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Resumen

La mayoria de las especies conocidas del género Ctenomys son solitarias y viven en
sistemas de galerias individuales; en 1985 Pearson y Christie encontraron una especie
(C. sociabilis) que vive en tuneles coloniales. Un continuo de sociabilidad podria existir
entre las especies de mamiferos estrictamente solitarias y las sociales. Las técnicas
moleculares son herramientas poderosas para describir este continuo, dado que
proveen detalles esenciales acerca de patrones de parentesco y dispersién. Para
caracterizar las relaciones sociales en roedores subterraneos, se combinan estudios
moleculares junto con observaciones comportamentales de animales en vida libre.

En este trabajo se analizo el patrdn de amplificacion por PCR de 5 loci microsatelitales
(Soc 1, 2,5, 6y Hai4)en una poblacién de C. pearsoni. Se examiné el grado de
polimorfismo de estos loci con la finalidad de evaluar su utilizacion en estudios de
parentesco, y se analizé la estructura poblacional. Los productos de amplificacion por
PCR fueron corridos en el gel microcapilar ABI 3100. La genotipificacion de los 35
individuos muestreados fue realizada con el programa GenMarker V1.75®. El analisis
de desequilibrio de ligamiento no fue significativo para ningun par de loci y por lo
tanto la informacion de cada locus es independiente. La mayoria de los loci utilizados
presentaron un comportamiento neutral ya que se encuentran bajo equilibrio de
Hardy-Weinberg (H-W), Soc6 fue el Unico que presentd una desviacion de este
equilibrio. El analisis de H-W para esta poblacién resultd no significativo por lo que se
asumio que la poblacion esta bajo equilibrio. El Contenido de Informacién Polimorfica
(PIC) para cada loci fue alta 6 medianamente informativo, mientras que el valor de PIC
global fue altamente informativo (0,5909). Los valores de no exclusion parental e
identidad, con este conjunto de marcadores, nos permiten determinar parentesco e
identificar individuos. Los resultados de Fis revelaron una leve estructuracién
poblacional. Con los programas Genepop 4,0 ® y Geneclass 2 ® se observo que esta
estructuracion estaria determinada por los machos. Esto revelaria una dispersion
diferencial entre los sexos, siendo las hembras quienes se dispersan con mas

frecuencia 6 mayores distancias.



I- Introduccion

Los roedores subterrdaneos habitan todas las grandes masas continentales,
excepto Australia (Lacey et al., 2000). En América del Sur se conocen hasta el
momento dos familias: Octodentidae y Ctenomydae. El género Ctenomys
(perteneciente a la familia Ctenomydae) se distribuye entre los 172 y 542 de Latitud
Sur, y desde el nivel del mar hasta mas de 4000 m de altitud en la regién andina de

América del Sur (Reig et al., 1990).

Existen diversos motivos por los cuales los tucu-tucus (Ctenomys) son
ampliamente estudiados. Entre ellos podria destacarse la presencia de mas de 60
especies vivientes y el hecho de exhibir uno de los mayores grados de variacidon
cromosomica reportada para mamiferos (Tomasco, 2004). A su vez poseen rasgos
caracteristicos debidos a las adaptaciones al ecotopo subterrdneo, entre las que se
encuentran adaptaciones comportamentales y las especificamente comunicativas. Las
necesidades comunicativas de los tucu-tucus se centran especialmente en las sefales
vinculadas al mantenimiento territorial, al apareamiento y a los cuidados parentales

(Francescoli, com. pers.).

Si bien la mayoria de las especies conocidas del género Ctenomys son solitarias
y viven en sistemas de galerias individuales, Pearson y Christie (1985) encontraron una
especie (C. sociabilis) que vive en tuneles coloniales. Podria existir un continuo de
sociabilidad entre las especies de mamiferos estrictamente sociales y solitarias. Las
técnicas moleculares son herramientas poderosas para describir este continuo, dado
que proveen detalles esenciales acerca de patrones de parentesco y dispersién (Kays
et al., 2000). Especies de mamiferos que se creian solitarias, y han sido estudiadas por
medio de marcadores genéticos y estudios de campo, resultaron ser sociales

manteniéndose en grupos estables (Kays et al., 2000). El trabajo realizado en kinkajus



(Potos flavus) por Kays et al. (2000) muestra la importancia de complementar los

analisis moleculares y comportamentales en estudios poblacionales.

Para caracterizar las relaciones sociales en roedores subterraneos, se combinan
estudios moleculares junto con observaciones comportamentales de animales en vida
libre (Lacey, 2000). La clase de marcador genético ideal debe ser facil de usar,
presentar locus con alelos codominantes que puedan ser determinados de manera
certera, y tener elevada variabilidad. Los microsatélites se aproximan notablemente a
este ideal (Queller et al, 1993). Estos ultimos, son marcadores genéticos de locus
simple, que consisten en repetidos en tandem de secuencias entre dos y seis pares de
bases de largo, encontrados en genomas procariotas y eucariotas (Zane et al., 2002) .
Sus alelos difieren en el nimero de estas unidades repetidas (Queller et al., 1993).
Estan presentes tanto en regiones codificantes como no codificantes y tienen un
elevado grado de polimorfismos (Zane et al, 2002). Parece probable que tales
polimorfismos de longitud se originen por eventos de slippage (deslizamientos), los
cuales se producen durante la replicacién del ADN (Schlotterer& Tautz 1992). Dentro
de los distintos marcadores genéticos los microsatélites son ampliamente utilizados
para analizar la estructura genética de poblaciones debido a su elevado grado de

variabilidad intraespecifica (Lacey et al., 1999).

