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RESUMEN

Los tuco-tucos (género Ctenomys) son roedores subterraneos endémicos de
América del Sur. Ctenomys pearsoni y Ctenomys torquatus son dos de las tres
especies de tucu-tucus presentes en Uruguay. Hasta ahora, la distribucion
considerada para la especie C. pearsoni en Uruguay esta restringida a la costa
Rioplatense y Atlantica, mientras que se asume que C. torquatus se distribuye
en todo el resto del pais. En este trabajo se muestrearon ejemplares de 11
nuevas localidades de tucu-tucus distribuidas en diferentes puntos del pais, y se
analizo la diversidad genética y morfoldgica entre los individuos colectados.
Mediante la secuenciacion de aproximadamente 400pb del D-Loop del ADN
mitocondrial, se encontraron 9 haplotipos nuevos para C. pearsoni y 5 para C.
torquatus. Las poblaciones al norte del Rio Negro, Cerro Largo y Treintay Tres
pertenecieron a C. torquatus, mientras que las poblaciones ubicadas en los
departamentos de Colonia, Durazno, Florida y Lavalleja pertenecieron a C.
pearsoni. Existen 3 agrupaciones en C. pearsoni (centro-oeste, centro sur y
este), aunque no monofiléticas para un marcador mitocondrial (D-Loop). Estas,
se corresponden también con los grupos establecidos por morfometria
geomeétrica de los craneos. También se armaron de novo 8 transcriptomas y se
aplicé el estadistico D de Patterson para poner a prueba la hipdtesis de
hibridacion entre estas dos especies. De los 3.93x106 reads obtenidos en
promedio para cada transcriptoma, se ensamblaron 91317 contigs en promedio
y se anoto un promedio de 11416 genes por transcriptoma, de los cuales 1524
estuvieron presente en todas las muestras de Ctenomys. La filogenia obtenida
muestra que las poblaciones de minas tienen mayor afinidad con C. pearsoni
que con C. torquatus. Los valores del estadistico D en promedio entre todas las
combinaciones probadas fueron de 0,07, lo cual rechaza la hipotesis de
introgresion. Solamente un 10% de los marcadores fueron incongruentes.



INTRODUCCION GENERAL

El género Ctenomys

El género Ctenomys esta formado por roedores subterraneos vulgarmente
conocidos como tucu-tucus, se distribuyen desde el centro de Peru y el sureste
de Brasil hasta el extremo sur de Argentina. Ocupan una gran variedad de
habitats que van desde las dunas del Atlantico hasta los valles andinos, a unos
5.000 m sobre el nivel del mar (Bidau 2015). La diversidad actual incluye 70
especies nominales (Reig et al. 1990, Bidau 2015) que diversificaron en los
ultimos 3,5 millones de afos (Verzi 2002, Verzi et al. 2013) en una “cladogénsis
explosiva”, posiblemente mediada por cambios cromosémicos (e.g.: Reig et al
1990, ver también Tomasco y Lessa 2007). Este género ha sido considerado uno
de los linajes de mamiferos de especiacion mas rapida (Cook et al. 2000) y es
uno de los géneros con mayor numero de especies de la radiacién de los
mamiferos (Reig et al. 1990, Parada et al. 2011, Bidau 2015). Esto se debe en
parte a que una radiacion reciente afecto la evolucién del género (Lessa y Cook,
1998) hace no mas de 3 millones de afios durante el Plioceno tardio (Verzi 2002,
Verzi et al. 2013) y por aspectos de su historia de vida como presentar una
distribucion en parches aislados y de baja densidad y ser organismos de baja
vagilidad (Nevo 1979, Lacey et al. 1997).

El género presenta extremada variacion cariotipica tanto intra como
interespecifica (Ortells 1995), con numero diploide que varia desde 2n = 10 en
C. steinbachi a 2n = 70 en C. dorbignyi y C. pearsoni (Reig et al. 1992),
exhibiendo uno de los mayores grados de variacion cromosomica reportado para
un género de mamiferos (ej.: Cook et al. 1990). Para algunos autores esta
variacién es uno de los mejores argumentos para explicar la especiacion rapida
mediada por cambios cromosomicos (Bidau et al. 1996, Contreras y Bidau 1999,

Massarini et al. 1991, entre otros). Sin embargo, y a pesar de que se ha avanzado



en el conocimiento de la variacién genética y cromosémica, poco se sabe sobre

los mecanismos de diferenciacién del género (Lessa 2000).

La similitud morfolégica y fisiolégica de estos roedores es asombrosa
debido a presiones selectivas impuestas por el modo particular de vida, siendo
uno de los mejores ejemplos de convergencia adaptativa (Nevo 2007). A
diferencia de otros roedores subterraneos, el género Ctenomys ha adquirido
estos habitos recientemente, y las relaciones filogenéticas con sus parientes,
mayormente fosoriales, estan claramente establecidas (Opazo 2005, Upham y
Patterson 2012), por lo que constituyen un modelo de estudio excepcional sobre
la accion de la seleccion natural a diferentes niveles (e.g.: Nevo et al. 1999,
Tomasco et al. 2017). Ademas, el género ha sido propuesto como modelo de
interés en la literatura sobre especiacién (Mirol et al. 2010, Fernandez et al.
2012). Incluso como modelo de especiacion cromosémica o mediada por
procesos cromosomicos (Bidau 1996). Al ser un grupo tan numeroso de
especies, que han invadido varios ambientes, se han estudiado como modelo de
evolucion del comportamiento social (hay especies sociales, solitarias y formas
intermedias) (Lacey et al. 2000, Tassino et al. 2011) y otras caracteristicas de su
historia de vida (Estevan et al. 2016). También por tratarse de especies
endémicas de Sudamérica, los patrones filogeograficos comparados, podrian

dar cuenta de la historia del continente.

