (Rossi, Reig y Zorzépulos 1990).
También en condiciones de baja rigurosidad C. opimus produjo seial detectable, lo que podria
indicar la presencia de otra familia de ADN satélite, relacionada a SRPC, tanto en esta especie

como en los géneros del grupo hermano a Ctenomys (Rossi et al 1995a).

Las unidades de repeticion de SRPC tienen 348 pb de largo, y el andlisis de la secuencia
nucleotidica revel6 una alta identidad de secuencia con las long terminal repeats retrovirales
(LTR), en particular con la regién U3 del LTR del virus del Sarcoma de Rous, incluyendo su
promotor, y otras secuencias regulatorias de la transcripcion (Rossi et al 1995a). Si bien SRPC
no produciria transcriptos detectables por Northern blot, algunas regiones de la secuencia son
capaces de unir factores de transcripcidn, lo que sugiere que esta secuencia podria tener
efectos sobre la expresion de genes cercanos (Pesce et al 1994; Rossi et al 1995a).
Notablemente SRPC contiene una subsecuencia con un 73/ de identidad con una secuencia
consenso de 11 pb presente el origen de replicacion de los cromosomas de levaduras: ARS
(Atonomous Replication Sequence) (Raghuraman et al 2001). Si bien la naturaleza exacta de los
origenes de replicacion en eucariotas es dudosa (Aladjem y Fanning 2004), la presencia de una
secuencia que pueda actuar como origen de replicacion funcional en SRPC puede conferirle a
un episoma hipotético originado por entrecruzamiento intracatenario la posibilidad de
amplificarse por circulo rodante (Rossi, Reig y Zorzépulos 1990; Ellingsen, Slamovits y Rossi

2007).

De un total de ocho especies estudiadas de Ctenomys, en todas salvo en C. opimus,
SRPC es el principal componente de la heterocromatina constitutiva, como revelaron estudios
de hibridacién in situ (Rossi et al 1995b) en los que el patrén de distribucion de SRPC coincide
globalmente con el de las bandas heterocromaticas C+. El ADN satélite SRPC esta distribuido
en regiones teloméricas, en brazos enteros, en bloques pericentroméricos y bandas
intersticiales. En el grupo mendocinus, los polimorfismos en las cantidades de heterocromatina
(Massarini et al 1991) fueron corroborados por FISH utilizando sondas de monémeros de SRPC.

Este grupo es el que tiene mayores cantidades de heterocromatina entre los tuco-tucos (ver
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item 1.5.4 de la Introduccién), y también es el de mayores cantidades de SRPC (después de C.

haigi) (Rossi, Reig y Zorzépulos 1993).

La evolucion del numero de copias de SRPC fue analizada en el contexto de la filogenia
y contando con la informacidn cariotipica de la mayor parte de los grupos de especies de
Ctenomys (Slamovits et al 2001). En un arbol obtenido a partir de citocromo b, se mape?é el
numero de copias de SRPC obtenido por dot blot, y se reconstruyeron los estados de los nodos
ancestrales tratando al nimero de copias como cardcter continuo. A partir de la
reconstruccion del numero de copias de SRPC a lo largo del arbol de Ctenomys, se evidencia
que SRPC habria sufrido multiples expansiones y contracciones independientes a lo largo de la
filogenia de los tuco-tucos, y que estas fluctuaciones habrian sido acompafiadas por
reestructuraciones cariotipicas. El analisis permitié identificar dos patrones contrastantes de
evolucidn de SRPC en relacién a la variabilidad cromosémica en los distintos linajes del género:
un patrén caracterizado por una alta variabilidad en el nimero de copias en especies
cercanamente emparentadas, acompafiada por una sustancial variabilidad cariotipica. El otro
patrdén se caracteriza por mostrar una menor amplitud en el rango de nimero de copias de
SRPC, patrén observado en clados cariotipicamente estables (Figura 13). Estos patrones
llevaron a los autores del trabajo a postular que un satélite activo, independientemente de su
numero de copias, es decir, un satélite que aun en bajo nimero de copias esté involucrado en
procesos de expansion, contraccion y movilizacion a través del genoma, puede promover
reestructuraciones cromosémicas. En un trabajo ulterior, Cook y Salazar Bravo (2004)
analizaron especies bolivianas y encontraron que los patrones de variabilidad de SRPC se
corresponden con las variaciones en los patrones de distribucion de la heterocromatina, y a su
vez con la variabilidad cromosdmica, ampliando el rango de especies en los que se cumplen los

patrones descriptos por Slamovits y colaboradores (2001).
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RPCS
copies | SIGNAL | 2N/FN
x1000
e C. Opimus (Bolivia) 2 26/48
e C. Opimus (Chile) 2 . 26/48
: C. opimus (Argentina) 2 26u8
- . C. fulvus 2 26/48
— C. goodfellowi 1800 " TR
C. boliviensis 1200 . . . 42-46/68
~ _< C. steinbachi 20 . 10116
C. haigi 6000 “ ® | 5066
C. coyhaiquensis 150 ¢ e 28/44
C. magellanicus 19 - 34-36/68
— C. argentinus 586 . ® -« | 44/54
C. latro 229 ._ . 40-42/50
C. tucumanus 2 28/56
C. porteousi 4690 ﬁ ® | 4880
C. australis 4362 P e | 4880
_H o C. mendocinus 3217 ® ® | 474850
C. rionegrensis 3229 “ ® | 48-56/72-74

Figura 13. Arbol filogenético de especies de los principales grupos de Ctenomys y evolucién del nimero
de copias de SRPC. Los tridngulos blancos y negros representan deleciones y amplificaciones extensivas,
respectivamente. En las primeras dos columnas de la tabla se muestra el nimero de copias de SRPC,
numéricamente, por genoma, y los resultados de las autorradiografias de experimentos de dot blot. En
la tercera columna se muestran los nimeros cromosémicos y fundamentales. Modificado de Slamovits y

colaboradores (2001).

La presencia de SRPC en casi todas las especies de Ctenomys, indicaria que esta
secuencia debid estar presente en el ancestro comun de los tuco-tucos (Rossi, Reig y
Zorzépulos 1990). Esta premisa llevo a Ellingsen, Slamovits y Rossi (2007) a preguntarse si las
variantes actuales de SRPC pertenecen a una biblioteca ancestral, o si por el contrario,
mediante procesos de mutacién, homogenizacién y fijacion las variantes persistentes son

posteriores a los eventos de cladogénesis dentro del género. En un analisis que involucré 10
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especies de Ctenomys de grupos filogenéticamente diferenciados, Ellingsen, Slamovits y Rossi
(2007) obtuvieron secuencias gendmicas consenso de SRPC, mediante amplificacién por PCR
con cebadores especificos anclados en los mondémeros, y posterior secuenciacion del producto
de la amplificacion con los mismos cebadores. Estas secuencias revelan el perfil nucleotidico
global de SRPC en un genoma, y los sitios con variables dentro de un mismo genoma,
denominados polimorfismos intragenomicos (ips) eran evidenciados por la presencia de mas
de un pico en una posicién determinada de los electroforegramas. A través de la comparacién
de los perfiles genédmicos globales de SRPC, los autores del trabajo reforzaron la hipdtesis de la
existencia de una biblioteca ancestral de SRPC comun a Ctenomys sobre la base de dos

resultados:

1) ninguna de las posiciones variables exhibe completa fijacién, cuando 2 especies

poseen diferentes variantes fijadas, otra/s especies poseen ips con ambas variantes.

2) los polimorfismos intragendmicos (ips) compartidos entre especies no reflejan en

todos los casos la relacidn filogenética entre ellas.

1.7 Propuesta, hipotesis y objetivos del trabajo
El presente trabajo de tesis pretende integrar aspectos filogenéticos, cromosdémicos, y
de la dinamica de la principal secuencia de ADN satélite en la evolucidén del grupo de especies

de roedores del género Ctenomys (Rodentia, Octodontidae) de la provincia de Corrientes.
Las hipotesis de este trabajo son:
Hipdtesis I: Los linajes del grupo Corrientes constituyen un grupo monofilético.

Hipétesis Il: Las especies nominales del grupo Corrientes (C. roigi, C. perrensi y C.

dorbignyi) son monofiléticas.

Hipdtesis lll: El flujo génico actual o reciente entre las poblaciones del grupo
Corrientes seria minimo o nulo, y se veria reflejado en la monofilia reciproca de todas las

poblaciones, producto de una estructuracion completa.

Hipdtesis IV: La evolucion cromosdmica estd asociada con la dindmica de
expansion/contraccidén del satélite SRPC. Las especies del grupo Corrientes que presentan
estabilidad cariotipica (C. roigi, C. perrensi y C. dorbignyi) presentan estabilidad en el nimero
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de copias de SRPC, mientras que en las formas del complejo Ctenomys sp, que presentan alta

variabilidad cariotipica, muestran diferencias en el nimero de copias.

Hipdtesis V: Los reordenamientos mas frecuentes ocurridos en la evolucién del grupo

Corrientes serian de tipo robertsoniano.

Hipdtesis VI: Los cambios en el nimero fundamental (NF) se habrian producido

principalmente por inversiones pericéntricas.

Hipdtesis VII: Los cambios en el nimero fundamental (NF) no habrian sufrido
reversiones o paralelismos en el grupo Corrientes. Esta hipdtesis predice que los cariomorfos

con NF derivados formaran grupos monofiléticos.

Hipdtesis VIII: La variantes actuales de la secuencia SRPC estaban presentes en una
“biblioteca” de variantes ancestrales, que sufridé expansiones y contracciones independientes,
por lo que SRPC presentara niveles mayores de variabilidad en los genomas con menor nimero
de copias e inversamente, secuencias mds homogéneas en genomas con mayor numero de

copias.

Objetivos

Los objetivos de esta tesis son estudiar la filogenia del grupo Corrientes utilizando
secuencias mitocondriales (regién D-loop, citocromo b y citocromo oxidasa I), completar los
estudios cromosdémicos de las poblaciones para las que no hubiera datos y obtener los
cariogramas de todos los individuos a incluir en la filogenia, y estimar la evolucion del nimero
de copias y de la secuencia nucleotidica del ADN satélite SRPC en las poblaciones de este
grupo. La integracién de estos tres niveles -filogenético, gendmico-molecular y cromosémico-
es fundamental para comprender aspectos claves de la evolucidn de este complejo de especies
y formas. Particularmente se pretende evaluar la monofilia del grupo Corrientes, asi como de
las tres especies descriptas en el grupo. La combinacidn de estos aspectos permitirda no sélo
conocer los procesos ocurridos en la evolucidon de este grupo de tuco-tucos, sino también
aportara a la delimitacion de especies y linajes, aun no resuelta en este grupo, que, sumados a
estudios a nivel ecoldgico y morfoldgico, puedan ser utiles para definir unidades de

conservacion en el territorio correntino.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Individuos examinados

Se estudiaron 73 individuos colectados entre octubre de 2007 y octubre de 2010
utilizando trampas cepo en 23 localidades correntinas que se detallan en la Tabla 2.
Adicionalmente, en octubre de 2010 se colectaron 4 individuos de la localidad de Médanos
(33°25'18.4'S; 59° 06' 15.6"W), Entre Rios, Argentina, descriptos como C. pearsoni (Reigy
Kiblisky 1969; Ortells, Contreras y Reig 1990; Garcia et al 2000b) . Ademas de 2 individuos de
Médanos, en los andlisis filogenéticos se incluyeron 8 individuos correspondientes a 7 especies
de Ctenomys candidatas a grupo externo: C. rionegrensis, C. conoveri, C. torquatus, C. minutus,
C. argentinus y C. pearsoni (de la localidad tipo, Colonia, Uruguay). De estos 8 individuos se
utilizaron tejidos conservados en etanol 100/ y forman parte de dos conjuntos de muestras
incluidas en Slamovits y colaboradores y referencias (2001), y Parada y colaboradores (2011)

(individuo EV1454).

En este trabajo de tesis se pretendié tener una correspondencia completa de los
individuos incluidos en los andlisis cromosdmicos, filogenéticos y de evolucion de SRPC. Sin
embargo no fue posible que tal correspondencia fuera total, debido a la secuenciacion
cronoldgica de los experimentos (andlisis de SRPC, cromosomas y filogenia), a que los viajes de
campafia fueron realizados en el transcurso de la tesis, y a que no todas las muestras de tejido

de un individuo fueron procesables.

Un total de 50 individuos correntinos de 18 poblaciones fueron incluidos en los andlisis
de evolucién nucleotidica y del nimero de copias de SRPC. La filogenia mitocondrial se basé en
2 individuos por poblacion de 23 poblaciones correntinas y los 10 candidatos a grupo externo
mencionados mas arriba. En los analisis cromosémicos se estudiaron 33 individuos

pertenecientes a 11 localidades correntinas.
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Figura 14. Mapa que muestra las localidades donde se describieron cariotipos de tuco-tucos en
Corrientes. Los circulos en color y el negro se corresponden con los colores asignados a los principales
clados en la filogenia mitocondrial obtenida en este trabajo. Los circulos con centro blanco son
poblaciones no muestreadas en este trabajo. Los nombres de las localidades son: (1) Manantiales, (2)
Loma Alta, (3) Pago Alegre, (4) Mburucuya, (5) Estancia San Luis, (6) Saladas, (7) Saladas Km-Sur, (8) San
Roque, (9) Santa Rosa, (10) Rincdn de Ambrosio, (11) Colonia 3 de abril, (12) Chavarria, (13) Goya, (14)
Paraje Sarandicito, (15) Mbarigi, (16) Paraje Angostura, (17) Curuzu Laurel, (18) Loreto, (19) San
Miguel, (20) Paraje Caiman, (21) San Alonso, (22) Estancia La Tacuarita, (23) Contreras Cué, (24) Colonia
Brougnes, (25) Costa Mansion, (26) Estancia Rosarito, (27) Paraje Santo Domingo, (28) Ruta Saladas-
Mburucuyd Km7, (29) Pago de los deseos Km 10, (30) Ruta Saladas-Mburucuya Km 10-12, (31) M.F.
Mantilla, y (32) Yatayti-Calle. La direccidn hacia la distribucion geografica de los grupos externos
utilizados en la filogenia estd demarcada con flechas negras. Los principales cuerpos de agua, como rios

y esteros, se muestran en azul.
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Localidad Latitud Longitud | Cddigo de Individuos incluidos en
(Sur) (Oeste) mapa Analisis Anadlisis Analisis SRPC
cromosomicos | filogenéticos
151, 152 (hembras)
. o g o or! 149, 150, 151, 152,
Chavarria 28° 58 58°35 12 149, 150, 153 149, 153 153
(machos)
Colonia 3 de
. 28°23'26.9"|58° 53" 37.5" 11 065, 066 065, 066
Abril -
Contreras Cué |28° 05' 28.6" |56° 33' 53.7" 23 - 199, 211 199
220, 221 (hembras)
Curuzu Laurel |27°55' 24.4"|57° 29' 23.5" 17 221,222 086, 092
222 (macho)
Estancia la . N "
. 27°58'42.7"156° 33' 40.6 22 204, 205 203, 204, 205
Tacuarita -
. 236, 237 (hembras)
Estanci n ’
StaLc.a > 28°06'43.7"|58°51'48.1" 5 238, 239 018, 023, 053, 054
uis 238, 239 (machos)
183, 184 (hembras)
Goya 29°11'17.2"|59°12' 36.7" 13 181, 183 181, 182,183, 184
181, 182 (machos)
Loma Alta [28°05'02.5"|58°19'29.9" 2 - 177,179 177,179
Loreto 27°44' 43.7""|57° 14' 35.2" 18 - 156, 223 076, 156
Manantiales [27°57'54.5"|58° 07' 20.9" 1 - 012 -
Mbarigii 27° 33' 57°31' 15 174 (hembra) 174 174
Mburucuya |28°05'51.4"|58° 16' 38.6" 4 - 005 -
Pago Alegre |28°08'53.0"|58°21' 44.8" 3 - 041, 043 038, 041, 043, 044
Paraje 27° 33’ 57°31' 16 161 161
Angostura -
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Localidad Latitud Longitud | Cédigo de Individuos incluidos en
(Sur) (Oeste) mapa Analisis Analisis Analisis SRPC
cromosomicos | filogenéticos
225, 226, 228
Paraje Caiman |28° 03' 03.1"|57° 40' 38.4" 20 (hembras) 227,228 -
227 (macho)
: 212 (hembra)
Pargj-e- 30° 14'43.1"(59° 33' 46.1" 14 212,213 -
Sarandicito 213 (macho)
RinCén de o 1 n o 1 n
. 28°15'05.2"(58° 53'40.9 10 175, 176 175, 176
Ambrosio -
Saladas 28°14'20.3"|58° 37' 40.4" 6 128, 129 (hembras) 128, 129 128,129
Saladas Km Sur|28°17'37.5""|58° 41' 19.2" 7 134 (hembra) 131, 132 131, 132,133,134
San Alonso |28°17'06.3"|57° 24' 45.0" 21 - 186, 187 186, 187, 188, 190
San Miguel [28°00'58.6"|57°36' 19.2" 19 - 214,217 -
135, 136 (hembras)
San Roque 28°41' 58°42' 8 135, 136 135, 136, 137
137 (macho)
229, 231 (hembras)
Santa Rosa |28°10'47.4"|58°08' 11.5" 9 229, 230 122,125, 180

230, 232 (machos)

Tabla 2. Resumen de localidades de muestreo, coordenadas geograficas, ubicacidén en el mapa

(Figura 14), y codigo de los individuos incluidos en los analisis cromosémicos, filogenéticos y de SRPC.

2.2  Preparacion de las muestras para posterior extraccion de ADN

Se corté una falange de una extremidad posterior por individuo, y en algunos casos se

tomd una muestra de una porcién de oreja, que resultd igualmente efectiva en cuanto a la

cantidad e integridad del ADN extraido. Los animales fueron liberados, luego de que se les

tomara la muestra de tejido, en la boca de la misma tuquera de la que fueran extraidos. En el

caso de los animales destinados a los andlisis citogenéticos, al ser sacrificados, se colectaron
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otros drganos como patas enteras, colas y el higado. Todos los tejidos fueron fijados en etanol

100/ en el campo y se cambié el fijador al llegar al laboratorio y se conservaron a 4°C.

2.3  Preparacion de las muestras para andlisis citogenéticos

Se inyectd a los individuos con una solucidn de colchicina (1pg/g de peso corporal). Al
cabo de 1:30 hs los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y se extrajeron
inmediatamente ambos fémures. Las apdfisis de los fémures se removieron y se lavé la médula
dsea con una jeringa cargada con 2,5 ml de una soluciéon hipotdnica de KCl 0,075 M (cada
fémur). Los 5 ml totales de médula en solucidn hipotdnica fueron colectados en tubos plasticos
de 15 ml y mantenidos en el puiio de la mano durante 15 minutos. Luego, se centrifugaron los
tubos con una centrifuga de campo a unas 800 rpm por 5 minutos. Se descarté el
sobrenadante y se agregé fijador Carnoy compuesto por metanol:acido acético en
proporciones 3:1, frio y preparado el mismo dia. Se repitid el procedimiento de centrifugacion
y cambio de fijador dos veces mas en el campo, y una ultima vez al llegar al laboratorio. Se
conservaron las médulas fijadas de esta forma a 4°C hasta la confeccién de preparados

citogenéticos.

2.4 Extraccion y purificacion de ADN genémico

Para obtener ADN gendmico se tomd una muestra de aproximadamente 30 mg de
tejido fijado en etanol (higado o falanges) y se la lavé con solucidn fisioldgica. La fraccidon de
tejido cortada y lavada se introdujo en un tubo plastico de 1,5 ml y se disgregé utilizando una
tijera de diseccién. Utilizando kits de extraccién de ADN (Promega) se obtuvo ADN purificado
resuspendido en 50 a 100 puL de agua ultrapura (agua destilada, desionizada grado MiliQ®)

autoclavada. Los tratamientos del kit de purificacidon se resumen a continuacion:

- Incubacidn a 65° en solucion de lisis 30 por min. Incubacidn con 17,5 ul de proteinasa
K (20mg/ml) a 55°C por 2 hs, mezclando por inversion cada 30 min. Incubacion con 3 pl de
RNAsa (4mg/ml) a 37°C por 30 min. Precipitacion de proteinas, recuperando sobrenadante.
Precipitacién de ADN con alcohol isopropilico y 3 lavados con etanol 70/ . Secado y

resuspension en agua ultrapura.
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Cuantificacion del ADN
Las muestras de ADN extraidas fueron cuantificadas con un espectrofotémetro
ultravioleta-visible (Nanodrop 2000, Thermo Scientific). Se consideraron puras las muestras
gue tenian una relacion de absorbancias 260 nm/ 280 nm mayor o igual a 1,8, para asegurarse
que los valores de absorbancia a 260 sdlo reflejaran la concentracién de ADN y no sumara la

de proteinas contaminantes.

2.5 Electroforesis en geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa 0,8/ y 1,2/ para correr ADN gendmico total y
productos de PCR respectivamente. Los geles se prepararon con una solucidon de bromuro de
etidio y buffer TBE. Se utilizd fago lambda cortado con la enzima de restriccidon Hindlll
(Invitrogen) como marcador de peso molecular en los geles de ADN gendmico, mientras que
para los de productos de PCR se utilizé el marcador 100 bp ladder (Promega). Los geles se
observaron en transiluminador UV con camara e impresora incorporadas (modelo Eclypse,

Fotodyne Inc.).

2.6 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, polymerase chain reaction)

Se utilizo la técnica de PCR para amplificar secuencias del principal ADN satélite
presente en el genoma de Ctenomys (SRPC) y obtener la mezcla de amplicones de SRPC
utilizada en los experimentos de hibridacidn en puntos (dot blot), asi como para obtener la
secuencia nucleotidica completa de SRPC. También se amplificaron por PCR los 3 loci
mitocondriales utilizados como marcadores filogenéticos: region control (D-loop), citocromo
oxidasa | (COl) y citocromo b (cyt-b). En el disefio de todos los cebadores incluidos en este
trabajo se procuré que el extremo 5’ comenzara con C o G dado que producen un
apareamiento mas estable que A o T. Se contemplé ademds que los pares de cebadores
tuvieran temperaturas de apareamiento similares y no formaran heteroduplex, ni
homoduplex, ni estructuras secundarias de mas de 3 bases utilizando el programa Oligo
Analizer (Integrated DNA Technologies). Las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo en un
termociclador de tapa caliente Mastercycler Pro S vapoprotect (Eppendorf), en microtubos de

200ul utilizando un volumen de reaccién de 50pul.

2.6.1 Disefo de cebadores especificos de SRPC

El objetivo de amplificar SRPC por PCR fue obtener secuencias en las que se recuperara

la mayor cantidad de variantes de los mondmeros existentes en un genoma. Al secuenciar en
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simultaneo el conjunto de variantes amplificadas a partir del genoma de un individuo se
obtiene una secuencia que posee polimorfismos debidos a la variabilidad existente entre
mondmeros de un mismo genoma. A esta secuencia se la llamé secuencia gendmica consenso
(sgc) (se siguid una metodologia analoga a la de Ellingsen, Slamovits y Rossi 2007) y se obtuvo
una Unica sgc por individuo (que resulté polimadrfica en todos los casos). La sgc, entonces,
corresponde a la secuencia superpuesta de los monémeros mayoritarios en el genoma de un

individuo.

Se disefiaron cebadores especificos de SRPC ubicados en regiones conservadas de
secuencias preliminares obtenidas con los cebadores SRPC17U y SRPC325L descriptos por
Ellingsen, Slamovits y Rossi (2007). A partir de este par de cebadores utilizados para otras
especies de Ctenomys, se obtuvo una secuencia gendmica consenso para 10 individuos
pertenecientes a 10 poblaciones correntinas. Con el segundo par de cebadores se obtuvieron
nuevas sgc y se redisefié el par original de cebadores de modo que contemplaran la totalidad

de la variabilidad revelada en las sgc.

Los amplicones obtenidos con los dos pares definitivos de cebadores fueron llamados
A (U-175y L-157) y C (U-48 y L-346). Estos amplicones se superponen parcialmente y en
conjunto abarcan el largo total del monémero de SRPC (348pb). A fin de recuperar la mayor
cantidad de variantes de SRPC en las amplificaciones, incluso las variantes relativamente
minoritarias, se emplearon posiciones degeneradas en el extremo 3’ de dos de los cebadores
asi como bajas temperaturas de apareamientoy concentraciones medias de MgCl, (2,5 mM)
en el protocolo de PCR. Combinando los cebadores U-175 y L-346 se obtuvo un tercer
amplicdn B, pero al no agregar nueva variabilidad en los analisis preliminares, no se lo

amplificé para el conjunto total de muestras, y por lo tanto fue excluido de los analisis.

Cebadores especificos de SRPC de Corrientes:

U-175: 5’ CAACTTYGCMTATACTTTCTCTT3’

L-157: 5"CAAAAGAGATACAGGCACAWNS3’

U-48: 5" GASCACAAGMAATBMCMTCTTG3’

L-346: 5" GCTCCAGCTTCWTTGGGAAN3’
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SEPC-T4E  SEPC-U17S
— — — —
PVull PVull FVull
SRPC-L157  SEPC-L346
A 329 ph
E 162 pk
C 298 ph

Figura 15. Esquema de las posiciones relativas de los cebadores especificos de SRPC. Los pares U-175, L-
157 y U-48, L-346 definen los amplicones Ay C, respectivamente y engloban la longitud completa de un
mondmero de SRPC. El amplicon B fue excluido por no aportar variabilidad extra al analisis. Los sitios

Pvull fueron elegidos arbitrariamente como origen de la secuencia.

2.6.2 Protocolo PCR SRPC

Se utilizé el mismo protocolo para la obtencidn de los amplicones Ay C.

Componentes de la reaccién Concentracion final (1X)

MgCl, 2,5mM

Buffer PCR 20 mM Tris-HCI (pH 8.4),
50 mM KClI

Tag Polimerasa 0,05 Unidades/ul

dNTPs 0,2 mM

Cebador directo 2 uM

Cebador reverso 2 UM

Muestra de ADN 0,2 ng/ul

El programa de termociclado fue el siguiente:

1- Desnaturalizacién inicial por 5 min a 94 °C.

2- Desnaturalizacion a 94 °C por 1 min.

3- Apareamiento a 48°C por 1 min.

4- Elongacidn a 72 °C por 45 seg.
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5- Repeticion 34 ciclos mas desde paso 2 hasta paso 4.

6- Elongacion final a 72 °C por 5 min.