Comprender el modelo mutacional que subyace a la evolucion de los
microsatélites es de gran importancia para el desarrollo de estadisticos que reflejen
adecuadamente la estructuracién genética de una poblacién. Dos modelos extremos
han sido desarrollados por especialistas en genética de poblaciones: el modelo de
alelos infinitos y el de mutaciones stepwise. En el modelo de alelos infinitos cada
mutacion crea una novedad alélica, a una tasa dada, u. Segun esto, los alelos idénticos
comparten el mismo ancestro, y por lo tanto son idénticos por descendencia. En el
segundo modelo cada mutacion crea una variante alélica ya sea por adicion o delecion
de una unidad repetida del microsatélite con una tasa p /2. Como consecuencia, los

alelos de tamafios diferentes estdn menos relacionados que aquellos con tamarios



similares. El modelo de alelos infinitos no tiene en cuenta la homoplasia (Balloux &

Lugon- Moulin, 2002).

En el caso de los tucu- tucus se han aislado y caracterizado microsatélites para
las especie C. sociabilis (Lacey et al., 2001) y C. haigi (Lacey et al., 1999). A partir de
una libreria gendmica de C. sociabilis se obtuvieron 8 microsatélites (Soc 1-8), mientras
que 13 microsatélites (Hai 1-13) fueron aislados de una libreria gendmica de C. haigi.
Dichos loci fueron utilizados en diversas especies del género mostrando distintos
grados de polimorfismo (Tabla I). Estos microsatélites han sido empleados para
estudios sobre estructura genética y filogeografica de diferentes poblaciones, asi como
también para andlisis de parentesco y patrones de dispersién en varias especies de
Ctenomys (Lacey, 2001; Parada et al., 2003; WIasiuk et al., 2003; El Jundi et al., 2004;
Cutrera et al., 2005; Fernandez- Stolz et al., 2007; Mora et al., 2007; Sanchez et al.,
2009). También han sido utiles para el estudio de zonas hibridas en C. minutus (Gava

etal., 2004).

Ctenomys pearsoni, Lessa & Langguth 1983, es una de las tres especies del
género que habitan nuestro pais, junto a C. rionegrensis y C. torquatus. Las
poblaciones de C. pearsoni localizadas al este del Rio Santa Lucia han sido agrupadas
por Altuna & Lessa (1985) en el denominado “complejo C. pearsoni” (Fig. 1).



Tabla I: Detalle de caracteristicas de cada uno de los loci estudiados. Se muestra el tamafio en pares de bases
Los casilleros vacios representan datos no encontrados en la

(pb) y /6 nimero de alelos para cada especie.

bibliografia consultada.

Locus | C. sociabilis * C. haigi '* C. C. lami® | C. flamarioni® C. minutus’
rionegrensis>*
Nede | Tamaio | N2de | Tamafio | N2de | Tamaio | N2de Nede alelos Nede | Tamaiio (pb)
alelos | (pb) alelos | (pb) alelos | (pb) alelos alelos
soc 1 2 | 217,229 7 | 225-239
soc 2 1 93 9 | 89-113 3 150-154 7
soc 3 1 80 3 | 78,80,92 4 129-135 6
soc 4 3 | 354,364, 5 | 350-358
370

soc 5 2 | 232,250 6 | 218-244 1 261
soc 6 2 | 195,181 11 | 175-197 5 106-116
soc 7 2 | 224,236 7 | 225-245 4 180-280-

286- 288
soc 8 1 114 5 | 109-117 2 154-156
hai 1 8 | 119-143
hai 2 1 132 8 | 134-154 5 | 92-110 2 5 | 169-177
hai 3 1 134 9 | 116-134 2 163-165 3 6 10 | 152- 164, 168- 170y 174
hai 4 3 | 138-142 13 | 118-146 5 167-181 3 3 12 | 158-160, 164- 180y 184
hai 5 1 155 6 | 159- 169 2 5 5 | 203-211
hai 6 4 | 128-146 2 4 15 | 124- 150y 170
hai 7 7 | 187-203 3 | 100- 106 5
hai 8 1 95 10 | 125-153 4 | 102-112
hai 9 1 181 3| 173-177 4 | 102-112 1 5
hai 10 3 | 305-313 1
hai 11 2 | 140,142 11 | 132-154 2 146-154 3
hai 12 1 92 7 | 83-101 3 112-114- 5 9 | 123-147

122

hai 13 6 | 139-153

1Lacey, 2001 ; 2 Lacey & Maldonado, 1999 ; *Parada et al.,, 2003 ; * Sanchez et al., 2009 ; > El Jundi et al., 2004; ® Fernandez-

Stolz et al., 2007; ’ Gava et al., 2004.

Si bien en C. pearsoni se han realizado estudios citogenéticos( Novello et al.,
1990, Novello et al., 1996) y de ADN mitocondrial (Tomasco & Lessa, 2007), hasta el
momento no han sido efectuados analisis empleando los microsatélites aislados para

C. sociabilis (Soc) 6 C. haigi (Hai). Estudios citogenéticos en e
revelan variacion inter e intrapoblacional (Novello et al., 1990). Andlisis

III

complejo C. pearsoni
de ADN

4

mitocondrial (en C. pearsoni y en el complejo C. pearsoni) sugieren la existencia de

poblaciones estables, en donde deriva génica y migracidén se encuentran en equilibrio.




Los haplotipos de C. pearsoni forman un grupo monofilético apoyado robustamente. Al
parecer ha ocupado su rango de distribucién y ha mantenido un régimen estable de
diferenciacién por medio de deriva génica, bajo limitado flujo génico por un tiempo.
Los patrones de aislamiento por distancia reflejan tal estabilidad. Esto explicaria su
considerable diferenciacidon genética entre poblaciones, pero también la constitucion
de éstas como grupo monofilético (Tomasco & Lessa, 2007).

Brasil

Rio Negro

Argentina

Figura 1: Mapa de Uruguay mostrando la distribucién de C.
pearsoni (), del “complejo C. pearsoni”( //) , y la ubicacién del
establecimiento “El Relincho” (@).