Si bien la anatomia de las especies actuales de Ctenomys es muy
homogénea a pesar de su diversidad (Sanchez 2012), se ha propuesto que
distintos factores ambientales podrian generar diferencias adaptativas entre
poblaciones o entre especies (Busch et al. 2000). Esta radiacién ha sido
estudiada también en términos filogenéticos usando genes mitocondriales y
secuencias de intrones nucleares, pero ha sido dificil de resolver (e.g.: Castillo
et al. 2005, D’Elia et al. 1999, Parada et al. 2011, Slamovits et al., 2001). Otro
aspecto, planteado mas recientemente, es que la hibridacién, ya sea entre razas
cromosdémicas como entre especies, podria ser un proceso ubicuo en el género
a pesar de las diferencias cromosdmicas (Gava y Freitas, 2004, 2003, Fernandez
et al. 2012, Lopes et al. 2013, Mirol et al. 2010). La reconstruccion de la historia

filogenética del género ha sido compleja. Por un lado, la rapida especiaciéon



podria determinar un reparto incompleto de linajes, mientras que eventos
recurrentes de introgresion no facilitarian la diferenciacion (revisado en Mallet et
al. 2016). Otra opcidn podria ser una mala asignacion de estatus especifico para
algunas especies del género. La pregunta clave es cuales han sido los
mecanismos que han promovido esta diversificacion y les han permitido a los
tucu-tucus ocupar los ambientes mas diversos. Si bien ha habido un progreso
considerable en el conocimiento de la variacién genética y cromosémica, poco

se sabe aun sobre esos mecanismos.

Si bien es un sistema sumamente rico como modelo de estudio, tiene la
limitante de la falta de informacion sobre las especies presentes y su distribucion.
Muchas especies se conocen unicamente en sus localidades tipo y alrededores
(Bidau 2015), y nunca han sido estudiadas desde su descripcion. Incluso para
muchas especies ha resultado extremadamente dificil su categorizacion debido

al desconocimiento del estado poblacional (IUCN, 2017).

Ctenomys en Uruguay

En Uruguay han sido descritas 3 especies de tucu-tucu. Ctenomys
torquatus (Lichtenstein 1830) es una especie del grupo torquatus (Parada et al.
2011), con la distribucion mas amplia conocida entre las especies del género,
presente en el centro y norte de Uruguay y el sur de Brasil (Freitas y Lessa 1984;
Fernandes et al. 2009). Presenta una diversidad cariotipica moderada (2n = 40,
44 y 46, revisado en Fernandes et al. 2009) y en Uruguay so6lo se ha reportado
el cariomorfo 2n = 44 (Kiblisky et al. 1977). Posteriormente fue descrita Ctenomys
rionegrensis (Langguth y Abella 1970), una especie perteneciente al grupo
mendocinus (Parada et al. 2011) con una distribucion limitada en el
departamento de Rio Negro (D’Elia et al. 1999). Presenta al menos 5
poblaciones cuyo numero diploide es 2n = 48, sin polimorfismos cromosomicos
intraespecificos. Es una especie compartida con Argentina, ya que en ese pais
existen algunos registros sugeridos de la especie en la provincia de Entre Rios
(Bidau 2018, Carmaran 2018). Las poblaciones uruguayas de esta especie han

sido extensamente estudiadas desde el punto de vista filogeografico, con



alozimas, citocromo b y marcadores nucleares, pero no se ha incluido en la
comparacion las poblaciones argentinas (e.g. Wlasiuk et al. 2003). Existen
algunas especies argentinas con gran afinidad morfolégica (C. yolandae
Contreras y Berry 1984, C. bonettoi Contreras y Berry 1982 y C.bergi Thomas
1902), citogenética (Ortells et al. 1990) y molecular (Tomasco comp. pers.), pero
que nunca se han comparado directamente. C. rionegrensis se considera en la

lista roja de la IUCN (IUCN red list), por presentar distribucion restringida.

La ultima especie en ser descrita en nuestro pais fue Ctenomys pearsoni
(Lessa y Langguth 1983), que dentro del género es la especie mas variable
cariotipicamente (Reig et al., 1990) y que pertenece también al grupo torquatus
(Parada et al. 2011). A lo largo de su estrecha distribucion en el sur de Uruguay,
muestra un marcado patréon de variacion cromosémica que va desde 2n = 56 a
2n =70. Los patrones de bandeo C y G indican la existencia de siete cariomorfos;
tres de los cuales comparten el mismo 2n = 70 pero que difieren en el nimero
de brazos cromosomicos, los otros presentan 2n = 56, 58, 64 y 66. Es por este
motivo, que C. pearsoni es la especie mas variable en numero diploide reportada
en el género, lo que se conocia como “complejo pearsoni” (Altuna y Lessa 1985,
Tomasco y Lessa 2007). Los cariomorfos, si bien se reemplazan entre si a lo
largo de la costa sur de Uruguay, no estan ordenados clinalmente (Villar et al.
2014). También se ha reportado variacion cromosémica intrapoblacional en la
especie (Kiblisky et al. 1977, Novello y Lessa 1986, Novello et al. 1990, 1996,
Villar 2000, Novello y Altuna, 2002). Incluso se ha reportado una variacion
extrema de cariotipo en el sureste de la costa uruguaya, departamento de
Maldonado. Entre dos formas estables, una con 2n =62y FN = 78, y otra con 2n
=64 y FN = 78, existe una poblacién intermedia con individuos que presentan
cariotipos en mosaico 2n = 62/63 y 2n = 63/64, ambos con FN = 78. Estos
individuos solo se encontraron en el area de contacto entre las poblaciones
estables (Parededa y Novello 2012).

Por otro lado, Fernandes y colaboradores (2012) plantean que, en Minas,
Departamento de Lavalleja, se encuentra la localidad de procedencia de C.
brasiliensis (Blainville 1826) la especie tipo del género. Histéricamente se ha

considerado que el ejemplar con el que fue descrito el género, que se encuentra
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en el Muséum National d’Histoire Naturelle de Paris, fue colectado en Minas
Gerais (Brasil). Fernandes y colaboradores (2012) realizaron una comparacion
mediante morfometria geométrica del craneo de espécimen tipo de C.
brasiliensis con los de otras especies del género. Sus resultados indican, que la
forma del craneo de C. brasiliensis se encuentra estrechamente relacionada a
C. torquatus y C. pearsoni, no pudiéndose precisar a cual de estas especies esta
particularmente asociada ya que se solapan en la mayor parte de sus caracteres
morfoldgicos. Los autores asumen que la denominacion es incorrecta y plantean
que “la localidad de las Minas”, la cual hace referencia la etiqueta del ejemplar
colectado en 1826, sea la actual capital del departamento de Lavalleja. C.
brasiliensis haria referencia al pais de procedencia en el momento de su
descripcion en el afio 1826, no al pais de procedencia actual. Por otro lado,
Kiblisky et al. (1977) report6 poblaciones de Lavalleja con 2n = 64, lo que también
se encontrd para una poblacién del departamento de Maldonado del complejo
pearsoni (Villar 2000). Pero, esencialmente, las poblaciones minuanas no han
sido estudiadas en profundidad hasta el momento, es necesario relevar que
especie esta presente en esa region del pais (i.e.: C. pearsoni vs C. torquatus),
y una vez hecho esto, hacer las comparaciones correspondientes con los
ejemplares de C. brasiliensis depositados en el Muséum National d’Histoire

Naturelle de Paris.