7- Finaliza a 15 °C.

En los casos en que los productos de PCR eran escasos, se llevaron a cabo 55 ciclos de

repeticion de los pasos de 2 a 4, en lugar de 35.

2.6.3 Diseiio de cebadores especificos de loci mitocondriales

Se siguio la misma estrategia general en el disefio de los cebadores especificos para
los 3 loci mitocondriales incluidos en este trabajo. Se alinearon las secuencias de los grupos
taxondmicos mas cercanos a Ctenomys de Corrientes y se eligieron regiones conservadas de
alrededor de 20 pb que cumplieran con los criterios detallados en la seccién 2.6. Luego se
realizaron amplificaciones de prueba con 5 a 10 muestras y se corrieron geles de productos de
PCR en los que se constaté la obtencion de una Unica banda del tamafio esperado. Esta banda
debia coincidir con el nimero de bases flanqueadas por los cebadores en los alineamientos.
Consecutivamente, los productos de PCR fueron purificados y secuenciados, corroborandose la

identidad de secuencia con aquéllas alineadas.

Los pares de cebadores resultantes, para los tres marcadores mitocondriales se

resumen en la siguiente tabla:

Locus Cebador Secuencia

D-loop TUCO-Dloop-F | 5 TTCTAATTAAACTATTTCTTG 3’
TDKD* 5’ CCTGAAGTAGGAACCAGATG 3’

Citocromo b TUTU-F 5’ CCTTCATAGGCTACGTAC 3’
TUTU-R 5 CTTCATTTGAGTAGTTTAT 3’

Citocromo oxidasal | COICTF 5" CTGTNYTTAGATTTACAGTCTAA 3’
COICTR 5" GGGTGNCCRAARAATCARAA 3’

Tabla 3. Nombres de los cebadores especificos de loci mitocondriales y sus secuencias. Todos
los cebadores fueron disefiados en este trabajo salvo TDKD, disefiado por Kocher y colaboradores

(1989).

Con estos cebadores se amplificé un fragmento parcial de 482 pb de la regién 5’ de D-

loop (TUCO-Dloop-F y TDKD), un fragmento de 760 pb del extremo 3’ de la secuencia
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codificante del gen de citocromo b (TUTU-F y TUTU-R), y un fragmento de 775 pb involucrando
53 pb de la secuencia no codificante flanqueante y 722pb del extremo 5’ de la secuencia

codificante del gen de COI (COI CT Fy COI CT R).

2.6.4 Protocolos de amplificacién por PCR loci mitocondriales

En la siguiente tabla se resumen las condiciones de reaccion de PCR para la

amplificacion de D-loop, cyt-b y COI:

Componentes de la reacciéon | Concentracién final (1X)

MgCl, 2,5mM

Buffer PCR 20 mM Tris-HCI (pH 8.4),
50 mM KClI

Taq Polimerasa 0,05 Unidades/ul

dNTPs 0,2 mM

Cebador directo 0,4 uM

Cebador reverso 0,4 uM

Muestra de ADN 0,5 -2 ng/ul

El programa de termociclado de D-loop fue el siguiente:

1- Desnaturalizacién inicial por 1 min a 94 °C.

2- Desnaturalizacion a 94 °C por 30 seg.

3- Apareamiento a 52°C por 30 seg.

4- Elongacidn a 72 °C por 30 seg.

5- Repeticidon 29 ciclos mas desde el paso 2 hasta el 4.

6- Elongacion final a 72 °C por 5 min.

7- Finaliza a 15 °C.
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El programa de termociclado de cyt-b fue el siguiente:
1- Desnaturalizacién inicial por 5 min a 94 °C.
2- Desnaturalizacion a 94 °C por 1 min.
3- Apareamiento a 49°C por 1 min.
4- Elongacion a 72 °C por 1 min.
5- Repeticidon 29 ciclos mas desde el paso 2 hasta el 4.
6- Elongacion final a 72 °C por 5 min.
7- Finaliza a 15 °C.

El ciclado térmico del programa para amplificar COI fue el mismo que el utilizado para

cyt-b, salvo que la temperatura de apareamiento fue de 53°C.

2.7 Purificacion de productos de PCR

Los productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa 1,2/ y aquéllos que dieran
bandas en cantidades esperadas fueron purificados de dNTPs, Taq polimerasa y cebadores,
utilizando Purelink Purification Kit (Invitrogen) para su posterior secuenciacion (SRPC, D-loop,
cyt-b y COI) y en el caso de SRPC, ademas para ser utilizados como sondas y curvas de

calibracién en experimentos de hibridacidn.

2.8 Secuenciacion

Los amplicones purificados fueron enviados en las concentraciones requeridas, junto
con los cebadores utilizados en la amplificacion, a dos secuenciadores automaticos operados
por terceros: al Servicio de Secuenciacién y Genotipado, USFCEyN, de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires y cuando éste no estuvo disponible, a la

empresa Macrogen (Corea del Sur).

En el caso de SRPC se secuenciaron ambas cadenas para cada amplicén en todos los
individuos. Para los marcadores mitocondriales se secuenciaron ambas cadenas en 10
individuos y como no revelaron diferencias en los contigs obtenidos, se prosiguié

secuenciando una Unica cadena por individuo.
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2.9 lectura de las secuencias

Los electroforegramas obtenidos fueron leidos con el programa Contig Express (Vector
NTI 10.3.0 Invitrogen) y el alineamiento manual fue realizado con el programa Bioedit (Hall
1999). Las secuencias de D-loop, COIl y cyt-b obtenidas en este trabajo fueron depositadas en

GenBank con los niumeros de acceso JX275502-JX275655.

2.10 Obtencion de secuencias gendémicas consenso

Una vez obtenidas las secuencias complementarias para un amplicén de SRPC en un
individuo, se generd el complemento reverso de la cadena obtenida con el cebador Ly se la
alined a la obtenida con el cebador U utilizando el programa Contig Express (Vector NTI 10.3.0
Invitrogen). De esta manera se podia comparar, base a base, la secuencia de un amplicén
leyendo los electroforegramas obtenidos con los cebadores U y L. Llamamos polimorfismo
intragendémico (ip) a la ocurrencia de 2 (raramente 3) picos en la misma posicién de la
secuencia. Los ips revelan la existencia de mondmeros con diferentes nucledtidos en una
posicidon dada, mientras que la altura relativa de los picos que componen cada ip es indicadora
de la cantidad relativa de esas variantes en un genoma individual (Figura 16). Los ips sélo se
tuvieron en cuenta si se corroboraban en ambas cadenas. Se anotaron en la secuencia del
amplicdn con la nomenclatura IUPAC. Las secuencias definitivas de los amplicones Ay C, que
abarcan el total de la secuencia monomérica de SRPC, fueron alineadas utilizando el programa
Bioedit (Hall, 1999), y mediante la generacion de un consenso estricto de ambas secuencias se
obtuvo la secuencia genémica consenso (sgc) para un individuo. La sgc representa, por lo

tanto, las variantes de mondmeros de SRPC en un individuo.
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Figura 16. Identificacion de polimorfismos intragendmicos (ips). En las secuencias de ambas cadenas (la
de arriba corresponde a la lectura directa con el cebador U, y complemento inverso con el cebador L se
muestra en la secuencia de abajo) se observan dos picos para una posicién determinada. En el primer
caso se corrobora la presencia de Ay C, y en el segundo caso se corrobora la presencia de Cy T. Ambos
casos son ips y son anotados con el cédigo IUPAC en la secuencia genémica consenso: M y K,
respectivamente. También se pueden observar picos menores en la posicién anterior a cada base en la
secuencia obtenida con el cebador U (arriba) pero son considerados un artefacto de la técnica, y no se

obtienen en la lectura con el cebador de la cadena L (abajo).

2.11 Andlisis de la variabilidad de los perfiles de SRPC entre y dentro de las poblaciones

La conversidn génica fue testeada mediante un AMOVA utilizando el programa
Arlequin 3.0 (Excoffier, Laval y Schneider 2005), asumiendo un Unico nivel de estructuracion
genética (cada poblacion es independiente y engloba Unicamente individuos, y no subgrupos),
corriendo 20.000 permutaciones. Se utilizé el modelo de Jukes Cantor (1 parametro) para los

calculos de distancias genéticas, dado que no asume diferentes costos de transformacion.
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Dado que no existen programas que computen distancias genéticas con caracteres de
secuencias de ADN distintos de A, C, Gy T, y en las secuencias gendmicas consenso los ips
incluyen mas de una variante, debid elegirse sélo una de ellas. Como se dijo, en la mayor parte
de los casos los ips se compone de dos variantes. Casi todas las sgc (excepto el individuo 199
en la posicion 9, Figura 35 en Resultados). Comparten la variante mayoritaria de los ips; por
ende, si se mantuvieran las variantes mayoritarias para todos los ips, se estaria subestimando
la variabilidad global de las sgc. Por esta razén, se considerd la segunda variante en
abundancia para los calculos de distancia genética y el analisis de AMOVA. Los datos
ingresados en Arlequin 3.0, secuencias gendmicas consenso en las que los ips fueron
reemplazados por la segunda variante en abundancia, emergen del consenso de miles de
secuencias monoméricas, en los que los cambios en los perfiles mutacionales no ocurren por
sustituciones nucleotidicas puntuales, sino por reemplazo de mondmeros (o grupos de
mondmeros) enteros, debido a las ganancias y pérdidas de tdndems de SRPC. Por esta razon,

se eligidé el modelo de menor nimero de parametros.

2.12 Andlisis de secuencias y busquedas filogenéticas

2.12.1 Alineamiento y andlisis de saturacion de sustituciones

Las secuencias obtenidas con cada marcador mitocondrial fueron alineadas utilizando

el programa Clustal X2 (Larkin et al 2007).

Las tres matrices resultantes fueron sometidas a pruebas de saturacion utilizando el
programa DAMBE (Xia y Xie 2001), llevando a cabo el test de Xia y colaboradores (2003), para
evaluar si las secuencias retienen la sefial filogenética. Como se explica en la introduccion,
este test se basa en el concepto de entropia, que es una funcién de la proporcién de
nucledtidos en cada caracter. El indice de saturacién (lss) compara la entropia observada (H)
con la entropia esperada (Hgss ) (ver item 1.3.3.3.1 en Introduccidn). Se significé el indice de

saturacion (Iss= H / Hess) con el valor critico (Issc) tomando diferentes conjuntos de datos:
D-loop: sin distincién posicional.
Cyt-b: 1° y 2° posicién de los codones, por un lado, y 3ra posicion por otro.

COl: 1° y 2° posicién de los codones, por un lado, y 3ra posicion por otro.
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Para realizar el test de Xia y colaboradores, el programa construye un arbol preliminar
por métodos de distancia y se le debe ingresar un modelo de sustitucién y la proporcién de
sitios invariantes, asi como seleccionar un taxén como grupo externo. Los pardmetros del
modelo de evolucién molecular que se ingresaron son los que arrojé como resultado el
programa ModelTest 3.7 (Posada y Crandall 1998). El grupo externo que se eligié fue el

individuo CA 426 perteneciente a Ctenomys rionegrensis.

2.12.2 Eleccion de modelo de sustitucion nucleotidica

En las inferencias filogenéticas por métodos bayesianos fue necesario explicitar un
modelo de evolucién molecular que ajustara a los datos (la matriz de secuencias nucleotidicas)
y fuese lo mas simple posible (menor nimero de parametros) de modo de disminuir tanto el
error en la estimacidn, como el tiempo computacional empleado. Para elegir el modelo de
sustitucion nucleotidica que cumpliera con estas condiciones se utilizé el criterio de
informacidon de Akaike (AIC; 1974) utilizando el programa ModelTest 3.7(Posada y Crandall
1998). Este abordaje metodoldgico compara simultdneamente todos los modelos (en
contraposicidn con los tests que ensayan uno a uno modelos de complejidad creciente y de
relacién jerarquica). El AIC es un estimador que indica la cantidad de informacién que se pierde
cuando se usa un modelo simple en comparacidon con uno mas complejo, al tiempo que se
penaliza el mayor nimero de pardmetros. El modelo con menores valores de AIC es el que
corresponde al modelo mas simple que mejor ajusta a los datos. Se estimaron los modelos de
evolucidon molecular mediante el AIC para los 3 marcadores por separado y también para la

matriz de los 3 marcadores concatenados.

2.13 Inferencias filogenéticas

Se realizaron busquedas filogenéticas con las matrices de secuencias alineadas de D-
loop, cyt-b y COI, por separado y con una matriz de las 3 secuencias concatenadas, por 3
metodologias diferentes: andlisis de distancias, mdxima parsimonia y métodos bayesianos. Las
busquedas por maxima parsimonia y métodos de distancia se llevaron a cabo utilizando el
programa PAUP 4.0 (Swofford 2003), y las busquedas por métodos bayesianos con el programa

MrBayes 3.1 (Ronquist y Huelsenbeck 2003).
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2.13.1 Andlisis de distancias

En las busquedas por criterio de distancias se utilizé el algoritmo de construccion de
arboles Neighbor Joining (NJ) (Saitou y Nei 1987). El soporte de los nodos fue calculado

mediante la realizacién de 10.000 réplicas por el método de bootstrap.

2.13.2 Andlisis por mdxima parsimonia

Debido a la imposibilidad de realizar busquedas exactas cuando el nimero de taxones
supera los 25-30, en las busquedas realizadas por maxima parsimonia se utilizaron métodos
heuristicos. Las busquedas fueron realizadas con los mismo pardmetros de memoria en todos
los casos: 1000 RAS (arboles construidos por adicion al azar de taxones utilizando el algoritmo

de Wagner), hold=10y TBR como algoritmo de permutacion.

Se utilizaron 2 esquemas de pesado para las busquedas por mdxima parsimonia: pesos
de caracteres y costos de transformacidn iguales para todas las posiciones; y pesos 2,5y 1
para las 1ra, 2da y 3ra posicidén del coddn respectivamente (COl y cyt-b) y una tasa de

transicion/transversion = 6.

En los analisis con la matriz de secuencias concatenadas D-loop, al igual que en los
respectivos a la secuencia no génica de COIl, fueron pesados como la primera (2) y la tercera (1)
posicién de los codones de las secuencias codificantes. Se realizaron busquedas tratando los

gaps como dato faltante y como 5to caracter.

El soporte de los nodos fue calculado corriendo 1000 réplicas de bootstrap en las
distintas condiciones de busqueda detalladas y luego se resumieron los resultados

computando un consenso de mayoria.

2.13.3 Andlisis por métodos bayesianos

En los analisis bayesianos de los tres loci mitocondriales por separado se corrieron 4
cadenas de Markov por 300.000 generaciones y se muestrearon arboles cada 100

generaciones.

También se llevaron a cabo 2 corridas con la matriz de los 3 marcadores concatenados,

por 1.000.000 generaciones y muestreando cada 100 generaciones:

-aplicando modelos de sustitucidn nucleotidica independientes para cada marcador.

Los modelos en este caso son los mismos que se utilizaron en los analisis de los marcadores
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por separado, que se eligieron por el criterio de informacidn de Akaike (AIC) utilizando

ModelTest 3.7 (Posada y Crandall 1998; ver item 2.12.2 en Materiales y Métodos).

-aplicando un Unico modelo de sustitucién nucleotidica, obtenido también por la
misma metodologia que en el caso anterior, a partir de la matriz concatenada completa como

si fuera una Unica particién de datos.

Para determinar cuando las cadenas de Markov entraban en fase estacionaria se
analizd la desviacidn estandar de las frecuencias de las particiones y se descartaron las
muestras del periodo de burn-in (las generaciones previas a la fase estacionaria). El criterio que
se eligio fue interrumpir los andlisis cuando el desvio estdndar de las frecuencias de particiones
fuera menor a 0,01 y cuando la fase de burn-in correspondiera a lo sumo a 1/3 del total de
generaciones. Se computé un consenso de mayoria con la distribucion de arboles de la fase
estacionaria, y donde la probabilidad posterior de un nodo se corresponde con la fraccion de

arboles de la distribucidn posterior que apoyan a ese nodo.

2.14 Andlisis cromosomicos

Se realizaron preparados citogenéticos a partir de las células de médula 6sea
arrestadas en metafase vy fijadas en solucidn de Carnoy, para su posterior procesamiento (ver
item 2.3 en Materiales y Métodos). La obtencidn de preparados cromosémicos se realizé en el

Laboratorio de Citogenética y Evolucidn de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,

2.14.1 Obtencion de preparados cromosémicos
Los preparados se obtuvieron por método de goteo y shock térmico. Este método
tiene por objeto conseguir la ruptura de la membrana celular y la maximizar la separacion de

los cromosomas evitando superposiciones de células y cromosomas.

Las suspensiones de células de médula dsea fijadas en solucién de Carnoy fueron
transferidas a hielo durante 10 minutos. Se utilizaron portaobjetos lavados sucesivamente con
acetona, HCl 1 N, etanol 96/ y agua ultrapura. El protocolo del método de goteo que se siguid

fue:
1. pipetear 25-35 ul de la suspensién de células con una pipeta plastica,

2. exponer por 1-3 segs la cara inferior del portaobjetos (la que no tendra

contacto con las células) al vapor de un bafio de agua a 100°C,
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3. con el portaobjetos en contacto con el vapor dejar caer 3-4 gotas de la
suspension de células fria desde una distancia de alrededor de 30 cm, y

finalmente,

4. dejar secar los portaobjetos al aire.

Los preparados fueron revisados en un microscopio de contraste de fases (Leica DME)
y se toma registro de la ubicacidn de células en metafase mitdtica con cromosomas definidos y

separados. Finalmente se los guardd en cajas plasticas a 4°C para su posterior tincion.

2.14.2 Tincion con Giemsa

El recuento y analisis de la morfologia cromosémica se realizd a partir de preparados
cromosomicos tefiidos en una solucién 5/ Giemsa en agua destilada. La tincion se llevé a cabo
en coplins de 100 ml, en agitacién por 15 minutos. Luego los preparados fueron lavados con
agua corriente para detener la coloraciéon y eliminar restos de precipitados que pudiera

producir el colorante. Los preparados tefiidos se conservaron en cajas plasticas a 4°C.

2.14.3 Confeccion de cariogramas

Se fotografiaron al menos 25 metafases por individuo utilizando un microscopio Leica
DMLB equipado con una cdmara digital Leica DFC350 FX con programas de andlisis de
imagenes. Se concluia el fotografiado si en las 25-30 metafases se contaba el mismo nimero
diploide y fundamental. En caso de haber variaciones en el recuento se agregaban 5 células
mas por cada discordancia. El objetivo de esta estrategia fue discriminar si la causa de la
varianza en el recuento era instrumental o real, es decir, si se debia a un mosaicismo en el
individuo o si, por el contrario, se contaba diferente nimero de cromosomas por

superposicion entre ellos o entre distintas metafases.

Las imagenes digitales se procesaron con el programa Adobe Photoshop CS4 (Adobe
Systems Incorporated, San José, USA). Se recortaron los cromosomas y se ordenaron en dos
grupos, bibraquiados y monobraquiados, y dentro de cada grupo, en orden decreciente de

tamanfio. Se confecciond un minimo de 5 cariogramas por individuo.

2.15 Estimacion del numero de copias de SRPC por método de dot blot
Para tener una estima del nimero de copias de SRPC se llevd a cabo la técnica de dot
blot o hibridacidn en puntos, consistente en hibridar sondas del ADN satélite con ADN

gendmico sembrado con una grilla de puntos circulares y fijado a un soporte mediante
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crosslinking por irradiacién con luz ultravioleta. Luego de la hibridacidn, se lava el soporte y se
revela por exposicidn a una placa autorradiografica. El nimero de copias de SRPC es
proporcional a la cantidad de sonda hibridada y esta a su vez lo es en relacién a la intensidad

de los puntos de la placa.

2.15.1 Disefo de los experimentos

En cada experimento de dot blot se incluyeron tres pseudoréplicas de cada muestra de
ADN gendmico de modo de sembrar 20, 200 y 2000 ng totales respectivamente, obtenidos por

diluciones seriadas 1:10 a partir de la mds concentrada.

Ademas de las muestras de ADN gendmico, se sembraron dos curvas de calibracion:
una a partir de ADN de una muestra de ADN gendmico de un individuo de Ctenomys cuyo
numero de copias de SRPC habia sido estimado en trabajos previos (ver item 2.15.1.2 de
Materiales y Métodos) y la otra a partir de diluciones de una mezcla de amplicones Ay C de
SRPC obtenidos separadamente por PCR (ver item 2.15.1.1 de Materiales y Métodos). Ambas
curvas abarcan el mismo rango de nimero de copias: 3,06x10"%: 9,18x10%; 3,06x10%;

9,18x10%; 3,06x10%; 9,18x10; y un blanco de 2pg ADN de esperma de salmon.

2.15.1.1 Curva de calibracion con amplicones Ay C

La curva de calibracion de amplicones Ay C se realizé por duplicado. Se amplificaron
ambos amplicones por separado en un total de 6 individuos de poblaciones correntinas
(Estancia San Luis, Estancia La Tacuarita, Goya, Chavarria, Saladas, Mbarigiii). Se mezclaron
todos productos de amplificacién A por un lado y C por el otro, en igual concentracién para

cada individuo.

La obtencion del amplicdn C rinde exclusivamente mondmero, de manera que la
estimacion del nimero de copias a partir de la masa (medida por espectrofotometria) y el
largo de la secuencia resulta precisa. La obtencién del amplicon A, en cambio, rinde en general
una banda de mondmero muy mayoritaria, pero también otra minoritaria de dimero. En este
caso, se procurd trabajar con productos de PCR en los que los dimeros fuesen especialmente
minoritarios. A partir del valor de masa promedio por base (1,0793769x10™"°ng) y el largo de la
secuencia monomérica de cada uno, se estimd la masa de ambos amplicones. Luego se calculd
la masa que debia sembrarse de cada amplicon de modo que estuviesen igualmente

representados en masa en la curva de calibracién; ésta se obtuvo por diluciones seriadas.
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2.15.1.2 Curva de calibracion con ADN genémico de una muestra conocida

A partir de una muestra correspondiente a un individuo de C. tuconax (rétulo 294),
cuantificada por Claudio Slamovits (Slamovits et al 2001; Slamovits 2002a), para la que se
estimaron unas 250.000-300.000 copias por genoma, estimado en 7 pg para Ctenomys (Ruedas
et al 1993), se hizo una curva de calibracidn, por diluciones seriadas, con puntos en el rango de

numero de copias descripto mas arriba.

2.15.2 Transferencia y fijacion a membranas

2.15.2.1 Preparacion de las muestras

Todas las diluciones de ADN gendmico y amplicones Ay C preparadas para las
siembras en dot blot fueron preparadas con ADN carrier: se utiliz6 ADN de esperma de salmdn
con el objeto de que en todos los casos se sembraran 2 g totales de ADN en un volumen final
de 330 pl, igual que el blanco. Las diluciones fueron preparadas en EDTA 10 mM para evitar la
accidn de nucleasas. Al momento de la siembra las muestras fueron desnaturalizadas
llevandolas a 0,4 NaOH e incubadas a 100°C por 5 minutos. Luego fueron centrifugadas

durante 5 segundos y puestas rdpidamente en hielo.

2.15.2.2 Configuracion de la unidad microfiltradora con bomba de vacio

Se corté una membrana de nylon (Hybond-N, Amersham Biosciences), se la humedecié
con agua destilada y se la incorporé a la unidad microfiltradora (The Convertible Filtration
Manifold System, GIBCO). Se enjuagd cada pocillo con 350 pl agua utilizando una micropipeta
multicanal y se encendié la bomba de vacio a 15 mmHg para vaciar los pocillos. Luego se

agregaron 400 ul de SSC 2X en cada pocillo.

2.15.2.3 Siembra

Se sembraron las muestras de ADN desnaturalizado en los pocillos que contenian SSC
2Xy se acciond la bomba de vacio hasta agotar los pocillos. Luego se lavé la membrana con

300 ul de SSC 2X y se acciond nuevamente la bomba hasta secar la membrana.

2.15.2.4 Fijacion del ADN a la membrana de nylon

Se expuso la membrana a luz de una ldampara UV, en un horno de crosslinking UV, a
1200 J, a una distancia de 20 centimetros aproximadamente, durante 60 segundos. Se guardd

la membrana con el ADN fijado, envuelta en papel Whatman® a 4°C.
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2.15.3 Obtencion y marcacion de sondas

Se obtuvo una sonda radiactiva mediante random priming, utilizando el kit Prime-a-
Gene (Promega). Se marcé la mezcla de amplicones Ay C utilizada para hacer la curva de
calibracién descripta en la seccién 2.15.1.1. Se utilizaron entre 10 y 20 microCuries de dCT>?P
alfa. Luego de la marcacién de la sonda se la precipité con etanol 100/ y acetato de amonio

en frio para eliminar los nucleétidos marcados que no hayan sido incorporados a la sonda.

2.15.4 Hibridacion de ADN y lavados

La membrana con ADN fijado se preincubd en un tubo de vidrio a 60°C, en agitacion
suave por 1’ 45 hs con 25 ml de una solucién acuosa con SSC 5X, solucién Denhardt 5X, 0,5/
SDS y 2.500 ug de ADN de esperma de salmdn previamente desnaturalizado (2 minutos a 95-
100°C), en un horno de hibridacién. Luego se disminuyé el volumen de prehibridacién hasta 7-
10 ml, se desnaturalizé la sonda (a 100°C por 5 minutos) y se la diluyé en 500 pl de SDS 0,1/

(en agua) y se la agregé al tubo de hibridacién con la membrana.

Luego de 18 hs de incubacién a 60°C en un horno de hibridacion en constante rotacion,
se retird el tubo y se lavd la membrana con una solucidn de lavado a alta (SSC 6X, 0,1/ SDS,
60°C) y baja (SSC0,1X, 0,1/ SDS, 60°C) astringencia por 20 minutos, segun el caso. Se

efectuaron 5 lavados sucesivos con 50 ml de solucion de hibridacion.

2.15.5 Deteccion

La membrana lavada fue envuelta en film de polietileno y se incubd a temperatura
ambiente con 5 placas radiograficas. Las placas fueron retiradas y reveladas consecutivamente

al cabo de 40 minutos, 35 horas, 48 horas, 1 semanay 11 dias de exposicion.