El muestreo genético no invasivo es una forma relativamente nueva para
colectar datos con gran potencial para bidlogos que estudian animales en vida libre.
Mediante la extraccion de material genético a partir de pelo, fecas, u otras fuentes de
ADN, los bidlogos pueden recaudar informacién critica acerca de poblaciones salvajes
sin manipular, capturar, u observar directamente animales (Waits & Paetkau, 2005). En
la mayoria de los estudios genéticos realizados en tucu-tucus las extracciones de ADN
no fueron a partir de pelos, sino que fueron a partir de muestras de tejidos (Lacey,
2001; Parada et al., 2003; Wlasiuk et al., 2003; El Jundi et al., 2004; Cutrera et al.,
2005; Fernandez- Stolz et al., 2007; Mora et al., 2007; Tomasco & Lessa, 2007;
Sanchez et al., 2009).



Hipotesis
Los locus microsatelitales Soc 1, 2, 5, 6, y Hai 4 presentan un grado de polimorfismo
tal para la poblacion de Ctenomys pearsoni del establecimiento “El Relincho”, que en

conjunto constituyen una buena herramienta para estudios de parentesco y estructura

poblacional.

Objetivo General

Analizar los patrones de amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) de una serie de locus de microsatélites en la especie Ctenomys pearsoni, y
evaluar su potencial para determinar relaciones de parentesco entre individuos, asi

como el andlisis de la estructura genética de una poblacién.

Objetivos especificos

- Extraccién de ADN total a partir de muestras bioldgicas de pelo de individuos

capturados.

-Amplificaciéon por PCR de 5 loci de microsatélites desarrollados para las

especies C. sociabilis y C. haigi, en ejemplares de C. pearsoni.

-Examinar el grado de polimorfismo de estos loci para C. pearsoni.

-Analizar con este conjunto de microsatélites las caracteristicas de la estructura

genética de la poblacion de “El Relincho”.
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- Materiales y métodos.

Esta pasantia de grado se encuentra en el marco del proyecto "Disefio de
senales y su posible influencia en la organizacién socio-reproductiva de los tucu-tucus
solitarios (Ctenomys; Rhodentia: Ctenomydae)”, Responsable: Gabriel Francescoli. La
poblacién de C. pearsoni estudiada en este proyecto estda ubicada en el

establecimiento “El Relincho” (34° 20°S 56° 58" W), Depto. San José (Fig. 1).

Obtencidon de muestras bioldgicas

En el marco del proyecto anteriormente mencionado se realizaron entre junio
2005 vy julio 2006, una serie de capturas de distintos ejemplares (n=35) de la poblacion
“El Relincho”. Se utilizaron trampas Oneida Victor N2 0 amortiguadas con espuma de
poliuretano y goma, para minimizar dafos de captura. Se colectaron pelos que fueron
extraidos con bulbos pilosos y conservados en alcohol 952 hasta el momento de la
extraccién de ADN. Luego de este procedimiento los animales fueron liberados en las
galerias donde fueron capturados. En el Anexo 1 se encuentra el listado de los

ejemplares muestreados, indicando sexo y fecha de captura.

Extraccion de ADN

Se extrajo ADN total siguiendo el protocolo Medrano et al. (1990), con

modificaciones (Anexo 2).

El ADN extraido fue visualizado por medio de electroforesis en gel de agarosa
1% (Amresco®) marcado con bromuro de etidio y se establecieron asi primariamente
las condiciones cuali y cuantitativas del ADN. Posteriormente se cuantifico y observé
la pureza del ADN mediante espectofotometria UV/Vis (Nanodrop 1000). El software
del espectrofotdémetro estima la concentracion de ADN utilizando la ecuacién de Beer-

Lambert, la cual correlaciona la absorbancia calculada con la concentracion (Termo
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Fisher Scientific, 2008). En base a la concentracion de ADN obtenido, se realizaron
diluciones de manera tal de obtener una concentracion final de 100ng/ul de ADN

molde.

Se observd la pureza del ADN a partir del cociente entre las medidas de
absorbancia a 260 nm (A260nm) y a 280nm (A280nm). Se consideran muestras de ADN

gendmico puras si esta relacion queda comprendida entre 1,8 y 1,9 aproximadamente.

Las extracciones de ADN fueron depositadas en la coleccion de la Unidad de
Genética de la Conservacion, Departamento de Genética, Instituto de Investigaciones

Bioldgicas Clemente Estable, Montevideo, Uruguay.

Reaccidon en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se emplearon una serie de loci microsatelitales desarrollados para C. sociabilis
(Soc 1, 2 5y 6) y C. haig (Hai 4). Los cebadores forward utilizados se encontraban

marcados con fluorocromos (Tabla Il).

Se desarrollé un protocolo en base a Lacey (2001) y Cosse et al., (2007). La
reaccion de PCR consistié en un volumen de reaccion de 10ul, conteniendo 10ng de
ADN, 0,2 uM de cada cebador, 0,2mM de dNTP, 1X Taq buffer con KCl, 2,5 mM de

MgCl,, 0,5 pug/ul de BSA y 0,75 unidades de Taq polimerasa (Fermentas®).

Las condiciones del termociclado fueron 942 C durante 5 minutos, seguido de
34 ciclos de 942 C durante 30 segundos, temperatura de anidamiento durante 30
segundos (temperatura de anidamiento en Tabla Il), y extensién a 722 C durante 45

segundos, con una extension final de 5 minutos a 722 C.
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Tabla II: Temperaturas de anidamiento (Ta) de los cebadores utilizados y
flurocromos con los que fueron marcados los mismos. Tamafios esperados
de los fragmentos amplificados con los distintos cebadores.

Tamafio
Locus Fluorocromo Ta (2C) esperado
Socl Hex 58 217-239
Soc2 Fam 58 89-154
Soc5 Tet 62 218-261
Soc6 Hex 62 106-197
Hai4 Fam 58 Ll e

Se disefidé un PCR multiplex en base a la temperatura de anidamiento, el
fluorocromo con que estaban marcados los cebadores, y el tamano de estos loci

microsatelitales en otras especies. El multiplex empleado fue Soc1-Soc2.
Se comprobod el éxito de amplificacion a través de la migracion de 4 pl de

productos de PCR en gel de agarosa al 2% (Amresco®). La corrida fue detenida luego de

haber migrado 2/3 del gel.

