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RESUMEN

Salvo excepciones, las especies del género Ctenomys son consideradas solitarias, por lo
que si se encontrara mas de un ejemplar por cueva fuera de la temporada de
apareamiento, estos deberian ser los adultos macho y hembra, madres con sus crias o
hermanos. Sin embargo, para la especie C. rionegrensis se han capturado varios
individuos en la misma cueva. Con el objetivo de evaluar la forma de compartir cuevas
en esta especie se genotiparon 12 microsatélites en 24 individuos procedentes de 8
cuevas donde se registraron capturas multiples entre Octubre y Noviembre de 1999 en
el departamento de Ri6 Negro, Uruguay. Los parametros descriptivos y el indice de
relacionamiento (R) fueron calculados utilizando el software Cervus 3.0 y Kingroup v2.
El ntimero de alelos por locus y el PIC (Polimorphic Information Content) vari6 desde 1
hasta 5 y desde 0,154 a 0,71, respectivamente, ademas la probabilidad de exclusion
acumulada para todos los loci se ubicd por encima de 99%. El andlisis de exclusion,
teniendo en cuenta sexo, edad y fecha de captura confirmé que individuos de tres de las
ocho cuevas no estdin emparentados y de esta forma podemos excluir la situacion
esperada para especies solitarias. También se encontré que individuos encontrados en
diferentes cuevas poseen algin grado de parentesco. Estos resultados, en conjunto con
la informacion demogréafica, sugieren que los individuos pertenecientes a la especie C.
rionegrensis poseen algin grado de comportamiento social no esperado para especies
solitarias. También es posible que el incremento de la movilidad durante ciertos

periodos de tiempo los haga capaces de compartir cuevas.



1. INTRODUCCION

1.1- Aspectos Generales del Género Ctenomys.

El extenso grupo de roedores histricognatos de vida subterrdnea reunidos en el
género Ctenomys (“tuco-tucos”) se distribuyen de forma irregular desde el centro-este
de Pertl y sudeste de Brasil hasta Tierra del Fuego entre los 17° y 54° de latitud sur.
Aunque la mayor densidad de especies se encuentra entre los 25° 35° latitud sur y
decrece abruptamente hacia el sur y norte. Ocupan un gran rango de ambientes que se
extienden desde el nivel del mar hasta los 4000 metros de altura (Lacey et al., 2000;
Reig et al., 1990.). Se los puede encontrar en praderas, desiertos, dunas, y bosques
tropicales, probablemente debido a las condiciones de temperatura y humedad estables

que proporciona la vida subterranea en cuevas (Altuna, 1991).

Los roedores son uno de los tres ordenes de mamiferos subterraneos junto a
marsupiales e insectivoros que obtuvieron esta forma de vida de manera independiente.
El ecotopo subterraneo se caracteriza por la ausencia de luz, bajos niveles de oxigeno y
altos niveles de didxido de carbono, entre otras caracteristicas que determinan que las
especies que adoptan este modo de vida compartan adaptaciones morfologicas y
fisiologicas (Lacey, 2000; Lessa, 1990; Nevo, 1999). En la gran mayoria de las especies
del género Ctenomys las bocas de las cuevas permanecen cerradas por tapones que

permiten mantener un microclima ademas de dar proteccion frente a depredadores.

La rapida y explosiva cladogénesis ocurrida dentro de este género durante el
Pleistoceno medio (periodo mas antiguo del Cuaternario, estd comprendido entre los
1,8-1,6 millones y los 10.000 afos antes del presente) origind la mas amplia diversidad
especifica alcanzada entre los roedores de vida subterranea (Reig et al., 1990). Segun
estudios paleontoldgicos publicados en 2002 por Verzi ningln otro género de la familia

Ctenomyidae sufrio cladogénesis explosiva en ese periodo.

En la actualidad el nimero de especies vivientes reconocidas dentro del género
es controvertido. Cabrera (1961) redujo su nimero a 27 especies y 52 subespecies
mientras que Giménez et al. (1999) reconocen més de 60 especies. Segun Reig et al.

4



(1990) la revision del material conocido sobre el género junto con el concepto de
especie (Mayr, 1963) permiti6 reconocer 56 especies vivientes y 13 subespecies.
Estudios posteriores usando marcadores moleculares han arrojado luz sobre el
tema, (D’Elia et al., 1998 y Lessa & Cook, 1998 -alozimas, citocromo b-; Slamovits et
al. 2001 -ADN satelite-; Castillo et al., 2005 -intrones-; Parada 2007 —citocromo b y
muestreo denso de individuos). Pero el tema esté lejos de ser resuelto, ya que no ha sido
posible dilucidar las relaciones basales entre grupos de especies dentro del género, lo

que apoya la hipotesis de la reciente radiacion explosiva del mismo.

La anatomia interna y externa es asombrosamente similar en las diferentes
especies y difieren entre ellas por tamafo, color del pelaje y otras caracteristicas
menores (Reig et al., 1990). A pesar de sus diferencias morfologicas y ecologicas
comparten un rasgo que los caracteriza: su dentadura altamente especializada para roer

(entre otras).

En Uruguay existen tres especies de Ctenomys: C. torquatus (Lichtenstein,
1830), C. rionegrensis (Langguth y Abella, 1970) y C. pearsoni (Lessa y Langguth,
1983). C. rionegrensis es particularmente interesante para los estudios que llevan a la

diferenciacion geografica, por los motivos que se presentaran a continuacion.

1.2- Ctenomys rionegrensis

1.2.1- Distribucién geografica.

La distribucion geografica de C. rionegrensis comprende una pequefia area,
aproximadamente 3.000 Km?, del sur oeste del departamento de Rio Negro, Uruguay.
Su habitat esta caracterizado por dunas de arena y existen tres poblaciones aisladas en

Argentina (D’Elia et al., 1999).
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Figura 1. Mapa mostrando la distribucion geografica de la especie en el departamento de
Rio Negro, Uruguay asi como también los tipos de pelaje presentes en cada poblacion:
Melanico (negro), Dorso-oscuro (gris) y Aguti (blanco).

A pesar de su acotado rango de distribucion geografica C. rionegrensis posee un
marcado polimorfismo cromatico: meldnico, aguti y dorso-oscuro (Figura 2). Se han
encontrado tanto poblaciones con un sélo tipo de pelaje como polimorficas con dos o
tres tipos de pelaje. Los individuos meldnicos son uniformemente negros, mientras que
los aguti son claros y pueden presentar areas oscuras en la cabeza (Langguth y Abella,
1970) (Figura 2). Los especimenes cuyo pelaje es dorso-oscuro se caracterizan por una
ancha banda de color marrén grisaceo en la zona medio-dorsal que se extiende desde el
hocico hasta la base de la cola. En general existe una estrategia antidepredadora donde
se aprecia cierta correspondencia entre el color del pelaje y del sustrato. Pero los
individuos con pelaje melanico contrastan claramente con los suelos arenosos que
predominan en el area de distribucion de la especie. Una hipdtesis que pretende explicar
el origen y mantenimiento de los individuos melanicos se basa en la capacidad que tiene
la deriva genética para fijar alelos neutros en poblaciones pequenas y aisladas. Estudios
previos realizados con alozimas por D’Elia et al. (1998) no lograron un grado de
resolucion como sucedid con otros marcadores tales como microsatélites y el gen del
citocromo b (Wlasiuk et al., 2003). Estos ultimos trabajos mostraron niveles inferiores

de deriva genética y flujo génico que las indicadas para alozimas lo que sugiere que las
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poblaciones estarian fuertemente estructuradas aunque y no se descartaria la influencia
de la deriva genética en la fijacion del pelaje melanico en algunas poblaciones a pesar

de su gran contraste con el medio ambiente.