2.15.6 Tratamiento de los datos

Las placas reveladas fueron digitalizadas utilizando un escaner (Snap Scan Touch,
AGFA) y salvadas en formato tiff. Las imagenes obtenidas fueron recortadas y transformadas a
escala de grises con el programa Image) (Abramoff, Magalhdes y Ram 2004). Las sefiales de
hibridacidn fueron estimadas usando el programa dot blot Analyzer para Imagel (Carpentier
2008). No se sustrajo el background dado que este era variable en las distintas regiones de la
placa, en lugar de ello se restd la densidad integrada de los puntos blanco (sin SRPC) y se utilizo

el radio de menor tamafio para muestrear pixeles (5 (10)) que es el que mostré menor

87



Materiales y métodos

dispersion (<1%) al compararse series de mediciones independientes. El programa devuelve

una planilla con las densidades integradas para cada punto.

Con los valores de densidad integrada de las curvas de calibracidn se realizaron
regresiones lineales de al menos 3 valores de concentracién consecutivos: no mds de 3, porque
en la diferencia de concentracion entre puntos hacia que o bien alguno fuese saturante o que
tuviese una densidad tan baja como los blancos. Los valores de la curva de ADN gendmico y de
las curvas obtenidas a partir de amplicones A y C no diferian significativamente, por lo que se

unieron las 3 series para inferir una Unica funcion lineal.

A partir de las funciones de densidad vs numero de copias se infirié el nUmero de
copias de cada punto sembrado. Al igual que para las regresiones lineales se procurd que los
puntos no estuviesen saturados asi como se tomod el mayor tiempo de exposicién para
aquéllos puntos de muy baja densidad. El nimero absoluto de copias se estimé asumiendo

que el valor C para Ctenomys y para roedores en general es 7 pg (Ruedas et al 1993).

2.16 Andlisis de aislamiento por distancia

Se realizd el test de Mantel para evaluar la hipdtesis de aislamiento por distancia,
evaluando la correlacidn entre dos matrices: una de distancias genéticas y una de distancias
geograficas. Para ello se utilizaron los paquetes pegas (Paradis 2010), ape (Paradis, Claude y

Strimmer 2004) y proj4, del entorno R (R Development Core Team 2005).

La matriz de distancias genéticas se computd utilizando el modelo de sustitucién
molecular TN93, con parametro de forma a=0,8632 para la distribucion gamma de las tasas de
sustitucidn. Se optd por este modelo ya que el paquete pegas no incluye GTR, y TN93 es el

modelo siguiente a GTR obtenido por ModelTest con la matriz concatenada.
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3 RESULTADOS

3.1 Filogenia molecular del grupo Corrientes

Con el objetivo de indagar en las relaciones entre los linajes del grupo Corrientes, asi
como poner a prueba su monofilia, y al mismo tiempo contar con un marco que permita
establecer hipdtesis de evolucidon cromosdmica y su relacion con la dindmica de SRPC, se
realizaron analisis filogenéticos. Se incluyeron individuos de 23 de poblaciones correntinasy 7
especies candidatas a grupo externo, de los cuales se obtuvieron secuencias de 3 loci

mitocondriales: citocromo b, D-loop (regidn control) y citocromo oxidasa I.

3.1.1 La variabilidad nucleotidica es comparable entre cyt-b, D-loop y COI

No se observaron deleciones o inserciones en el alineamiento de secuencias de cyt-b,
ni codones stop prematuros para los 51 individuos que dieron producto de PCR, hecho que,
sumado a la lectura de picos Unicos inequivocos en los electroforegramas, excluye la
posibilidad de amplificacidon de pseudogenes nucleares de este gen encontrados en Ctenomys
(Mirol, Mascheretti y Searle 2002). Las secuencias de 688 pb de largo no habrian sufrido una
saturacion severa, ya sea para las 1ra y 2da posicion de los codones tomadas en conjunto (I =
0,0620< I, =0,6974 DF =116 y p < 0,0001), o para la 3ra posicién (I =0,1752 < I, = 0,6848
DF =136y p <0,0001). La muestra correspondiente a C. argentinus no dio productos de
amplificacion para cyt-b (ni tampoco para COl), probablemente debido a la degradacién parcial

del ADN gendmico total observada en electroforesis en geles de agarosa.

El largo total del fragmento de D-loop varié entre 406 y 409 pb, y consecuentemente el
alineamiento de las 52 secuencias contiene gaps, que reflejan posibles inserciones/deleciones.
Sin embargo, el alineamiento resulté univoco. No se revelé saturacion por el test
implementado (I = 0,115 < I, = 0,691 DF =119 y p < 0,0001), validandose asi este marcador

para su uso en inferencias filogenéticas.

No se observd variacion en el largo de secuencias en el alineamiento de 693 pb
correspondiente al fragmento de COIl obtenido para 51 individuos. Este gen tampoco evidencia
saturaciones severas, ni en 1ra y 2da posicion (Il = 0,0026 < I, = 0,698 DF = 111 y p < 0,0001),
ni en 3ra posicion y la regiéon 5' no codificante (I, = 0,152 < |, = 0,685 DF = 151 y p < 0,0001).

La divergencia media (medida como el promedio de las distancias no corregidas de a

pares, es decir, sin asumir un modelo de evolucidn) en los miembros del grupo Corrientes
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(ingroup), en los miembros del grupo externo (outgroup), y entre miembros de ambos grupos
se muestran en la Tabla 4. También se muestra el nimero de sitios variables y potencialmente

informativos, ambos mayores en cyt-b y COI, respecto de D-loop.

Region genomica D-loop Cyt-b col
Longitud del alineamiento (pb) 409 688 693
Numero de sitios variables (/) 68 (17/) 145 (21/) 137 (20/)
Numero de sitios informativos (/) 30(7/) 70 (10/) 55(8/)
Modelo de sustitucion elegido GTR+1+T HKY + T TVM+1+T
(Inferencia bayesiana) Modelo seleccionado para la matriz concatenada:

GTR + | + T (pinvar = 0.5765; a = 0.8579)

Divergencia media

Ingroup 1.24+0.55/ 1.14+0.53/ 0.94+0.43/
Outgroup 4.37+£1.98/ 6.00+£3.07/ 4.71+3.94/
Ingroup-Outgroup 3.59+1.58/ 4.4612.57/ 3.85+£2.65/

Tabla 4. Largo total del alineamiento (expresado en pares de bases), nimero (y porcentaje/ ) de sitios
variables y de sitios potencialmente informativos, modelos de sustitucion elegidos (en inferencia
bayesiana), y medidas de distancia entre miembros del ingroup, outgroup e ingroup vs outgroup, son

resumidos para los 3 marcadores filogenéticos incluidos en esta tesis.

El nimero de haplotipos obtenidos para los tres marcadores resulté comparable,
siendo 32 para cyt-b, 36 para D-loop y 34 en el caso de COI. La matriz concatenada (cyt-b + D-
loop + COl) contiene 1790 caracteres de los cuales 350 son variables, quedando definidos 44
haplotipos entre los 42 individuos del grupo Corrientes y los 10 individuos candidatos a grupo

externo.

3.1.2 Arboles obtenidos en base a los marcadores por separado y a la matriz concatenada

En todas las busquedas, las topologias resultaron congruentes utilizando los distintos
esquemas de costos de transformacidn, pesado de caracteres y tratamiento de gaps, en el caso
de analisis por maxima parsimonia, y también analizando los datos con cualquiera de los dos
modelos de evolucidon molecular que mejor ajustaran a los datos obtenidos utilizando

ModelTest 3.7.

Las diferencias entre los drboles obtenidos por maxima parsimonia, métodos

bayesianos y métodos de distancia, residen en el apoyo estadistico de ciertos grupos pero no
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en las topologias. Las buisquedas por métodos bayesianos tipicamente arrojaron valores de
apoyo de los nodos mas altos que los otros algoritmos. En MP y NJ el apoyo estadistico se
obtuvo por bootstrap, una medida de remuestreo que no es sensible a grupos con baja
proporcién de sinapomorfias, aunque no exista conflicto entre caracteres para definir al grupo.
Mas aun, en los consensos estrictos computados para las busquedas por MP, se recuperan los

mismos grupos que los que apoyan los métodos bayesianos.

La decision de forzar C. rionegrensis como grupo externo se basa en que esta especie
pertenece al grupo mendocinus, que resulta externo al grupo que incluye a algunas especies y
formas correntinas que fueron incluidas en filogenias previas (Parada et al 2011). De cualquier
modo, la relacién entre las especies y formas correntinas no cambidé cuando otras especies
fueron elegidas como grupo externo (Figura 20). Especies como C. pearsoni y C. torquatus no
fueron inicialmente forzadas como grupos externos de modo de poner a prueba la monofila
del grupo Corrientes, dado que éstas poseen un ancestro comun mas reciente con las
correntinas, y C. pearsoni en particular se intercala con algunas especies correntinas en el

trabajo de Parada y colaboradores (2011).

3.1.2.1 Las filogenias obtenidas con los marcadores por separado son congruentes entre si

Los arboles obtenidos utilizando los 3 marcadores por separado no resuelven
completamente la relacion entre los linajes del grupo Corrientes, pero son congruentes entre

si.

3.1.2.1.1 Filogenia obtenida con D-loop

El marcador con el que se obtuvo la menor cantidad de sitios informativos resulté D-
loop, siendo -como es esperable-, el de menor poder resolutivo en la filogenia del grupo
Corrientes. Si bien divergen de la mayor parte de especies candidatas a grupo externo, las
especies y formas correntinas caen en una gran politomia que incluye también todas los
haplotipos de C. pearsoni (Figura 17). Es probable que habiendo tan pocos caracteres
informativos, algun caracter homoplasico para el grupo Corrientes influya sobre los valores de
apoyo en la topologia obtenida por métodos bayesianos, por lo que los grupos robustos de la

filogenia obtenida con D-loop seran aquellos que ademas tengan apoyo por MP.
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H30 CA 426 C. rionegrensis

H33 EV 1169 C. rionegrensis

H1 Mburucuya - 177_Loma Alta

H2 Manantiales - 179_Loma Alta

H3 Pago alegre

94/1.00 —— H4 Rincon de Ambrasio - 65_Colania 3 de abril
b H5 66_Colaonia 3 de abril

HE Saladas

H7 Saladas km 5

H3 136_San Rogue

HB 135_San Rogue

: H10 Chavarria
10.63 H11 Loreto
_‘ﬂ: H21 221_Curuzu laurel
7110.91 H22 222_Curuzu laurel
10.74 ——— H12 Paraje Angostura - Mbarigii

b H20 217_San Miguel
H14 181_Goya

H15 183_Gaya

H16 San Alonso

H17 Contreras cue - Estancia La Tacuarita
H8 Paraje Sarandicita
58/0.85 10.69 ———— H19 214_San Miguel
H24 229_Santa Rosa
H25 230_Santa Rosa
H23 Paraje Caiman
H26 Estancia San Luis

7511.00 —— H27 242_Medanos
b H28 243_Medanos
70/0.81 73/0.63 — H31 CA 583 C. pearsoni
L H34 BV 1454 C._pearsoni
86/0.85 H36 C. argentinus

H32 CA 783 C. tarquatus
H35 MK 12607 C. conaveri
H29 C. minutus

Figura 17. Arbol consenso del grupo Corrientes, de los haplotipos obtenidos utilizando D-foop como
marcador filogenético. Los nimeros encima de los nodos internos indican los valores de apoyo de
bootstrap por maxima parsimonia (/ ), y probabilidad posterior (métodos bayesianos). Sélo los valores
mayores al 50/ y/o a 0,6 de p, son mostrados, mientras que los nodos con valores menores fueron
colapsados. El cédigo de color de las ramas se corresponde con los grupos principales de la filogenia

obtenida con la matriz de los 3 marcadores concatenados (Figura 20).

3.1.2.1.2 Filogenia obtenida con COI

La topologia resultante de las inferencias realizadas con COIl se muestra en la Figura 18.
A diferencia de la topologia obtenida con D-loop, el grupo Corrientes resulta monofilético y
hermano a C. pearsoni. Ademas dentro del grupo Corrientes se separan dos linajes con altos
valores de apoyo: el que agrupa a las poblaciones asociadas a C. perrensi (Goya, Rincén de
Ambrosio y Colonia 3 de abril) y Chavarria, hermanas a la poblacion de Paraje Sarandicito
(aungue esta ultima asociacion tiene bajos valores de apoyo), y el otro grupo que recibe apoyo
agrupa a las poblaciones periféricas a los Esteros del Ibera (San Alonso, San Miguel, Paraje

Caiman, Loreto, Contreras Cué y Estancia La Tacuarita), con excepcidn de Curuzu Laurel (Figura

92



Resultados

14). Es remarcable el hecho de que los haplotipos de todas las poblaciones salvo 3 de ellas (San

Miguel, Loma Alta, Colonia 3 de abril) resultaron idénticos o formaban grupos monofiléticos.

H25-135-San_Roque
H20-136-San_Roque
H19-Paraje_angostura-mMbarigui
HE-Curuzu_laurel

63.02/0.97 76.35/0.99 H8-Manantiales-Fago_alegre-179-Loma_alta
daietd |63.4010.QSE H7-239-Estancia_San_Luis
H34-238-Estancia_San_Luis

H22-230-Santa_Rosa
52.28/0.91 H23-229-Santa_Rosa
H21-177-Loma_alta-Mburucuya-Saladas_KmS-129-Saladas
H24-128-Saladas
67 63/0 91 H15—San_AIOnsq
H16-214-San_Miguel
H17-187-San_Alanso
70.44/0.94 50.73/0.86 H18-Paraje_Caiman
H13-Loreto
£4.00/0.99 H14-217_San_Miguel
52.7/0.89 H11-199-Contreras_Cue
£0.92/0.88 H12-211-Contreras_Cue
H9-204-Estancia_La_Tacuarita
H10-205-Estancia_La_Tacuarita
85.7000.90 63.00/0.95 H3-183-Gaya
— H4-181_Goya
7049083 H2-Rincon_de_Ambrosio
10.60 |—————— H1-65-Colonia_3_de_abri-Chavarria
99.551.00 ‘————————— HE-Colonia_3_de_abril

53.28/0.87

H26_Faraje_Sarandicito

M: H27-Medanos
8§9.301.00 H28-CA_583_C.pearsoni
L Ho9Ev 1454 C.pearsoni

H30-CA783_C torquatus
67.98/0.88 —— H31-C.minutus

e H32-NK_12607_C.conoveri

H33-CA426-EV1169-C rionegrensis

Figura 18. Arbol consenso del grupo Corrientes de los haplotipos obtenidos utilizando COI como
marcador filogenético. Los nimeros que figuran por encima de los nodos internos indican los valores de
apoyo de bootstrap por maxima parsimonia (/ ), y probabilidad posterior (métodos bayesianos). Sélo los
valores mayores al 50/ y/o a 0,6 de p, son mostrados, mientras que los nodos con valores menores
fueron colapsados. El codigo de color de las ramas se corresponde con los grupos principales de la
filogenia obtenida con la matriz de los 3 marcadores concatenados (Figura 20). Los triangulos indican

grupos monofiléticos totalmente politdmicos.
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3.1.2.1.3 Filogenia obtenida con cyt-b

A pesar de ser la matriz con nimero mayor de caracteres informativos, el alineamiento
de secuencias de cyt-b produjo una filogenia con poder de resolucién comparable a la
obtenida utilizando COI. El grupo Corrientes tiene valores de apoyo muy bajos, y si se
desestiman los nodos con probabilidad posterior menor a 0,6, quedaria colapsado en una
politomia junto con C. pearsoni (Figura 19). Los nodos mas terminales tienen mayor valor de
apoyo que los nodos mas profundos, y se definen nuevos grupos congruentes con la filogenia
obtenida con COlI, al tiempo que se pierden algunos de los grupos que resultaban de ese
analisis (Figura 18, Figura 19). Este hecho estaria indicando que estas secuencias producen
sefial filogenética en tiempos evolutivos diferentes lo cual implicaria que las tasas de evolucion
de ambos marcadores no son constantes a lo largo de la filogenia y/o de los linajes. Se
mantiene el grupo C. perrensi (Goya, Rincén de Ambrosio y Colonia 3 de abril) y Chavarria,
hermano a la poblacién de Paraje Sarandicito, pero se pierde el grupo de poblaciones
periféricas a los Esteros del Iberd, que caen en una politomia en la base del grupo Corrientes. A
su vez, un nuevo grupo, que incluye poblaciones de la zona de influencia del Estero de Santa
Lucia (Figura 14) y la poblacion de Estancia San Luis (posiblemente C. roigi, ver item 4.7, en
Discusion), gana apoyo, si bien las relaciones dentro del grupo no tienen valores altos de

soporte.

Como ocurriera con la filogenia obtenida con COI, los haplotipos de todas las
poblaciones salvo 3 de ellas (San Miguel, Loma Alta, Rincén de Ambrosio) resultaron idénticos

o formaban grupos monofiléticos.
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Figura 19. Arbol consenso del grupo Corrientes de los haplotipos obtenidos utilizando cyt-b como
marcador filogenético. Los niumeros encima de los nodos internos indican los valores de apoyo de
bootstrap por maxima parsimonia (/ ), y probabilidad posterior (métodos bayesianos). Sélo los valores
mayores al 50/ y/o a 0,5 de p, son mostrados, mientras que los nodos con valores menores fueron
colapsados. El cadigo de color de las ramas se corresponde con los grupos principales de la filogenia
obtenida con la matriz de los 3 marcadores concatenados (Figura 20). Los triangulos indican grupos

monofiléticos totalmente politémicos.

3.1.2.2 La matriz concatenada aumenta la resolucion del arbol

Ademas de las matrices de los tres loci mitocondriales por separado se ensayaron
busquedas concatenando de a pares, las tres combinaciones de marcadores posibles, y se
concatenaron los tres alineamientos en una sola matriz. Todas las busquedas mejoraron la
resolucidn del arbol respecto de las obtenidas con los marcadores por separado, pero con la
matriz de los tres marcadores concatenados se obtuvieron los mayores valores de apoyo de los

nodos. La filogenia resultante se muestra en la Figura 20.
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Figura 20. Arbol filogenético obtenido utilizando una matriz concatenada de 3 marcadores

186_San_Alonso
187_San_Alonso
214_San_Miguel

227 _Paraje_Caiman
228_Paraje_Caiman
217_San_Miguel
156_Lareto
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CA_T83_C torquatus
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mitocondriales: cyt-b, COl y D-loop. El cédigo de campo o nimero de catdlogo y la poblacién de

procedencia se muestran en los nodos terminales. Los nimeros arriba de los nodos internos indican el

apoyo de probabilidades posteriores (métodos bayesianos), bootstrap por maxima parsimonia (/) y

bootstrap por neighbor joining (/ ) (MB/MP/NJ). Sélo los valores mayores al 50/ de bootstrap por MP o

NJ y/o mayores a 0,7 del valor de p (MB), se muestran, mientras que los nodos con valores menores

fueron colapsados. Los haplotipos idénticos fueron son esquematizados con triangulos, y los principales

clados dentro del grupo Corrientes se muestran con diferentes colores y/o letras mayusculas (A-F).
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3.1.2.2.1 El grupo Corrientes es monofilético. Principales linajes

El andlisis filogenético de los tres marcadores concatenados apoya la condicién
monofilética del grupo Corrientes con altos valores de apoyo, en congruencia con las filogenias
obtenidas con los marcadores por separado (Figura 20, nodo A). Las poblaciones tanto
uruguayas como entrerrianas de C. pearsoni forman un grupo monofilético, bien soportado,

hermano al grupo Corrientes (Figura 20).

Dentro del grupo Corrientes, los haplotipos de todas las poblaciones resultaron
monofiléticos o idénticos (éstos ultimos se muestran como tridngulos en la filogenia de la
Figura 20), salvo por las poblaciones de Loma Alta y San Miguel, mientras que en los casos de
Paraje Angostura, Mbariglii, Mburucuyd y Manantiales se incluyd un Unico haplotipo en la
filogenia. Se definieron 5 nodos principales en el grupo Corrientes: B, C, D, E, y F (Figura 20). El
nodo C agrupa a la poblacién de Estancia San Luis, distante por 9,8 km de Costa Mansion, la
localidad tipo de C. roigi (Contreras 1988), con varias poblaciones de status taxondmico
indeterminado: Manantiales, Loma Alta, Pago Alegre, San Roque, Saladas, Saladas Km Sur,
Santa Rosa y Mburucuya. Estas poblaciones estdn en el area de influencia del Estero de Santa
Lucia, un humedal formado por esteros y lagunas cuyo flujo hidroldgico depende
mayoritariamente de los regimenes de lluvias (Bohn y Campo 2010). Todos los nodos
derivados del nodo C tienen altos valores de apoyo por los tres métodos de busqueda
ensayados. Como se menciond, el Unico caso en este grupo en que los haplotipos de una
misma poblacidn caen en diferentes grupos es el de Loma Alta, siendo un haplotipo idéntico al

hallado en Mburucuya y el otro idéntico al hallado en Manantiales.

El nodo D tiene un alto valor de apoyo estadistico en los andlisis bayesianos, pero no
bajo MP o NJ. Sin embargo, como se menciond mas arriba (ver item 3.1.2 de Resultados), los
bajos valores de bootstrap no serian producto de conflicto entre caracteres. El hecho de que
este nodo persista al computarse el consenso estricto de los arboles mas parsimoniosos es
congruente con la ausencia de conflicto entre caracteres. El agregado de mas caracteres
deberia resultar en un aumento de los valores de bootstrap para este grupo. El nodo D
incluye varias poblaciones de status taxondmico indefinido (Ortells, Contreras y Reig 1990).
Este clado agrupa poblaciones ubicadas en las mdrgenes oriental (Contreras Cué y Estancia La
Tacuarita) y occidental (San Miguel, Paraje Caiman, Loreto) de los Esteros del Ibera, asi como la
poblacién de San Alonso, recientemente descubierta en una isla dentro de los Esteros. Curuzu

Laurel es la Unica poblacién localizada en la periferia de los Esteros del Iberd cuya pertenencia
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a este grupo no recibid suficiente apoyo (aunque en el drbol obtenido utilizando D-loop esta

poblacién aparece relacionada a Loreto aunque con bajos valores de apoyo, ver Figura 17).

El otro grupo con altos valores de apoyo, cuyo nodo basal es el nodo F, incluye la
poblacién de Goya, localidad tipo de C. perrensi, asi como las poblaciones de Colonia 3 de
Abril, Rincon de Ambrosio, clasificadas por otros autores como pertenecientes a la misma
especie (Giménez et al 2002). Este grupo también incluye dos haplotipos idénticos de la
poblacién de Chavarria que conforman un grupo monofilético con la poblacién de Goya. Sin
embargo, esta agrupacion tiene bajos valores de apoyo, y sélo los alcanzan en MP, y entra en
conflicto con las filogenias obtenidas a partir de los loci por separado (Figura 17, Figura 18,

Figura 19, Figura 20).

3.1.2.2.2 (Las especies nominales son monofiléticas?

Estudios previos describieron dos conjuntos de poblaciones como representantes de la
especie C. dorbignyi: las poblaciones de Paraje Angostura y Mbarigiii (localidad tipo) en el
norte, y Paraje Sarandicito al sur de la provincia de Corrientes. Esta asignacion tomd como
criterio la homogeneidad cariotipica entre los cariomorfos hallados en las tres poblaciones,
todas con 2n=70 y NF=84 (Ortells, Contreras y Reig 1990; Argielles et al 2001). Sin embargo el
arbol filogenético obtenido en esta tesis propone que C. dorbignyi seria una entidad
polifilética: las poblaciones del norte y del sur se separan en nodos con altos valores de apoyo,

los nodos B y E, respectivamente (Figura 20).

Como se sefialé en el apartado anterior, el haplotipo hallado en la poblacién de
Chavarria se intercala entre los adscriptos a C. perrensi, por lo que esta especie podria ser

considerada un grupo natural si se incluyera a Chavarria en esta entidad.

Por ultimo, Estancia San Luis, la Unica poblacién asociada a C. roigi (Gémez Fernandez,

Gaggiotti y Mirol 2012) que se incluyd en este trabajo de tesis, resulté monofilética.
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3.2 Andlisis de la variabilidad cromosomica del grupo Corrientes

En la literatura, gran parte de la informacidn citogenética de las poblaciones
estudiadas en este trabajo incluye solamente los valores de 2ny el NF y no muestra los
cariogramas en base a los cuales se habrian realizado los computos (ver Tabla 1). Ademas el
valor de NF fue computado siguiendo dos criterios diferentes: algunos autores sélo incluyen el
numero de brazos autosémicos, y otros recuentan el nimero de brazos de todo el
complemento diploide. Dado que en muchos casos no se explicita cual de los dos criterios fue
adoptado, el valor numérico de NF puede no ser comparable entre trabajos de diferentes
autores. Los nimeros cromosémicos y fundamentales publicados sin su contraparte
fotografica representan una gran pérdida de informacién, y no permiten tener certeza sobre
los datos cromosémicos necesarios para la elaboracidn de hipdtesis de evolucién
cromosémica. Mas aun, la coincidencia en 2n y NF puede ser producto de paralelismos, como
sucede con los cariotipos hallados en la poblacién correntina de Curuzu Laurel y el de C.
torquatus hallado en la poblacion de Alegrete, al sur de Brasil, dos poblaciones no relacionadas
filogenéticamente (Fernandes et al 2009). Con doble objetivo de realizar una comparacion de
morfologia y nimero cromosémico, que permita formular hipétesis de evolucién
cromosdmica, asi como el de tener una correspondencia entre los cariomorfos estudiados y los
individuos incluidos en la filogenia y en los analisis de evolucién de SRPC, se obtuvieron los

cariogramas de 33 individuos pertenecientes a 11 poblaciones del grupo Corrientes.

La nomenclatura cromosdmica se realizd segun Levan, Fredga y Sandberg (1964), y en
el recuento del NF se tuvieron en cuenta tanto autosomas como cromosomas sexuales, siendo
1 para cromosomas telocéntricos y 2 para cromosomas bibraquiados. Los cromosomas se
agruparon segun el nimero de brazos: monobraquiados (telocéntricos) y bibraquiados,
mientras que dentro de cada grupo los pares homaélogos fueron ordenados de manera
decreciente segulin su tamano. El sistema de determinacidn sexual XX-XY fue caracterizado para
los tuco-tucos del grupo Corrientes por Lanzone y colaboradores (2002), por lo que ademas,
los cromosomas X e Y, que resultaron bibraquiados en todas las poblaciones estudiadas,

fueron incluidos en un tercer grupo.

A continuacidn se presentan cariogramas representativos de los cariomorfos hallados.