Analisis de los microsatélites

GENOTIPIFICACION

Los productos de amplificacion fueron corridos en el equipo ABI3130 (Applied
Biosystems). Para esto se utilizaron 2ul del producto de PCR, adicionandole 0.3ul del
marcador de peso molécular LIZ 500, y 8 pl de Hi-Di Formamida (Applied Biosystems).
La migracién fue llevada a cabo en capilares de 36 cm de largo, empleandose el
polimero POP7 (Applied Biosystems) bajo los siguientes parametros: 50mA, 15.0
KVolts, 602C por 1200 segundos.

La asignacion de alelos para cada locus se realizd con el programa GenMarker

V1.75 ®, empleando el estandar GS5001_old.
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CARACTERIZACION DE LOS MICROSATELITES

El programa GENEPOP fue utilizado para testear las hipotesis de desequilibrio
de ligamiento y equilibrio Hardy- Weinberg (H-W) para cada uno de los loci analizados
(Raymond & Rousset, 1995). El programa realiza un test de X* para establecer el nivel
de significacion estadistica en las diferencias existentes entre los valores observados y
esperados para las hipdtesis planteadas. Consideramos valores estadisticamente
significativos aquellos valores de probabilidad 6 p < 0,05, teniendo en cuenta los
grados de libertad (df) (Weir, 1996). En el caso del desequilibrio de ligamiento cuando
p >0,05 se considera que los locus no estan ligados, mientras que para el equilibrio H-
W cuando p >0,05 el marcador molecular tendria un comportamiento neutral. A su
vez el software analiza el equilibrio H-W para el conjunto de loci utilizados, de esta

manera se determina si la poblacién esta en equilibrio H-W (p >0,05) 6 no (p- < 0,05).

En el test de ligamiento entre loci las distintas combinaciones alélicas (entre
estos) se pueden generar por segregacion independiente o pueden estar
determinadas por patrones de ligamiento entre los loci. Se denomina equilibrio de
ligamiento cuando las combinaciones alélicas de diferentes loci son logradas por azar

(Hartl & Clarck, 1989).

Para analizar las frecuencias alélicas y el contenido de informacién polimorfico
(PIC), se utilizo el programa Cervus 3.0 ®. La férmula empleada por éste para calcular el

PIC es aquella descripta por Botstein et al., 1980 (ecuacion 1).
(1)
n n—1 n
PC= 1 -(2p®— 2 X 2pipf
i=1 i=1 Jj=i+1
Siendo pi y pj las frecuencias alélicas para los n alelos de un locus.
Aquellos loci cuyo PIC> 0,5 se consideran altamente informativos, razonablemente

informativos en los que 0,5¢PIC>0,25 y débilmente informativos PIC <0,25 (Botstein et

al., 1980).

14



La probabilidad de no exclusién parental es la probabilidad de no excluir del
analisis de parentesco uno (NE-1P, NE-2P) o un par (NE-PP) de individuos
seleccionados al azar que no estan emparentados con el individuo en cuestion para un

locus dado (Marshall, 1998-2007; Kalinowsky et al., 2007) .

En el andlisis de identidad se calcula la probabilidad de que dos individuos
seleccionados al azar tengan el mismo genotipo. Aunque puede ser calculada de 2
maneras diferentes, en la formula bdsica se asume que los dos individuos no estan

relacionados (ecuacién 2, tomado de Marshall, 1998- 2007; Waits et al., 2001).

(2)
Pypy = EP;J-‘ + X% QP&P,{}:

Las probabilidades de no exclusion parental (NE-1P, NE-2P, NE-PP) vy la
probabilidad combinada de no exclusién para la identidad (P p)) fueron calculadas con
el software Cervus 3.0 ®. Durante el analisis de las frecuencias alélicas, este programa
calcula las probabilidades de no exclusién para cada locus y también las probabilidades

combinadas de no exclusion para el conjunto de locus (Marshall, 1998- 2007).

El coeficiente de endogamia intrapoblacional Fis W&C fue calculado con
GENEPOP (ecuacion 3, Weir & Cockerham, 1984). El indice de fijacion o coeficiente de
endogamia (Fis) representa la desviacién de los genotipos del equilibrio H-W dentro de
una poblacion. Puede tener valores que van desde -1 (exceso de heterocigotas) hasta 1
(exceso de homocigotas) (Avise, 1994).

(3)
Fis=1-Ho/Hs

Siendo Ho la heterocigosidad observada y Hs la esperada en condiciones de

equilibrio H-W. Cuando Fis=0 existe apareamiento al azar é panmixia (Weir, 1996).
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Basandonos en la distribucidn espacial de los individuos en el campo fueron
definidas tres “subpoblaciones” (Fig. 2). Esta subestructuracién fue analizada para el
conjunto de locus a través del test exacto de diferenciacidn genotipica, utilizando el
software Genepop V4 ®. La hipdtesis nula del test asume que los genotipos tienen la
misma distribucion en toda la poblacidn, y esta es evaluada a través de X* (Rousset,
2009). Este test de X° fue calculado para 3 subpoblaciones (1, 2 y 3) y 2 subpoblaciones
(considerando a las subpoblaciones 1 y 2 como una misma subpoblacién, denominada
subpoblacion1-2 y a la subpoblacidn 3 separada de estas). El analisis de diferenciacion
genotipica fue calculado también considerando los individuos machos y hembras por

separado.

\N

12h
.27m
#10m

(S

20h o
8h @ 24h , -35m

" !
1 S0metros o

Figura 2: Esquema de la distribucién espacial de los individuos en la poblacién,
indicandose el numero del individuo y el sexo (m para macho y h para hembra).
Se muestran las 3 subpoblaciones consideradas en base a la distribucién espacial
de los individuos en el campo.
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La probabilidad de que sea correcta la asignacién de un individuo a una
subpoblacion fue calculada para 3 y 2 subplobaciones, y en el ultimo caso se calculd
para machos y hembras separadamente. Para dicho estudio se empled el programa
computacional Geneclass 2 ® (Piry et al., 2004) bajo el criterio computacional de
Rannala & Mountain (1997), y el algoritmo de simulacién para la probabilidad
computacional de Rannala & Mountain (1997). La hipdtesis nula que estos emplean

asume que el individuo no es un inmigrante (Rannala & Mountain, 1997).
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IIl- Resultados.