El estado de conocimiento general de los tucu-tucus en Uruguay podria
considerarse como el mas extenso en relaciéon a lo que sucede en el resto del
género, donde muchas especies se conocen muy limitadamente, solo por su
descripcion original de hace mas de un siglo y por su localidad tipo. Sin embargo,
los limites entre las diferentes especies no estan definidos, para ninguna de las
tres (o tal vez cuatro) especies presentes en Uruguay. Tal es el caso de los
limites geograficos entre dos especies afines como C. torquatus 'y C. pearsoni, y
donde entra en controversia la sinonimia con C. brasiliensis antes mencionado,
asi como la distribucién limitada de C. rionegrensis y su afinidad con otras
especies proximas. Mas en general, es necesario conocer las poblaciones de
tucu-tucus presentes en la mayor parte del pais, ya que salvo las poblaciones
conocidas de C. pearsoni sobre la costa, o las de C. rionegrensis en el depto. de

Rio Negro, existen escasos muestreos y caracterizacion de poblaciones.
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En esta tesis, se abordara en forma parcial el problema, intentando
estimar los limites de distribucion geografica de las especies C. pearsoni y C.
torquatus (capitulo 1) y aportando los primeros datos transcriptémicos para
resolver un posible caso de introgresion entre ambas especies (capitulo 2). En
el primer capitulo se acompana un estudio filogeografico para C. pearsoni, donde
se analiza la variacion genética y morfologica de la especie en su nueva

distribucion.

Los resultados aportados por esta tesis, trascienden los objetivos de la
misma, ya que contribuye en la transicion al uso de datos multilocus en la
mastozoologia de Sudamérica aportando transcriptomas disponibles. Con esa
informacion a disposicion, se pueden desarrollar otro tipo de trabajos, por
ejemplo, de captura de exones, asi como poder evaluar cientos o miles de
marcadores genéticos de forma directa, y responder diversas preguntas de tipo

evolutivo, sistematico y filogeografico.

Organizacion de la tesis.

Esta tesis estd organizada en dos capitulos. Cada uno de ellos pretende
ser un futuro trabajo a ser publicado en revistas cientificas arbitradas, una
regional y otra internacional. El primero, haciendo uso del muestreo intensivo
que se realiz6 en dos especies de Ctenomys presentes en Uruguay, se
establecen los limites geograficos de ambas, y se estudia la variacion geografica
de una de ellas a nivel genético y morfolégico. El segundo, evalua la posibilidad
de introgresién entre ambas especies, mediante el uso de transcriptomas de
pocos ejemplares de cada una (8 en total). Ambos estudios son
complementarios, y aportan informacion a la sistematica de estos roedores, tan
interesantes desde el punto de vista evolutivo. En esta introduccidén general, se
detallan aspectos importantes para entender el contexto en que se realizan

ambos estudios, y la importancia del trabajo en su conjunto.
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ESTUDIO DE LA VARIACION GEOGRAFICA EN EL
TUCU-TUCU Ctenomys pearsoni (RODETIA,
CTENOMYDAE) EN URUGUAY

Resumen

Ctenomys pearsoni y C. torquatus son dos de las tres especies de tucu-
tucus presentes en Uruguay. La primera es compartida con Argentina y la
segunda con Brasil. Hasta ahora, la distribucién considerada para la especie C.
pearsoni en Uruguay esta restringida a la costa Rioplatense y Atlantica, mientras
que se asume que C. torquatus se distribuye en todo el resto del pais (a
excepcién de un area restringida del departamento de Rio Negro donde habita
C. rionegrensis), aunque no ha sido relevada exhaustivamente, particularmente
en la zona centro del pais. En este trabajo se muestrearon ejemplares de 7
nuevas localidades de tucu-tucus distribuidas en diferentes puntos del pais, y se
analizé la diversidad genética y morfolégica entre los individuos colectados,
comparandola con la informacion previa disponible. Mediante la secuenciacién
de aproximadamente 400pb de la Region Control (también llamada D-loop) del
ADN mitocondrial de 4 ejemplares por poblacién, se encontraron 9 haplotipos
nuevos para C. pearsoni 'y 5 para C. torquatus. Las poblaciones al norte del Rio
Negro, dos del departamento de Cerro Largo (al este del pais, limitrofe con
Brasil) y una de Treinta y Tres pertenecieron a C. forquatus, mientras que el resto
de las poblaciones ubicadas en los departamentos de Colonia, Durazno, Florida
y Lavalleja pertenecieron a C. pearsoni. Los analisis filogeograficos mediante
diferentes métodos del conjunto de poblaciones pertenecientes a C. pearsoni
muestran 3 grandes agrupaciones en esta especie (centro-oeste, centro sur y
este), aunque no monofiléticas para un marcador mitocondrial (D-Loop). Estas
agrupaciones, se corresponden también con los grupos establecidos por
morfometria geométrica de los craneos. En conclusion: i) se amplia la
distribucion reconocida para C. pearsoni y ii) se describe la variacién geografica
en C. pearsoni, identificandose tres grandes grupos en Uruguay apoyada por

datos genéticos y morfolégicos.
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Introduccion

El género Ctenomys esta formado por roedores subterraneos conocidos
como tucu-tucus. Es uno de los géneros con mayor numero de especies de la
radiacion de los mamiferos, habiendo actualmente 70 especies nominales (Bidau
2015). Por sus caracteristicas de historia de vida, constituye un modelo
sumamente interesante para estudios de evolucién adaptativa, especiacién
rapida, y cambios cromosomicos (Reig & Kiblisky1969, Bidau 1996). En Uruguay
han sido descritas 3 especies de tucu-tucu: C. torquatus (Lichtenstein 1830), C.
rionegrensis (Langguth y Abella 1970), y C. pearsoni (Lessa y Langguth 1983),

en ese orden cronoldgico.