3.2.1 Curuzu Laurel

Las dos hembras (220 y 221) y el macho (222) analizados provenientes de la poblacién de

Curuzu Laurel resultaron homocigotas, con 2n=42 y NF=76, con 17 pares bibraquiados y 4
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pares telocéntricos. El complemento de autosomas consiste en 10 pares submetacéntricos,
uno mediano que porta la constriccion secundaria, 2 pares acrocéntricos (uno grande y uno
mediano), 4 pares metacéntricos y 4 pares teocéntricos pequefios de tamafio gradualmente
decreciente (Figura 21). Dos pares, uno acrocéntrico y otro submetacéntrico son los mayores
del complemento, seguidos por 11 pares bibraquiados medianos, y 3 pares sub/metacéntricos
pequeios. El cromosoma X es un submetacéntrico grande y el Y es un submetacéntrico de
menor tamafio. Este cariomorfo coincide con el publicado por Ortells, Contreras y Reig (1990)
correspondiente a esta misma poblacion, y resulta indistinguible del hallado en Estancia La
Tacuarita (ejemplares: 203, 204 y 205), Loreto (ejemplares: 156, 223 y 224) y Contreras Cué
(ejemplares: 199, 207, 208, 210 Y 211) (Jablonski 2011)*, que ademas revelaron bandas
DAPI/CMA; homdlogas para todos los brazos de cromosomas grandes y medianos, sugiriendo
que este cariomorfo se habria mantenido invariante en estas poblaciones. En Contreras Cué
se hallé ademas un individuo heterocigota para la fusién de dos cromosomas telocéntricos
pequefios (ejemplar 199), resultando el nimero diploide mas bajo del grupo Corrientes 2n=41,

NF=76.
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Figura 21. Cariograma del individuo 222, de la poblacién de Curuzu Laurel, 2n=42, NF=76, indistinguible

de los individuos 220 y 221 de la misma poblacidn. Los grupos del complemento autosémico se dividen

! Los cariomorfos de las poblaciones de Estancia La Tacuarita, Contreras Cué, Loreto, San
Miguel y San Alonso fueron analizados por la Lic. Paola Jablonski en su tesis de licenciatura (Jablonski
2011). Los datos de dicha tesis que se presentan en este trabajo con el acuerdo explicito de la Lic. Paola

Jablonski (autora), el Dr. Pablo Rebagliati (director) y mio (director asistente).
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en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha, debajo de la
foto de la metafase con la que se confeccioné el cariograma. El par sexual recuadrado proviene de un

individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra correspondiente a 10 um.

El cariomorfo de 2n=42 NF=76 posee la misma cantidad de brazos cromosémicos que
el cariomorfo presente en la poblacién de San Miguel 2n=44 NF=76, es decir que podrian
estar relacionados por un evento de fusion/fision céntrica. Esta hipdtesis se planted
inicialmente al hallarse que la Unica diferencia revelada por tincién con Giemsa entre estos
cariomorfos era la presencia de dos pares telocéntricos extra (los dos mayores) en la poblacién
de San Miguel y, su contraparte, un par bibraquiado menos en su complemento autosémico
(Figura 22). Posteriormente la comparacion de bandas DAPI/CMA; reveld que los pares
telocéntricos extra hallados en San Miguel tenian homologia completa con los brazos del

cromosoma bibraquiado resultante, hallado en el cariomorfo 2n=42 NF=76.
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Figura 22. Cariograma del individuo 216 (hembra), de la poblacién de San Miguel, 2n=44, NF=76,
indistinguible de los individuos 214 y 217 (machos) de la misma poblacidn. Los grupos del complemento
autosomico se dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la
derecha, debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual
recuadrado proviene de un individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra

correspondiente a 10 um. Este cariograma fue confeccionado por la Lic. Paola Jablonski (2011)>.

2 . . . . ;
Los cariomorfos de las poblaciones de Estancia La Tacuarita, Contreras Cué, Loreto, San

Miguel y San Alonso fueron analizados por la Lic. Paola Jablonski en su tesis de licenciatura (Jablonski
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3.2.2 Paraje Caimdn

En la poblacién de Paraje Caiman, de los 4 individuos analizados, 2 hembras (225 y
228) poseian 2n=45y 1 hembra (226) y un macho (227) 2n=46, todos con NF=78. El
cariomorfo 2n=46 tiene 16 pares bibraquiados y 7 pares telocéntricos. El complemento
autosdmico consta de 9 pares submetacéntricos, 1 par acrocéntrico grande y uno mediano, 4
pares metacéntricos, y 7 pares telocéntricos. El par cromosdmico sexual es heteromérfico; el
cromosoma X es submetacéntrico de tamafo grande, mientras que el cromosoma Y es
submetacéntrico mediano/pequefio. El sexto par bibraquiado, submetacéntrico mediano,
porta la constriccién secundaria (Figura 23). Dos pares telocéntricos se distinguen de los
pequefios restantes, y estarian involucrados en un evento de fusion/fision, para el cual el
cariomorfo 2n=45 resulta heterocigota (Figura 24). El cariomorfo 2n=44 NF=78 no fue hallado
entre los individuos analizados, pero su ocurrencia es muy probable en esta poblacién. Dicho
cariomorfo seria indistinguible del encontrado en la poblacion de San Alonso (Figura 25). Los
cromosomas involucrados en el reordenamiento robertsoniano serian homdlogos a los que
diferenciarian a los cariomorfos hallados en San Miguel, por un lado, y al de 2n=42 NF=76 por
el otro, indicando que el reordenamiento seria recurrente. La homologia de brazos entre estos

cariomorfos fue corroborada mediante bandeos DAPI/CMA; (Jablonski 2011).
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Figura 23. Cariograma del individuo 226, de la poblacién de Paraje Caiman, 2n=46, NF=78, indistinguible

del individuo 227 de la misma poblacidn. Los grupos del complemento autosémico se dividen en

2011). Los datos de dicha tesis que se presentan en este trabajo con el acuerdo explicito de la Lic. Paola

Jablonski (autora), el Dr. Pablo Rebagliati (director) y mio (director asistente).
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bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha, debajo de la foto

de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual recuadrado proviene de un

individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra correspondiente a 10 um.
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Figura 24. Cariograma del individuo 225, de la poblacién de Paraje Caiman, 2n=45, NF=78, indistinguible

del individuo 228 de la misma poblacién. Los grupos del complemento autosémico se dividen en

bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha, debajo de la foto

de la metafase con la que se confeccioné el cariograma. Este cariomorfo resulta heterocigota para un

reordenamiento robertsoniano, en el que intervienen los cromosomas telocéntricos mayores

(recuadrados), homdlogos a los brazos corto y largo de un par submetacéntrico, el tercero del

complemento de bibraquiados. Se incluye una barra correspondiente a 10 um.
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Figura 25. Cariograma del individuo 190, de la poblacién de San Alonso, 2n=44, NF=78, indistinguible de
los individuos 186 y 188 (machos) y 187 (hembra) de la misma poblacién. Los grupos del complemento
autosomico se dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la
derecha, debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual
recuadrado proviene de un individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra

correspondiente a 10 um. Este cariograma fue confeccionado por la Lic. Paola Jablonski (2011)3.

Los reordenamientos que relacionan a los cariomorfos de las poblaciones de Curuzu
Laurel (2n=42, NF=76), Loreto (2n=42, NF=76), Estancia La Tacuarita (2n=42, NF=76), Contreras
Cué (2n=41-42, NF=76), San Miguel (2n=44, NF=76), San Alonso (2n=44, NF=78) , y Paraje
Caiman (2n=45-46, NF=78), todas ellas ubicadas en la periferiay dentro de los Esteros del
Iberd, involucran cambios en el 2n y en el NF, por lo que no basta con invocar reordenamientos
robertsonianos para relacionarlos. Al menos 3 eventos de fusion/fision debieron haber
ocurrido entre estos cariomorfos intimamente relacionados, pero también debié haber
ocurrido un reordenamiento afectando al NF. Como discutiera Jablonski (2011) se descarta la
hipdtesis de una inversidn pericéntrica y se propone en cambio una fusidon en tdndem o de
forma menos probable, la delecidn de un par cromosdmico. Estos reordenamientos explicarian

la diferencia entre cariomorfos como el 2n=44 NF=78 hallado en San Alonso, cuando se lo

® Los cariomorfos de las poblaciones de Estancia La Tacuarita, Contreras Cué, Loreto, San
Miguel y San Alonso fueron analizados por la Lic. Paola Jablonski en su tesis de licenciatura (Jablonski
2011). Los datos de dicha tesis que se presentan en este trabajo con el acuerdo explicito de la Lic. Paola

Jablonski (autora), el Dr. Pablo Rebagliati (director) y mio (director asistente).
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compara con el cariomorfo 2n=42 NF=76. La diferencia reside en la presencia de un par
telocéntrico pequeno extra que aumenta simultdneamente el nimero diploide y el nimero
fundamental en el cariomorfo de San Alonso. Andlogamente, el cariomorfo 2n=46 NF=78
hallado en Paraje Caimadn, tiene un par telocéntrico pequefio extra que lo diferencia del 2n=44
NF=76 hallado en San Miguel. No se ha podido establecer si estos reordenamientos ocurrieron
en forma secuencial, o si hubo reversiones, o una forma de evolucion reticulada, pero sin
dudas estos cariomorfos conforman un grupo muy homogéneo dentro del grupo Corrientes, y

a su vez muy diferenciado del resto de poblaciones correntinas.

3.2.3 Estancia San Luis

Las 2 hembras (236 y 237) y los 2 machos (238 y 239) provenientes de la poblacion de
Estancia San Luis resultaron homocigotas, con 2n=48 y NF=80. El complemento posee 16 pares
bibraquiados y 8 pares telocéntricos. El complemento autosdmico consta de 8 pares
submetacéntricos, 2 pares acrocéntricos, y 5 pares metacéntricos entre los bibraquiados. El
séptimo par bibraquiado, un submetacéntrico mediano, posee la constriccién secundaria. Uno
de los 8 pares telocéntricos es claramente mayor a los demds, que disminuyen gradualmente
su tamafio. El cromosoma X es submetacéntrico grande y el cromosoma Y es un
submetacéntrico mediano. En esta poblacion se registré un polimorfismo en la longitud del
brazo corto en dos pares autosémicos bibraquiados, correspondientes al par mayor y al sexto

par.

El cariomorfo hallado en Estancia San Luis es indistinguible de aquel hallado en Costa
Mansioén, localidad tipo de C. roigi (Ortells, Contreras y Reig 1990). La correspondencia en
numero y morfologia cromosémica y el hecho de que por andlisis de variabilidad en loci
microsatélites y de haplotipos mitocondriales (Gémez Fernandez, Gaggiotti y Mirol 2012)
forma un cluster diferenciado que incluye sdlo a las poblaciones de C. roigi, sugieren que la

localidad de Estancia San Luis pertenece a la misma entidad.
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Figura 26. Cariograma del individuo 239, de la poblaciéon de Estancia San Luis, 2n=48, NF=80,
indistinguible de los individuos 236, 237 y 238 de la misma poblacién. Los grupos del complemento
autosémico se dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la
derecha, debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual
recuadrado proviene de un individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. En esta poblacion se
hallaron polimorfismos en la longitud de los brazos cortos de los pares autosdmicos 1y 6. Se incluye una

barra correspondiente a 10 um.

3.2.4 Mbarigiii

El complemento cromosémico de una hembra (174) perteneciente a Mbarigdii, la
localidad tipo de Ctenomys dorbignyi, fue analizado obteniéndose el 2n=70 NF=84,
caracteristico de esta especie, y el mas alto en todo el género. El complemento autosémico
consta de 6 pares bibraquiados, y 28 pares telocéntricos. El autosoma bibraquiado mayor es
acrocéntrico, y luego la serie pasa abruptamente a 2 pares submetacéntricos y 3 pares
metacéntricos chicos. Los cromosomas telocéntricos siguen una disminucidn gradual entre el
par mayor y uno diez veces menor entre ambos extremos de la distribucién. El decimocuarto
par telocéntrico porta la constriccién secundaria. El cromosoma X es un metacéntrico grande,
y se lo identificd por homologia con el cariomorfo publicado por Ortells, Contreras y Reig
(1990) correspondiente a esta misma poblacidn. Estos autores hallaron un segundo par
telocéntrico que portaba la constriccidon secundaria (par 24), hecho que no pudo ser
corroborado, probablemente por el estado semi-difuso que presentaba la cromatina en las

metafases estudiadas.
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Figura 27. Cariograma del individuo 174, de la poblacién de Mbarigtii, 2n=70, NF=84. Los grupos del

complemento autosémico se dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual

se muestra a la derecha, debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. Se

incluye una barra correspondiente a 10 um.

3.2.5 Paraje Sarandicito

Se analizé la constitucion cromosdmica de 1 macho (213) y 1 hembra (212) capturados

en la poblacién de Paraje Sarandicito, localidad adscripta a la especie Ctenomys dorbignyi. El

cariomorfo hallado 2n=70 NF=84, resultd indistinguible del de la poblacion de Mbarigiii,

localidad tipo de C. dorbignyi (Figura 27).
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Figura 28. Cariograma del individuo 213, de la poblacién de Paraje Sarandicito, 2n=70, NF=84,

indistinguible del individuo 212 de la misma poblacién. Los grupos del complemento autosémico se

dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha,
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debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual recuadrado
proviene de un individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra

correspondiente a 10 um.

3.2.6 Santa Rosa

Se analizaron 2 hembras (229 y 231) y 2 machos (230 y 232) provenientes de la
poblacién de Santa Rosa. Todos los individuos mostraron un cariomorfo con 2n=66 y NF>86, el
mayor NF registrado en el grupo Corrientes. El complemento consta de 10 pares bibraquiados
y 22 pares telocéntricos. Entre los autosomas bibraquiados, los mayores son un
submetacéntrico y un acrocéntrico, seguidos de un submetacéntrico mediano, ademas de 2
submetacéntricos chicos y 4 metacéntricos chicos. En el 4to par bibraquiado se observa la
constriccién secundaria. En los pares telocéntricos pueden distinguirse dos mayores, 8
medianos, y 13 pares monobraquiados pequefios. El cromosoma X es submetacéntrico

mediano/grande, y el cromosoma Y es submetacéntrico mediano, mas pequefio que el X.

En esta poblacidén se encontré un polimorfismo inusual en el grupo Corrientes: todos
los individuos presentaban variaciones en el NF debido a la presencia de brazos cortos muy
pequefios en algunos cromosomas considerados telocéntricos. Es necesario aclarar que el
numero de estos brazos cortos pequefios varié entre metafases en el mismo individuo, lo que
abre la pregunta de si se trata de un mosaicismo o es producto de un artefacto de la técnica.
De tenerlos en cuenta, el numero fundamental computado seria en algunas metafases de los
4 individuos analizados de 94 brazos (contandose valores dentro del rango 86-94 en todos los

individuos estudiados).
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Figura 29. Cariograma del individuo 230, de la poblacion de Santa Rosa, 2n=66, NF=86, indistinguible de
los individuos 229, 231y 232 de la misma poblacién. Los grupos del complemento autosémico se
dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha,
debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual recuadrado
proviene de un individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. En esta poblacion se hallaron
polimorfismos para la adicidn de brazos cortos pequefios de distintos pares monobraquiados (se sefialan
con una linea superior los cromosomas en los que se observé dicha variacién en la foto utilizada para

confeccionar el cariograma). Se incluye una barra correspondiente a 10 um.

3.2.7 San Roque

Se analizaron 2 hembras (135 y 136) y 1 macho (137) provenientes de la localidad de
San Roque. Los 3 individuos tienen un cariomorfo 2n=62 NF=84, con 11 pares bibraquiados y
20 pares telocéntricos (Figura 30). El complemento autosémico bibraquiado consta de 6 pares
submetacéntricos, un par acrocéntrico y 3 pares metacéntricos pequefios. La constriccién
secundaria se encuentra en el 5to par bibraquiado. Los pares telocéntricos se dividen en un
par mayor, 10 pares medianos de tamafio gradualmente decreciente y 9 pares telocéntricos
pequefios. El cromosoma X es un submetacéntrico mediano y el cromosomaY es u
metacéntrico mediano. Este cariomorfo no tiene diferencias con aquél descripto para esta
misma poblacidn, ni con el hallado en la poblacién M.F. Mantilla por Ortells, Contreras y Reig

(1990).
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Figura 30. Cariograma del individuo 136, de la poblacion de San Roque, 2n=62, NF=84, indistinguible de
los individuos 135 y 137 de la misma poblacion. Los grupos del complemento autosémico se dividen en

bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha, debajo de la foto
de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual recuadrado proviene de un

individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra correspondiente a 10 um.

3.2.8 Chavarria

Se analizaron 3 machos (149, 150y 153) y 2 hembras (151 y 152) muestreados en la
localidad de Chavarria. La poblacidn resulté monomdrfica, con 2n=56 y NF=84, a diferencia del
2n=58, NF=84 publicado en forma de tabla (Giménez et al 2002; Lanzone et al 2007). El
conjunto de autosomas bibraquiados consta de 13 pares, de los cuales 2 son acrocéntricos, 7
submetacéntricos y 4 son metacéntricos. En el 8vo par bibraquiado se encuentra la
constriccién secundaria. El complemento autosémico telocéntrico se compone de un par
mayor, 2 medianos, y 11 pares que decrecen en forma gradual. El par sexual consta de un

cromosoma X metacéntrico mediano, y el Y es un submetacéntrico pequefio.
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Figura 31. Cariograma del individuo 152, de la poblacién de Chavarria, 2n=56, NF=84, indistinguible de
los individuos 149, 150, 151 y 153 de la misma poblacidn. Los grupos del complemento autosdmico se
dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha,
debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual recuadrado
proviene de un individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra

correspondiente a 10 um.

3.2.9 Saladas centro

En la poblacidn de Saladas centro, por estar cerca de la zona urbana del pueblo del
mismo nombre) se muestrearon 2 hembras (128 y 129), ambas con 2n=54, NF=84. Un total de
15 pares bibraquiados y 12 pares telocéntricos integran el complemento (Figura 32). Entre los
autosomas bibraquiados la disminucidn en tamafio es relativamente gradual y se compone de
2 pares acrocéntricos, uno grande y uno mediano, 6 pares submetacéntricos y 6 pares
metacéntricos (incluyendo al metacéntrico mas pequefio que produce una discontinuidad en
la serie). La constriccion secundaria se observa en el 9no. par bibraquiado. Dos pares
telocéntricos son grandes, un par es mediano, mientras que los 9 pares restantes son

pequenos.

El cariomorfo de esta poblacion coincide con el descripto por Ortells, Contreras y Reig
(1990), que ademas hallaron cariomorfos con 2n=55 y 2n=56, segln su condicién para un
reordenamiento robertsoniano que involucra al 7mo. par bibraquiado. En base a los

cariomorfos de individuos macho y hembra incluidos en el trabajo citado, se identificé el
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cromosoma X, que es un metacéntrico mediano (mientras que el Y seria un submetacéntrico

pequefio).

La morfologia global de este cariomorfo resulta similar al hallado en la poblacién de
Chavarria, y su relacidn resultaria de una fusion del 3er. y 4to. par telocéntrico del cariomorfo
2n=56, o de la fision de un par sub/metacéntrico mediano (el 5to o 6to) presente en el

cariomorfo 2n=54 (Figura 31 y Figura 32).
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Figura 32. Cariograma del individuo 128, de la poblacién de Saladas centro, 2n=54, NF=84, indistinguible
del individuo 129 de la misma poblacién. Los grupos del complemento autosémico se dividen en
bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha, debajo de la foto
de la metafase con la que se confecciond el cariograma. En esta poblacidn Ortells, Contreras y Reig
(1990) hallaron polimorfismos para un reordenamiento robertsoniano que involucra al 7mo par
bibraquiado (arriba, a la derecha), que originan los cariomorfos 2n=55 y 2n=56. Se incluye una barra

correspondiente a 10 um.

3.2.10 Saladas Sur

La localidad Saladas Sur (o Saladas Km Sur) dista 7,3 km de la localidad de Saladas
centro, en direccion suroeste. De los 8 individuos estudiados solamente se pudo obtener el
cariograma de una hembra (individuo 134). El resto de los individuos mostré un patrén
andémalo en el estado de compactacién de la cromatina: los cromosomas no tenian limites
precisos y no fue posible determinar la posicién de los centrémeros, por lo que fueron

excluidos del andlisis. El cariomorfo hallado resulté 2n=51 NF=84, y es portador de un
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reordenamiento robertsoniano en heterocigosis. El complemento consta de 16 pares
bibraquiados (el 4to. par esta en heterocigosis), y 8 pares telocéntricos (ademas de los brazos
monobraquiados involucrados en la fusidn/fisidn). El conjunto de autosomas bibraguiados se
compone de 9 pares submetacéntricos, 2 pares acrocéntricos y 4 pares metacéntricos. El
décimo par porta la constriccion secundaria. Los autosomas telocéntricos constan de uno
grande y uno mediano involucrados en la fusién/fision, y 8 pares pequefios de tamafio
uniforme. El cromosoma X es metacéntrico grande, identificado por homologia con el

cariomorfo hallado en la poblacién de Saladas centro.

La existencia de un cariomorfo heterocigota permite plantearse la ocurrencia de un
homocigota 2n=52. Este cariomorfo diferiria en un evento de fusion/fision con el 2n=54
hallado en Saladas centro. El 4to. par bibraquiado hallado en el cariomorfo 2n=51 estaria en
estado fisionado, originando los para telocéntricos 1y 3 en homocigosis (Figura 32, Figura 33).
El cariomorfo hipotético de 2n=52, compartiria un par submetacéntrico con el 2n=51, que
aparece fisionado, involucrando el segundo par telocéntrico y un par telocéntrico menor en el

cariomorfo 2n=54.
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Figura 33. Cariograma del individuo 134, de la poblacion de Saladas sur, 2n=51, NF=84. Los grupos del
complemento autosémico se dividen en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual
se muestra a la derecha, debajo de la foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. Este
cariomorfo resulta heterocigota para un reordenamiento robertsoniano, en el que intervienen los

cromosomas telocéntricos mayores (recuadrados), homdlogos a los brazos corto y largo de un par

113



Resultados

submetacéntrico, el tercero del complemento de bibraquiados. Se incluye una barra correspondiente a

10 pm.

En la regién que comprende las poblaciones de Saladas centro, Saladas Km Sur, Pago
de los deseos, Paraje Santo Domingo, Yatayti Calle, Pago Alegre, Loma Alta y Mburucuy3, se ha
encontrado un rango de 2n continuo entre 51 y 58 (Ortells, Contreras y Reig 1990 y el presente
trabajo de tesis), habiéndose encontrado polimorfismos explicables por fusiones/fisiones en la
mayor parte de las poblaciones, es decir que, este grupo tiene una tasa de reordenamientos

robertsonianos elevada.

3.2.11 Goya

Se analizé la constitucion cromosdmica de 2 hembras (183 y 184) y 2 machos (181 y
182) capturados en la poblacién de Goya, localidad tipo de Ctenomys perrensi. Acorde con el
cariotipo publicado anteriormente (Ortells, Contreras y Reig 1990) todos los individuos tienen
2n=50 NF=84 (Figura 34). El complemento autosdmico se compone de 8 pares telocéntricos
pequefios de tamafo uniforme y 16 pares bibraquiados. El conjunto de autosomas
bibraquiados se compone de 10 pares submetacéntricos, 1 par acrocéntrico y 5 pares
metacéntricos. El noveno par porta la constriccidn secundaria. El cromosoma X es

metacéntrico grande y el cromosoma Y es un submetacéntrico mediano.
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Figura 34. Cariograma del individuo 183, de la poblacion de Goya, 2n=50, NF=84, indistinguible de los
individuos 181, 182, y 184 de la misma poblacion. Los grupos del complemento autosémico se dividen
en bibraquiados (arriba) y monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha, debajo de la
foto de la metafase con la que se confecciond el cariograma. El par sexual recuadrado proviene de un

individuo de sexo opuesto al tomado como referencia. Se incluye una barra correspondiente a 10 um.
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El cariomorfo hallado en Goya tiene una marcada similitud con aquel hallado en la
poblacién de Saladas Sur (Figura 33 y Figura 34). El par con la constriccion secundaria y los dos
siguientes hallados en Goya aparecen entremezclados, con respecto al cariomorfo de Saladas
Sur. De todos modos el tamafio de estos tres pares es muy semejante. Salvo por esa diferencia,

estos cariomorfos resultan indistinguibles por tincidon uniforme.

3.2.12 Las fusiones/fisiones son el tipo de reordenamiento mds frecuente en el grupo

Corrientes

Se describieron cariomorfos heterocigotas para reordenamientos robertsonianos en 3
poblaciones del grupo Corrientes: Contreras Cué, Paraje Caiman y Saladas Sur, sugiriendo que
este tipo de reordenamiento es recurrente o bien es mantenido a nivel intrapoblacional.
Ademas, es posible establecer vinculos mediados por eventos de fusién/fisién entre al menos
dos grupos de cariomorfos: los de 2n=42-44 NF=76-78, hallados en las poblaciones dentro y en
la periferia de los Esteros del Iberd, por un lado, y los cariomorfos de NF=84, que comparten
las poblaciones de Mbarigiii, Paraje Sarandicito, San Roque, Chavarria, Saladas centro, Saladas
Sur, Goya, por el otro. En este Ultimo grupo la constancia en el NF contrasta con la altisima
variacion en el 2n, habiéndose descripto cariomorfos especificos de cada poblacién (salvo el
cariomorfo 2n=70, NF=84), lo que también sugiere que los reordenamientos mas frecuentes
han sido de tipo robertsoniano. En las poblaciones ubicadas dentro y en la periferia de los
Esteros de Ibera, ademas habria ocurrido un reordenamiento afectando simultaneamente al
2n vy al NF, por lo que probablemente en este grupo haya ocurrido al menos una fusidn en
tandem. Este reordenamiento podria también explicar la relacién entre el cariomorfo 2n=48

NF=80 hallado en Estancia San Luis y el 2n=46 NF=78, hallado en Paraje Caiman.
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3.3  Evolucidn del satélite SRPC en el grupo Corrientes

El grupo Corrientes es un complejo de especies y formas cercanamente relacionadas,
lo que lo convierte en un modelo interesante para evaluar la hipétesis de biblioteca ancestral
de variantes monoméricas postulada para los ADN satélites (ver item 1.6.3 de Introduccidn).
Ademas, simultdneamente es posible evaluar la relacion entre la dindamica expansién-
contraccién-estasis y la evolucién de la secuencia del ADN satélite. Se estimé entonces el
numero de copias y se estudio la variabilidad nucleotidica de SRPC en 50 individuos

correspondientes a 18 poblaciones correntinas.