Figura 2. Fotografias de ejemplares de C. rionegrensis mostrando los diferentes
pelajes. A-Aguti. B- Dorso-oscuro C- Melanico.

1.2.2- Cariotipo

Estudios de cariotipo (Kiblisky et al., 1977) mostraron que esta especie posee un
nimero cromosomico 2n = 50, 14 pares son acrocéntricos donde uno de ellos presenta
una constriccion secundaria; 6 pares poseen centromero subterminal y cuatro pares de
submetacéntricos. El par sexual estd compuesto por un cromosoma X submetacéntrico

grande y un cromosoma Y acrocéntrico pequeio.



1.2.4- Hipotesis de Trabajo / Antecedentes

En general, las especies del género Crtenomys son consideradas estrictamente
solitarias, a excepcion de C. sociabilis. Sin embargo, en C. rionegrensis: 1) el hecho de
capturar varios ejemplares en una misma boca de cueva (llamado de aqui en mas
“capturas multiples”) de juveniles y adultos, 2) las areas de actividad solapadas entre
diferentes individuos de una misma poblacion y 3) la alta tolerancia a la presencia de
otros individuos de la misma especie, sugieren que la especie exhibe un patrén de uso
del espacio diferente al de los tucu-tucus solitarios o territoriales. Esto sumado a los
datos obtenidos en el campo por E. Lessa y colaboradores (1999), usados también en
este trabajo, asi como andlisis de parentesco usando microsatélites (Parada, 2003;
Marquez, 2006) donde se reportaron adultos y juveniles con algin grado de parentesco
compartiendo cuevas. Esto llevo la atencion hacia la estructura social de esta especie

planteando la posibilidad de que no sean estrictamente solitarios.



2- OBJETIVOS:

2.1- Objetivo General:

Contribuir al conocimiento de la especie C. rionegrensis, en particular su
estructura social mediante el andlisis de microsatélites en ejemplares obtenidos en

capturas multiples.

2.2- Objetivos Especificos:

1- Extraccion de ADN de muestras de individuos procedentes de capturas
multiples.
2- Optimizacion de condiciones de amplificaciéon para un conjunto de
microsatélites marcados con fluorocromos

3- Analisis de un conjunto de microsatélites detectados como polimorficos
mediante PCR vy electroforesis.

4- Determinar los pardmetros descriptivos y poblacionales mediante los

programas informaticos apropiados.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1- Eleccion de individuos utilizados

Se analizaron 24 individuos pertenecientes a capturas multiples de la especie
Ctenomys rionegrensis de la poblacion La Tabaré (33°21°41° S, 58°18°57 W)
departamento de Rio Negro, Uruguay. Los individuos tomados de la coleccion del
Laboratorio de Evolucion y pertenecientes al periodo de colecta de Octubre y
Noviembre de 1999. Los ejemplares seleccionados presentaban numeros de catalogo

entre EV1131 y EV1216 (Tabla I).

Tabla I. Numero de catalogo y detalles de fecha y cueva de captura, edad,
sexo y pelaje de los ejemplares utilizados,..

Cuev
a Individuo | Captura| Edad| Sexo| Pelaje
EV 1170 | 26-Oct | A Q | Melanico
1 EV 1171 | 26-Oct J Q | Melanico
EV 1188 | 29-Oct | A o) Aguti
EV 1209 | 04-Nov | A & | Melanico
EVI1172 | 260ct | A | @ | Aguti
2 EV 1173 | 26-Oct J Q Aguti
EV 1175 | 26-Oct J Q | Melanico
EV 1181 | 27-Oct J 4 Aguti
3 EV 1194 | 29-Oct | A Q | Melanico
EV1197 | 29-0ct | 7 | @ | Aeuti
4 EV 1131 | 10-Oct A a Aguti
EV 1148 | 10-Oct | A Q | Melénico
5 EV 1151 | 14-Oct A Q Aguti
EV1IS2 [ 140ct | 1 | 9 | Agut
EV 1155 | 14-Oct A 38 Aguti
6 |Eviied | 140ct| 7 | @ | Aguti
EV 1165 | 14-Oct J 4 Aguti
EV1183 | 28-0ct | A | ¢ | Aguti
7 EV 1193 | 29-Oct A & | Melanico
EV 1212 | 04-Nov | J 3 Aguti
EV 1213 | 05-Nov | A & | Melanico
8 EV 1214 | 05-Nov J a Aguti
EV 1215 | 05-Nov J a8 Aguti
EV 1216 [ 05-Nov| 1 | @ | Agut
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3.2- Trabajo de Laboratorio

3.2.1- Extraccion de ADN

Como punto de partida se utilizaron muestras de higado conservadas en etanol

95% pertenecientes a la coleccion del Laboratorio de Evolucion de la Facultad de

Ciencias, Universidad de la Republica. La extraccion de ADN total se realizd mediante
un protocolo estandar empleando SDS, digestion por proteinasa K y precipitacion de

proteinas con NaCl y precipitacion de ADN con isopropanol (Miller et al., 1988).

3.2.2 — Amplificacion de Fragmentos de ADN

La amplificacion de fragmentos de ADN se realizdo mediante la técnica de PCR
(“Polymerase Chain Reaction”, Saiki et al., 1988). A partir de diluciones 1:100 de las
extracciones de ADN totales, en agua libre de RNAsas y DNAsas. Se analizaron un
total de 11 microsatélites (Recuadro A) (Soc 2, 3,5, 6,7, 8 y Hai 3, 4,9, 11, 12) que
fueron utilizados previamente por Eileen Lacey en trabajos publicados en 1999 y 2001

(Tabla II).

Tabla II. Detalle de los primers de microsatélite usados asi como
también sus repetidos y el fluorocromo correspondiente.

Microsatélite | Repetidos | Fluorocromo
Soc2 CA Fam
Soc3 CA Fam
Soc5 CA Tet
Soc6 CA Hex
Soc7 CA Hex
Soc8 CA Fam
Hai3 CA Fam
Hai4 CA Fam
Hai9 CA Fam
Haill CA Tet

Hail2 ATT Tet
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La reaccion de PCR fue realizada en un volumen total de 8ul por reaccion,
conteniendo 0,08ul de Taq polimerasa (Biotools, 5 U/ul), 0,16ul de cada
oligonucledtido (10 uM), 0,16pul de dNTPs (10 mM cada uno), 0,80ul de Buffer 10X y
2,6ul de agua destilada.

Las condiciones de ciclado se optimizaron en un termociclador (PXE0.2, Termo)
a partir de los ciclados obtenidos previamente para otras especies de tuco-tucos: C.
haigi y C.sociabilis (Lacey et al., 1999 y Lacey, 2001)

La verificacion de los productos de PCR se realizdo mediante electroforesis en
minigeles de poliacrilamida 5% a 150V durante 30 minutos en soluciéon de TBE 1X. El
método de tincion argéntica es una variante del publicado por Sanguinetti et al., 1994.
Luego los productos que presentaban banda correspondiente con el tamano esperado
para cada microsatélite y no mostraron bandas segundarias se seleccionaron para su

tipificacion automatica.