Ctenomys pearsoni se distribuye en Uruguay a lo largo de toda la costa
del Rio de la Plata (Figura 1), entre los departamentos de Colonia y Rocha (Bidau
et al. 2008). La localidad tipo de la especie se conoce con el nombre de Limetas,
la cual se encuentra sobre el Arroyo Limetas, unos 25 Km al sureste de Carmelo,
departamento de Colonia. Generalmente ocupa suelos arenosos, aunque
también se lo puede encontrar en tierra negra, como sucede en la localidad de
Limetas. Habita en forma permanente en sistemas de galerias subterraneos, que
permanecen cerrados por tapones de material removido del suelo (Altuna 1983).
La distribucién considerada de C. torquatus es todo el resto del territorio a
excepcion de una pequefia porcion del departamento de Rio Negro donde esta
C. rionegrensis (Bidau 2018). La distribucion de C. rionegrensis se limita a un
area de aproximadamente 60 x 50 km al suroeste del departamento de Rio Negro
(e.g.: Wilasiuk et al. 2003), aunque se conocen algunas poblaciones en Entre
Rios (Argentina) (Bidau 2018, Carmaran 2018).

Por otro lado, se ha planteado que en Minas, Departamento de Lavalleja,
se encuentra la localidad de procedencia de C. brasiliensis (Blainville 1826) la
especie tipo del género Ctenomys. (Fernandes et al. 2012). Una comparacién de
la morfologia del craneo del holotipo de C. brasiliensis con muestras de otros
tucu-tucus de la regidn sugieren que esta especie presenta morfologia dentro del
rango de variacion de C. pearsoni o C. torquatus, por lo que no pueden distinguir
entre ambas y reconocen que se necesitan mas estudios para resolverlo. Este

ultimo planteo ha dejado en evidencia la falta de estudio de estas especies de
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roedores, lo que no es ajeno a la region. Esto se debe a que son animales
dificiles de observar en el campo, por sus habitos subterraneos, y muy similares
morfolégicamente entre ellos, lo que impide su identificacion rapida. En
particular, son difusos los limites de las distribuciones geogréficas de las
especies uruguayas C. torquatus y C. pearsoni, establecer sus limites, tendria
consecuencias en la sistematica del género. La Region de Control presenta una
tasa de sustitucién elevada dentro del genoma de mitocondrial, por lo que resulta
un buen marcador para estudios que incluyen variacion intraespecifica o
variacion entre especies estrechamente emparentadas. Si bien también existen
otros marcadores con caracteristicas similares, existe un trabajo en esta misma
especie donde se reportaron 21 haplotipos de esta regién de ADN (Tomasco y
Lessa 2007), que se utilizaron en este estudio de diferenciacién geografica de la
especie Ctenomys pearsoni.

El objetivo de este estudio fue muestrear y relevar poblaciones desconocidas de
tucu-tucus en la zona centro del pais y asignarlas a alguna de las dos especies
mencionadas para confirmar o ajustar las distribuciones de C. torquatus y C.
pearsoni. Por otro lado, y debido a que como resultado del objetivo anterior
ampliamos la distribucion de C. pearsoni por lo menos al doble de tamafio,
evaluamos la variacion geografica de C. pearsoni a nivel del genoma
mitocondrial y de la morfologia del craneo analizando conjuntamente ejemplares

presentes en colecciones y los nuevos obtenidos en este estudio.
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Materiales y métodos

Muestras v sitios de muestreo

Los muestreos se llevaron a cabo en 7 localidades previamente no
muestreadas (Estanzuela, Villa Serrana, Cerro Pelado, Salto del Penitente,
Carmelo, Durazno y Cerro Colorado ver tabla 1. y Figura 1.) utilizando trampas
Oneida Victor No. 0. Todos los procedimientos que involucran animales vivos
siguieron los lineamientos establecidos por American Society of Mammalogists
para el uso de mamiferos silvestres en investigacion (Sikes et al. 2016) y fueron
aprobados por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (C.H.E.A.,
Uruguay). Las pieles, esqueletos y muestras de higado conservadas en etanol
95%, fueron preparados y depositados en el Laboratorio de Evolucién (Facultad
de Ciencias, UdelaR), con numero de voucher de EV1895 a EV2017. También
se incluyeron en los analisis esqueletos y tejidos conservados en etanol 95% de
la coleccion del Laboratorio Evolucion de la Facultad de Ciencias (UdelaR). En
la tabla 1 y la Figura 1 se resume el conjunto de poblaciones evaluadas en este
estudio, discriminado entre las nuevas para este estudio y las presentes en

colecciones.

Generacion y analisis de secuencias

La extraccion total de ADN se realizd a partir de higado conservado en
etanol 95%, segun protocolo modificado de Miller et al. (1997) La digestion del
tejido se realizd6 mediante SDS (buffer de lisis) y proteinasa K, seguido de
precipitacion salina de proteinas y precipitacion del ADN con isopropanol. Un
fragmento de aproximadamente 470 pares de bases (pb) de la Regién de Control
del ADN mitocondrial se amplific6 mediante PCR (Polymerase Chain Reaction,
Saiki et al. 1988) utilizando los cebadores TucoPro (5'-TTC TAA TTA AAC TAT
TTC TTG-3', Tomasco y Lessa 2007) y TDKD (5 '- CCT GAA GTA GGA ACC
AGA TG - 3', Kocher et al., 1989).

17



Tabla 1. Sitios de muestreo de este estudio. En negrita se muestran las localidades
muestreadas por primera vez en este estudio.