3.3.1 Los polimorfismos intragenémicos de la secuencias de SRPC son compartidos entre

los miembros del grupo Corrientes

Se obtuvieron las secuencias gendmicas consenso (sgc) correspondientes a los 348 pb
totales de SRPC (ver item 2.10 de Materiales y Métodos) en 50 individuos pertenecientes a 18
poblaciones del grupo Corrientes. Se computd un consenso estricto de las 50 secuencias, que
revelé un 10,06/ de posiciones variables (35/348), siendo la mayor parte (23/35 posiciones,
77,14/ ) compartidas por al menos 2 individuos (Figura 35). E 98,9/ de los ips estd compuesto

por 2 variantes, mientras que el 1,1/ restante corresponde a ips con 3 variantes.

Al igual que en un estudio que compard sgc de otras especies de Ctenomys (Ellingsen,
Slamovits y Rossi 2007) la variabilidad no estd uniformemente distribuida a lo largo de la
secuencia SRPC. Hay largos segmentos que se mantienen invariantes, siendo los mas extensos
de 27, 29, 33, y 48 pb (Figura 35), lo que sugiere que existe algun tipo de restriccién en la
evolucidn de estas regiones. El contenido A+T (56/ ) en las 50 sgc obtenidas para los tuco-
tucos correntinos también coincide con la composicidn estimada en otras especies del género

(Ellingsen, Slamovits y Rossi 2007).

La regién con un 70/ de identidad con las secuencias ARS en levaduras (5'
WTTTATRTTTW 3'), descripta en la secuencia monomérica de SRPC (Rossi 1990), esta ubicada
entre las posiciones 37 y 47 de las sgc (la numeracidn se establecié tomando la mitad del sitio
de corte Pvull como base 0, y esta posicidén coincide con el complemento reverso de la
secuencia ARS) totalmente conservada en los 50 individuos analizados, a excepcion del
individuo 92, de Curuzu Laurel, que presenta S = G+C, en la posicion 43, mientras que las
demas poseen una G en esa posicion. El ip de ese sitio interrumpe dos segmentos invariantes,
de 33 y 8 pb respectivamente, dentro de los cuales se localiza el origen de replicacion

potencial.
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Figura 35. Secuencias gendmicas consenso de SRPC obtenidas en 50 individuos del grupo Corrientes. En la primera linea, los nimeros indican el largo de tramos invariantes,
mientras que los puntos indican al menos una posicion variable en cualquiera de las sgc. En las lineas que siguen se muestra una sgc por individuo. Para cada sgc, las letras

representan ips (expresados utilizando la nomenclatura IUPAC) y los puntos representan sitios invariantes.
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3.3.2 Lossitios variables de SRPC en el grupo Corrientes solapan con los sitos variables de

otros linajes de Ctenomys

La hipotesis de una biblioteca ancestral de variantes de SRPC permite predecir que de
no haber homogenizacién y fijacion completas, las variantes ancestrales estaran presentes en
los linajes derivados actuales. Si existiera una biblioteca ancestral comun a todos los tuco-
tucos, se esperaria que las variantes observadas en el grupo Corrientes estén parcial o
totalmente compartidas con las demas especies del género. Por el contrario, si hubieran
surgido variantes de novo que sufrieran posterior homogenizacion y fijacion, propias del grupo
Corrientes, entonces seria esperable que dichos sitios no compartan variantes con las especies

externas a este grupo.

El consenso estricto de las 50 sgc de los tuco-tucos del grupo Corrientes se compard
con el consenso estricto de 10 sgc pertenecientes a especies de Ctenomys de otros linajes
(Ellingsen, Slamovits y Rossi 2007) (Figura 36). Todos los ips hallados en el grupo Corrientes
solapan parcial o totalmente con el consenso estricto de las especies externas a Corrientes, lo
que indica que de haber surgido variantes novedosas en el ancestro comun al grupo
Corrientes, ninguna se habria fijado, y que en todos los sitios persistirian variantes ancestrales,

comunes al género.
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Figura 36. Consenso estricto de 50 sgc del grupo Corrientes alineado con el consenso estricto de 10 sgc
pertenecientes a otros linajes de Ctenomys (Ctenomys general consensus) (Ellingsen, Slamovits y Rossi
2007). Los sitios invariantes del consenso estricto del grupo Corrientes se muestran como puntos,
mientas que los polimorfismos intragenémicos se muestran utilizando la convencion IUPAC. Se muestra
una subsecuencia de 260 pb. Las secuencias a ambos lados de la barra oblicua (/) no son contiguos, dado

que el consenso estricto de Ctenomys general no incluye un segmento central de 88 pb.
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3.3.2.1 No hay fijacion completa de variantes y la variabilidad es menor entre poblaciones

que dentro de una poblacion: un rol menor para la conversion génica.

Los mecanismos de homogenizacidon no habrian sido lo suficientemente intensos
como para fijar variantes propias del grupo Corrientes, como lo sugiere la comparacién con las
sgc de otras especies de Ctenomys. Cabe preguntarse también cudl es el grado de
homogenizacién de secuencias dentro del grupo Corrientes. Ninguno de los sitios variables del
grupo Corrientes exhibe completa fijacidn, i.e. cuando dos sgc poseen diferentes variantes
fijadas, otra sgc posee ips con ambas variantes (Figura 35. Por ejemplo, en la posicion 9, todas
las secuencias que llevan un punto tienen G, mientras que la secuencia del individuo 199 tiene
una T en ese sitio. El ip de esa posicion, compartido por 6 secuencias involucra ambas
variantes, K: G+T), lo que indica que la intensidad de homogenizacién seria moderada en el

grupo Corrientes.

Como fuera discutido por Ellingsen, Slamovits y Rossi (2007), la conversién génica
influiria preferencialmente en el establecimiento local de variantes novedosas (surgidas por
mutaciones de novo), mientras que las expansiones/contracciones diferenciales promovidas
por amplificacién por circulo rodante o por entrecruzamiento desigual tendrian un rol
preponderante en configurar los perfiles globales de SRPC. La ausencia de variantes fijadas
sugiere un rol menor para la conversién génica. Adicionalmente se evalud la conversidn génica
comparando la variabilidad de SRPC dentro y entre poblaciones (ver item 2.11 de Materiales y
Métodos). Cuando se analizé la distribucion de las fuentes de variabilidad de SRPC mediante
un AMOVA, el 64,88/ correspondid a la variacidn intrapoblacional, mientras que el 35,12/
restante a la variaciéon interpoblacional, lo que reflejaria una baja tasa de homogenizacion
intrapoblacional, y/o flujo génico entre las poblaciones. La primera explicacion parece la mas
verosimil, dado que la monofilia observada en la mayor parte los haplotipos de las distintas
poblaciones en la filogenia mitocondrial (ver item 3.1.2.2.1 de Resultados), indicaria que no

hay flujo génico entre ellas.

3.3.3 Un satélite activo: el nimero de copias de SRPC varia dentro de las poblaciones

Se estimd el nimero de copias de SRPC de los 50 individuos de la provincia de
Corrientes para los que se obtuvieron las sgc, mediante la técnica de dot blot. Por cada
muestra se sembraron 3 puntos de 20, 200 y 2000 ng de ADN gendmico. La sonda fue obtenida
a partir de productos de PCR de los amplicones Ay C en igual concentracién. Los valores

absolutos de nimero de copias se obtuvieron utilizando dos curvas de calibracion
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independientes, ambas con 7 puntos en las mismas concentraciones estimadas de SRPC (ver
item 2.15.1 de Materiales y Métodos), pero de origenes diferentes. Una curva fue realizada
por duplicado, a partir de productos de PCR de ambos amplicones de representantes de 6
poblaciones correntinas y una especie tucumana. La otra curva fue obtenida a partir de
diluciones de ADN gendmico de una muestra de C. tuconax (rétulo 294), cuantificada por
Claudio Slamovits (Slamovits et al 2001; Slamovits 2002a), para la que se estimaron unas

250.000-300.000 copias por genoma.

Los nimeros de copias de cada dilucién de ADN gendmico sembrada fueron estimados
en distintos tiempos de exposicidn. Los puntos que contenian altas cantidades de SRPC fueron
cuantificados en un tiempo de exposicion minimo, de 40 minutos. También se revelaron placas
tras 35 hs, 48 hs, 1 semana y 11 dias de exposicidn, con el fin de obtener imagenes no
saturadas de muestras en el rango de millones a pocos miles de copias. De la curva de
calibracion se tomaron 3 0 4 puntos (el blanco y 2 o 3 puntos de ADN sembrado) con los que se
realizaron regresiones lineales de las variables nimero de pixeles vs. nUmero de copias
tedrico, dado que las restantes podrian o bien saturar o hibridar cantidades indetectables de
sonda para ese tiempo de exposicion. En cada placa revelada unicamente se cuantificaron
aquellos puntos que cayeran dentro del rango de la curva de calibracién utilizados en la

regresion lineal.

El rango de nimero de copias de SRPC de los tuco-tucos del grupo Corrientes fue de
118-2700 x 10° copias por genoma (Tabla 5), que representa valores bajos a intermedios
respecto a los hallados en un espectro mas amplio de especies de Ctenomys (Slamovits et al
2001). Teniendo en cuenta que SRPC probablemente constituya la mayor parte de la
heterocromatina C+ presente en los cariotipos de los tuco-tucos del grupo Corrientes, como
sucede en otros grupos de Ctenomys (Rossi et al 1995b), estos valores concuerdan con las
cantidades moderadas a bajas de heterocromatina C+ encontradas en este grupo (Reig et al
1992; Garcia et al 2000b). Un individuo, el nimero 28, correspondiente a Estancia San Luis, fue
excluido del analisis debido a que debié haber habido errores procedimentales, tales que las 3
diluciones no guardaban una relacidn de 1 orden de magnitud entre si. La muestra fue agotada
luego de un experimento, por lo que no pudo replicarse y obtener un valor definitivo del

numero de copias de SRPC.

El rango de variacién en el nimero de copias de SRPC entre individuos de una misma
poblacién resultd elevado (Tabla 5). Las diferencias en el nimero de copias de SRPC a nivel
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intrapoblacional no son tan conspicuas como las halladas entre especies (hasta 3 érdenes de
magnitud) (Slamovits et al 2001), pero alcanzan un orden de magnitud. Los Individuos de
Curuzu Laurel difieren en 14 veces el nimero de copias de SRPC, mientras que en Estancia La
Tacuarita llegan a 9,5 veces. Las poblaciones de Loreto y San Alonso tienen diferencias de
hasta 4 veces, mientras que en Estancia San Luis y Chavarria el individuo con mayor nimero de
copias triplica a la que menos copias del satélite posee. Los individuos de las poblaciones
restantes tienen rangos de variacion de alrededor del doble de nimero de copias. El alto nivel
de variacién intrapoblacional en el nimero de copias de SRPC observado sugiere que este
satélite estaria sufriendo amplificaciones y deleciones recurrentes en estos

genomas.
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Localidad Dot Blot # copias SRPC (*10%) | ips Localidad Dot Biot #copias SRPC (*10% | ips
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Tabla 5. Numero de copias de SRPC (x103) y numero de ips estimados en 49 individuos de Ctenomys del

grupo Corrientes. De izquierda a derecha los 3 puntos corresponden a los experimentos de dot blot en

los que 2000, 200 y 20 ng de ADN gendmico por individuo fueron hibridados con una sonda radiactiva

de SRPC.
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3.3.4 La asociacion inversa entre el nimero de copias y la variabilidad nucleotidica global
(dentro de cada poblacion) es explicable si éstas estaban presentes en el ancestro:

hipdtesis de la biblioteca ancestral

Cuando se analizaron los valores de ips y de nimero de copias de SRPC dentro de cada
poblacién, ambas variables mostraron una asociacién inversa en la mayor parte de las
poblaciones: los individuos con menor nimero de copias de SRPC tienen mayor nimero de ips
(Tabla 5). Esta asociacién se comprobd en todas las poblaciones excepto por San Roque y
Chavarria, en las que esta relacidn parece erratica. Esta observacion es coherente con la
hipdtesis de una biblioteca ancestral de SRPC ya que si a partir de un repertorio comun de
variantes, una se amplificara marcadamente mas que las demas, entonces las variantes
restantes se volverian indetectables en los electroforegramas obtenidos (los picos minoritarios
serian despreciables frente al correspondiente a la variante amplificada). Por el contrario, si
SRPC sufriera una delecion de la variante mayoritaria, la cantidad relativa de las variantes

nucleotidicas minoritarias aumentarian, "recuperandose" en los electroforegramas.
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4 DISCUSION

4.1 Filogenia mitocondrial del grupo Corrientes: monofilia del grupo y de sus poblaciones,
los tres clados principales.

La elucidacién de relaciones filogenéticas entre los linajes es una herramienta
fundamental en Evolucién: permite no sélo trazar un escenario de la evoluciéon del grupo, sino
también “mapear” en el arbol filogenético los caracteres relevantes del grupo. El grupo de
especies y formas del grupo Corrientes es particularmente interesante porque gran parte de
las poblaciones que lo conforman se sitla en la zona de influencia del sistema de lagunas y
esteros de la provincia, en ambientes inestables en el tiempo y el espacio, lo cual ha tenido
una influencia decisiva en su evolucidn. En la evolucidn de este grupo de roedores
subterraneos confluyen fenémenos de diversos niveles: los procesos iniciales de divergencia
de linajes del grupo, los eventuales procesos de contacto e hibridacion entre ellos y el rol de la
conspicua variabilidad cromosémica que presenta este complejo de especies en estos
procesos. La elucidacién de las relaciones filogenéticas de las especies y formas del grupo
Corrientes es imprescindible para analizar los limites entre especies, aspecto particularmente
sensible no sélo desde una perspectiva tedrica acerca del concepto de especie y de los
procesos de especiacion, sino también para disefar politicas de conservacion de la
biodiversidad, particularmente en los dos extensos sitios protegidos de la provincia, la Reserva

Provincial de los Esteros del Iberd y el Parque Nacional Mburucuya.

En este trabajo se abordo el estudio de dos aspectos pendientes en relacion a la
taxonomia de este grupo: por un lado, el analisis filogenético, incorporando las secuencias
concatenadas de tres marcadores mitocondriales cyt-b, COl y D-loop, ademads de un numero
importante de taxones (el mayor nimero incluido hasta ahora) que, en conjunto, permitieron
esclarecer relaciones entre linajes no resueltas en estudios previos (Mascheretti et al 2000;
Giménez et al 2002). Respecto las tres metodologias utilizadas en los analisis filogenéticos,
neighbor-joining, maxima parsimonia y métodos bayesianos, las tres difieren, como se explico
en la introduccidn, en los criterios a priori, con sus ventajas y desventajas. El criterio que se
adoptd en este trabajo fue el de tomar en consideracidn aquellos grupos que estuvieran
soportados por alguna de las metodologias, y no fuera contradicho por las restantes. Por otro
lado, en este trabajo se completd el panorama cromosémico del grupo, contribuyendo una

linea de evidencia independiente que permite reinterpretar los clados definidos en la filogenia
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mitocondrial, y viceversa: la evolucidon cromosdmica puede interpretarse mapeando

reordenamientos en el arbol mitocondrial.

La filogenia mostré que el grupo Corrientes es monofilético, es decir constituye un
grupo natural, hermano de C. pearsoni, especie caracteristica de las costas uruguayas pero
cuya distribucidn llegaria por lo menos hasta la localidad de Médanos en Entre Rios (Garcia et
al 2000b). El grupo Corrientes queda dividido en varios clados principales bien soportados (ver
item 3.1.2.2, en Resultados). Las poblaciones previamente asociadas a C. dorbignyi resultan
agrupadas en dos clados de diferentes. El linaje de la distribucion austral resultd basal al linaje
de C. perrensiy de los haplotipos hallados en Chavarria. El linaje de la distribucidn boreal cae
en una politomia de donde divergen los dos restantes clados principales. Uno de ellos contiene
poblaciones en la zona de influencia del Estero de Santa Lucia, y el rio homdnimo, entre las
gue se incluye el linaje, muy diferenciado, de C. roigi. El clado restante, que contiene a las
poblaciones bajo la influencia directa de los Esteros del Ibera, mostré ser un grupo bien
diferenciado de los demds tanto por su posicion en el arbol, como por sus cariomorfos (ver

mas adelante, ver item 4.7 en Discusion).

Como se menciond, la monofilia reciproca de las poblaciones es una evidencia
indirecta de estructuracién geografica, hecho consistente con un aislamiento por distancia
significativo, resultante del test de Mantel (p<0,01. La correlacidn entre las distancias
genéticas y geograficas es significativamente mayor que la que se esperaria por azar). Sin
embargo, la inclusién de solo dos individuos por poblacién no es suficiente para afirmar que
una poblacién es monofilética. En cambio, se pueden establecer hipotesis de sorting
incompleto o hibridacidn entre aquéllas poblaciones cuyos haplotipos fallen a la monofilia

reciproca.

4.2 Dos poblaciones resultaron paradfiléticas en la filogenia mitocondrial: é(sorting
incompleto o hibridacion?

La habilidad de un marcador para trazar con precision la filogenia de un conjunto de
organismos depende de su tiempo de fijacién por deriva (en inglés, lineage sorting period). El
tiempo de fijacion por deriva (tfd) de un determinado marcador se vera afectado por la forma
en que éste se herede, asi como por caracteristicas poblacionales y reproductivas del grupo de

organismos que se trate. Los marcadores de herencia uniparental tienen un Ne 4 veces menor

125



Discusion

al de los marcadores autosémicos, por lo que el tiempo de fijacién por deriva de los primeros
sera de % respecto de los de herencia biparental (Moore 1995). Ademds estos marcadores, en
mamiferos los loci del cromosoma Y y los mitocondriales, se ven mas afectados por el sistema
de apareamiento o por la ocurrencia de sesgo en la dispersion de los dos sexos. La poliginia
aumenta la varianza en el éxito reproductivo de los machos, y consecuentemente disminuye el
Ne, reduciendo el tfd tanto en los marcadores de herencia biparental como en cromosoma Y
(Tosi, Morales y Melnick 2003). La migracién de machos tendria un efecto analogo al de la
poliginia. Por otra parte, el alto grado de filopatria en hembras, caracteristica comun a la
mayor parte de especies de mamiferos, extiende el tfd particularmente en los marcadores
mitocondriales en comparacion con los nucleares biparentales y del cromosoma'y,

produciendo un patrén de estructuracion geografica (Tosi, Morales y Melnick 2003).

Las incongruencias entre marcadores de herencia materna y biparental como producto
de la dispersiéon mediada por machos ha sido bien documentada en roedores (Bryja et al
2010), en elefantes (Nyakaana y Arctander 1999), en macacos (Tosi, Morales y Melnick 2003),
asi como en lagartijas (Godinho, Crespo y Ferrand 2008). Aunque un trabajo reciente muestra
qgue en C. porteousiy C. australis no se habria encontrado diferencia en la dispersién de
machos y hembras (Mora, Kittlein y Mapelli 2012), en varias especies de Ctenomys, las
hembras se caracterizan por tener una mayor filopatria y los machos una mayor dispersion
(Lacey 2001; Cutrera, Lacey y Busch 2005; Fernandez-Stolz, Stolz y Freitas 2007; Mora et al
2010). La filopatria y dispersién de machos y hembras en el grupo Corrientes no fue estudiada
hasta ahora, pero si las hembras fuesen filopatricas y la dispersién fuera mediada por machos
migrantes, un escenario muy frecuente en mamiferos, se esperaria que la filogenia
mitocondrial refleje una conspicua estructuracion geografica y que los procesos de
hibridacidn/introgresion no fueran detectados. La estructuracion geografica queda
manifestada tanto por el test de aislamiento por distancia como en la monofilia reciproca de
los haplotipos de todas salvo dos de las poblaciones estudiadas: Loma Alta y San Miguel (ver
item 3.1.2.2.1, en Resultados). Las causas de la parafilia de los haplotipos podrian ser dos, a
priori, indistinguibles entre si con marcadores de un solo tipo de herencia, por lo que los datos
presentes, basados en marcadores mitocondriales, permiten formular hipdtesis aunque no
testearlas exhaustivamente. Tanto el flujo génico entre poblaciones como el sorting
incompleto pueden generar polimorfismos compartidos, distorsionando la condicion
reciprocamente monofilética que se esperaria observar en las poblaciones. Si las hembras de
los Ctenomys de Corrientes fueran filopatricas, se inclinaria la balanza hacia la hipotesis de
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sorting incompleto, pero aunque menos ponderada, no puede descartarse la hipdtesis de flujo

génico que involucra a las hembras.

Los haplotipos de Loma Alta difieren en 12 sustituciones nucleotidicas en el
alineamiento total (1790 nucledtidos) y uno coincide exactamente con aquél hallado en
Mburucuya y el restante con el de Manantiales. La distancia geografica entre dos de estas
poblaciones es corta: 4,83 km separan al punto de muestreo de Mburucuya del de Loma Alta.
Sin embargo la distancia de Loma Alta a Manantiales es de 24 km. La distribucién de los
haplotipos de Loma Alta puede explicarse en forma sencilla mediante sorting incompleto de
haplotipos ancestrales. Sin embargo, otro escenario, algo mas complejo, es también posible:
los tuco-tucos de Loma Alta y Manantiales son parte de una poblacidn o de una metapoblacién
que en el extremo suroeste de su distribucion (Loma Alta) habria entrado en contacto con otro
haplogrupo (Mburucuyd) estableciéndose un eventual flujo génico. Considerando el mismo
escenario, si en cambio existieran barreras al flujo génico entre ambos haplogrupos, su
evolucidn seria independiente aln en simpatria. El analisis cromosdmico de los dos
haplogrupos y las filogenias resultantes de marcadores nucleares permitirian el analisis en
contexto de estas hipdtesis. Es importante destacar que la monofilia reciproca de las
poblaciones no puede ser puesta a prueba si se toma un Unico individuo por poblacidn,
estrategia que aunque resulta obvia, no se ha seguido en la mayor parte de los trabajos de
filogenias de especies de tuco-tucos (Lessa y Cook 1998; D'Elia, Lessa y Cook 1999; Mascheretti
et al 2000; Slamovits et al 2001; Castillo, Cortinas y Lessa 2005; Parada et al 2011).

Los haplotipos hallados en San Miguel difieren en 17 sustituciones en el alineamiento
total, y ninguno de los haplotipos coincide con los hallados en otras poblaciones, sin embargo
resultan polifiléticos respecto de los hallados en San Alonso y Paraje Caiman (Figura 20). Los
haplotipos de San Miguel no forman grupos monofiléticos con otros haplotipos del grupo

Corrientes, lo que hace mas verosimil la hipdtesis de sorting incompleto.

En una filogenia basada en un fragmento de 438 pb del D-loop mitocondrial, Tomasco
y Lessa (2007) encontraron que ninguna de las 12 poblaciones de C. pearsoni estudiadas
resulté monofilética respecto de las demas. Los autores argumentan que el de C. pearsoni no
seria el Unico caso en que las poblaciones no conseguirian la monofilia reciproca, citando las
inferencias filogenéticas realizadas en base a haplotipos de citocromo b del grupo Corrientes
(Mascheretti et al 2000; Giménez et al 2002). Pero, al igual que en el trabajo de Tomasco y
Lessa (2007), las filogenias estdn basadas en un solo locus mitocondrial. En esta tesis la
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monofilia reciproca de las poblaciones se alcanza al aumentar a tres el nimero de marcadores
utilizados en las busquedas filogenéticas, lo que a su vez aumenta el grado de resolucién del
arbol (Figura 20). Probablemente, un mayor nimero de /oci, revele, como en el caso de las
poblaciones del grupo Corrientes, un grado mayor de monofilia reciproca entre las poblaciones

de C. pearsoni.

4.3 Congruencias y discrepancias entre marcadores de distinto tipo de herencia

Toda vez que se observen discrepancias entre las filogenias obtenidas con marcadores
de distinto tipo de herencia sera posible postular la naturaleza del proceso histérico
responsable de dicha falta de congruencia. Las poblaciones de tuco-tucos incluidas en esta
tesis fueron analizadas en dos publicaciones recientes desde un perspectiva genético-
poblacional: la primera incluye individuos pertenecientes a la mayor parte —pero no todas- las
poblaciones incluidas en esta tesis (Mirol et al 2010) y se basa en el andlisis de 16 loci
microsatélite de individuos capturados entre los afos 1993 y 2003, mientras que la mds
reciente (Gémez Fernandez, Gaggiotti y Mirol 2012) incorpora también individuos
pertenecientes a las mismas capturas que esta tesis e incluye ademas estudios filogeograficos
a partir de un fragmento de 411 pb de D-loop mitocondrial (coincidente con el obtenido en

esta tesis).

Los agrupamientos generados a partir del estudio de los loci microsatélite fueron
globalmente congruentes entre ambas fechas (1993-2003 y 2007-2010), y también guardan un
cierto grado de congruencia con los clados que propone la filogenia de tres marcadores
mitocondriales de esta tesis. Por ejemplo, en todos los analisis las poblaciones de Paraje
Angostura y Mbarigli, por un lado, y la de Paraje Sarandicito por el otro, quedan agrupadas en
clusters diferentes. Las poblaciones tipicamente asociadas a C. roigi, Costa Mansién y Arroyo
Pehuajo, que sumadas a la recientemente muestreada Estancia San Luis, componen un cluster
separado. Las poblaciones de Mburucuyd, Loma Alta, Manantiales y Pago Alegre pertenecen a
un mismo cluster, todas pertenecientes al nodo C en la filogenia mitocondrial obtenida en esta

tesis (Figura 20).

Aunque los agrupamientos no son exactamente los mismos, en el caso del grupo de
poblaciones en la zona proxima a los Esteros del Ibera, no existen incongruencias entre los
agrupamientos resultantes de microsatélites con la filogenia mitocondrial. La primera
publicacion basada en microsatélites agrupa las poblaciones de Paraje Caiman, San Miguel,

Loreto y Curuzu Laurel por un lado, y Estancia La Tacuarita y Contreras Cué por otro (Mirol et
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al 2010). En el trabajo mas reciente quedan agrupadas Contreras Cué y Estancia La Tacuarita,
por un lado, que también resultan hermanas en la filogenia (Figura 20) ,y variando segun el
método utilizado se podrian agrupar San Alonso, Loreto, Paraje Caiman y Curuzu Laurel
(Gémez Fernandez, Gaggiotti y Mirol 2012). La inclusién de todas estas poblaciones en un
mismo grupo seria congruente con los resultados de la filogenia basada en los tres marcadores
mitocondriales, dado que la posicion indefinida de Curuzi Laurel, que cae en la politomia basal
a este grupo, no se opone a su pertenencia a este clado (nodo D, Figura 20). Mas aun, a pesar
de su bajo nivel resolutivo, en la filogenia obtenida con D-loop los haplotipos hallados en

Curuzu Laurel quedaban agrupados con el hallado en la poblacién de Loreto (Figura 17).