Extraccion de ADN y Amplificacion por PCR

El protocolo utilizado para la extraccién de ADN dio muy buenos resultados. En

la Figura 3 puede observarse una corrida en gel de agarosa 1% del ADN extraido. El
ADN es visualizado por bandas como las que aparecen en la Fig. 3.
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Figura 3: Fotografia de gel de agarosa 1%. El orden de

cargado de las muestras de ADN se muestra en la
figura.

La concentracion y pureza del ADN medida por espectrofotometria fue variable

(Tabla Ill). La relacion A260/ A280 de las muestras estudiadas estan comprendida

entre 1,19 y 1,77, siendo este ultimo valor el mds préximo a los estandar de pureza
(Tabla I1).
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Tabla Ill: Medidas de absorbancia registradas por espectrofotometria a A
260 y 280 nm, y su relacién (A260/A280). Concentracién de las muestras

(ng/ul) estimadas por el software del NanoDrop1000.

Muestra
(ng/ul) | A260nm | A280nm | A260/A280
Tuo1 140.39 2.808 2113 1.33
Tu02 131.87 2.637 2.003 132
Tu03 101.09 2.022 1.514 1.34
Tuo4 111.45 2.229 1.643 1.36
Tu0s 38.31 0.766 0.530 1.45
Tu06 232.60 4,652 3.521 132
Tuo7 112.68 2254 1.703 1.32
Tu08 115.94 2319 1.739 1.33
Tu09 126.64 2533 1.937 131
Tu10 203.80 4.076 3.071 133
Tull 91.21 1.824 1.341 1.36
Tu12 194.55 3.891 2.888 1.35
Tu13 398.99 7.980 6.028 1.32
Tul4 248.18 4.964 3.840 1.29
Tuls 311.87 6.237 4.777 1.31
Tul6 303.85 6.077 4.735 1.28
Tul7 214.10 4.282 3.274 131
Tu18 233.80 4,676 3.537 132
Tu19 120.49 2.410 1.821 1.32
Tu20 184.74 3.695 2.744 1.35
Tu21 498.67 9.973 7.915 1.26
Tu22 484.99 9.700 7.688 1.26
Tu23 169.79 3.396 2.561 1.33
Tu24 468.39 9.368 7.866 1.19
Tu2s 459.74 9.195 7.243 1.27
Tu26 143.51 2.870 2170 132
Tu27 463.34 9.267 6.326 1.46
Tu28 413.82 8.276 6.263 132
Tu29 204.80 4,096 2.921 1.40
Tu30 202.80 4.056 3.191 1.27
Tu3l 680.78 13.616 7.679 1.77
Tu32 403.75 8.075 6.235 1.30
Tu33 112.63 2.253 1.887 1.19
Tu3a 369.43 7.389 5.478 135
Tu3s 438.60 8.772 6.807 1.29

Las amplificaciones fueron exitosas tanto para PCR multiplex como para

simples. En la Fig. 4 se observan dos geles de agarosa 2% (izquierda y derecha) a los

cuales se les tomo la misma fotografia a pesar de no haber sido corridos en
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simultaneo. Se muestran las distancias que habrian migrado muestras de 100 y 200

pares de bases (pb) para poder estimar el tamafo de los productos de PCR corridos.

-

e epe—— Y

200pb-
100pb-

Figura 4: Fotografia de gel de agarosa 2%. En la parte superior se
corrié el PCR multiplex socl- soc2, y en la inferior el PCR simple hai4.
En la figura se muestra el orden de sembrado de los productos de
PCR para las distintas muestras. A los lados aparecen las referencias
de 100y 200 pares de bases (100pb y 200pb).

Analisis de microsatélites

GENOTIPIFICACION

Se determinaron los alelos para cada individuo en los distintos loci (Anexo 3)
examinando la forma y el patrén de picos obtenido de los fragmentos corridos (Fig. 5).
En el caso de los multiplex se observd cierto ruido en el diagrama de picos, pero éste

no interfirid en la lectura de los mismos.
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Figura 5: Imagen extraida del programa GenMarker V1.75 ®. Se observa el patrén de picos obtenido

para el locus Soc 5 en dos muestras: Tu 02 en la parte superior (alelos 266/270) y Tu 10 en la inferior
(262/266).

CARACTERIZACION DE LOS MICROSATELITES

Los loci analizados resultaron ser polimdrficos, siendo variable el nimero de

alelos encontrados en cada caso (Tabla IV, frecuencias alélicas en Anexo 4).

El analisis de desequilibrio de ligamiento no fue significativo para ningln par de
loci, de manera que éstos segregan de manera independiente (Tabla V). Los valores de
p y desvios estdandar del test de X? para el equilibrio H-W en cada locus figuran en la
Tabla IV. La mayoria de los loci utilizados mostraron estar en equilibrio H- W, sdlo uno
de ellos no lo estaba, Soc 6. Por lo tanto éste es el Unico que no tendria un
comportamiento neutral. Se calculd el test de equilibrio Hardy- Weinberg (H-W) por
el método de Fisher, tanto para el conjunto de 5 loci utilizados como para el conjunto
de aquellos que mostraron un comportamiento neutral (en el cual se excluyé Soc 6).
Para el conjunto de 5 loci el test (X?= 20, 4776) tuvo una probabilidad de 0,0250 con

10 grados de libertad. Por otra parte para el conjunto de loci que demostraron un
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comportamiento neutral, se obtuvo valor de p= 0, 2019 con 8 grados de libertad (X2=

10, 9967).