Numero de individuos utilizados

Localidades Coordenadas geograficas Molecular Morfometria
Penino -34.7621, -56.4278 7 2
Arazati -34.5593, -56.9974 8 -
Limetas -34.1599, -58.0927 14 4

Carrasco -34.8813, -56.0329 12 7
Parque Roosvelt -34.8555, -56.0438 10 9
Lagomar -34.8458, -565.9705 - 2
Autédromo -34.4166, -56.4333 - 2
Solis -34.7905, -55.3922 11 8
Chihuahua -34.9455, -54.9463 9 -
Valizas -34,3381, -53,8014 12 4
Laguna Negra -34.0067, -53.5934 1 -
Cuchilla alta -34.7941, -55.5118 9 3
Laguna de Rocha -34.6817, -54.2829 3 -
Relincho -34.3347, -56.9669 - 3
Playa Pascual -34.7537, -56.4446 - 1
Las Flores -34.8164, -55.3285 - 1
Bella Vista -34.8009, -55.3764 - 3

José Ignacio -34.8337, -54.6368 14 3

Estanzuela -34.3725, -57.7176 4 4

Villa Serrana -34.3216, -54.9885 3 3

Cerro Pelado -34.2600, -55.1216 4 2

Salto del Penitente -34.3688, -55.4312 4 3
Carmelo -33.9467, -58.3352 3 3
Durazno -33.3616, -56.5131 5 2

Cerro Colorado -33.8812, -55.5452 4 2
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1-Carmelo

2-limetas
3-Estanzuela
4-Arazati

S-Playa Pascual
6-Penino

7-Carrasco

8-Roosvelt

9-Lagomar

10-Pinar

11-Cuchilla Alta
12-Solis

13-Bella Vista/Las Flores
14-Chihuahua

15-José Ignacio
16-Laguna de Rocha
17-Valizas

18-Laguna Negra
19-Villa serrana
20-Salto del penitente
21-Cerro pelado
22-Cerro Colorado
23-Durazno
24-Relincho
25-Laguna merin
26-Sierra devaz
27-San gregorio de Pol
28-TreintayTres
29-Tacuarembo
30-Guaviyu

Figura 1. Ubicacién geografica de las poblaciones de Ctenomys muestreadas. Las
poblaciones representadas por puntos rojos (nimeros 1y de la 19 al 24) son las
muestreadas por primera vez en este estudio. En gris se muestra la distribucién conocida
hasta el momento de la especie C. pearsoni.

La amplificacion de ADN total se llevd a cabo en un volumen total de 25
Ml con los siguientes constituyentes: 12,5 ul de ADN (dilucién 1 en 100 de la
extraccién de ADN total), 1X de buffer de enzima ADN polimerasa Taq, 200 uM
de cada dNTP, 200 uM de cada cebador, 1unidadde ADN Polimerasa (0.2 uL de
5U/uL) y 3,5 mM de MgClz. Las condiciones de ciclado se optimizaron en un
termociclador PxE 0.2 (Thermo) mediante una desnaturalizacion inicial de 3
minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos de desnaturalizacion a

94°C, 30 segundos de asociacion a 47°C y 30 segundos de extension a 72°C, y
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una extension final de 5 minutos a 72°C. En cada reaccion se realizaron controles
negativos reemplazando el volumen de dilucion de ADN con agua destilada. Los
productos de PCR obtenidos se comprobaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% durante 20 minutos a 150 V en TBE 1X y se visualizaron con
una tincion posterior con bromuro de etidio y luz UV, usando un marcador de
peso molecular sintético (100pb Fermentas). Los productos que no mostraron
bandas secundarias y que fueron de intensidad similar al fragmento de 500 pb
del standard de peso molecular, se seleccionaron para su secuenciacién. Los
productos de PCR se enviaron a Macrogen inc. (http://www.macrogen.com) para
ser purificados y secuenciados a partir del cebador TUCO PRO. Los
cromatogramas se editaron usando Proseq (Filatov 2009) y las secuencias
reportadas en este trabajo se depositaron en GenBank con los numeros de
acceso XXXX a XXXX.

Para el analisis bioinformatico de las secuencias obtenidas, se afiadieron
los 21 haplotipos previamente reportados con los numeros de acceso
AY755438.1 a AY755458.1 de la Region Control de C. pearsoni.

Se realizaron dos analisis consecutivos. Un primer analisis con todos los
haplotipos encontrados mas los reportados en genbank, utilizando a C.
rionegrensis como grupo externo. Una vez identificadas las muestras que
pertenecian a C. torquatus y a C. pearsoni la mayoria, se decidid hacer un
analisis mas detallado de este ultimo grupo. En este caso, dos haplotipos de C.
torquatus (XXXXX) se incluyeron como grupo externo para la reconstruccion
filogenética (Parada et al 2011, Caraballo et al 2016).

Las secuencias se alinearon utilizando el programa MEGAX (Kumar et al.,
2018) mediante CLUSTAL con opciones predeterminadas y las relaciones
filogenéticas entre haplotipos se reconstruyeron usando dos métodos de
reconstruccion del mismo programa. Por un lado, maxima verosimilitud usando
el modelo de Tamura 3 parametros con distribucion gama de la tasa de
sustituciones entre sitios por ser este modelo de sustitucion el que presento el
menor valor de BIC (Bayesian Information Criterion), por lo que era el modelo
que mejor se ajustaba a los datos para esa cantidad de parametros, se realizd

con el programa MEGAX (Kumar et al., 2018). Como opcion de inferencia de
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arboles se escogié Nearest-Neighbor-Interchange. Por otra parte, se realizé la
reconstruccién por el método de maxima parsimonia realizando una busqueda
heuristica con la opcién “Min-Mini Heuristic”. El apoyo estadistico de los nodos
se evaluo, en ambos casos, con 1000 seudoréplicas de bootstrap (Felsenstein,
1985).

Los haplotipos obtenidos y los previamente reportados se incluyeron
también en una red de haplotipos construida por el método de “Median-joining”
(Bandelt et al. 1999) mediante la utilizacién del software NETWORK 5.0.0.1

(http://www.fluxus-engineering.com/sharenet.htm).