Entre los mamiferos, la discordancia entre los patrones de variabilidad de marcadores
nucleares y mitocondriales es comun en casos en los que la dispersion esta sesgada hacia uno
de los sexos (tipicamente los machos son los dispersores). En macacos, por ejemplo, los
machos abandonan su grupo natal previo a alcanzar la madurez sexual, mientras que las
hembras permanecen alli toda su vida. Este patrén asimétrico en la dispersién afecta la
variacion de los genomas nuclear y mitocondrial (Melnick y Hoelzer 1992). La variacion
genética nuclear se distribuye uniformemente a través de las poblaciones de las especies de
macacos. Contrariamente, la distribucién de la diversidad a nivel del ADN mitocondrial se
caracteriza por una alta homogeneidad local y una elevada diferenciacidn a nivel
interpoblacional (Melnick y Hoelzer 1992). En cuanto a las poblaciones analizadas en esta tesis,
la discordancia ente los datos de microsatélites y la filogenia mitocondrial se evidencia en dos
casos. Las poblaciones de Goya, Chavarria, Santa Rosa y San Roque, integran un cluster por
microsatélites, mientras que las poblaciones de Colonia 3 de Abril, Rincon de Ambrosio,
Saladas centro y Saladas Sur resultaron agrupadas en otro cluster separado. Estos
agrupamientos reinen poblaciones que pertenecen a ramas de divergencia profunda en la
filogenia (nodos Cy F, Figura 20). Puede interpretarse este conflicto entre los agrupamientos
basados en microsatélites y la filogenia mitocondrial como la huella de un cierto nivel de flujo
génico entre las poblaciones de los nodos Cy F. Exceptuando al de Santa Rosa, todos los
cariomorfos involucrados poseen el mismo niumero fundamental 84, por lo que serian
potencialmente compatibles. Para determinarlo habria analizar el tipo de reordenamientos
que diferencian a estos cariomorfos, y evaluar si pudieran o no estar actuando como barreras
al flujo génico. Nuevamente, en caso de existir una de barrera efectiva al flujo génico, la

hipétesis alternativa es la de sorting incompleto de los haplotipos mitocondriales.
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4.4 Los cariomorfos del grupo Corrientes en una red de transformaciones cromosomicas
minimas

A continuacidn se presentara una red de transformaciones cromosémicas minimas que
vincula los cariomorfos descriptos. Esta red no pretende establecer las relaciones histéricas
entre los cariomorfos, sino proponer el tipo de reordenamientos posibles y el sentido en que
podrian haber ocurrido, para luego “mapearlos” en el contexto de la filogenia del grupo. El
criterio que se siguid para construir la red es el de mdxima parsimonia, donde se pretende
minimizar la cantidad de transformaciones cromosdmicas y frente a 2 o0 mads posibilidades,
proponiendo las mas simples. Una fusién o una fisién robertsoniana tendrian a priori la misma
probabilidad de ocurrir, por tratarse de dos reordenamientos de complejidad similar. En
cambio, se considera mas probable una fusién en tandem que el proceso inverso, que implica
una ruptura cromosémica y la formacidn de novo de un centromero funcional. Mediante la
comparacion de los cariogramas se hallé una correspondencia entre varios pares
cromosdmicos en base al nimero, la morfologia y el tamafio de los cromosomas y los brazos
cromosoémicos, los cuales, aplicando un criterio de maxima parsimonia, tendrian un origen
comun, es decir, serian homedlogos. Sin embargo, dado que los cariogramas fueron obtenidos
por tincién uniforme, el establecimiento de homologias entre cromosomas y brazos deberia
ser corroborado aplicando técnicas de mayor resolucién, como bandeo G o pintado

cromosoémico.
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Figura 37. Red de transformaciones cromosdmicas minimas entre los cariomorfos del grupo Corrientes.
Cada nodo representa un cariomorfo distinto en el que figuran los valores de 2n (arriba) y NF (abajo). En
cada cariomorfo postulado como derivado se esquematizan los pares (distinguiendo seguin sean
monobraquiados o bibraquiados) que habrian surgido como novedad evolutiva. Cuando se postulan
fisiones se indica entre paréntesis el par bibraquiado candidato a sufrir la fision. Los nodos con
perimetro punteado representan cariomorfos hipotéticos, ancestrales o no hallados hasta el momento.
Los nodos con * corresponden a cariomorfos no obtenidos en esta tesis, siendo el 2n=58 NF=84
descripto por Ortells, Contreras y Reig (1990) y los dos restantes descriptos por la Lic. Paola Jablonski

(2011)". El cuadro (abajo a la izquierda) recuenta los reordenamientos postulados.

* Los cariomorfos de las poblaciones de Estancia La Tacuarita, Contreras Cué, Loreto, San
Miguel y San Alonso fueron analizados por la Lic. Paola Jablonski en su tesis de licenciatura (Jablonski
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En consonancia con lo propuesto por Ortells, Contreras y Reig (1990) el cariomorfo
2n=70y NF=84 seria ancestral en el grupo Corrientes, a partir del cual habrian derivado
cariomorfos de nimero diploide decreciente, principalmente originados por fusiones céntricas.
Este cariomorfo posee un par acrocéntrico grande y 5 pares bibraquiados pequefios (Figura 27
y Figura 28). Mediante tres fusiones céntricas se habria originado un cariomorfo de 2n=64, en
el que surgen como novedad evolutiva los pares bibraquiados grandes 1y 3, y el par
submetracéntrico mediano que porta la constriccién secundaria. Estos tres pares son comunes
a los cariomorfos de Santa Rosa y San Roque. El cariomorfo hallado en Santa Rosa derivaria de
este cariomorfo hipotético pero tendria un par telocéntrico adicional posiblemente originado
por la inversion pericéntrica de un par telocéntrico, dando un intermediario con un par
bibraquiado extra, y una fisidon céntrica de este par bibraquiado. Sin embargo, no es posible
descartar la opcién de una ruptura cromosémica y formacién de un centrémero de novo,

aunque sea considerado un reordenamiento poco probable (ver item 4.4.1, en Discusién).

Adicionalmente el cariomorfo hallado en Santa Rosa habria sufrido variaciones en el
NF debido a la adicién de brazos cortos (Figura 29). Las adiciones/deleciones de brazos enteros
heterocromaticos han sido descriptas en estado polimdrfico, politipico y entre especies en
numerosos géneros de roedores, tales como Otomys (Engelbrecht et al 2011), Thomomys
(Patton y Sherwood 1982), y los géneros africanos Arvicanthis, Acomys y Mastomys
(Volobouev et al 2002). El caso mas extraordinario se da en Peromyscus, género en el que
todas las especies poseen 2n=48, mientras que el NF varia entre 52 y 92, debido a la adicién de

brazos heterocromaticos e inversiones pericéntricas (Romanenko y Volobouev 2012).

Si en el cariomorfo hipotético 2n=64 y NF=84 se hubiese producido una fusion céntrica
se originaria un cariomorfo de 2n=62 como el hallado en San Roque, en el cual el par
bibraquiado novedoso seria el cuarto en tamafio (Figura 30). Este cariomorfo difiere en tres
fusiones céntricas del 2n=56 hallado en la poblacién de Chavarria (Figura 31). Los pares
bibraquiados submetacéntricos 4y 5y el acrocéntrico 7 serian los posibles resultantes de esas

fusiones.

2011). Los datos de dicha tesis que se presentan en este trabajo con el acuerdo explicito de la Lic. Paola

Jablonski (autora), el Dr. Pablo Rebagliati (director) y mio (director asistente).
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A partir del cariomorfo 2n=56 NF=84 se abren dos vias posibles. Una daria origen,
mediante una fisidn céntrica del tercer par, a un cariomorfo de 2n=58 como aquél hallado por
Ortells, Contreras y Reig (1990) en la poblacién de Mburucuya (Figura 38). Si bien unared en la
que el cariomorfo 2n=58 precediera al 2n=56 implicaria menos pasos, el andlisis detallado de
los pares cromosdmicos que difieren entre estos cariomorfos y los de 2n menores permiten
volcarse hacia una hipétesis de fisidon céntrica. El tercer par bibraquiado, presente en todos los
cariomorfos de 2n<70 y NF=84 (Figuras 30 a 34), esta ausente en el cariomorfo 2n=58 (Figura
38), ya que habria sufrido la fision céntrica postulada. Entonces en cualquiera de los nodos
posibles en que se ubicara este cariomorfo, habria que postular una fisién céntrica, y un
concomitante aumento del 2n, resultando menos costoso insertarlo como derivado del 2n=586,
y originado por un Unico reordenamiento. En la otra via, mediante una fusion céntrica en el
cariomorfo 2n=56 se originaria un cariomorfo de 2n=54 como el hallado en la poblacién de
Saladas centro (Figura 32), donde el par novedoso seria el cuarto o el quinto (ambos son

submetacéntricos de tamafio y morfologia indistinguible por tincion uniforme).
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Figura 38. Cariomorfo 2n=58 NF=84 de un macho de la poblacién de Mburucuya, obtenido por Ortells,
Contreras y Reig (1990). Los grupos del complemento autosdmico se dividen en bibraquiados (arriba) y
monobraquiados (abajo). El par sexual se muestra a la derecha. Se incluye una barra correspondiente a
10 um. Los cromosomas fueron ordenados de forma andloga al resto de los cariomorfos presentados en

esta tesis para facilitar la comparacion.

El cariomorfo 2n=54 NF=84 sufriria una fusidn céntrica que resulta en un cariomorfo

hipotético de 2n=52. No hemos hallado este cariomorfo, pero Ortells, Contreras y Reig (1990)
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remiten a un cariomorfo de 53 cromosomas hallado en Yataiti-Calle que salvo por una fusidn
en heterocigosis resulta indistinguible del de Saladas centro, que representaria el cariomorfo
intermedio entre el de 54 y 52 cromosomas, en el que se habria originado el quinto par
bibraquiado. En esta tesis se encontrd un cariomorfo que coincidiria con el hipotético de 52
cromosomas, pero es portador de una fusién adicional en heterocigosis. El 2n=51 hallado en la
poblacién de Saladas sur tendria como novedad evolutiva un cromosoma bibraquiado que se
ubica en el cuarto par (Figura 33). Cuando la fusion se encuentra en homocigosis se origina un

cariomorfo de 2n=50 y NF=84 como el hallado en Goya (Figura 34).

A partir del cariomorfo de 2n=50 y NF=84 se abren dos vias en la red que resultan en
cariomorfos de NF diferente, y probablemente constituyan linajes evolutivos independientes.
Aungue, como se menciond, son necesarias técnicas de bandeo para establecer con certeza el
tipo de reordenamiento, es muy sugestiva la correspondencia entre los pares bibraquiados del
cariomorfo 2n=50 NF=84 hallado en Goya y el cariomorfo 2n=44 y NF=78 hallado en San
Alonso. La diferencia se produciria por la fusidén en tdndem de tres pares telocéntricos
pequefios con cromosomas bibraquiados mayores (Figura 34 y Figura 25). Este resulta el
reordenamiento mas verosimil para explicar la ausencia de 3 pares telocéntricos en el
cariomorfo 2n=44 y NF=78, pero al tratarse de cariogramas de cromosomas tefidos
uniformemente es imposible identificar los cromosomas blanco de las fusiones en tdndem. Si
bien son raras, se han descripto fusiones en tdndem en varios 6rdenes de mamiferos, entre
ellos, Cetartiodactyla (Chi et al 2005; Rubes et al 2008; Ropiquet et al 2010; Cernohorska et a/
2011), Carnivora (Nash et al 2001), Chiroptera (Owen y Baker 2001) y Rodentia (Dobigny et al
2005; Swier et al 2009; Ventura et al 2009; Kovalskaya et al 2011). Como se menciond (ver
item 1.5.4, en Introduccion), también este reordenamiento ha sido descripto en Ctenomys (De
Freitas 1997; Massarini et al 2002). A partir del cariomorfo 2n=44 NF=78 , mediante la fisién
del tercer par bibraquiado se originarian los cariomorfos 2n=45 y 46 como los hallados en la
poblacién de Paraje Caiman (Figura 23 y Figura 24). También a partir del cariomorfo 2n=44
NF=78, pero mediado por una fusién en tdndem de un par telocéntrico pequefio, se originaria
un cariomorfo de 42 cromosomas y 76 brazos, como el hallado en las poblaciones de Curuzu
Laurel, Estancia La Tacuarita, Contreras Cué y Loreto. Este cariomorfo, a su vez, se diferenciaria
del 2n=44 NF=76 hallado en San Miguel por una fisién céntrica del tercer par, lo que indicaria
que este reordenamiento podria haber ocurrido al menos 2 veces en los cariomorfos

relacionados con el de San Alonso.
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Volviendo al cariomorfo 2n=50 NF=84, mediante una fisién céntrica del par 11, se
originaria un cariomorfo de 52 cromosomas y 84 brazos. A su vez, si dos cromosomas
telocéntricos sufririeran una fusién en tdndem reduciéndose por igual los nimeros diploide y
fundamental, se originaria el cariomorfo 2n=48 NF=80, hallado en la poblacién de Estancia San
Luis. Sin embargo, la morfologia de los cromosomas de este cariomorfo presenta algunas
diferencias que dificultan su correspondencia par a par con el cariomorfo 2n=50 NF=84. El
caracter divergente de este cariomoromfo sugeriria nuevamente, que se trata de un linaje de
evolucion independente que ha acumulado un mayor nimero de modificaciones

cromosdmicas, probablemente debido al surgimiento de barreras reproductivas.

Analizando globalmente la red de transformaciones cromosdmicas minimas postulada,
los reordenamientos cromosdmicos mas frecuentes resultaron ser las fusiones/fisiones
céntricas - 16 en total-, responsables de la mayor parte de la variacién en el 2n, seguidas por
las fusiones en tandem, unas 6 totales, que serian las responsables mayoritarias del cambio en

el NF.

4.4.1 La formacion de centromeros de novo: un fendmeno frecuente que podria ser la

causa de cambios en numero fundamental en el grupo Corrientes

En la red de transformaciones cromosdmicas propuesta se consideré mas probable,
por un lado, una inversién pericéntrica y una fisién frente a una ruptura cromosémica seguida
de la formacion de un centrémero de novo, y por el otro, varias fusiones en tdandem frente a un
proceso en sentido inverso que implicaria nuevamente ruptura cromosdmicay el rescate de
un fragmento acéntrico mediante la activacion de un centrémero de novo. Sin embargo, es
conveniente discutir si la baja probabilidad del surgimiento de nuevos centromeros se debe a
que realmente estos reordenamientos ocurren con una baja frecuencia o si, en cambio, se los
subestima por ser fendmenos poco estudiados (y atin poco comprendidos), tanto los procesos

involucrados en su evolucidn como su interpretacién en el contexto evolutivo de los linajes.

La frecuencia de aparicién de CEN (ver item 1.5.1.1, en Introduccién) es relativamente
alta en mamiferos y podria considerarse un fenémeno equiparable a los reordenamientos mas
comunmente postulados, como las inversiones, fusiones, fisiones y translocaciones. En
Macaca mulatta 9 de un total de 20 centrdmeros autosdmicos mostraron ser novedades
evolutivas, surgidas en un periodo de aproximadamente 14 MA (Ventura et al 2007). En
humanos, seis centrémeros son evolutivamente novedosos, tres por reposicionamiento, y tres

surgidos a partir de una fisidn no céntrica (Rocchi et al 2011). En équidos, la ocurrencia de CEN
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ha sido notable. La cebra y el burro divergieron hace 0,9 MA, mientras que su ancestro comun
divergio del caballo alrededor de 2MA. Ocho eventos de reposicionamiento centromérico
ocurrieron en la evolucion de este género. Sorprendentemente, al menos cinco casos
ocurrieron en el burro luego de su divergencia de la cebra (Rocchi et al 2011 y referencias alli
citadas). El cromosoma 9 de orangutanes presenta un polimorfismo que ha sido interpretado
como una translocacién intracromosdmica de un segmento conteniendo al centrémero, o una
inversidn paracéntrica, pero mas tarde se comprobd que este polimorfismo se debe a un CEN,

surgido entre 15y 1 MA (Locke et al 2011; Kalitsis y Choo 2012).

A medida que se conoce mas sobre los procesos de formacion de centrémeros de novo
y de la alta frecuencia con la que ocurririan estos reordenamientos a lo largo de los linajes,
aumenta nuestra idea de plasticidad gendmica. Paradédjicamente, el centromero evoluciona
rapidamente en los niveles nucleotidico y proteico, a pesar de que su rol es esencial en la
correcta herencia del ADN en eucariotas. Los factores genéticos y el epigenéticos pueden
alternar entre causas y efectos de la formacién de centromeros de novo. Una estructura de
evolucion rapida y gran plasticidad podria estar jugando un rol no menor en la evolucion
cromosdmica en el grupo Corrientes e incluso en otros linajes de Ctenomys, donde se observan
cambios en NF y en la morfologia de los cromosomas. Para tener un panorama de la evolucion
centromeérica en este grupo seria necesario realizar mapeos por pintado cromosémico, y poder
determinar el nimero y el orden de los bloques sinténicos, y asi poder ponderar hipdtesis de

reposicionamiento centromérico.

4.5 Un marco filogenético para la evolucion cromosémica

La red de transformaciones minimas permite postular el tipo y sentido en que habrian
ocurrido los reordenamientos cromosdmicos posibles, planteando el camino mas corto que
relacione a los cariomorfos hallados en el grupo Corrientes. En este apartado se volvera sobre
las transformaciones cromosdmicas propuestas, pero “mapeandolas” en la filogenia

mitocondrial obtenida en esta tesis.
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Figura 39. Arbol filogenético obtenido con secuencias parciales de D-loop, cyt-b y COI. A los nodos
internos se les asignd el cariomorfo que supusiera el menor nimero de cambios en las ramas
posteriores y las transformaciones cromosdmicas fueron “mapeadas” en las ramas internas o en los
terminales indicando tipo y nimero. Los nodos terminales muestran el 2n/NF de los cariomorfos

hallados en las distintas poblaciones del grupo Corrientes.

Inicialmente se asignaron los valores de 2n y NF a los terminales de los ejemplares
incluidos en la filogenia. Se prosiguio fijando un cariomorfo 2n=70 NF=84 en el nodo comun a
C. pearsoni + grupo Corrientes. La hipdtesis de un cariomorfo 2n=70 NF=84 ancestral a ambos
grupos se apoya en el hecho de que este cariomorfo ocurre en ambos linajes, y son
indistinguibles por técnicas de bandeo (Garcia et al 2000b). El cariomorfo 2n=70 NF=84 resulta
parafilético y basal en ambos grupos, Corrientes y C. pearsoni (Tomasco y Lessa 2007 y esta
tesis). A partir de este cariomorfo el nimero diploide habria sufrido mayoritariamente
reducciones mediante fusiones céntricas, y reducciones en el NF y del 2n simultdneamente
mediadas por fusiones en tdndem.
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En el grupo que diverge del nodo C habrian ocurrido principalmente fusiones céntricas
(Figura 39). Sin embargo, acorde con lo propuesto en la seccién anterior (ver item 4.4, en
Discusion), en el linaje que conduce al cariomorfo de Santa Rosa habria ocurrido una inversion
pericéntrica seguida de una fisién céntrica originando el cariomorfo 2n=66 NF=86, asi como el
agregado de brazos cromosdmicos generando un NF>86. Ademas de fusiones céntricas, en el
linaje que conduce al cariomorfo de 48 cromosomas y 80 brazos hallado en Estancia San Luis,
un par cromosémico habria sufrido una fisidn céntrica y los productos de esta fision habrian

intervenido en fusiones en tandem con cromosomas bibraquiados de mayor tamanio.

En el grupo de poblaciones situadas en las proximidades de los Esteros del Iberd
(Figura 39, nodo D) habrian ocurrido principalmente fusiones en tdndem, lo que explica la
variacion del NF en el grupo. Adicionalmente, habrian ocurrido fisiones céntricas, ambas
involucrando al tercer par bibraquiado (Figura 37), por lo que este seria un reordenamiento
recurrente. Estos reordenamientos habrian ocurrido si se supone un cariomorfo ancestral de
2n=44 NF=78 en este grupo. Seria mds probable que el NF haya disminuido via fusiones en
tdndem, pues si se propusiera como ancestral un cariomorfo de NF=76 deberia postularse al
menos un evento de ruptura y formacion de centrémeros de novo para explicar el origen de
los cariomorfos de NF=78 (pero ver item 4.4.1, en Discusidn, donde se trata la frecuencia de la
formacién de neocentromeros y CEN). La resolucién mas parsimoniosa de la posicién ambigua
de los haplotipos de San Miguel en la filogenia (Figura 20) seria que San Miguel y Loreto
formaran un grupo reciprocamente monofilético con respecto a San Alonso y Paraje Caiman. Si
esta fuera la relacién entre las cuatro poblaciones, entonces la fusidon en tdndem postulada en
las ramas de San Miguel y Loreto seria la misma, y el cariomorfo ancestral seria el de 2n=42

NF=76, mientras que el de San Miguel seria derivado, mediante una fisién céntrica.

El cariomorfo hallado en Curuzu Laurel resultd indistinguible de los restantes
cariomorfos de 2n=42 NF=76 , y esta poblacién resulté relacionada a otras dentro del nodo D,
tanto en andlisis basados en microsatélites como en D-loop (Mirol et al 2010; Gdmez
Fernandez, Gaggiotti y Mirol 2012)(Figura 17), por lo que es probable que Curuzu Laurel
pertenezca a este grupo. Una razdn posible de su posicion incierta en la filogenia podria ser
gue no exista en el conjunto de datos un numero suficiente de caracteres informativos para
resolver su relacién con los linajes derivados del nodo D. Asumiendo que el linaje de Curuzu

Laurel también pertenece a este grupo, el cariomorfo de 42 cromosomas y 76 brazos se habria
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originado al menos en tres ramas independientes mediante una fusion en tdndem, a partir del

2n=44 NF=78.

En el grupo de divergencia mas basal en el arbol (nodo E, Figura 39) habrian ocurrido
exclusivamente fusiones céntricas. El NF se mantiene constante a lo largo de los linajes de este

grupo, mientras que el 2n sufrié Unicamente reducciones.

Como ya se argumento, el cariomorfo 2n=70 NF=84 es candidato representar el estado
del ancestro comun al grupo Corrientes, basado en su condicidn polifilética y basal en los
clados que divergen del nodo mas profundo en la filogenia del grupo (nodo A, Figura 20), y la
separacion en dos clusters de los nucleos norte y sur de poblaciones de este cariomorfo.
Ademas, la distancia geografica, mayor a 338 km, entre estos grupos de poblaciones permite
descartar una hipdtesis de flujo génico que explique la conservacidn de la homogeneidad

cromosOmica entre ellas.

En relacidn a la variabilidad cromosdmica y los limites de grupos se encontraron tres

patrones principales:

1. un conjunto de cariomorfos muy relacionados hallados exclusivamente en un grupo
monofilético, en contraste con los cariomorfos especificos de especie hallados en el resto de

Ctenomys. El ejemplo de este patrén son las poblaciones proximas a los Esteros del Ibera.

2. un cariomorfo muy diferenciado exclusivo de un linaje. Este es el caso de Estancia

San Luis.

3. La presencia del mismo cariomorfo compartido por linajes polifiléticos. Este es el
caso de los linajes de las poblaciones de Paraje Angostura y Mbarigii, por un lado, y Paraje

Sarandicito por el otro.

Exceptuando al linaje de Estancia San Luis, los cariomorfos hallados en los demas
miembros del clado Cy los del clado F (Figura 39) tendrian cariomorfos posiblemente
relacionados, ya sea por hibridacidn o por paralelismos, y no se encuadran en ninguno de los

patrones antes mencionados.

Un total de 57 fusiones céntricas habrian ocurrido en el linaje de Corrientes, 12
fusiones en tandem, 5 fisiones céntricas, 1 inversion pericéntrica y 1 evento de adicion de

brazos que habria ocurrido varias veces pero quedaria restringido a un Unico linaje. Este

139



Discusion

numero de reordenamientos es mayor al postulado en la red de transformaciones minimas
(ver item 4.4, en Discusion) lo que indicaria que muchos reordenamientos habrian ocurrido en
forma paralela en ramas diferentes. Por ejemplo, los cariomorfos 2n=51 NF=84 y 2n=50 NF=84
hallados en Saladas Sur y Goya, respectivamente, en la red estarian separados por un paso
mutacional, o ninguno, si se considera que en la poblacién donde se hallé al heterocigota es
posible encontrar un homocigota para la fusion (Figura 37). Sin embargo los haplotipos
mitocondriales de estos individuos pertenecen a grupos de divergencia muy profunda en la
filogenia (Figura 39). Este hecho obliga a postular, tomando como referencia al cariomorfo
ancestral hipotético de 70 cromosomas, la ocurrencia de 10 fusiones céntricas paralelamente
en ambos linajes. Un cariomorfo hipotético de 50 cromosomas también seria ancestral al de
Estancia San Luis, y al de las poblaciones proximas a los Esteros del Iberd, por lo que las 10
fusiones que originarian al 2n=50 NF=84 en total quedarian cuadruplicadas, o, dicho de otro
modo, el 2n 50 se habria originado cuatro veces en la historia de este grupo. La condicidn
parafilética del cariomorfo 2n=42 NF=76, y la hipdtesis de un cariomorfo ancestral de 2n=44y
NF=78 (ver mas arriba), también sugieren la ocurrencia de paralelismos, en este caso de una
fusidn en tandem. Pero independientemente de si se trata o no de paralelismos, dos
reordenamientos con productos inversos, las fusiones y fisiones céntricas no habrian ocurrido
en igual frecuencia, siendo claramente las fusiones el reordenamiento mas comun. Esta
disparidad ha sido hallada en Cetartiodactyla, Perissodactyla, Chiroptera y Rodentia entre
otros linajes de mamiferos, mediante andlisis cladisticos polarizados (Gauthier, Hima y Dobigny

2010y referencias alli citadas).