3.2.3 Analisis de Fragmentos

Luego de pruebas piloto que lo mostraron necesario, se efectuaron diluciones de
los productos de PCR seleccionados para su tipificaciéon automadtica en relacion a la
intensidad de la banda visualizada en el gel. La secuenciacion se realizé en el Servicio
de Secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo. Los resultados fueron analizados
con el programa Peak Scanner Software v1.0 (Applied Biosystems). Este programa
permite separar fragmentos de ADN segun el fluorocromo unido covalentemente a uno

de los primers asi como también calcular el tamafio exacto de cada fragmento.
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Recuadro A. Herramientas para el analisis molecular

Marcadores Moleculares

Con el nombre de marcadores moleculares se engloban una serie de técnicas de gran desarrollo en los
Ultimos veinte afios que permiten conocer la informacion genética que portan los organismos. Funcionan como
sefialadores de diferentes regiones del genoma y son ampliamente utilizados en genética humana, vegetal,
animal y microbiana. Permiten evidenciar la presencia de polimorfismos en la secuencia de ADN entre dos 0 mas
individuos, ya sea que estas modifiquen o no su fenotipo.

Para que un caracter sea considerado un marcador genético debe mostrar una variacién
experimentalmente detectable entre los individuos de la poblacién y que el modo de herencia puede predecirse
segun las leyes de Mendel. Un marcador molecular monomérfico es invariable en todos los organismos
estudiados, pero cuando presenta diferencias en el peso molecular, actividad enzimatica, estructura o sitios de
restriccion, se dice que es polimérfico. A veces el grado de variacién es tal que se denominan hipervariable.

Los primeros marcadores desarrollados a finales de los 70 se basaron en la identificacion de proteinas
e isozimas por electroforesis en geles de almidon o poliacrilamida. Con ellos se abrid el conocimiento de la
estructura y heterogeneidad genética entre diferentes especies, variedades y poblaciones de distinto origen
geografico. Pero esta técnica tenia una limitacion muy importante: no era capaz de detectar suficiente
polimorfismo entre especies emparentadas debido a que las proteinas son el resultado de la expresion génica,
que puede ser distinta segun: tejido, etapa del desarrollo 0 medio ambiente donde se exprese. Los avances en la
tecnologia del ADN recombinante y la amplificacién por PCR han permitido el desarrollo de marcadores
moleculares basados en el ADN, consiguiendo estabilidad en la identificacion de especies y variedades. El
numero de técnicas descritas es cada vez mas numeroso: RFLP (Restriction fragment length polymorphism) que
consiste en digestion del ADN con enzimas de restriccidn y posterior electroforesis en geles de agarosa, RAPDs
(Random Amplified Polymorphic DNA) se amplifica ADN con primers elegidos al azar, los Minisatélites son
secuencias de entre 15-35 pares de bases repetidos, los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) es la variacion
en una sola base de la secuencia de ADN que debe darse en al menos un 1% de la poblacién y los Microsatélites
son secuencias que contienen de 1 a 6 nucleétidos repetidos en tandem.

Las caracteristicas que debe poseer un marcador para ser considerado ideal deben ser: presentar polimorfismo
elevado o variable dentro y entre especies, presentar modo de herencia mendeliana no epistatica (sin interaccion
entre genes), ser insensible a los efectos del ambiente, presentar co-dominancia, ser de rapida identificacién y
simple analisis y de posible deteccidn en los estadios tempranos del desarrollo.

Los Microsatélites o STR (Short tandem repeat)- Son regiones hipervariables del genoma constituidas por
repeticiones en tandem de unos pocos pares de bases, 1 a 6 nucledtidos (Hancock, 1999) flanqueadas por
secuencias de copia Unica. Los microsatélite mas comunes son los di y los trinucleétidos.

La base genética del polimorfismo detectado en microsatélites se basa en la variabilidad del nimero de
repeticiones en tandem y consecuentemente del tamafio del microsatélite amplificado en individuos de una
especie. El microsatélite amplificado por PCR es sometido a electroforesis en geles de alta resolucién que
permiten detectar diferencias de 2, 3 6 4 nucleétidos que corresponden al minimo polimorfismo de longitud en un
microsatélite. Estos marcadores son co-dominantes, genoma-especificos y altamente polimérficos en
comparacion con otros marcadores moleculares basados en ADN como los RFLPs (polimorfismos en la longitud
de los fragmentos de restriccion) y RAPDs (DNA polimérfico amplificado al azar). Por otra parte su
implementacion en un laboratorio requiere de mayor infraestructura y presupuesto que los RAPDs.
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3.3 Analisis de los resultados

Se utilizaron dos paquetes informaticos desarrollados para estudios de

parentesco: Kingroup v2 (Konovalov et al, 2004) y Cervus 3.0 (Kalinowski et al. 2007).

El software Cervus esta disefiado para marcadores codominantes. Calcula las
frecuencias alélicas, el contenido de informacion polimorfica (PIC) y la probabilidad de
exclusion de uno de los padres o de ambos (significa la probabilidad de que un adulto

elegido al azar sea excluido como parental utilizando solamente genotipos).

Kingroup por otro lado calcula el promedio de relacion genética (R) entre
individuos o grupo de individuos definidos por variables demograficas. El valor de R
entre individuos que comparten ambos parentales (hermanos completos) debe ser como
minimo R = 0,5, los medio-hermanos que s6lo comparten el 25% de su genoma su R

debe ser como minimo 0,25.

La asignacion de paternidad fue dada por exclusion, observando
incompatibilidades entre los tamafnos de alelos de los posibles padres, madre y crias,
para lo cual se establecio el poder de la prueba de parentesco por medio de la
probabilidad de exclusion individual y acumulada descrita por Jamieson y Taylor

(1997).
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RESULTADOS

De 12 microsatélites ensayados, tres fueron descartados para el analisis; Socl
debido a que no se pudo completar la tipificacion de los 24 individuos y Soc5 y
Hail1(") por su caracter monomorfico. Del total de 24 individuos tipificados tan solo en

3 de ellos no fue posible identificar el genotipo (ver Anexo: Tabla 1)

4.1- Condiciones de amplificacion

Las condiciones de amplificacion fueron diferentes para cada microsatélite. Para
Socl, Soc2, Soc3, Soc5, Soc6, Hai4, Hai9, Haill y Hail2 fueron: desnaturalizacion
inicial de 5 minutos a 94°C seguidos por 34 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, temperatura de asociacion (T.) por 30 segundos y extension a 72°C por 45
segundos) terminando con la extension final a 72°C por 5 minutos (ver tabla III para ver
las T,). Para Hai3 las condiciones optimas de amplificacion fueron: desnaturalizacion
inicial de 5 minutos a 94°C seguidos por 34 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, asociacion a 53°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos)
terminando con la extension final a 72°C por 5 minutos. Para Soc7 y Soc8 las
condiciones de amplificacion fueron: desnaturalizacioén inicial de 3 minutos a 94°C
seguidos por 10 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, asociacion a 49°C
por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos) y 23 ciclos (desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, asociacion a 48°C por 30 segundos y extension a 72°C por 45

segundos) terminando con la extension final a 72°C por 5 minutos.

1 El microsatélite Haill fue monoméfico a excepcion del individuo EV1193 en donde el tamafio de la secuencia fue

de 154 (Anexo: Tabla 1).
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Tabla III. Temperaturas de asociacion (T,)
para los locus que comparten ciclado.