Los loci Socl, Soc2, Soc5 y Hai4 resultaron ser altamente informativos (PIC> 0,5)
mientras que Soc6 lo fue razonablemente (0,5¢PIC>0,25). El valor global de PIC fue
0,5909. Las probabilidades globales de no exclusién para el primer (NE-1P) y segundo
(NE-2P) padre fueron 0,252 y 0,080 respectivamente, mientras que para el par
parental (NE-PP) fue 0,015. Se calculé la probabilidad combinada global de no
exclusion para la identidad (P (py =0,0001). El promedio del Fis para el conjunto de
locus fue 0,031. En la Tabla IV se resumen los valores de PIC, heterocigosidad, Fis,
probabilidades de no exclusién parental e identidad, para cada uno de los locus

analizados.

Tabla IV: Se exhiben el nimero de individuos analizados (N) vy el de alelos (k) para cada locus.
También se muestran sus PIC, probabilidades de no exclusién tanto para el primer (NE-1P) y segundo
(NE-2P) padre como para el par parental (NE-PP) y para la identidad (Pp). Las heterocigosidades
observadas (H (O)) y esperadas (H (E)) se presentan en la tabla. Los valores de p y desvios estandar
(S.E) para el test de X para el equilibrio Hardy- Weinberg fueron obtenidos para cada locus, al igual
que los valores de Fis (W&C).

Locus | N k PIC | NE-1P | NE-2P | NE-PP | Pyp |H(O)| H(E) P S.E Fis (W&C)
Socl |35 5 0.625 | 0.742 0.575 0.398 0.157 21 24,8116 0.3338 0.0127 +0.156
Soc2 |34 4 0.556 | 0.800 0.652 0.496 0.210 21 21, 4030 0.6479 0.0063 +0.019
Hai4 |34 6 0.696 | 0.667 0.487 0.298 0.109 24 25, 9851 0.0819 0.0065 +0.077
Soc5 |33 5 0.583 | 0.774 0.620 0.452 0.189 26 22, 6462 0.1825 0.0147 -0.151
Soc6 |32 4 0.495 | 0.825 0.704 0.560 0.262 18 19, 0159 0.0111 0.0014 +0.054
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Tabla V: Resultados del test X*(chi cuadrado), grados de
libertad (df) y valores de p para el desequilibrio de ligamiento,
entre los pares de locus.

Locus pair X2 df P
Socl & Soc2 0.181 2 0.913
Socl & Hai4 1.749 2 0.417
Soc2 & Hai4 1.851 2 0.396
Socl & Soc5 2.643 2 0.267
Soc2 & Soc5 0.641 2 0.726
Hai4 & Soc5 3.165 2 0.205
Socl & Soc6 0.621 2 0.733
Soc2 & Soc6 1516 2 0.469
Hai4 & Soc6 1.024 2 0.599
Soc5 & Soc6 0.890 2 0.641

En el andlisis de subestructuracion poblacional, se observé que las
subpoblaciones 2 y 3 son diferentes, mientras que la 1 no se diferencia de la 2 nide la
3 (Tabla VI). Cuando se agrupan en una misma subpoblacidn los individuos de las
subpoblaciones 1y 2 (SPob1-2) se observa que esta es diferente a la subpoblacion 3
tanto para los machos como para el total de individuos, no observandose diferencias

para las hembras (Tabla VI).
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Tabla VI: Se muestran los valores del test de X’, las probabilidades (p) y grados
de libertad para los distintos pares de subpoblaciones. Se analizaron machos y
hembras en conjunto (m y h) en todos los pares de subpoblaciones, mientras
gue para la comparacion de la subploblacion1-2(SPob1-2) con la subpoblacion 3

(SPob 3) también lo fueron por separado. SPob significa subpoblacion.

Sexo | Pares de subpob. X? df p
my h SPob2 & SPob3 2.2593 10 0.0123
my h SPob2 & SPob1 3. 2768 10 0.9741
myh | SPob3 & SPob 1 3. 7509 10 0.9578
my h | SPobl-2 & SPob3 2.1587 10 0.0173
m SPob1-2 & SPob3 24. 1606 10 0.0071
h SPob1-2 & SPob3 5.5839 10 0.8489

La probabilidad de que la asignacién de un individuo a una subpoblacion sea

correcta fue calculada para 3 subpoblaciones ( subpoblaciones 1, 2 y 3) obteniéndose

una asignacién correcta del 57, 1%. Cuando fue calculada para 2 subpoblaciones

(subpoblacion 1-2 y subpoblacion 3) este fue del 71, 4% para ambos sexos, 100% para

machos y 52, 2% para hembras.
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IV- Discusion

Las muestras de ADN (a excepcion de Tu 31) a pesar de que estaban por debajo
de los estandares de pureza, mostraron buenos resultados en la amplificacién por PCR.
Por esta razon podemos afirmar que tanto el protocolo empleado para la extraccidon de
ADN a partir de muestras de pelo, asi como el utilizado para la reaccion de PCR fueron

exitosos.

Los valores de p del test X* para desequilibrio de ligamiento no fueron
estadisticamente significativos para los distintos pares de locus. De los 5 loci analizados
ninguno se encuentra en desequilibrio de ligamiento sino que estan en equilibrio y por
lo tanto su segregacion es azarosa en la formacion de los gametos. Esto significa que la

informacién de cada locus es independiente.

Aunque 4 de los 5 marcadores (Socl, como Soc2, Soc5 y Hai 4) se encuentran
bajo equilibrio H-W, Soc6 presentd una desviacion de este equilibrio por lo cual nos
planteamos varias alternativas para explicarlo. Una de ellas podria ser que este locus
se encuentre asociado a un caracter sometido a alguna fuerza de seleccion. Debido a
que en otras especies de Ctenomys dicho locus mostré un comportamiento neutral
(Lacey, 2001; WIlasiuk et al., 2003), seguramente esta explicacidén no se ajuste a esta
situacion. Por otro lado, los loci microsatelitales pueden presentar alelos nulos.
Cuando un alelo de cierto locus sufre una mutacién en la regién flanqueante
complementaria al cebador, puede reducirse el éxito en la amplificacion de ese alelo
especifico. De esta manera individuos que eran heterocigotos con uno de estos alelos,
son genotipados como homocigotos para el alelo no mutado y este alelo mutante es
denominado alelo nulo (Chapuis & Estoup, 2007). El resultado de la existencia de alelos
nulos es un exceso de homocigotos para el locus en cuestidn. Los alelos nulos pueden
ser detectados en estudios poblacionales mediante el analisis cuidadoso de las
proporciones para H-W cuando el déficit de heterocigotos no tiene otro origen

(Chapuis & Estoup, 2007). Errores de muestreo podrian haber sesgado este resultado
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en Soc 6. Si éste fuera el caso, para corregirlo deberiamos ampliar el nUmero de

individuos analizados realizando un mayor esfuerzo de muestreo.