Para evaluar la huella de diferentes eventos demograficos se aplico el test
D de Tajima (Tajima 1989). Este estadistico toma como insumos dos parametros
de variacién nucleotidica del set de datos. Por un lado, el parametro 1 que es el
numero promedio de diferencias entre pares de individuos de la poblacién y por
otro © que es una estimacion de 1T basada en el nimero de sitios variables. La
prueba de neutralidad D de Tajima es una normalizacion de la diferencia de los
dos parametros arriba descritos y en condiciones de neutralidad y tamafo
poblacional constante ambos parametros toman el mismo valor y la diferencia es
cero. Sin embargo, frente a cambios en el tamafio poblacional o si el locus es
sometido a seleccion, ambos estimadores responden de manera diferente y el
valor de D sera distinto de cero. Por ejemplo, un valor negativo del estadistico D
de Tajima significa un exceso de polimorfismos de baja frecuencia en relacion a
lo esperado, lo que indica una expansion del tamano de la poblacién (por
ejemplo, después de un cuello de botella o un barrido selectivo) y/o accion de la
seleccion purificadora. Un valor positivo del estadistico D de Tajima significa
bajos niveles de polimorfismos de baja y alta frecuencia, lo que podria indicar
una disminucién en el tamafio de la poblacién o accién de la seleccién
balanceadora. En este trabajo la neutralidad es uno de los supuestos de los
analisis realizados y de ello depende, ademas, las predicciones de las hipétesis.

Estas pruebas fueron realizaron en MEGAX (Kumar et al., 2018).

Para analizar estructuracién poblacional, se confeccionaron tres grupos
de poblaciones que se corresponden con las presentes en Regidn Centro-Oeste

(Penino, Arazati, Limetas, Estanzuela, Carmelo y Durazno), Centro-Sur (Solis,
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Cuchilla Alta, Parque Roosvelt y Carrasco) y Este (Laguna de Rocha, Valizas,
Chihuahua, Salto del Penitente, Cerro Pelado, Villa Serrana y José Ignacio) de
la distribucion de la especie. Se calcularon los indices de fijacién (Fst) promedio
globales para cada grupo en el programa Arlequin 3.5 (Excoffier 2010) y se
realizd un AMOVA entre grupos, entre poblaciones de un mismo grupo y dentro
de las poblaciones utilizando como método de inferencia de distancias Tamura

y Ney, este analisis también se realizo en el programa Arlequin 3.5

Analisis Morfométrico

Se analizaron los craneos de un total de 68 especimenes, clasificados
como adultos mediante el examen de las suturas entre los huesos basioccipitales
y basiesfenoides (Anderson et al., 1987). En la Tabla 1 se muestran cuantos
individuos fueron analizados por localidad y cuales son los ejemplares obtenidos
de la coleccion el laboratorio de Evolucion y cuales obtenidos de las nuevas

localidades.

Fueron elegidos dieciocho marcos anatéomicos (“landmarks”) del craneo
de C. pearsoni, asumidos como homodlogos, entre todos los especimenes
analizados (Figura 2). Punto 1 - interseccion entre el premaxilar y extremo
posterior del incisivo, 2 - extremo anterior de la sutura entre los nasales, 3 - sutura
entre el premaxilar y el maxilar en el contorno externo del craneo, 4 - sutura entre
el premaxilar y el maxilar en el contorno del craneo, 5 - sutura entre nasales y
frontales, 6 - sutura entre el nasal, frontal y premaxilar, 7 - sutura entre puente
anterorbital de maxilar y el frontal, 8 - extremo superior de la sutura entre el
maxilar y el yugal en el arco cigomatico, 9 - punta del proceso superior del yugal,
10 - sutura entre el frontal y el escamosal, 11 - sutura entre el frontal, parietal y
el escamosal, 12 - sutura entre los frontales y parietales, 13 - extremo posterior
de la sutura entre parietales e interparietal, 14 - extremidad posterior de la cresta
parietal 15 - punto posterior del condilo occipital, 16 - extremo posterior del
exoccipital, 17 - sutura entre el proceso mastoideo del escamosal, el timpanico y

el proceso postimpanico del mastoideo y 18 - punta del proceso posterior del

yugal.
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Figura 2. Puntos de referencia morfolégicos definidos para las vistas dorsal (a) y lateral (b)
del craneo de Ctenomys pearsoni. El craneo representado es meramente ilustrativo.
Modificado de D’Anatro & Lessa (2006).

Cada craneo fue sujetado a una superficie de poliestireno para obtener
las coordenadas en tres dimensiones mediante un MicroScribe® G2X. Las
coordenadas x, y, z de cada marco anatémico se enviaron a un archivo de Excel
y luego fueron transformadas en un archivo TPS. Las configuraciones de marcos
anatéomicos asi obtenidas se re-escalaron y superpusieron una a la otra de modo
de minimizar la desviacién entre las distintas configuraciones de marcos

anatémicos utilizando el método Procrustes.

La variacion entre muestras se expresa como una comparacion de una
muestra dada con la configuracion consenso. A los individuos superpuestos se
los descompone en elementos ortogonales denominados "Principal Warps". Los
individuos superpuestos son proyectados en estos "Principal Warps” para
describir sus desviaciones de la configuracién consenso. Estas proyecciones,
denominadas “Partial Warps”, describen las diferencias de forma que existen

entre los especimenes estudiados y seran utilizadas en los analisis posteriores.
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Para analizar la posible diferenciacion entre los individuos colectados en distintas
localidades y discriminar entre clases por forma se realizaron dos analisis, se
utilizé el Analisis de Variables Candnicas (AVC) y el andlisis de la Funcion
Discriminante. Una funcion discriminante indica el grado de pertenencia de un
objeto a una clase, la clasificacion de este objeto se realiza en aquella clase en
la que pertenece en mayor grado. Encuentra los ejes que optimizan las
diferencias entre grupos en relacion con la variacion dentro del grupo y se utiliza
como una herramienta de clasificacion (Zelditch et al 2012). La funcion
discriminante maximiza la separacion de grupo para trazar sus diferencias y
predecir la afiliaciéon de grupo (clasificacion). La clasificacion de un individuo (a
través del eje discriminante) se realiza mediante funciones que se calcularon en
muestras que incluyeron ese mismo individuo. Entonces, es inevitable un grado
de sobreajuste lo cual conduce a una sobrestimacién de la efectividad del
andlisis de discriminante. Para superar este problema, se puede usar un
procedimiento de validacion cruzada (Viscosi & Cardini 2011). Este
procedimiento deja una muestra a la vez que no se usa para construir la funcion
discriminante y luego prueba la tasa de asignacion correcta de la muestra. Tanto
el AVC como el analisis discriminante utilizan como insumos los “Partial Warps”
para discriminar entre diferentes grupos geograficos y entre poblaciones. Se
calcularon las distancias de Mahalanobis entre pares de grupos. Las distancias
de Mahalanobis muestran cuan lejos estan las formas de un grupo de la media
del otro grupo. Para calcular la distancia de Mahalanobis se requieren dos
insumos. Por un lado, la matriz de covarianza que contiene en su diagonal la
varianza de las variables aleatorias que la componen y fuera de la diagonal tiene
las covarianzas de las variables aleatorias. El otro insumo es la distancia de cada

individuo al centroide.