Locus T, (°C)
Socl 64
Soc2 58
Soc3 59
Soc5 62
Soc6 62
Hai4 58
Hai9 62

Haill 58

Hail2 60

4.2- Frecuencias génicas

El tamafo relativo de los alelos encontrados para cada locus y sus
correspondientes frecuencias en la muestra de 24 individuos procedentes de capturas
multiples, se muestran en la tabla IV. El rango de tamafios para todos los loci varid
desde 114 hasta 288 pares de bases. El maximo numero de alelos encontrados por locus
fue 5 y uno de ellos fue monomorfico. Para Soc5 se encontré un unico alelo; 2 alelos
para Soc8, Hai3 y Haill; Soc2, Soc6 y Hail2 presentaron 3 alelos; 4 alelos para Soc3,
Soc7, Hai9 y para Hai4 existen 5 alelos. Soc5 serd descartado para el resto de los

analisis debido a su caracter monomorfico.
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Tabla IV. Frecuencias génicas para la muestras de 24 individuos para
cada alelo de cada locus.

Locus Alelo Frecuencia | Heterocigotas | Homocigotas
150 0,2292 7 2
Soc2 152 0,3958 11 4
154 0,3750 8 5
129 0,0208 1 0
Soc3 131 0,2917 14 0
133 0,0833 4 0
135 0,6042 17 6
Soc5 261 1,0000 0 24
222 0,5217 12 6
Soc6 228 0,3913 10 4
230 0,0870 4 0
180 0,0217 1 0
Soc7 280 0,1522 3 2
286 0,6739 11 10
288 0,1522 7 0
Soc8 154 0,2083 8 1
156 0,7917 8 15
Hai3 163 0,4792 15 4
165 0,5208 15 5
167 0,2083 10 0
171 0,1667 6 1
Hai4 177 0,1875 7 1
179 0,0625 3 0
181 0,3750 12 3
228 0,1875 7 1
Hai9 232 0,0625 1 1
234 0,7292 9 13
238 0,0208 1 0
Haill 146 0,9583 0 23
154 0,0417 0 1
112 0,0217 1 0
Hail2 114 0,0652 3 0
122 0,9130 4 19

4.3 — Variabilidad genética

En este estudio, el nivel de variabilidad de los loci estudiados de la poblacion se
dividen en loci con variabilidad baja (He < 0,500) (Soc7, Soc8, Hai9, Haill y Hail2) y
loci con variabilidad alta (He > 0,500) (Soc2, Soc3, Soc6, Hai3 y Hai4). El contenido de
informacion polimérfica (PIC), la heterocigocidad esperada (He) y heterocigocidad

observada (Ho) se detallan en la tabla V.
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En cuanto a la heterocigocidad esperada (He) el promedio fue de 0,419 con el
valor superior en el locus Hai4 con 0,765 y el valor mas bajo en Haill con 0,082. La
heterocigocidad observada (Ho) promedio fue de 0,421 con el valor mas alto en Hai4

con 0,792 y Haill con valor 0.

Considerando que un valor de PIC superior a 0,50 indica que un marcador es
muy informativo (Botstein et al., 1980), podemos decir que sé6lo 2 de los microsatélites
(Soc2 y Hai4) son muy informativos a la hora de detectar variabilidad genética,
mientras que microsatélites con valor de PIC entre 0,25 y 0,50 con medianamente
informativos (Soc3, Soc6, Soc7, Soc8, Hai3 y Hai9). Los valores de PIC de los
microsatélites restantes (Hail2) estan por debajo de 0,16 resultando poco o nada

informativos.

Tabla V. Para cada locus estudiado se detalla el contenido de informacién polimorfica

(PIC), heterocigocidad esperada (He), heterocigocidad observada (Ho), probabilidad de

exclusion cuando se desconocen ambos parentales (NE-1P), probabilidad de exclusion
cuando se conoce un parental (NE-2P)

Locus Ho He PIC
Soc2 0,542 0,664 0,575
Soc3 0,750 0,554 0,474
Soc6 0,565 0,580 0,477
Soc7 0,478 0,510 0,455
Soc8 0,333 0,337 0,275
Hai3 0,625 0,510 0,375
Hai4 0,792 0,765 0,710
Hai9 0,375 0,438 0,387

Hai12 0,174 0,165 0,154

Tabla VI. Para cada locus se detallan: la probabilidad de exclusion cuando se desconocen

ambos parentales (NE-2P), probabilidad de exclusion cuando se conoce un parental (NE-

1P) y la probabilidad de exclusion acumulada del sistema incluyendo los loci anteriores y
ese en cuestion.

Locus NE-1P Global Locus NE-2P Global
Hai4 0,656 0,656 Hai4 0,476 0,476
Soc2 0,789 0,927 Soc2 0,644 0,813
Soc6 0,839 0,966 Soc3 0,717 0,899
Soc3 0,849 0,976 Soc6 0,723 0,922
Soc7 0,871 0,981 Soc7 0,723 0,923
Hai3 0,875 0,984 Hai9 0,775 0,938
Hai9 0,906 0,988 Hai3 0,813 0,958
Soc8 0,946 0,995 Soc8 0,862 0,974

Hai12 0,987 0,999 Hai12 0,920 0,989

La probabilidad de exclusion del conjunto de loci se define como la probabilidad

de excluir de la paternidad a un individuo no relacionado de la poblacion a través del
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estudio de diversos marcadores genéticos (Chakraborty et al., 1988). Fue calculada
mediante el software Cervus (Kalinowski et al., 2007). Cuando observamos la
probabilidad de exclusion individual para cada locus vemos que estos valores se ubican
entre el 65% y 98% cuando se desconoce uno de los parentales y entre 47% y 98%
cuando se desconocen ambos parentales (ver Tabla VI). Mientras que la probabilidad de
exclusion global cuando se conoce un solo parental varid desde 65% para un solo loci y
99% para el conjunto de locus y la probabilidad de exclusion cuando se desconocen

ambos parentales vari6 desde 47% para un solo loci y 98% para el conjunto de locus.

4.4- Coeficiente de endogamia (Fis)

Grafica I. Coeficiente de Endogamia (Fis) para cada locus
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El indice de fijacion o coeficiente de endogamia (Fis) representa la desviacion de los
genotipos del equilibrio Hardy-Weinberg dentro de una poblacion, puede tener valores
que van desde -1 (exceso de heterocigotos) hasta 1 (exceso de homocigotos) (Avise,
1994). El valor de Fis para todos los loci fue de -0,251 indicando un exceso de
heterocigotos, el valor mas alto se obtuvo en el Soc2 (0,188) y el mas bajo fue para

Soc3 (-0,364).
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4.5- Coeficientes de Parentesco.

En las siguientes tablas se detallan los coeficientes de parentesco (R) entre
individuos obtenidos de capturas maultiples mediante el software Kingroup v2
(Konovalov et al., 2004). Este es una medida de la fraccion de alelos compartidos
idénticos por descendencia (Boulin, 2003). Las expectativas tedricas entre hermanos
completos o padre-hijo son de R > 0,5, y para medio-hermanos, nietos o sobrinos 0,5 >
R >0,25. Los restantes datos (sexo, edad, fecha de captura) se encuentran en el Anexo:
Tabla 1. Solo en las cuevas 2 y 7 se observan R > 0,5 entre los individuos EV1173 -
EV1181 para la cueva 2 y entre EV1183 - EV1212 y EV1183 — EV 1193 para la cueva
7. El dato curioso que surgi6 de este analisis es que los coeficientes de parentesco entre
individuos de diferentes cuevas en general son superiores (R > 0,5) a los encontrados en

individuos de la misma cueva (ver Anexo: Tabla 2)

Tabla VII. Individuos por cuevas. En negrita se muestran los valores superiores a 0,5.