Cuando se analizo el equilibrio H-W para la poblacidn con el conjunto de loci
analizados, se obtuvieron valores de probabilidad significativos y por lo tanto la
poblacidén no se encontraria en equilibrio de H-W. Sin embargo al repetir este analisis
excluyendo Socé6 (locus que no estaria en equilibrio), se obtienen valores de
probabilidad no significativos y podemos asumir que la poblacién se encuentra bajo
equilibrio y por lo tanto Soc6 estaria influyendo en la desviacion del equilibrio
observada en el primer analisis. De manera que esta variacion observada en la
poblacién se debe al sesgo generado por el locus Soc 6. Consideramos que esto podria
ser resuelto al aumentar el numero de individuos estudiados. Cuando una poblacién
se encuentra bajo equilibrio H-W decimos que es panmitica, esto es que no hay

migracion, seleccidn y que los apareamientos ocurren al azar (Hartl & Clarck, 1989).

Los valores de PIC, tanto para la mayoria de los loci como para el global,
resultaron ser altamente informativos. Soc6 presenté un valor de 0,495 y por lo tanto
es razonablemente informativo ya que 0,5¢PI1C>0,25. De esta manera podriamos
afirmar que el contenido polimérfico de los loci empleados seria apropiado para

realizar estudios poblacionales y de parentesco.

Los valores obtenidos para las probabilidades combinadas de no exclusién
parental (NE-1P, NE-2P Y NE-PP) nos proveen una elevada confiabilidad cuando
asignemos paternidad con los 5 loci. La probabilidad combinada de no exclusién para

la identidad nos permitira identificar individuos.

Los resultados de Fis para los distintos loci asi como también su promedio
fueron levemente diferentes de cero. Esto nos permite establecer que existe cierta
estructuracién poblacional. Las poblaciones de la mayoria de las especies, 6 quiza
todas, tienen cierto grado de estructuracion, el cual puede ser debido a una variedad
de agentes mutuamente no exclusivos. En genética de poblaciones las sub-poblaciones

son consideradas el nivel mas pequefio de estructuracién poblacional, también
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llamado deme. Fis no solo nos brinda informacion sobre de apareamiento al azar, sino
gue también nos indica si en nuestra muestra hemos incluido uno 6 mas demes. Si las
muestras pertenecen a un mismo deme no habra ningun cambio significativo en el
valor de Fis. Sin embargo, cuando es incluida una muestra perteneciente a una unidad
de apareamiento diferente ocurrira un considerable aumento de Fis (Balloux & Lugon-

Moulin, 2002).

A través del andlisis de estructuracion poblacional se pudo comprobar que
existen 2 subpoblaciones y las mismas estarian determinadas por los machos. Las
subpoblaciones que se pudieron distinguir fueron la subpoblacién 1-2 y la
subpoblacion 3. Estos resultados concuerdan con los Fis obtenidos, revelando una leve
estructuracién poblacional. La diferencia observada entre los sexos, podria estar
indicando que las hembras se mueven con mas frecuencia o mas lejos, por lo tanto los
machos presentarian una mayor diferenciacion entre las subpoblaciones y no asi las
hembras. A diferencia de esto, en C. talarum son los machos los que presentan mayor
dispersién (Cutrera et al., 2005). Esta comparacion refleja las diferencias existentes

entre las especies de Ctenomys.

CONCLUSIONES FINALES

Los 5 loci estudiados aqui son considerados apropiados para estudios de
parentesco ya que resultaron alta 6 razonablemente polimérficos, y sus probabilidades

de no exclusién permitiran identificacion individual y de paternidad.

Los resultados revelaron que existen dos subpoblaciones (subpoblacién 1-2y
subpoblacion 3), determinadas fundamentalmente por la composicidn genotipica de
los machos analizados. Por lo cual se observd una leve estructuracién poblacional. La
informacidén genéticay de microsatelites obtenida sugiere un comportamiento de
dispersion diferencial entre los sexos. La diferenciacion genética entre los machos
demuestra que estos podrian ser filopatricos, siendo las hembras quienes se

dispersarian mas.
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VI- Anexos

Anexo 1

Para cada individuo capturado se muestra el sexo (h= hembra, m= macho) y la fecha de

captura. Estos datos fueron otorgados por Gabriel Francescoli y Graciela Izquierdo en

el marco del proyecto "Disefio de sefiales y su posible influencia en la organizacion

socio-reproductiva de los tucu-tucus solitarios (Ctenomys; Rhodentia: Ctenomydae)”,

Responsable: Gabriel Francescoli.

Fecha de
Individuo Sexo Captura
Tuo1 h 24/6/2005
Tu02 m 25/6/2005
Tu03 h 25/6/2005
Tu04 m 25/6/2005
Tu05 h 25/6/2005
Tu06 m 25/6/2005
Tu07 m 26/6/2005
Tu08 h 26/6/2005
Tu09 h 26/6/2005
Tulo m 26/6/2005
Tull h 26/6/2005
Tul2 h 19/7/2005
Tul3 m 20/7/2005
Tuld h 20/7/2005
Tuls h 21/7/2005
Tul6 h 21/7/2005
Tul7 h 3/8/2005
Tul8 m 3/8/2005
Tul9 h 4/8/2005
Tu20 h 4/8/2005
Tu21 h 4/8/2005
Tu22 h 4/8/2005
Tu23 h 12/9/2005
Tu24 h 21/3/2006
Tu25 h 21/3/2006
Tu26 h 21/3/2006
Tu27 m 21/3/2006
Tu28 m 21/3/2006
Tu29 h 21/3/2006
Tu30 h 21/3/2006
Tu31l m 21/3/2006
Tu32 m 21/3/2006
Tu33 h 21/3/2006
Tu34 h 21/3/2006
Tu35 m 19/7/2006
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Anexo 2

Protocolo empleado en este estudio para las extracciones de ADN a partir de muestras

de pelo.