El patrdn de variabilidad cromosdmica y mitocondrial es contrastante entre el grupo
Corrientes y su linaje hermano, Ctenomys pearsoni. Mientras que en ambos grupos la mayor
parte de las poblaciones posee cariomorfos Unicos, en C. pearsoni los cariomorfos no resultan
reciprocamente monofiléticos (Tomasco y Lessa 2007). Este patrdn es llamativo, dado que los
reordenamientos cromosdmicos son marcadores diploides nucleares, y en caso de tener
heterosis neutra o negativa, tendrian un tiempo de fijacion por deriva 4 o mas veces mayor
que los mitocondriales, por lo que si los cariomorfos estan fijados, es esperable que las
poblaciones sean reciprocamente monofiléticas. Esto llevé a los autores del trabajo a invocar
procesos como la conduccién meidtica, por los que se favoreceria la fijacidn de ciertas
variantes cromosémicas. En el grupo Corrientes, en cambio, la mayor parte de las poblaciones
resulté monofilética, aunque no asi todos los cariomorfos. Si en el grupo Corrientes la filogenia
mitocondrial reflejara la filogenia de organismos, entonces muchos de los reordenamientos
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cromosémicos postulados en este grupo, principalmente fusiones céntricas y fusiones en
tdndem, habrian ocurrido paralelamente en la evolucidn de estos linajes. Este escenario seria
compatible con aquél propuesto por Ortells, Contreras y Reig (1990), en el que a partir de una
distribucidn ancestral del cariomorfo 2n=70 NF=84 se habrian fijado cariomorfos de 2n menor
principalmente mediante reordenamientos robertsonianos de forma estocastica en los
distintos demos. En el mismo sentido, la ubicuidad del cariomorfo 2n=50 NF=84, que habria
ocurrido en los tres linajes principales de la filogenia mitocondrial del grupo Corrientes,
permite suponer que este cariomorfo habria reemplazado al 2n=70 NF=84 en una buena parte
de su distribucidn, y luego habria ocurrido una estructuracién local por lo que cada linaje
habria tenido una evolucion independiente. No obstante, es posible también que en las
poblaciones se hubieran fijado haplotipos mitocondriales aleatoriamente y que su relacidn no
refleje —por lo menos totalmente- la cladogénesis en estos linajes, y que como consecuencia
de este sorting diferencial queden agrupados cariomorfos que no estuvieran relacionados

historicamente.

En la siguiente seccidn se integraran los agrupamientos sugeridos por la filogenia
mitocondrial, los analisis con microsatélites (Mirol et al 2010; Gomez Fernandez, Gaggiottiy
Mirol 2012) y los grupos de afinidad cromosdmica segun su cercania en la red de
transformaciones minimas de los tuco-tucos del grupo Corrientes y se ponderaran, en este

contexto, las hipdtesis de sorting e hibridacién.

4.6 Nuevamente, ésorting o hibridacion? ¢De cariomorfos, de haplotipos mitocondriales, o
de ambos?

Como se discutiera mas arriba, la sefal filogenética de un marcador puede ser borrada
tanto por procesos de hibridacion/introgresién como por sorting diferencial. Pero ¢cémo
distinguir entre la ocurrencia de sorting diferencial o hibridacién/introgresién si ambos
fendmenos pueden generar incongruencias entre marcadores de distinto tipo de herencia?

Para este fin, ademas de una filogenia de marcadores nucleares y/o del cromosoma Y, deben

ser consideradas las caracteristicas biolégicas del grupo de organismos en cuestion.

La vagilidad de los organismos es un factor fundamental a considerar en
establecimiento de hipétesis de flujo génico. En Ctenomys, en las especies en las que las

hembras son marcadamente filopatricas (ver item 1.1.4, en Introduccidn, pero ver también
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trabajo de Mora, Kittlein y Mapelli 2012 ), se puede considerar muy poco probable el flujo
génico entre haplogrupos mitocondriales. Entonces, con una mayor probabilidad, el sorting
incompleto y/o diferencial seria el fendémeno que podria afectar la sefal filogenética de
marcadores mitocondriales. Existen muchos ejemplos en la literatura en los que las relaciones
filogenéticas entre los taxones han sido borradas por sorting diferencial, entre ellos en el ratén
domeéstico (Geraldes et al 2008), en lagartijas (Pinho, Harris y Ferrand 2008), y en Thomomys
(Pinho, Harris y Ferrand 2008; Belfiore, Liu y Moritz 2008) el equivalente ecoldgico de los tuco-
tucos en América del Norte. Tosi, Morales y Melnick (2003) arguyen que la consecuencia de la
filopatria en hembras es la monofilia reciproca de las poblaciones, independientemente de si
las especies resultan o no monofiléticas, y advierten, en linea con lo discutido mas arriba (ver
item 4.5, en Discusidn) que este estado puede alcanzarse luego de la fijacién aleatoria de
variantes en las poblaciones, por lo que la filogenia mitocondrial podria mostrar monofilia

poblacional reciproca y aun asi no tener sefial filogenética alguna a nivel de especies.

La compatibilidad cromosdémica es un factor que puede limitar el flujo génico entre
poblaciones. Los reordenamientos robertsonianos podrian actuar como una barrera
reproductiva a partir de un cierto umbral. Baker y Bickham (1986) propusieron un modelo
segun el cual dos poblaciones descendientes de un mismo cariomorfo sufririan una fusion
robertsoniana entre un par cromosémico en comun y un par diferente de manera
independiente (Figura 40). Cada una de las poblaciones podria retrocruzarse con el cariomorfo
ancestral: el hibrido formaria trivalentes en la meiosis, que podrian segregar correctamente en
la mayor parte de los casos. Sin embargo, al cruzarse ambos cariomorfos reordenados el
hibrido producird cuadrivalentes, que tendran una menor probabilidad de segregar
correctamente. Si ocurrieran muchas fusiones independientes en dos cariomorfos
emparentados, los hibridos formaran cuadrivalentes o multivalentes mas complejos que
tendran bajas chances de segregar correctamente, y por lo tanto la fertilidad del hibrido se

veria severamente reducida.
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Figura 40. Fusiones céntricas como fuente de aislamiento reproductivo. El modelo requiere la fijacién de
fusiones que involucren en cada caso un cromosoma diferente, en poblaciones aisladas
geograficamente (cromosomas 1, 2 y 3 en combinaciones diferentes). Tomado de Baker y Bickham

(1986).

Otra causa de la disminucién en la fertilidad de los heterocigotas para fusiones
robertsonianas serian las fallas sindpticas debidas a las asociaciones entre segmentos
autosdmicos no sinaptados con las regiones asinapticas de los cromosomas sexuales (King
1995). En un estudio del comportamiento meidtico en machos de 12 poblaciones del grupo
Corrientes, Lanzone y colaboradores (2007) hallaron que en la meiosis de heterocigotas para
hasta dos fusiones céntricas se producia un correcto apareamiento y sinapsis de los brazos
cromosémicos implicados en las fusiones, mientras que la sinapsis de los cromosomas sexuales
seria completa. Consecuentemente, la segregacion no se veria alterada en estos heterocigotas.
Los autores del trabajo no hallaron heterocigotas para mas de dos fusiones céntricas, mientras
gue en esta tesis y en el trabajo de Ortells, Contreras y Reig (1990) no se hallaron mas que
heterocigotas para un sola fusién. Estos hallazgos tomados en conjunto no entran en
contradiccién con el modelo de Baker y Bickham (1986), pero establecen que cariomorfos que

difieran en dos, pero no mas, fusiones céntricas serian interfértiles.
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Las fusiones en tdndem tendrian efectos heterdticos negativos. En la meiosis del
hibrido natural entre dos especies de saltamontes del género Trimerotropis que difieren en
una fusién en tdndem entre dos cromosomas telocéntricos, John y Weissman (1977)
encontraron que regularmente uno de los telocéntricos provenientes del progenitor no
fusionado fallaba en el apareamiento con el cromosoma reordenado y quedaba rezagado en la
meiosis, impidiendo la citocinesis, y produciendo mayoritariamente gametas inviables. En
mamiferos se comprobd la esterilidad de los heterocigotas para fusiones en tandem en
experimentos de cruzamientos controlados en muridos africanos del género Otomys (Pillay,
Willan y Meester 1992; Pillay, Willan y Meester 1995; Taylor 2000), asi como en la especie de
antilopes Madoqua kirkii (Ryder et al 1989; Cernohorska et al 2011). Las 5 especies y 2 formas
descriptas del género de roedores Taterillus del oeste de Africa difieren al menos por una, y
hasta ocho, fusiones en tdndem (ademas de fusiones robertsonianas). Todos los cruzamientos
hibridos realizados originan individuos estériles, indicando que estos linajes son
independientes debido a las configuraciones meidticas complejas que se producirian en los
hibridos (Dobigny et al 2005). Con excepcién de dos casos, el del murciélago Uroderma
bilobatum (aunque el reordenamiento propuesto no se ha corroborado por técnicas de
bandeo), y del ratén del abedul Sicista (Kovalskaya et al 2011) en todos los linajes de
mamiferos descriptos, las fusiones en tandem se hallaron fijadas (Dobigny et al 2005).
Tomadas en conjunto estas observaciones sugieren que las fusiones en tandem (1) son
fuertemente deletéreas para un portador heterocigota, y que (2) cuando ocurren y alcanzan la
homocigosis probablemente promuevan el aislamiento reproductivo de forma casi instantanea
del citotipo naciente. Si esto de hecho ocurre, la presencia de homocigotas para fusiones
puede llevar a una extincion instantanea o al establecimiento de un linaje evolutivo
independiente, en un modo "todo o nada" (Dobigny et al 2005). En Ctenomys no se han
ensayado cruzamientos entre cariomorfos que difieran en fusiones en tandem. Los
cruzamientos entre cariomorfos que difieran en fusiones de este tipo o en fusiones céntricas
representarian una linea experimental fértil para corroborar si estos reordenamientos

efectivamente conducen al aislamiento reproductivo en el grupo Corrientes.

En los modelos clasicos de aislamiento reproductivo (y de especiacién cromosémica),
las inversiones pericéntricas han sido histéricamente postuladas como un reordenamiento
capaz de actuar como barrera al flujo génico dado que los heterocariomofos serian
parcialmente infértiles. Teéricamente, la mitad de las gametas recombinantes para la zona del
reordenamiento (tales que en la meiosis haya ocurrido un quiasma dentro de la region
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invertida) serian desbalanceadas, y sélo serian viables las gametas no recombinantes (Faria y
Navarro 2010). El problema que debia sortear esta clase de modelos fue la lamada paradoja
de la subdominancia (Rieseberg 2001): resulta muy poco probable que los reordenamientos
fuertemente subdominantes, necesarios para constituirse como barrera al flujo génico
reduciendo la aptitud de los hibridos, se fijen en una poblacion por deriva, excepto en casos en
los que el tamano poblacional fuera extremadamente bajo (n<50). Mas recientemente, se ha
propuesto una profusa variedad de nuevos modelos que ponen el énfasis yano en la
esterilidad parcial o total del hibrido, sino en la supresion de la recombinacidn que estos
reordenamientos producen. Los genes localizados en las regiones invertidas evolucionaran en
bloque en cariomorfos reordenados, mientras que los genes en regiones co-lineales
recombinarian libremente (Faria y Navarro 2010; Jackson 2011). Esto conduciria a la fijacidn de
alelos adaptativos de manera independiente en las regiones no recombinantes, lo que podria
producir incompatibilidades alélicas en el hibrido. Estas incompatibilidades se podrian
manifestar en fases del desarrollo del hibrido distintas de la meiosis, reduciendo el fitness del
portador. No obstante, estos modelos no rechazan la reduccién en la fertilidad del hibrido
ocasionada por fallas meidticas, mas bien funcionan como una explicacién auxiliar en casos en
los que las fallas meidticas no fueran una explicacidn suficiente. Ya sea actuando cualquiera de
los procesos, existe un amplio acuerdo en que las inversiones pericéntricas representan una

potencial barrera al flujo génico.

La variacion en NF por adicidn de brazos heterocromaticos no constituiria un factor de
aislamiento reproductivo (Engelbrecht et al 2011; Romanenko y Volobouev 2012). Aunque no
fuera postulada en la red de transformaciones cromosdémicas propuestas, el
reposicionamiento centromérico no constituiria una barrera al flujo génico, siempre que exista
solo un centrémero funcional por cromosoma. Respecto de este tipo de reordenamiento se
han descripto polimorfismos en poblaciones, y portadores heterocigotas sin reduccién de
fertilidad en humanos, orangutanes y monos ardilla, entre otros mamiferos (Rocchi et a/ 2011).
Sin embargo, en el grupo Corrientes, la hipétesis alternativa a las fusiones en tdndem no serian
reposicionamientos centromeéricos, sino fisiones no céntricas seguidas de formacién de nuevos
centrémeros. Y en ese caso, la meiosis del hibrido entre cariomorfos que difieran en este
reordenamiento se veria afectada de la misma forma (ver mas arriba), independientemente de
si el reordenamiento ocurrid en el sentido fusiéon en tandem, o en el sentido fisidén no céntrica

+ formacion de centrémero de novo.
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La mayor incongruencia entre los agrupamientos que propone la filogenia basada en
marcadores mitocondriales y los clusters generados en base a microsatélites nucleares yace en
los clusters que agrupan las poblaciones de Colonia 3 de Abril, Rincdn de Ambrosio, Saladas
centro y Saladas Sur por un lado, y las poblaciones de Goya, Chavarria, Santa Rosa y San
Roque, por otro (ver item 4.3, en Discusion). La ocurrencia de flujo génico entre estas
poblaciones podria ser postulada como hipdtesis nula, y en caso de rechazarse se podria
invocar sorting como hipédtesis alternativa. Para descartar la hipétesis de flujo génico se podria
ponderar la distancia entre las poblaciones y compararla con la dispersion de los individuos de
ambas poblaciones, pero en ausencia de una escala temporal, cualquier distancia seria
potencialmente posible de recorrer. Un dato critico es analizar si estos cariomorfos son
potencialmente compatibles. Las poblaciones de Colonia 3 de Abril, Rincon de Ambrosio,
Saladas centro, Saladas Sur tienen cariomorfos en el rango de 2n=50-54 y NF=84. Estas
diferencias cromosémicas sumarian hasta dos fusiones céntricas, por lo que, tomando como
antecedente el trabajo de Lanzone y colaboradores (2007), no alterarian la meiosis de los
heterocariomorfos. En cambio, las poblaciones de Goya, Chavarria, San Roque, con
cariomorfos de 2n=50, 56,62 y NF=84, difieren en al menos tres fusiones céntricas, lo cual
podria alterar el correcto apareamiento y migracién de los cromosomas. De cualquier manera,
podrian existir o haber existido poblaciones no muestreadas con cariomorfos intermedios que
representaran una solucién de continuidad, el flujo génico no estaria impedido. En el caso de
Santa Rosa, si las inversiones y fusiones en tdndem propuestas para el origen del cariomorfo
hubieran ocurrido luego del flujo génico entre ellas, podria también ser verosimil el flujo
génico con las demas poblaciones de su cluster (aunque dada la gran cantidad de supuestos

necesarios, esta hipédtesis seria poco probable).

Si las discrepancias entre los clusters basados en microsatélites y la filogenia
mitocondrial se debieran al sorting diferencial de haplotipos mitocondriales, dada la
separacion que los haplotipos de estas poblaciones tienen en el arbol, la explicacion mas
plausible seria que la mayor parte de la variabilidad mitocondrial ya existia en el ancestro
comun al grupo Corrientes, y que las distintas variantes fueron fijadas por azar en los
diferentes demos. Si la hipdtesis de sorting fuera cierta para todos los linajes, entonces el arbol
no guardaria sefal filogenética alguna, pero esto resulta poco probable debido a las
congruencias halladas entre el arbol mitocondrial, los caracteres cromosémicos y los

marcadores microsatélite nucleares.
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En el trabajo de Gémez Fernandez, Gaggiotti y Mirol (2012) quedan agrupados en un
cluster las poblaciones de Santa Rosa (2n=66 NF=86-94) y San Miguel (2n=44 NF=76), y los
autores sugieren que esta seria una evidencia de flujo génico entre cariomorfos muy
divergentes. Estos resultados entran en contradiccion con los agrupamientos por
microsatélites que obtuvieran algunos de los autores de este trabajo (Mirol et al 2010) en los
gue San Miguel forma un cluster Unicamente con otras poblaciones en las proximidades de los
Esteros del Ibera (en coincidencia con la filogenia mitocondrial y la afinidad de cariomorfos del
presente trabajo), y Santa Rosa queda agrupada con San Roque, Chavarria y Goya
(poblaciones con cariomorfos mas afines). Seria necesario realizar una filogenia de marcadores
nucleares para descartar la hipétesis de flujo génico entre Santa Rosa y San Miguel, aunque
por la disimilitud entre sus cariomorfos resulta muy poco probable, ya que un hibrido entre
estos cariomorfos seria heterocigota para fusiones en tandem e inversiones, ademas de

numerosas fusiones céntricas.

4.7 El status taxonémico de los miembros del grupo Corrientes

Las tres especies nominales del grupo Corrientes, C. dorbignyi, C. perrensiy C. roigi, se
caracterizan por la homogeneidad cariotipica de sus poblaciones, criterio adoptado por los
autores que estudiaron inicialmente algunas formas del grupo para la delimitacion
taxondmica. En ausencia de un marco filogenético, las poblaciones fueron histéricamente
agrupadas primero por similitud morfolégica y mas tarde por homogeneidad cariotipica
(Contreras y Scolaro 1986). Entre las caracteristicas morfoldgicas se comparaban patrones
osteométricos, osteograficos, baculares (del hueso peneano) y del pelaje de los organismos
estudiados. Asi Contreras y Scolaro (1986) describirian cuatro nucleos de poblaciones de C.
dorbignyi en Corrientes: uno al norte (Mbarigiii y Paraje Angostura), uno al sur (Paraje
Sarandicito y poblaciones cercanas), uno al este (Contreras Cué) y uno en el centro
(Mburucuya y Loma Alta). Contreras y colaboradores (1985) describirian 39 poblaciones en las
que ocurriria C. perrensi, en una amplia distribucion que ocuparia el 7,5/ de la superficie de la
provincia de Corrientes, desde el suroeste de la provincia (Goya en el extremo), pasando por el
centro y alcanzando las poblaciones de Loreto, San Miguel y Curuzu Laurel. En 1988 Contreras
describiria por primera vez a C. roigi, asignando localidad de Empedrado como topotipo y una
distribucion restringida, de unos 50 km? (Contreras 1988). Posteriormente, a partir del trabajo

de Ortells, Contreras y Reig (1990) Unicamente mantendrian el status de especie aquellas
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poblaciones que tuvieran el mismo cariomorfo que la localidad tipo, quedando como
definitivas las poblaciones referidas en la introduccidn (ver item 1.1.6, en Introduccidn). El
resto de poblaciones fueron incluidas en el grupo indeterminado, Ctenomys sp. (también
referido como "complejo perrensi"), todas con cariomorfos distintos de las especies

nominales.

Tomando en consideracién simultdneamente los datos de morfologia y nimero
cromosémico, asi como la filogenia mitocondrial aportados en esta tesis, y teniendo en cuenta
los agrupamientos por clusters microsatélites obtenidos por Mirol (2010), Gomez Fernandez
(2012) y respectivos colaboradores, se puede reanalizar en un marco ampliado el status
taxondmico del grupo Corrientes. Los nuevos grupos taxondmicos propuestos se esquematizan

en la Figura 41.

El grupo que diverge del nodo F en la filogenia (Figura 20), con altos valores de apoyo,
incluye a las poblaciones de Goya, Rincén de Ambrosio y Colonia 3 de Abril, actualmente
asociadas a C. perrensi, y a la poblacidn de Chavarria. Para considerar a C. perrensi como grupo
natural seria necesario incluir a Chavarria en esta entidad. Desde un punto de vista
cromosémico estas poblaciones podrian ser interfértiles suponiendo que existen o existieron
cariomorfos intermedios no han sido muestreados en la distribucién aledafia a estas
poblaciones o que las tres fusiones hipotéticas que separan a estos cariomorfos no
funcionaran como barrera reproductiva (ver item 4.6, en Discusion). Adoptando un criterio
cauteloso y considerando el nimero y el tipo de diferencias cromosdmicas, se puede
proponer a perrensi como grupo natural, que incluiria una o a lo sumo dos especies. Los
analisis de microsatélites separan a estas poblaciones en clusters diferentes sugiriendo que
habria habido algun nivel de flujo génico entre este grupo y las poblaciones de nodo C (Figura

20).

Los nucleos norte y sur de la distribucidn de C. dorbignyi, los Unicos con 2n=70 NF=84,
resultaron polifiléticos en la filogenia mitocondrial. Los haplotipos de la poblacién de Paraje
Sarandicito resultaron basales al grupo de poblaciones relacionadas con C. perrensi, mientras
que el haplotipo hallado en las poblaciones del norte cae en la politomia comun a los restantes
grupos (Figura 20). Para considerar C. dorbignyi un grupo natural, esta especie debe
restringirse a las localidades del norte: Mbarigtii (que retendria el nombre por ser la localidad
tipo) y Paraje Angostura. A favor de esta redefinicidon del taxdn esta el agrupamiento en
clusters diferentes por microsatélites de ambos nucleos poblacionales. El linaje de Paraje
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Sarandicito deberia tener otra denominacion, y la afinidad cromosémica con C. dorbignyi
representaria un estado plesiomdrfico, lo cual pone en evidencia que los rasgos cromosémicos
pueden no ser diagndsticos de especies en todos los casos, y la importancia de las filogenias
basadas en caracteres moleculares y morfoldgicos, ademads de los rasgos ecoldgicos vy

comportamentales.

Las poblaciones adscriptas a C. roigi, tanto la topotipica de Costa Mansiéon como
Arroyo Pehuajo, ambas caracterizadas por un cariomorfo de 2n=48 y NF=80 quedan agrupadas
en un Unico cluster de microsatélites junto con la recientemente descripta Estancia San Luis. En
esta tesis se describid el cariomorfo de esta ultima poblacién, que resultd indistinguible del
cariotipo de C. roigi (Ortells, Contreras y Reig 1990). En la filogenia mitocondrial unicamente se
incluyeron haplotipos de Estancia San Luis, que resultaron monofiléticos. Adicionalmente, en
el trabajo de Gomez Fernandez, Gaggiotti y Mirol (2012) se hallaron dos haplotipos
mitocondriales en esta poblacidon que resultaron idénticos a los de Arroyo Pehuajo, reforzando

el caracter homogéneo del taxdn C. roigi.

Un cuarto taxdn podria ser definido a la luz de la filogenia mitocondrial, la marcada
semejanza entre los cariomorfos que lo integran y los agrupamientos por microsatélites: el
grupo iberd. Este grupo incluye a las poblaciones de San Miguel, Estancia La Tacuarita, Loreto,
Contreras Cué, San Alonso, Paraje Caiman y Curuzu Laurel. Con excepcidn de esta ultima, todas
forman un grupo monofilético en la filogenia (Figura 20). Sin embargo, como se dijo, la
posicién de Curuzu Laurel, cayendo en una politomia comun al grupo iberd, no es incongruente
con su inclusién en el grupo. Probablemente esta posicion indefinida se deba a la falta de
resolucidn de los caracteres utilizados, lo que alienta a agregar nuevos caracteres a la filogenia.
A favor de su inclusién en el grupo esta el cariomorfo indistinguible de los demas 2n=42, y su
inclusidn en clusters que Unicamente involucran poblaciones de este grupo en analisis con
microsatélites. Ahora bien, se sugiere al grupo iberd como un taxén pero no como una especie
ya que las fusiones en tandem hipotetizadas entre los cariomorfos de NF=76 y NF=78 actuarian

como barreras al flujo génico, pudiendo diferenciarse al menos dos especies.

El linaje de Santa Rosa también puede ser considerado un grupo de evolucion
independiente, debido a que posee un rango de NF exclusivos, y estaria aislado
reproductivamente debido a los reordenamientos que lo separan del resto de cariomorfos del
grupo Corrientes. Las restantes poblaciones que divergen del nodo C (Figura 20), con
excepcion de Santa Rosa y Estancia San Luis, tienen rangos en el 2n que van de 51 a 62
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cromosomas Yy todas tienen NF 84, por lo que se trataria de un complejo de formas

relacionadas, y se propone que conserven la denominacion de Complejo Ctenomys sp.

g Paraguay
JL.

C. dorbignyi

Provincia
de Chaco

| ‘Complejo
Ctenomys sp o"a Brasil

(@ Sarandicito

Provincia de
Entre Rios

Figura 41. Entidades y linajes de evolucion independiente en el Grupo Corrientes, a partir de la
integracion de estudios filogenéticos, cromosdémicos y genético-poblacionales. Quedan definidos al

menos ocho linajes de evolucién independiente en el grupo Corrientes.

4.8 ¢Es aplicable la metodologia del "cédigo de barras del ADN" al grupo Corrientes?
En 2003, Paul Hebert, investigador de la Universidad de Guelph en Ontario, Canada,
propuso el "cédigo de barras del ADN" como un método de identificacién de especies (Hebert,

Cywinska y Ball 2003). El cédigo de barras del ADN es una propuesta metodoldgica de
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aplicaciéon a gran escala en animales para, (i) asignar individuos incognitos a especies, vy (ii)

promover el descubrimiento de nuevas especies.

La metodologia del codigo de barras propone la amplificacidon y secuenciacién de una
region de 648 pb del gen mitocondrial de COl, y su posterior comparaciéon mediante el modelo
de Kimura 2 parametros (K2P), para obtener entonces una medida de las distancias genéticas
de secuencias comparadas de a pares. Estos valores de distancias se utilizarian para
determinar si un individuo incégnito corresponde a una especie conocida, o si por el contrario,

se trata de una nueva especie.

En cuanto a la estandarizacién de un método aplicable a todos los phyla animales,
Hebert, Cywinska y Ball (2003) sefialan que las ventajas de la utilizacidon de un marcador
mitocondrial resultan categdricas: en animales son mas convenientes que los genes nucleares,
por la ausencia de intrones, baja tasa de recombinacion y modo de herencia haploide; existen
cebadores disponibles universales, que amplifican COl en todos los phyla animales; las
inserciones/deleciones son muy poco frecuentes en secuencias codificantes mitocondriales, lo

que facilita un alineamiento inequivoco.