Cueva | Individuo | EV1170 EV1171 EV1188 EV1209
EV1170 *

1 EV1171 | 0.313 *
EV1188 | -0,001 0,343 *
EV1209 | -0,178  -0,15 0,172 *
Individuo | EV1181 EV1175 EV1173 EV1172
EV1181 *

2 EV1175 | -0,177 *
EV1173 | 0519  -0.283 *
EV1172 | 0272 -0.018 0.211 *
Individuo | EV1197 EV1194

3 EV1197 *
EV1194 | 0.262 *
Individuo | EV1148 EV1131

4 EV1148 *
EV1131 | 0.098 *
Individuo | EV1152 EV1151

5 EV1152 *
EV1151 | 0.207 *
Individuo | EV1165 EV1164 EV1155

6 EV1165 *
EV1164 | 0.33 *
EV1155 | 0,055 0.288 *
Individuo | EV1212 EV1193 EV1183

7 EV1212 *
EV1193 | 0,006 *
EV1183 | 0.635  0.571 *
Individuo | EV1216 EV1215 EV1214 EV1213
EV1216 *

8 EV1215 | 0.427 *
EV1214 | 0.299 0.03 *
EV1213 | 0.469 0.31 0.415 *
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Con el mismo software pueden realizarse pruebas de maxima verosimilitud entre
pares de individuos, para evaluar si la diferencia entre los valores de R hallados difieren
significativamente de otros valores. Para esto usamos dos relaciones hipotéticas de
parentesco, siendo la hipétesis nula que los individuos encontrados en una misma cueva

son parientes y la hipdtesis alternativa que no lo estuvieran. (Anexo: Tabla 3).

La cueva 1 esta compuesta por cuatro individuos, tres adultos (EV1170, EV1188
y EV1209) y un juvenil (EV1171). Se encontraron dos relaciones de parentesco directas
(madre o padre con hijo) adulto-juvenil significativas ambas con R entre 0,25 y 0,5
(tabla VII). Ambas relaciones involucran al juvenil pero con diferentes adultos, un
macho y una hembra con valores similares de R (0,313 y 0,343). Estos dos valores no
difieren significativamente de R = 0,5, mientras que el resto dentro de la cueva si,

confirmando la relaciones de parentesco.

Dentro de la cueva 2 se encontraron cuatro individuos, un adulto hembra
(EV1172) y tres juveniles (EV1181, EV1175 Y EV1173). Los juveniles EV1181 y
EV1173 poseen el parentesco mas alto (R=0,519) y podrian ser catalogados como
hermanos completos. A su vez ambos tienen parentesco con la hembra adulta (R =
0,272 y R = 0,211, respectivamente) por lo que su relacién con ella seria de tio-sobrino
o abuelo-nieto, si bien en uno de los casos el valor no difiere significativamente de
R=0,5, por lo que estadisticamente no se podria descartar a esta hembra como madre de

uno de ellos.

En la cueva 3 encontramos dos individuos, un juvenil (EV1197) y un adulto
hembra (EV1194) con una relacion de parentesco R = 0,262. Su relacion podria ser tio-
sobrino o abuelo-nieto, pero este valor de R no difiere significativamente de R=0,5, por

lo que estadisticamente no se podria descartar una relaciéon mas directa entre ellos.

Para las cuevas 4, 5 y 6 no se encontraron relaciones de parentesco

significativas, los R se ubicaron entre 0.098 y 0,33.

Dentro de la cueva 7 se encontraron tres individuos, un juvenil (EV1212) y dos
adultos (EV1193 y EV1183). Segun los coeficientes de parentesco, los dos adultos (un
macho y una hembra) podrian ser hermanos completos (R = 0,571) mientras que la

hembra adulta también podria ser la madre del juvenil (R = 0,635).
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Por ultimo la cueva 8 esta compuesta por cuatro individuos, tres juveniles
(EV1216, EV1215 y EV1214) y un adulto hembra (EV1213). Ente los juveniles y el
adulto hembra los R estaban entre 0,31 y 0, 46 pudiendo tener una relacion tio-sobrino
entre ellos. Por otra parte dos de los juveniles (EV1216 y EV1215) poseen alto
parentesco entre ellos (0,427). Los juveniles EV1216 y EV1214 tienen un parentesco de

R =0,299 por lo que su relacion podria ser de medio-hermanos o primos.

También se encontraron relaciones de parentesco que no difieren
significativamente de R = 0,5 entre individuos encontrados en diferentes cuevas (ver
Anexo: Tabla 3). Algunas de estas cuevas se encuentran a una distancia mayor de la que
regularmente se mueve esta especie. Existen algunos casos curiosos por ejemplo
EV1197 (perteneciente a la cueva 3) que posee relaciones de parentesco significativas
con tres individuos de la cueva 2 (EV1181, EV1175 y EV1173). Otro caso seria el de
EV1164 quien también posee relaciones de parentesco significativas con tres individuos

de lacueva 2 (EV1181, EV1173 y EV1172).

4.6- Observacion de Genotipos.

La asignacion de parentales también puede realizarse observando directamente
los genotipos, en este caso el juvenil debe poseer en cada locus, un alelo que concuerde

con uno de los alelos del mismo locus de cada uno de sus padres.

Para la cueva 2 (ver Anexo: Tabla 1) donde sdlo se encontrd un adulto y varios
juveniles se asumid que el adulto es uno de los parentales y asi determinar los posibles
genotipos del parental ausente (Tabla VIII). Esto también se hizo en las cuevas 3 y 5
aunque solo contaran con un adulto y un juvenil. En las cuevas 6 y 8 se presenta el
mismo caso (1 adulto y 2 6 3 juveniles) pero al observar el locus Soc6 y Hai9 para la
cueva 6 determinamos que el macho adulto (EV1155) no puede ser el padre de ninguno
de los juveniles (EV1165 y EV1164) debido a que el adulto es homocigota para ambos
locus (alelos 222 para Soc6 y 228 para Hai9) pero los juveniles presentan otros alelos en
esos locus. Lo mismo ocurre para la cueva 8 en el locus Hai3 donde se descarta que el
adulto sea el parental de dos de los juveniles (Tabla VIII). Para la cueva 5, el adulto

difiere del juvenil en un locus (Hai4) por lo que se los descarta como parientes.
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Tabla VIII. Se muestran los genotipos posibles del parental ausente para las cuevas 2 y 3. Para las cuevas 5, 6 y 8 en
negrita se muestran los alelos que excluyen al adulto encontrado en la cueva como parental de todos o de alguno de
los juveniles.