Para determinar si existe una diferencia significativa en las distancias de
Mahalanobis entre grupos, o lo que es lo mismo, comprobar si hay evidencia en
contra de la hipoétesis nula de que la diferencia observada es debida, unicamente,
a la asignacion aleatoria de los individuos a los grupos, se realizé un test de
permutaciones para el estudio de diferencias entre pares de grupos. Se

realizaron un total de 10000 permutaciones de individuos entre grupos.
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Se utilizé el tamafio de centroide como una medida robusta del tamafio
general del craneo (Monteiro y dos Reis 2000). Se realizd una regresion simple
entre la variable “logaritmo del tamafio del centroide” con cada una de las dos
principales variantes canonicas para evidenciar si existe correlacion o si el
tamano del craneo es independiente de los ejes del analisis de discriminantes.
Todos los analisis mencionados se realizaron utilizando el software MorphoJ
1.06d (Klingenberg 2011).

Para evidenciar un posible correlato entre la variacion genética y la
variacion morfologica se realizd un test de Mantel en el software XLSTAT
(ADDINSOFT). Como medida de variacion genética se tomé la matriz de valores
de Fst entre grupos de poblaciones (regiones Centro-Oeste, Centro-Sur y Este)
y como medida de variacion morfolégica se tomé la matriz de distancias de

Mahalanobis entre los mismos 3 grupos de poblaciones
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Resultados

Analisis de secuencia

Se analiz6é un total de 141 secuencias de 419 pb de la primera region
hipervariable de la regiéon de control del ADN mitocondrial, adyacente a Pro-
ARNt. La composicion de bases (27.3 T, 24.3 C, 33.5 A, 14.9 G) y el sesgo de
transicion observado (relacién transicion:transversion observada 3.63) no
difirieron del patrén encontrado en el ADN mitocondrial de Ctenomys (D'Elia

1996; Tomasco y Lessa 2007) y los mamiferos en general (Rosenberg 2003).

De los 44 sitios variables presentes en las secuencias, 33 fueron
informativos para el criterio de Maxima Parsimonia. Fueron identificados 30
haplotipos diferentes compuestos por 21 haplotipos reportados previamente en
Tomasco y Lessa (2007) y 9 nuevos reportados por este estudio. La cantidad de
individuos que presentaron cada haplotipo, asi como las localidades en que cada
haplotipo fue encontrado, se presentan en la Tabla 2. La frecuencia de los
haplotipos de C. pearsoni fue variable, entre 1 a 22 copias; 10 haplotipos fueron
compartidos entre poblaciones y 20 fueron exclusivos (Tabla 2). La poblacion
mas variable fue Solis, con 5 haplotipos, 3 de los cuales se compartieron con
otras poblaciones. Solo 1 poblacién (Cuchilla Alta) resulté ser monomérfica, pero

su unico haplotipo se compartié con Solis.

El numero promedio de diferencias nucleotidicas fue de 7.40. Los valores
de diversidad nucleotidica ©w y 11 fueron 0.0191 y 0.0176, respectivamente y la
prueba de neutralidad de Tajima tuvo un valor de -0.231no significativa (P> 0.10),
por lo que no habria un exceso de polimorfismos de baja frecuencia con respecto

a lo esperado o un evento reciente de expansion del tamafo de la poblacion.
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Tabla 2. Se muestra la cantidad de individuos que presentaron cada haplotipo, asi como las
localidades en que cada haplotipo fue encontrado. JI (José Ignacio), LR (Laguna de Rocha), VS
(Villa Serrana), SP (Salto del Penitente), CP (Cerro Pelado), PE (Penino), VA (Valizas), SO
(Solis), CH (chihuahua), LN (Laguna negra), CU (Cuchilla Alta), PR (Parque Roosvelt), CA
(Carrasco), AR (Arazati), LI (Limetas), ES (Estanzuela), CR (Carmelo), DU (Durazno), CC
(Cerro Colorado). En negritas se resaltan los haplotipos nuevos reportados en este estudio. Con

asteriscos (*) se muestran las localidades nuevas reportadas en este estudio

Haplotipo individuo Localidades Haplotipos Individuos Localidades
H1 22 12J1 1LR 1VS* 4SP* 4CP* H16 6 5PE 1CA
H2 3 2LR 1PE H17 2 1PE 1CA
H3 4 4 VA H18 1 1Ll
H4 8 8 VA H19 1 1AR
H5 1 1Jl H20 13 13 LI
H6 2 1S0 1Jl H21 5 4CH 18SO
H7 4 4 CH H22 3 3 ES*

H8 1 1LN H23 1 1ES*
H9 11 9CU 2SO0 H24 2 2V§s*
H10 2 1CH 1PR H25 2 2 CR*
H11 6 6 SO H26 1 1CR*
H12 1 1CA H27 4 4 DU*
H13 4 2PR 2CA H28 1 1 DU*
H14 19 11CA 7PR 1SO H29 2 2ccr
H15 7 7 AR H30 2 2ccr

La reconstruccion filogenética con todos los haplotipos mostré que la

mayoria de las poblaciones pertenecian a C. pearsoni, mientras que 6

poblaciones (Treinta y Tres, Guaviyu, San Gregorio de Polanco, Laguna Merin

Tacuarembo y Sierra de Vaz) pertenecian a C. torquatus. (Fig. 3i y 3ii)
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C. pearsoni

C. pearsoni

C. pearsoni

Ctenomys torquatus

Figura 3i. Filogenia por maxima verosimilitud con todas las poblaciones de
Ctenomys conocidas en Uruguay. H** son haplotipos conocidos de C

pearsoni.