En relacidn a la utilizacion de COIl en lugar de otros loci mitocondriales, las ventajas que
sefialan Hebert, Cywinska y Ball (2003) son: nuevamente cebadores universales que amplifican
en todos los phyla de animales; tendria un mayor rango de sefial filogenética que otros
marcadores (pero Tobe, Kitchener y Linacre (2010), hallaron que, entre los mamiferos, cyt-b
tiene mas sefial y poder discriminatorio que COl); la evoluciéon de este gen es lo
suficientemente rapida como para permitir la discriminacién no sélo de especies
cercanamente emparentadas sino también la de grupos filogeograficos dentro de una misma

especie.

Sin embargo, la utilizacidon de un marcador de herencia uniparental, mediante una
metodologia de distancias genéticas, para establecer los limites de especies ha sido dificil de
aceptar por una buena parte de la comunidad de sistematicos taxdnomos. Por otro lado,
ambas aplicaciones del "cédigo de barras" (asignacidn de ejemplares a especies ya descriptas y
el “descubrimiento” de nuevas especies) requieren un enfoque taxonémico, por lo que
supondrian un muestreo adecuado de la variabilidad dentro de una especie, y la inclusion de
todas las especies descriptas para un género determinado (Moritz y Cicero 2004). Una

diagnosis precisa podra realizarse si se cumple el supuesto de que la variabilidad
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intraespecifica es baja en relacidn a la interespecifica (ver mds adelante). A pesar de haber sido
propuesto (Wiens y Penkrot 2002; Hebert et al 2004), la divergencia en ADN mitocondrial no
deberia ser considerada un criterio primordial para la delimitacidn de especies (Sites y
Marshall 2003). Las limitaciones que posee la utilizacion de marcadores mitocondriales para
inferir limites de especie incluyen fendmenos tales como retencién de polimorfismos
ancestrales, flujo génico mediado por machos, seleccién sobre cualquier nucledtido de la
molécula de ADN mitocondrial (el genoma mitocondrial completo es un grupo de ligamiento),
introgresién e hibridacidn, heteroplasmia y paralogia resultante de la transferencia de copias

IM

de genes mitocondriales al nucleo (Rubinoff, Cameron y Will 2006). El “codigo de barras” ha
sido empleado extensamente en grupos cuya taxonomia era previamente conocida como los
pajaros (Hebert et al 2004), pero como Baker y colaboradores (2009) reconocen, las
limitaciones mencionadas son mayores cuando la taxonomia y la biologia en general del grupo
en cuestion son desconocidas. La discordancia entre la sistematica basada en ADN
mitocondrial, marcadores nucleares, caracteres morfoldgicos, ecolégicos o comportamentales

deberia estimular la revisidon taxondmica de los grupos, pero ninguna de ellas deberia ser un

criterio Unico para la delimitacién de especies.

4.8.1 Sobre los valores umbrales para la delimitacion de especies el establecimiento de

niveles de divergencia inter e intraespecifico

El proyecto de "cédigo de barras" establece que es posible inferir |la diversidad de
especies a partir de la diversidad observada a nivel nucleotidico. Esto no es novedoso, el
concepto genético de especie establece que las distancias genéticas pueden ser utilizadas para
inferir aislamiento reproductivo e independencia evolutiva (Mayden 1997, en Bradley y Baker
2001). El punto critico de este concepto es la determinacién de la magnitud de la variacion
genética requerida para distinguir dos especies putativas, y si esta magnitud es universal para

todos los grupos de organismos.

Los "cddigos de barras" de especies identificadas por métodos externos han sido
usualmente utilizados para determinar la distancia media intra e inter especifica, y asi definir
valores umbrales que indicarian el limite entre especies. La mayor parte de los trabajos en los
que se aplico el "cddigo de barras" han utilizado esta metodologia, ya sea estableciendo un
nivel porcentual de distancia K2P como umbral de distancia intra o interespecifica, o con
umbrales relativos, en los que el umbral era 10 veces la media de la variacién intraespecifica

dentro de un grupo (Hebert et al 2004). Sin embargo, en moluscos (Meyer y Paulay 2005) y en
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anfibios (Vences et al 2005), esta aproximacién produjo solapamientos entre los valores inter e
intraespecificos, y por lo tanto el método no mostrd poder discriminatorio. Hickerson, Meyery
Moritz (2006 y referencias alli citadas) mostraron que el criterio del umbral de 10 veces la
variacién inter versus intraespecifica, fallaba en reconocer linajes de evolucidn independiente
(aislados reproductivamente) en moscas, peces, mariposas, anfibios y erizos de mar. En
muchos de los casos, también este criterio asignaba el status de especie a organismos que no

mostraban ningun grado de aislamiento reproductivo.

En el trabajo seminal de Hebert, Cywinska y Ball (2003) si bien apoyan la utilizacién de
umbrales de distancias genéticas para determinar especies, advierten que dichos umbrales
deberian establecerse empiricamente para cada grupo taxonémico con caracteres propios de
cada grupo de organismos, como el tiempo generacional o el régimen de dispersidn. Es decir
gue el concepto genético de especie no puede ser universalmente aplicado si se desconocen

los niveles de divergencia nucleotidica del grupo de especies en cuestion.

En el citado caso de roedores africanos del género Taterillus (ver item 4.6, en
Discusion), las 4 especies y dos formas, que difieren todas en al menos una fusidon en tandem
(ademas de fusiones robertsonianas), poseen distancias genéticas que entran dentro del rango
de diferenciacién intraespecifico en roedores, segun lo establecido por Bradley y Baker (2001).
Las distancias K2P (x100) de a pares aplicadas a secuencias parciales de cyt-b (796 pb) entre
estas especies y formas dieron valores entre 1,9y 7/ (Dobigny et al 2005). Estas formas son
linajes independientes, todos los cruzamientos hibridos dieron descendencia estéril, y por lo
tanto se trata de especies distintas, indetectables por un criterio de distancias genéticas con

un marcador mitocondrial.

Otra dificultad en el establecimiento de umbrales de distancias genéticas para
delimitar especies reside en las caracteristicas genético-poblacionales de los organismos en
cuestién. Las especies con amplios rangos de distribucion, o los complejos de especies y
formas, como los circulos de razas, tendran taxones en los extremos que podrian superar un
valor umbral determinado, pero si se los comparara con poblaciones adyacentes

probablemente tengan una divergencia mucho menor.

4.8.2 La ultima palabra la tienen los drboles

En la bibliografia abundan las referencias al descubrimiento de numerosas especies

cripticas merced a las metodologias de "cédigo de barras" o analogas que se basan en el
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concepto genético de especie. Sin embargo, terminan por validarse sélo en contextos
filogenéticos. Por ejemplo, Bradley y Baker (2001) ejemplifican el cuestionamiento de la
condicidn de tres subespecies del género de roedores Sigmodon apoyandose en estudios de
distancias basados en secuencias de cyt-b. Lo llamativo es que si bien mencionan que los
ejemplares de las tres subespecies mostraban altos niveles de divergencia genética, la
justificacién para elevarlas al status de especies yacia en que estos taxones resultaron
parafiléticos en andlisis filogenéticos por mdxima parsimonia, métodos de distancias y maxima
verosimilitud. La misma justificacidn es realizada para explicar el hallazgo de especies cripticas
en otros tres géneros de roedores: Neotoma, Peromyscus y Reithrodontomys (Bradley y Baker

2001).

Otro aspecto en el que se manifiesta la dependencia del "cddigo de barras" respecto
de una filogenia resuelta es en la pretension de describir nuevas especies. Un supuesto
implicito del método del "cédigo de barras" es que el grupo taxondmico al que pertenece una
"nueva" especie (estrictamente lo que describe es un haplotipo novedoso) esté
completamente resuelto a nivel filogenético y los taxones sean reciprocamente monofiléticos.
Hogg y Hebert (2004) intentaron obtener el "cédigo de barras" de un grupo de colémbolos,
con el objeto de reconocer especies cripticas. El andlisis arrojé un resultado inesperado: el
género Folsomia resultd cuatro veces parafilético. En situaciones como esta, la probabilidad de
identificar correctamente mediante el "cddigo de barras" una especie no descripta de Folsomia
es remota. Es decir, que en casos en los que las especies no alcancen la monofilia reciproca
(como es probable en los casos de complejos de especies, especies cripticas, o de divergencia
reciente), un método de distancias genéticas que ignore la filogenia del grupo en cuestién

fracasaria en el intento de delimitar especies.

4.8.3 Sobre la aplicacion de un criterio de distancias para delimitar especies en el grupo

Corrientes

Se compararon las distancias K2P (/) a nivel intrapoblacional, dentro de los clados
mayoritarios, y entre clados mayoritarios del grupo Corrientes, y ademas a nivel interespecifico
(entre los grupos externos y entre estos y el grupo Corrientes). Para las estimaciones de
distancias se utilizaron Unicamente las secuencias parciales de COI y cyt-b, por tener similar
entre si y mayor nivel de diferenciacidon que D-loop. Los clados fueron definidos de acuerdo a la

filogenia mitocondrial (ver item 3.1.2.2, en Resultados): el clado de poblaciones en la zona de
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influencia del estero de Santa Lucia (nodo C), las dos poblaciones de C. dorbignyi (Mbarigti y
Paraje Angostura), el grupo Iberd (nodo D y Curuzu Laurel), el grupo de las poblaciones del sur
(nodo F) y el clado de C. pearsoni. Las distancias interespecificas fueron computadas entre los
miembros de cada especie del grupo externo y el grupo Corrientes por un lado, con respecto a
C. pearsoni por otro, y entre ellas. Los valores promedio, desvios y rangos maximo y minimo de
las comparaciones de distancias K2P se adjuntan en el Anexo I. El rango de distancias a nivel
intrapoblacional se superpone con el de distancias interpoblacionales (dentro de un mismo
clado) y entre clados. Sélo cuando se utilizan ambos marcadores en simultaneo la distribucion
de distancias interespecificas se separan de las de las infraespecificas (Figura 42.a) Es
esperable que aumentando el nimero de caracteres a comparar aumente el poder
discriminatorio de esta metodologia, dado que la dispersion tendera a disminuir. El grado de
solapamiento entre los niveles infra e interespecifico es mayor en el caso de COIl que en el de
cyt-b (Figura 42.b y c), hecho que coincide con el mayor poder discriminatorio atribuido por

Tobe, Kitchener y Linacre (2010) a cyt-b.

Los valores de distancias estimados en esta secciéon no pretenden de ninguna forma
establecer umbrales para la deteccidén de especies, debido a que como se discutié mas arriba,
seria una tentativa muy reduccionista que no contempla la morfologia, la ecologia de los
organismos en cuestidn, al tiempo que niega las propias limitaciones del tipo de marcadory de
una aproximacion fenética como son las medidas de distancia. Si se diera validez a los criterios
de valores umbrales, el solapamiento de las distancias de los tres niveles infraespecificos,
implicaria que todo el grupo Corrientes representaria una Unica especie. Sin dudas, un grupo
en el que habrian ocurrido reordenamientos cromosdmicos que constituyen barreras al flujo
génico, identificAndose, al menos, cuatro linajes evolutivamente independientes (ver item 4.7,
en Discusidn) no es una Unica especie. La imposibilidad de distinguir linajes de evolucién
independiente mediante una metodologia de distancias genéticas como la del "cédigo de
barras" da cuenta de su inaplicabilidad en complejos de especies de divergencia reciente,

como los tuco-tucos del grupo Corrientes.
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Figura 42. Histogramas de frecuencias de distancias K2P (x100) en comparaciones de a pares en 4

niveles de agrupamiento segun la filogenia obtenida en esta tesis: intrapoblacional (violeta), intraclado

(verde), interclado (bordeaux) e interespecifico (azul). a) En base a COl y cyt-b en conjunto; b) en base a

COl y c) en base a cyt-b.
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4.9 La actividad de SRPC en genomas de una misma poblacion: cambios de hasta un orden

de magnitud en el numero de copias no alteran la morfologia de los cromosomas

El analisis de la evolucion del nimero de copias de SRPC en el contexto de la filogenia
de varios linajes de Ctenomys (pero que no incluyd al grupo Corrientes) reveld una asociacién
entre la actividad del satélite, inferida a partir de las fluctuaciones en el nimero de copias
(hasta tres 6rdenes de magnitud), y el cambio cromosdmico (Slamovits et al 2001). Asi, los
clados con un nimero de copias estable resultaron también estables cariotipicamente,
mientras que en aquellos linajes en los que SRPC mostroé fluctuaciones, tienen cariotipos

reordenados.

En el marco de la puesta a prueba de la hipodtesis de la biblioteca ancestral de variantes
de SRPC (ver items 1.6.3 y 1.6.4, en Introduccién) se analizd la variacién en el nimero de
copias de SRPC a nivel intrapoblacional (ver item 3.3.3, en Resultados). Este es el primer
trabajo que analiza la variacion interindividual del nimero de copias de un ADN satélite dentro
de una poblacidn (Caraballo, Belluscio y Rossi 2010). Sorpresivamente el rango de variacion de
numero de copias de SRPC entre individuos de distintas poblaciones fue muy amplio, desde
valores indetectables hasta un orden de magnitud. Sin embargo, en poblaciones donde se
observara fluctuacién del nimero de copias de hasta un orden de magnitud, por ejemplo en
Curuzu Laurel, la morfologia y nimero cromosémico se mantienen inalterados (por lo menos
en los dos individuos estudiados de esta poblacidn). Del mismo modo, los cariomorfos
encontrados en Estancia La Tacuarita, San Alonso y Goya son homogéneos dentro de cada
poblacién, y sin embargo los individuos tienen una variacién de mds de un millén de copias de
SRPC entre ellos. En otras poblaciones de cariomorfos invariantes, San Roque y Chavarria, la
diferencia intrapoblacional entre el maximo y el minimo seria de de 420.000 copias y 520.000
copias respectivamente (ver item 3.3.3, en Resultados). Seria interesante realizar
experimentos de hibridacién in situ con sondas de SRPC sobre estos cariomorfos para evaluar
citolégicamente si el cambio de nimero de copias de SRPC se manifiesta en la variacion del
tamafio, localizacion y/o nimero de bloques de este satélite, y si esta ocurre fuera o dentro de
regiones criticas para la correcta segregacion de los cromosomas como lo son las

centroméricas.

Queda claro que los cambios en nimero de copias de SRPC, de hasta un orden de
magnitud, pueden ocurrir sin dejar una huella evidente en la arquitectura cromosdmica en los

cariomorfos del grupo Corrientes. Pero este hecho no excluye la posibilidad de que los
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reordenamientos cromosdmicos sean mediados por eventos de recombinacion ilegitima de
tdndems de SRPC, ya sea entre cromosomas heterdlogos, o entre loci diferentes dentro de un
mismo cromosoma. Es sugestivo el hallazgo realizado en las especies uruguayas, C. pearsoni, C.
rionegrensis y C. torquatus, respecto a la co-localizaciéon de SRPC y proteinas involucradas en la
reparacion del ADN (Novello y Villar 2006; Novello, Villar y Urioste 2010). En paquitene, las
regiones heterdlogas de distintos cromosomas del complemento, ricas en secuencias SRPC de
acuerdo con experimentos de hibridacién in situ, se agruparian constituyendo cromocentros
en los que co-localiza la proteina BRCA1 (Novello y Villar 2006; Novello, Villar y Urioste 2010).
Segun proponen los autores del trabajo, en los cromocentros donde se aglutina SRPC se
producirian rupturas en la cromatina por estrés mecanico y en las reparaciones mediadas por
BRCA1, implicada en procesos de reparacion de rupturas de ADN de doble hebra, se produciria
el intercambio entre regiones heterdlogas. Pero, como se dijo, aun si éste fuera el Unico
proceso involucrado en el origen de reordenamientos cromosdmicos de los Ctenomys del
grupo Corrientes, es decir, si todos fueran mediados por SRPC, podria no quedar evidenciado
por una alteracidn en su nimero de copias, dado que un evento de intercambio heterélogo
puede no provocar duplicaciones o deleciones (aunque, a la inversa, las duplicaciones y
deleciones de SRPC si presuponen eventos de entrecruzamiento) y seria suficiente para
promover una translocacion o una fusidn céntrica o en tdndem, una inversioén o una fisidn. En
relacidn al cambio en nimero de copias y su vinculo con los reordenamientos cromosémicos,
Gauthier, Hima y Dobigny (2010) sostienen que en una especie de jerbillo, Gerbillus nigeriae,
los cromosomas metacéntricos originados por fusiones mas derivados, tienden a sufrir
eliminaciones de repeticiones de ADN satélite, aunque no queda claro si esta tendencia se

cumple en todos los metacéntricos ni las causas de esta reduccién.

4.10 La variabilidad de SRPC es compartida por todos los linajes: la hipotesis de la
biblioteca ancestral
Los perfiles de variabilidad nucleotidica de la secuencia SRPC en los tuco-tucos del
grupo Corrientes son compatibles con la hipdtesis de una biblioteca ancestral (ver item 1.6.3,
de Introduccién). Por un lado, las variantes mayoritarias halladas en ips de un individuo
coinciden con la variante nucleotidica fijada en las secuencias monomaorficas. Ademas, las
variantes minoritarias suelen ser compartidas por individuos de diferentes poblaciones, lo que

sugiere que no se habrian originado por mutaciones al azar, sino que pertenecerian a un
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repertorio ancestral comun de SRPC. Conjuntamente, ninguna posicién muestra variantes
exclusivas (siempre que se observaron sitios con variantes diferentes fijadas en dos o mds
poblaciones, se hallaron secuencias polimdrficas, con ambas variantes componiendo el ip en
otras poblaciones) y todos los ips solapan parcial o totalmente en el grupo Corrientes (ver item
3.3.1, de Resultados). De hecho, el consenso estricto de las secuencias gendmicas consenso del
grupo Corrientes también solapa con el consenso estricto de las 10 especies de Ctenomys

estudiadas por Ellingsen, Slamovits y Rossi (2007) (ver item 3.3.2, en Resultados).

A pesar de que en el marco de la hipétesis de la biblioteca ancestral, la variacion en el
numero de copias y en la secuencia nucleotidica han sido tratados como parametros
interdependientes, pocas veces habian sido analizados en conjunto. En esta tesis se encontré
una asociacién inversa entre estas variables en casi la totalidad de las poblaciones (ver item
3.3.4, de Resultados). Esta asociacidn refuerza el argumento a favor de la existencia de una
biblioteca ancestral de variantes de SRPC: el repertorio de variantes de SRPC en una poblacidn,
mediante procesos de recombinacién o circulo rodante, es amplificado, contraido o incluso
suprimido. Cuando ocurre una amplificacién, un tdndem de variantes monoméricas -que
podrian estar sujetas a conversidn génica a nivel local- se expande a expensas de otras
variantes, ocasionando una disminucidn en la variabilidad nucleotidica global. De manera
andloga, cuando ocurre una reduccién de un nimero significativo de copias -que involucraria
un extenso tdndem de repeticiones homogéneas- la cantidad relativa de variantes minoritarias
de SRPC aumenta en el perfil global, aumentando el nimero de ips observados. Por lo dicho en
el parrafo anterior, es notable que cuando los ips se vuelven "visibles" a causa de una
reduccion del nimero de copias de SRPC, involucran las mismas variantes aun entre diferentes
poblaciones, lo que sugiere, nuevamente, que esta variabilidad es compartida por

ancestralidad comun.
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5 CONCLUSIONES

En esta tesis se integraron tres aspectos de la evolucidn de un complejo de especies de
los roedores del género Ctenomys (Rodentia, Octodontidae) de la provincia de Corrientes. El
estudio filogenético permitié analizar la pertenencia de las poblaciones y las especies
nominales a los clados que conforman el grupo, e interpretar su amplia variabilidad
cromosdmica, y ésta, a su vez, el posible rol de la dindmica del satélite SRPC. Estos enfoques
hacen un aporte decisivo a la discusién taxondmica en este grupo, que sumados a otros
enfoques son necesarios para definir las unidades de conservacién en las dreas protegidas de
la provincia de Corrientes, como el Parque Nacional Mburucuya y la Reserva Provincial Esteros

del Ibera.

A continuacidn, las conclusiones en relacién a las hipétesis planteadas en la

Introduccion (ver item 1.7, en Introduccion).

° El grupo Corrientes resulté monofilético y hermano la especie uruguaya Ctenomys
pearsoni.
° Las especies nominales C. dorbignyiy C. perrensi no resultaron monofiléticas en la

filogenia mitocondrial del grupo. En el caso de C. perrensi, deberia incluirse la
poblacion de Chavarria, para considerarla grupo natural (que incluye una o dos
especies). Las poblaciones disyuntas de C. dorbignyi, pertenecen a linajes de
divergencia lejana. En el caso de la tercera especie nominal, C. roigi, seria necesario
incluir haplotipos de otras poblaciones (incluido el topotipo) para constatar su

monofilia.

. No se descartan hipodtesis de flujo génico entre cariomorfos de NF 84 que pertenecen a

clados diferentes en la filogenia mitocondrial.

. Salvo dos, todas las poblaciones resultaron monofiléticas, lo que sugiere ausencia de

actual o reciente flujo génico intenso mediado por hembras.

. Las fluctuaciones de hasta un orden de magnitud en el nimero de copias del satélite
SRPC no alteran la estructura y morfologia cromosdmica. Sin embargo, no se descarta
gue procesos que no involucren cambios drasticos en el nimero de copias, puedan

mediar recombinaciones entre /oci heterdlogos.
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Los reordenamientos mads frecuentes que afectan Unicamente el 2n, son fusiones
robertsonianas. También habrian ocurrido fusiones en tdndem que explican la mayor
parte de los cambios en NF (y que simultdneamente afectan al 2n), y que constituirian

barreras al flujo génico.

El grupo ibera, un linaje independiente y bien diferenciado, tiene cariomorfos de
diferente NF. A su vez, éstos no forman grupos monofiléticos, lo que sugiere la
ocurrencia de reversiones o (mas probablemente) reordenamientos paralelos y
recurrentes en este linaje. La presencia de fusiones en tdndem en este grupo, sugiere

la existencia de al menos dos especies.

La aplicacidon de metodologias de distancias genéticas, como la del "cddigo de barras"”,
resulta inapropiada para delimitar especies en un complejo de especies y formas de
evolucidn reciente como el grupo Corrientes. El grado de solapamiento en las
distancias calculadas en distintos niveles jerarquicos indicaria que todo el grupo
Corrientes es una sola especie, hecho mucho mas que improbable, debido a la altisima
variabilidad cromosdmica que constituiria barreras al flujo génico entre muchos

cariomorfos.

La asociacidn inversa entre nimero de copias de SRPCy la variabilidad del perfil
nucleotidico del satélite (niUmero de ips) confirma la hipdtesis de una biblioteca
ancestral de variantes de SRPC en este grupo. También apoya esta hipdtesis el hecho
de que la variabilidad es compartida por el grupo Corrientes, y también por otros

grupos de especies de Ctenomys.
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Anexos

6 ANEXOS

Distancias K2P (/) a nivel intrapoblacional, dentro de los

clados principales, y entre clados principales del grupo Corrientes, y

Intrapoblacional

ademas a nivel interespecifico (entre los grupos externos y entre Media A0/
estos y el grupo Corrientes). Desvio 19/
Min .00/
Max 73/
Me Des Mi Ma
Clado dia vio n
0.5 0.3 0.0 1.1
C (Santa Lucia) 9/ 4 o/ o/
dorbignyi 0.00/
0.6 0.2 0.0 1.2
Ibera (sensu lato) 8/ 7/ 7/ 5/
D (Ibera sin Curuzu 0.5 0.2 0.0 0.8
Laurel) 5/ o/ 7/ 8/
0.1 0.0 0.0 0.2
F (perrensi) 5/ 6/ 7/ 74
E (perrensi + 0.6 0.6 0.0 1.5
Sarandicito) 6/ 5/ 7/ 4/
1.6 0.1 1.5 1.7
C. pearsoni 6/ 3/ 4/ 7/
Me Des Mi M3
Entre clados dia vio n
C (Santa Lucia) - 1.0 0.1 0.7 1.4
Iberd 3/ 6/ 3/ 7/
C (Santa Lucia) - F 14 0.0 1.2 1.6
(perrensi) 9/ 9 5/ 9/
14 0.1 1.1 1.7
Iberd-F (perrensi) 7/ 3/ 7/ 7/
dorbignyi-C (Santa 0.8 0.0 0.7 1.0
Lucia) 5/ 9 3/ 2
0.7 0.1 0.6 1.0
dorbignyi-lberd 9 o/ 6/ 2
dorbignyi-F 1.3 0.0 1.2 1.4
(perrensi) 7/ 7/ 5/ 7/
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Sarandicito-F 1.4 0.0 1.3 1.5
(perrensi) 4/ 7/ 2/ 4/
Sarandicito- 1.3 0.0 1.3 1.3
dorbignyi 9/ o/ 9 9
1.4 0.1 1.2 1.6
Sarandicito-/berd 7/ 3/ 5/ 9
Sarandicito-C 1.4 0.1 1.3 1.6
(Santa Lucia) 6/ o/ b4 9/
pearsoni-C (Santa 2.5 0.0 2.3 2.7
Lucia) 3/ 9/ 7/ 5/
2.2 0.1 1.9 2.4
pearsoni-lberd 3/ o 9/ 5/
pearsoni-F 2.4 0.0 2.2 2.6
(perrensi) 4/ 7/ 9/ o
Me Des Mi M3
Interespecifico dia vio n X
4.1 0.1 3.9 4.4
minutus-corrientes 6/ 2/ o/ 5/
torquatus- 3.3 0.1 3.0 3.6
corrientes 2/ 5/ 6/ 8/
rionegrensis- 53 0.1 5.0 5.7
corrientes 2/ 6/ v 3/
11. 0.1 11. 12.
conoveri-corrientes 79/ 4/ 56/ 1/
minutus-torquatus 4.37/
minutus- 6.8 0.1 6.7 6.9
rionegrensis 2/ 7/ o/ 4/
minutus-conoveri 11.5¢/
3.8 0.6 33 4.4
pearsoni-minutus 9/ v 6/ 5/
3.8 0.2 3.6 4.0
pearsoni-torquatus 5/ o/ 8/ 7/
11. 0.4 11. 12.
pearsoni-conoveri 49/ 8/ 1/ 1/
pearsoni- 5.7 0.1 5.6 5.9
rionegrensis 9/ v 5/ 8/
torquatus- 5.3 0.1 5.2 54
rionegrensis 6/ 7/ 4/ 8/
torquatus-conoveri 12.00/
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