Cueva | Individuo | Sexo | Edad | Soc2 Soc3 Soc6 soc7 Soc8 Hai3 Hai4 Hai9 Hai12
EV1181 | & J | 150-154 | 131-135 | 222-222 | 286-288 | 156-156 | 165-165 | 167-181 | 228-234 -

2 EVI175 | @ J | 152-154 [ 131-135 | 222-228 | 286-288 | 154-156 | 163-165 | 171-181 | 234-234 | 122-122
EVIM73 | @ J | 150-152 | 133-135 | 222-222 | 286-288 | 156-156 | 163-165 | 167-181 | 228-234 | 122-122
EVI172 | Q A | 152-154 | 131-135 | 222-228 | 286-286 | 156-156 | 163-165 | 167-181 | 228-234 | 122-122
Posible 150-152 | 133-135 | 222-222 | 288-288 165-165 | 171-181 | 234-234
genotipo [ & 150-154 | 131-133 | 228-228 | 286-288 | 154-156 | 163-165 | 167-171 | 228-234 | 122-122
parental 222-228
EV1197 | @ J | 150-152 | 131-135 | 222-228 | 286-288 | 156-156 | 165-165 | 171-181 | 228-234 | 122-122
EVI194 | @ 150-150 | 131-135 | 228-228 | 286-288 | 154-156 | 163-165 | 171-177 | 228-234 | 122-122

3 Posible 150-150 | 131-131 | 222-222 | 286-286 | 156-156 | 165-165 | 171-181 | 234-234
genotipo | & 150-152 | 135-135 | 222-228 | 288-288 | 154-156 | 163-165 | 181-181 | 228-228 | 122-122

228-
parental 131-135 286-288 234

5 EV1152 | @ J | 154-154 [ 133-135 | 222-228 | 280-286 | 156-156 | 163-165 | 171-171 | 234-234 | 114-122
EV1151 | @ A | 154-154 | 131-135 | 222-222 | 286-286 | 156-156 | 165-165 | 177-181 | 234-234 | 122-122
EV1165 | & J | 154-154 | 131-135 | 228-228 | 286-286 | 156-156 | 163-165 | 167-181 | 234-234 | 122-122

6 EV1164 | @ J | 152-154 | 135-135 | 222-222 | 286-286 | 156-156 | 163-165 | 167-181 | 234-234 | 122-122
EV1155 | & A | 154-154 | 135-135 | 222-222 | 280-286 | 156-156 | 163-165 | 167-181 | 228-228 | 114-122
EV1216 | & J | 152-152 | 131-135 | 222-228 | 280-280 | 154-156 | 163-163 | 181-181 | 234-234 | 122-122

8 EV1215 | & J | 152-154  133-135 | 228-230 | 280-280 | 154-156 | 163-163 | 167-181 | 228-234 | 112-122
EV1214 | @ J | 154-154 [ 131-135 | 222-230 | 280-286 | 154-156 | 161-165 | 181-181 | 234-234 | 122-122
EV1213 | @ A | 152-154 | 133-135 | 222-230 - 154-156 | 161-165 | 177-181 | 234-234 | 122-122

Para las cuevas 1 y 7 donde se encontr6 mas de un parental en cada una de ellas
se procedid a excluir al adulto macho asumiendo que el adulto hembra era la madre de
los juveniles (Tabla IX). En el caso de la cueva 1, ambos machos (EV1188 y EV1209)
son descartados como padres siempre que asumamos que la hembra presente en la
cueva es la madre del juvenil. Pero si hiciéramos el andlisis inverso asumiendo que el
padre es el conocido a la que excluiriamos seria a la hembra.

En le caso de la cueva 7, observamos que tres loci (Soc8, Hai4 y Hai9) excluyen de la

paternidad al macho adulto (EV1193).
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Tabla IX. Para las cuevas 1 y 7 se muestran en negrita los alelos que excluyen al adulto macho encontrado en la
cueva como parental del juvenil.

Cueva | Individuo [ Sexo [ Edad | Soc2 Soc3 Socb soc’ Soc8 Hai3 Hai4 Hai9 Hai12
EVI70 | @ A | 152-152 [ 131-135 | 222-228 | 286-286 - 163-163 | 167-177 | 234-234 | 122-122

1 EVIMI7T1 | @ J | 150-152 | 131-135 | 222-228 | 286-288 | 156-156 | 163-165 | 167-179 | 234-234 | 114-122
EV1188 | & A | 150-152 | 135-135 | 222-222 | 286-288 | 156-156 | 165-165 | 171-179 | 234-234 | 122-122
EV1209 | & A | 150-150 | 131-135 | 222-230 | 286-286 | 156-154 | 165-165 | 167-177 | 228-234 | 122-122
EV1212 | & J | 152-152 | 135-135 | 228-228 | 286-286 | 154-156 | 163-165 | 181-181 | 234-238 | 122-122

7 EV1193 | & A | 150-152 | 135-135 | 222-228 | 280-286 | 156-156 | 163-165 | 177-177 | 232-232 | 122-122
EV1183 | @ A |152-152 | 135-135 - 286-286 | 156-156 | 163-165 | 177-181 | 232-234 | 122-122

La cueva 4 es en la unica de las estudiadas que no se encontraron juveniles,
igualmente se quiso determinar si los dos adultos encontrados en la misma estaban
relacionados. Para esto se compararon los alelos de los distintos loci, y se encontré que
no compartian alelos en el locus Soc8 donde EV1148 es homocigoto para el alelo 156 y

EV1131 también es homocigoto pero para el alelo 154 (Tabla X).

Tabla X. Genotipos de los individuos encontrados en la cueva 7. En negrita se muestran los
alelos que no comparten.
Individuo | Sexo | Edad | Soc2 | Soc3 Soc6 | soc7 | Soc8 Hai3 Hai4 Hai9 | Hai12
EV1148 | @ 150-154 [ 129-131 | 222-228 | 286-286 | 156-156 | 163-165 | 171-177 | 234-234 | 122-122
EVI131] & 152-154 | 131-135 | 228-228 | 286-286 | 154-154 | 163-165 | 171-179 | 234-234 | 122-122

> >

24




DISCUSION

La disponibilidad de informacion sobre microsatélites en el genero Ctenomys,
por ejemplo los estudios realizados por E. Lacey en C. haigi y C. sociabilis donde
utilizaron los mismos microsatélites para detectar dinamica poblacional, propiedades
moleculares y variacidon interespecifica en poblaciones de estas especies. Los
microsatélites que resultaron polimorficos en estos trabajos (Soc5, Soc6, Soc7, Hai4 y
Hall para C. sociabilis y todos para C. haigi) en algunos casos no concuerdan con los
encontrados polimorficos en el presente trabajo. Para la realizacion de este trabajo se
seleccionaron 12 microsatélites especificos y polimérficos para esta especie. Se
encontrd6 que 9 de los 12 microsatélites resultaron polimoérficos para Ctenomys
rionegrensis, con numero de alelos desde 5 para Hai4 y 2 para Soc8 y Hai3. Dentro de
los loci polimorficos se detectaron 33 alelos diferentes en los 24 individuos analizados
procedentes de capturas multiples. Esto corresponde a un promedio de 3 alelos por

locus.

5.1- Diversidad genética

La asignacion correcta de los parentales depende del nivel de variacion genética
de los loci estudiados en la poblacién de estudio, lo que determina la probabilidad de
exclusion (que un adulto escogido al azar sea excluido como parental de un
descendiente). La probabilidad de exclusién aumenta con el nimero de loci utilizados,
el nimero de alelos por locus y la distribucion de las frecuencias alélicas de los loci
(Chakraborty, Meagher y Smous, 1988). Esto puede verse comparando las pasantias
anteriores realizadas en el laboratorio (Parada, 2003 y Marquez, 2005) donde
genotiparon solo 5 microsatélites en 42 individuos algunos de los cuales no procedia de
capturas multiples. La probabilidad de exclusion promedio acumulada para todos los
loci en estos trabajos fue de 0,84 mientras que en el estudio en curso (usando 9
microsatélites) fue de 0,99.