EXTRACCION DE ADN (tejidos Medrano et al., 1990)
DIA1
Cortar tejido con material estéril
Colocar en eppendorf
Centrifugo 1min. si la muestra fue conservada en alcohol para eliminarlo.
Se lava con buffer STE 1ml.
Centrifugo 1 min.
Descarto el STE
Agregar buffer de lisis (550 ul) + proteinasa K (10 mg/ml) (20 ul)
Dejar en bafio a 55 °C con agitacién dos horas, 0 a 37°C por toda la noche

PN WD

Buffer de lisis
50mM Tris HCl, pH 8,0; 50mM EDTA, pH 8,0; 1% SDS; 100mM NaCl; 1% beta mercaptoetanol

Buffer STE
Ver Maniatis

DIA 2

1. Adicionar 5,5 ul. RNAsa A y dejar incubando 1 hora mas a 55 °C

2. Centrifugar 14.000 rpm por 10 min.

3. Transferir sobrenadante a otro eppendorff y medir (ul.) con la pipeta
4. Agregar NaCl, lo tenemos a 5M, y lo tengo que llevar a 2M

Vi = Vf (Sobrenadante) x 2 (Concentracion final) = x
5 (Concentracion inicial)

Hacer tabla

N° individuo V.ini V.ini X 0.66 V.ini + V.NaCl (V.ini + V.NaCl) / 2 V.c/tubo*2
V.NaCl c/tubo V.Etanol
p-3 p.4 p.7 p.8
5. Vortexear 5 seg. cada muestra
6. Centrifugar 14000 rpm durante 30 min.
7. Distribuir el sobrenadante en dos tubos ependorff (aprox. 400ul. cada uno)
8. Adicionar el doble en volumen de Etanol absoluto frio (aprox. 800ul.) en este momento se deberia

observar el ADN
Se deja precipitando en la heladera toda la noche

0

DIA 3

Centrifugar 30 min. a maxima rpm

Desechar sobrenadante

Adicional 1ml de Alcohol 70%

Centrifugar 5min. a 6000 rpm-descartar sobrenadante
Adicional 1ml de Alcohol 70%

Centrifugar 5min. a 6000 rpm- descartar sobrenadante
Incubar 30 min. a 37°C o hasta secar

Agregar 50 ul 1xTE (Tris EDTA o agua destilada)

PN WD




Anexo 3.

Alelos obtenidos mediante el andlisis de los fragmentos con el software GenMarker V

1. 75 ©. Los casilleros en blanco representan informacién no obtenida en este estudio.

Individuo
TuO1
Tu02
Tu03
Tu04
Tu05
Tu06
Tu07
Tu08
Tu09
TulO
Tull
Tul2
Tul3
Tuld
Tul5
Tul6
Tul?7
Tul8
Tul9
Tu20
Tu2l
Tu22
Tu23
Tu24
Tu25
Tu26
Tu27
Tu28
Tu29
Tu30
Tu3l
Tu32
Tu33
Tu34
Tu35

Locus

socl

277
275
277
269
273
273
273
277
273
275
269
275
273
273
269
275
273
273
275
275
273
275
275
275
269
275
275
273
273
271
273
275
275
273
273

277
277
279
275
273
275
275
277
277
277
277
275
275
273
279
275
277
275
279
279
273
275
275
275
275
275
275
275
275
273
273
277
275
275
275

soc2

137
161
137
137
137
139
139
137
137
139
137
137
137
137
137
139
137
137
137
137
137
137
137
139
137
137
139
137
137
137
135
137
137
137

137
161
161
161
139
139
139
139
161
161
139
161
139
137
161
139
139
161
161
161
137
139
137
139
137
137
161
137
139
139
137
139
161
137

hai4

168
168
174
168
174
174
174
174
174
174
174
174
168
174
168
168
178
174
174
168

182
166
168
174
166
174
166
168
178
166
174
168
166
174

178
174
174
174
178
178
174
178
180
174
180
178
180
178
174
180
178
174
174
178

182
168
168
174
178
178
168
182
182
168
178
168
168
178

soc5

264
266
262
266
262
266
262
270
262
262
262
262
262
264
266
262
262

262
266

262
266
266
266
262
262
262
260
266
262
262
266
266
264

268
270
262
270
270
266
266
272
266
266
266
266
270
266
270
266
270

262
266

266
270
270
266
266
266
266
262
270
266
266
266
266
266

socb

219
217
215
215
219
215
219
215
219
217
215
215
215
215
215
215
215

215
215
215
215
215
215
215
219
219
215

215
215
215
215
219

219
217
219
221
219
219
219
219
219
221
219
219
215
215
221
219
219

219
215
215
219
219
215
219
219
219
219

219
219
215
219
219
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Anexo 4.

Frecuencias alélicas en los distintos locus obtenidas con el programa Cervus 3.0 ©.

Locus Alelos Frecuencias
269 0.0400
273 0.2600
Soc 1 275 0.4600
277 0.2000
279 0.0400
135 0.0161
. 137 0.5000
139 0.3065
161 0.1774
166 0.0714
168 0.1786
Uaila 174 0.4107
178 0.2321
180 0.0714
182 0.0357
262 0.3393
264 0.0357
Soc5 266 0.4643
270 0.1429
272 0.0179
215 0.4444
Soc & 217 0.0556
219 0.4630
221 0.0370
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