Los valores de variabilidad planteados como necesarios para los estudios de
parentesco son He > 0,700 (Blouin et al., 1996). La media de la heterocigocidad

esperada para este trabajo es de 0,418, indicando un bajo nivel de diversidad genética.

25



5.2- Relaciones de Parentesco entre individuos capturados en la

misma cueva.

En la cueva 1 se encontraron dos relaciones de parentesco directas (madre o
padre con hijo) significativas con R entre 0,25 y 0,5 (tabla VII). Ambas relaciones
involucran al juvenil pero con diferentes adultos, un macho y una hembra con valores
similares de R (0,313 y 0,343). Estos dos valores no difieren significativamente de R =
0,5, mientras que el resto dentro de la cueva si, confirmando la ausencia de relaciones
de parentesco entre el resto de los individuos. Revisando los genotipos (tabla IX) vemos
que por separado ambos adultos podrian ser los padres del juvenil, pero si nos
detenemos en las fechas de capturas la hembra adulta y el juvenil fueron capturados el
mismo dia (26/11/1999) y el macho adulto tres dias después (29/11/1999). Asi aunque
no se podria descartar al macho adulto como parental, la diferencia en el dia de captura
hace que sea posible que este haya invadido la cueva luego de la remocién de la hembra

adulta, y es posible que no estuvieran compartiendo la misma.

Dentro de la cueva 2, a pesar de que las comparaciones de genotipos muestran
que la hembra adulta podria ser la madre de los tres juveniles los coeficientes R
muestran que tan s6lo tiene relacion de parentesco directa con dos de ellos. Los
juveniles EV1181 y EV1173 poseen el parentesco mas alto (R=0,519) y podrian ser
catalogados como hermanos completos a pesar de que difieren en un dia su fecha de
captura. A su vez ambos tienen parentesco con la hembra adulta (R = 0,272 y R =0,211,
respectivamente) por lo que su relacién con ella seria de tio-sobrino o abuelo-nieto, si
bien en uno de los casos el valor no difiere significativamente de R=0,5, por lo que

estadisticamente no se podria descartar a esta hembra como madre de uno de ellos.

En la cueva 3 encontramos dos individuos, un juvenil y un adulto hembra con
una relacion de parentesco R = 0,262 capturados el mismo dia (29/10/1999). Ademas,
comparten alelos en todos los loci estudiados. Segun el coeficiente de relacionamiento
R, su relacion podria ser tio-sobrino o abuelo-nieto, pero este valor de R no difiere
significativamente de R=0,5, por lo que estadisticamente no se podria descartar una

relacion mas directa entre ellos (madre-hijo).
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Dentro de la cueva 4 encontramos dos individuos adultos capturados el mismo
dia (10/101999) sin relacion de parentesco aparente entre ellos. Igualmente si

examinamos los genotipos no comparten alelos para Soc8.

La cueva 5 esta compuesta por dos individuos, un juvenil y un adulto hembra.
Su coeficiente de parentesco es bajo (R = 0,207) distinto significativamente de 0,5, y
difieren en los alelos para Hai4, por lo que se descarta una relacion de parentesco

directa, madre-hijo.

En la cueva 6 encontramos tres individuos, dos juveniles y un adulto hembra
capturados el mismo dia (14/10/1999). Los coeficientes de parentesco son bajos para
todos los individuos indicando que no tendrian parentesco entre ellos. A su vez, no
comparten alelos en todos los loci: la hembra adulta (EV1155) difiere en los alelos para

Hai9 con el juvenil EV1164 y con los alelos para Hai9 y Soc6 con el juvenil EV1165.

Dentro de la cueva 7 se encontraron tres individuos, un juvenil y dos adultos.
Capturados en diferentes dias, el juvenil el 14/11/1999 y los adultos uno el 29/10/1999 y
el otro el 28/10/1999. Segun los coeficientes de parentesco, los dos adultos (un macho y
una hembra) podrian ser hermanos completos (R = 0,571) mientras que la hembra
adulta también podria ser la madre del juvenil (R = 0,635). Esto también estd apoyado
por los genotipos donde la hembra adulta comparte alelos en todos los locus con el
juvenil y con el macho adulto, pero estos entre si difieren en alelos para tres locus

(Soc8, Hai4 y Hai9).

Por 1ultimo, la cueva 8 estd compuesta por cuatro individuos, tres juveniles y un
adulto hembra todos capturados el mismo dia (5/11/1999). Ente los juveniles y el adulto
hembra los R estaban entre 0,31 y 0, 46 pudiendo tener una relacidon tio-sobrino entre
ellos. Por otra parte dos de los juveniles (EV1216 y EV1215) poseen parentesco alto y
no significativamente diferente de 0,5 entre ellos (0,427), ademas de que comparten
alelos para todos los locus, su relacion podria ser de hermanos completos. Los juveniles
EV1216 y EV1214 tienen un parentesco de R = 0,299 y difieren en los alelos del loci

Hai3 por lo que su relacion podria ser de medio-hermanos o primos.

Como se deduce del analisis anterior, por las caracteristicas de los marcadores
estudiados y del sistema de estudio, los coeficientes de relacionamiento s6lo muestran la

complejidad del sistema y no permiten sacar mayores conclusiones. Sin embargo, el
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estudio de exclusion caso a caso parece ser mas productivo, y permitiria descartar la
hipdtesis de que individuos provenientes de capturas multiples estan, en todos los casos,

directamente relacionados.

5.3- Relaciones de parentesco entre individuos capturados en

diferentes cuevas.

En algunos casos se observo que los coeficientes de parentesco (Anexo: Tabla 2)
no difieren significativamente de R = 0,5 y son superiores a los encontrados entre
individuos de la misma cueva. Cabe resaltar que algunas de estas cuevas se encuentran a
una distancia superior entre ellas de la que regularmente se desplaza esta especie,
teniendo en cuenta que el terreno ocupado por esta especie en el departamento de Rid

Negro es uniforme.

Dentro de las relaciones intercuevas hay algunas que llaman la atencion. El
primer caso involucra a las cuevas 1 y 2 distanciadas entre si por 6 m. Entre ellas
existen cuatro relaciones, en general de un juvenil con un adulto capturados en dias
consecutivos con R que no difieren significativamente de 0,5, Esto podria significar que
los individuos adultos estaban fuera de su cueva y al percibir disturbios en el ambiente
(los investigadores) se adentraron en la cueva mas cercana. Otra explicacion podria ser

que ambas bocas pertenecieran a una misma cueva.

Ademas, tenemos el caso de la cueva 8, donde un solo individuo hembra adulto
(EV1214) tiene relacion de parentesco significativa entre cuevas la tiene con un juvenil
de la cueva 5 (EV1151). Ubicadas a 59 m una de la otra, dista por lejos de la distancia
relativa que recorren los individuos de esta especie pero cuando observamos las fechas
de captura vemos que hay 21 dias de diferencia entre las capturas (14/10/1999 y
5/11/1999) en los cuales si pudo desplazarse dicha distancia. En trabajos anteriores
(Tassino, 2006) observaron que esta especie de tucu-tucu parece exhibir un rango de
desplazamiento mayor, 114 +/- 63 m para los machos y 51 +/- 76 m en las hembras
observados durante un periodo de 6 meses, que el reportado para otras especies (Busch
et al, 1989). En el mismo trabajo se plantea la hipotesis de la existencia de corredores

dentro del sistema de cuevas por donde los individuos se desplazan grandes distancias
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debido a que en 600 horas continuas de observacion no encontraron ninguin individuo

que se aleje mas de 0,5 m de la boca de cueva.

5.4- Conclusiones generales

A pesar de haber usado un nimero aceptable de microsatélites, esto no alcanzo
el nivel de resolucién necesario para establecer relaciones de parentesco entre los
individuos. A pesar de que la PE general del sistema es alta, posiblemente la situacion
mejoraria con el uso de microsatélites mas polimorficos, en particular con mayores
valores de PIC. El presente trabajo fue realizado con un numero bajo de ejemplares (24
individuos) y el no haber incluido en el andlisis a los individuos encontrados alrededor
de las cuevas de captura multiple pudo haber dejado a los progenitores reales de los

juveniles encontrados en las cuevas fuera de los analizados.

La ocupacion grupal de las cuevas podria deberse a la reocupacion répida de las
cuevas luego de la remocion de su habitante aunque no puede descartarse la hipotesis de
que individuos no emparentados compartan la cueva en simultineo ya que se
visualizaron altos niveles de tolerancia a otros individuos para esta especie, incluso en
época reproductiva (Altesor 2006, Obs. Pers). Aunque tampoco puede descartarse una
hipotesis donde los individuos de la especie presenten una movilidad alta haciéndolos

capaces de compartir cuevas durante ciertos periodos.

Si bien los resultados son preliminares, podrian indicar que los individuos
pertenecientes a la especie C. rionegrensis no con estrictamente solitarios como se creia
hasta el momento. Esto también fue puesto en evidencia en trabajos anteriormente
citados (Parada 2003, Marquez 2006 y Tassino 2006), los cuales también proveen

evidencia del comportamiento social o semi-social de esta especie.
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genotipos para los 12 loci de microsatélites.

Tabla 1

Se detallan ntimero de catalogo de los individuo, sexo, fecha de captura, edad y los

Individuo | Sexo | Fecha captura [ Edad | Soct anc2 oncd onch 50ch s0cy 508 Haiz Haid Haid Hail1 Hail2
EVI170 | @ | 26HOM993 | A | 276-276 | 152-152 [ 131-135 | 261-261 | 222-228 | 266-286 | 156-15G | 163-163 | 167177 | 234-234 | 146-146 | 122122
EVi171 ¢ | 26HOMS93 | J | 276-276 | 150152 [ 131-135 | 261-261 | 222-228 | 286288 | 186-156 | 163165 | 167179 | 234-234 | 146-146 | 114-122
Bvidgs | 4 | 28MOH889 [ A | 272276 | 160152 | 135135 | 261-261 | 222207 | 286288 | 150-156 | 165-165 | 171179 | 234-234 | 146146 | 122122
EVi209 | 4 | 04M1M899 | A | 276-276 | 150-150 | 131-135 | 261-261 | 222-230 | 266-286 | 156-154 | 165-165 | 167177 | 228-234 | 146-146 | 122122
EV1121 g | 2FHoMBes | - 150154 [ 131-135 | 261-261 | 222-222 | 266-288 | 156-156 | 165-165 | 167-181 | 228-234 | 146-146 -

EVI17S | 9 | 2eM0Mess | - 152154 [ 131-135 | 261-261 | 222-228 | 2686-288 | 154-156 | 163165 | 171-181 | 234-234 | 146146 | 122122
EVi173 | @ | 26M0M9as | - 150-162 [ 133-135 | 261-261 | 222-222 | 266-238 | 156-15G | 163-165 | 167-181 | 228-234 | 146-146 | 122122
EVI172 | @ | 26HOMS93 | A | 276-276 | 152-154 [ 131-135 | 261-261 | 222-228 | 266-286 | 156-15G | 163-165 | 167-181 | 228-234 | 146-146 | 122122
BVi197 | @ | 29M0M993 | J | 272-276 | 150152 | 131-135 | 261-261 | 222-228 | 206288 | 156-156 | 165165 | 171-181 | 228-234 | 146-146 | 122122
EVi184 | 9 | 20HM0M999 | A | 276-276 | 150150 [ 131-135 | 261-261 | 226-228 | 2686288 | 154-156 | 163165 | 171177 | 228-234 | 146-146 | 122122
EVi148 | 9 [ 10HMOMS23 | A - 150154 [ 129-131 | 261-261 | 222-228 | 2686-286 | 156-15G | 162165 | 171-177 | 234-234 | 146-146 | 122122
EV1131 g | 10MOHE88 | A - 152154 [ 131-135 | 261-261 | 228-228 | 266-286 | 154-154 | 163165 | 171-179 | 234-234 | 146-146 | 122122
Evi1ez | @ | 14M0M833 | - 154-154 | 133-135 | 261-261 | 222-228 | 2680286 | 156-15G | 163165 [ 171-171 | 234-234 | 146-146 | 114-122
EV1151 ¢ 14HOMGE3 | A - 154-154 [ 131-135 | 261-261 | 222-222 | 266-286 | 156-15G | 165165 | 177181 | 234-234 | 146-146 | 122122
Bvidos | 4 | 14M0n8ag | - 154-154 [ 131-135 | 261-261 | 228-228 | 286-286 | 156-156 | 163-165 | 167-181 | 234-234 | 146-146 | 122122
EVited | 9 | 14M01893 | - 152154 | 135-135 | 261-261 | 222-222 | 2686-286 | 156-156 | 163165 | 167-181 | 234-234 | 146-146 | 122122
BVvi155 | 4 | 14M0M899 | A - 154-154 | 135-135 | 261-261 | 222-222 | 280286 | 156-15G | 163165 | 167-181 | 223-288 | 146-146 | 114122
Bviz42 | & | 04MAM888 | U | 272276 | 152162 | 135135 | 261-261 | 226-228 | 286-286 | 154-156 | 163-165 | 181181 | 234-238 | 146146 | 122422
Bvi19s | 4 | 29101998 | A - 150-162 | 135-135 | 261-261 | 222-22% | 260236 | 156-15G | 163165 | 177177 | 232232 | 154-154 | 122122
EVI183 | @ | Z28MOMS93 | A | 272-276 | 152152 | 135-135 | 261-261 - 286-286 | 156-156 | 163-165 | 177-181 | 232.234 | 146-146 | 122-122
Bvi2e6 | & | 06M1H888 [ 0 | 272274 [ 152452 | 131435 | 261-261 | 222208 | 280280 | 154-156 | 163-163 | 181181 | 234-234 | 146146 | 122122
Bvi21s | 4 | osMinese | - 152-154 | 133-135 | 261-261 | 228-230 | 280280 | 154-156 | 163163 | 167-181 | 228-234 | 146-146 | 112122
Evizi4 | 9 | ObM1M893 | - 154154 [ 131-135 | 261-261 | 222-230 | 280286 | 154-15G | 161165 | 181-181 | 234-234 | 146-146 | 122122
EViziz | @ | 0bH1MGRs | A - 152154 | 133-135 | 261-261 | 222-230 - 154156 | 161-165 | 177-181 | 234-234 | 146-146 | 122122
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significativamente de R > 0,5.

En gris se presentan las relaciones de parentesco entre individuos que no difieren

ANEXO: Tabla 3
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