JQ38910*.1 son secuencias conocidas de C.

torquatus

presentes en genbank. LAM (Laguna Merin), SGP (San Gregorio de
Polanco), SDV (Sierra de Vaz), TYT (Treinta y Tres), TAC (Tacuarembo)

y GUA (Guaviyu).
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A C. Torquatus

. . C. pearsoni

Figura 3ii. Poblaciones pertenecientes a C.torquatus (tridngulos) y C. Pearsoni
(circulos), estas Ultimas discriminadas entre las poblaciones conocidas

previamente (gris) y las nuevas reportadas en este estudio (Negro).

Al analizar las muestras de C. pearsoni utilizando a C. torquatus como
grupo externo, las reconstrucciones filogenéticas tanto por el método de Maxima
Parsimonia como por Maximo de Verosimilitud (Fig. 4i y Fig. A4ii,
respectivamente), coincidieron casi completamente, en particular se identificaron
tres grupos de haplotipos que se repiten en ambas reconstrucciones. En todos

los nodos los valores de bootstrap son bajos, tanto en los nodos mas terminales
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como en aquellos que establecen la relacidon entre los grandes grupos. Los
resultados obtenidos con la red de haplotipos por el método de Median-joining
(Fig. 5), concuerdan con los obtenidos en las reconstrucciones filogenéticas. Se
identifican los mismos tres grupos de haplotipos, apoyando por una tercera via
de andlisis los resultados obtenidos. Las cuales estan correlacionados con la

ubicacion de las poblaciones a las que pertenecen los individuos.

Seis de los nuevos haplotipos pertenecientes a poblaciones de Carmelo
(H25 y H26), Durazno (H27 y H28) y la Estanzuela (H22 y H23) se encontraron
en la filogenia mas cercanamente relacionados con los haplotipos previamente
descritos para Limetas, Penino y Arazati. Todas las localidades previamente
mencionadas son préximas entre si geograficamente y se corresponden con la
regién Centro-Oeste de la distribucidon de la especie. La region Centro-Oeste
esta representada en color azul en la (Fig. 6). Se encontraron dos haplotipos
previamente no descritos para la localidad de Cerro Colorado (H29 y H30), estos
se encontraron formando un grupo monofilético con los haplotipos de las
localidades costeras que estan entre Carrasco y Cuchilla Alta, que a su vez son
las mas proximas geograficamente. Se corresponden con la region Centro-Sur
de la distribucion de la especie, esta region esta representada con color verde
en la Figura 6. Por ultimo, se encontré un nuevo haplotipo en individuos de la
localidad de Villa Serrana (H24). Otro individuo de esta localidad, junto con todos
los individuos de Salto del Penitente y Cerro Pelado, comparten el haplotipo con
mayor representacion en la poblacion de José Ignacio (H1). Estos dos haplotipos
forman un grupo monofilético con haplotipos encontrados en las localidades
costeras que van desde Solis hasta Laguna Negra. Una vez mas estas
localidades son préximas entre si y se corresponden con la region Este de la
distribucion de la especie, esta region esta representada con color rojo en la

Figura 6.

Algunos de los haplotipos presentes en mas de una poblacion no
pertenecen a pares de localidades sefialadas dentro de la misma region, tal es
el caso de los haplotipos H6 y H21 que fueron encontrados en individuos de Solis
y José Ignacio y en individuos de Solis y Chihuahua respectivamente. No

obstante, estas tres poblaciones son muy cercanas entre si. Lo mismo ocurre
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con los haplotipos H16 y H17, si bien estos haplotipos estdn mas emparentados
con otros haplotipos de la region Centro-Oeste, se encontré un individuo en
Carrasco para cada uno de estos dos haplotipos. Sin embargo, otros 13
individuos en Carrasco presentaron haplotipos mas emparentados con aquellos

definidos para la region centro-Sur.

Los valores de Fst fueron altos para todos los pares de grupos. Entre las regiones
Centro-Oeste y Centro-Sur el estadistico tomd un valor de 0.43672, entre las
regiones Centro-Oeste y Este de 0.42292 y entre las regiones Centro-Sur y Este
de 0.42222. El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) indicé que mas de la
mitad de la variacion (un 53 %) esta repartida entre los grupos, un 29% entre

poblaciones de un mismo grupo, y el 17% restante dentro de las poblaciones.
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Figura 4i. Analisis filogenético por método de Maxima Parsimonia. La historia evolutiva fue
inferida utilizando el método de Maxima Parsimonia. El arbol tuvo un largo de 73 pasos y un
indice de Consistencia de 0.66. El arbol de consenso de bootstrap fue inferido a partir de
5000 réplicas. Las ramas correspondientes a las particiones reproducidas en menos del 40%
de las réplicas fueron colapsadas. Para cada nodo se muestra el porcentaje de bootstrap.
Los colores de los circulos junto a cada haplotipo de C. pearsoniindican la region geografica
en donde fueron obtenidos, en color azul individuos de la regiéon Centro-Oeste, en Verde de
la regién Centro-Sur y en rojo del a region Este.
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Figura 4ii. Analisis filogenético por método de Maxima Verosimilitud. Filogenia reconstruida
por el método de Maxima Verosimilitud basado en el modelo HKY. Se presenta el arbol de
consenso de Bootstrap que fue inferido a partir de 2000 repeticiones. Los nimeros junto a
cada nodo indican su apoyo de bootstrap. Se eliminaron todas las posiciones con menos del
70% de cobertura por sitio. Los colores de los circulos junto a cada haplotipo de C. pearsoni
indican la region geografica en donde fueron obtenidos, en color azul individuos de la regién
Centro-Oeste, en Verde de la regién Centro-Sur y en rojo del a region Este.
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Figura 5. Esquema de las relaciones entre haplotipos de C. pearsoni realizada por median-
joining. Cada circulo representa uno de los 30 haplotipos, el area de cada circulo es proporcional
al numero de individuos que presentaron cada haplotipo. La trama y color indica la poblacién
donde se presenta ese haplotipo. Los haplotipos con tonalidades azules corresponden a
individuos colectados en La region Centro-Oeste de la distribucion, los de tonalidades verdes en
la regiéon Centro-Sur y los de tonalidades rojas en la region Este. El largo de las lineas que unen
los haplotipos es proporcional al numero de diferencias nucleotidicas entre ellos y oscila entre 1
y 6, ver escala.
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Figura 6. Ampliacion de la distribucion de Ctenomys pearsoni, Se muestran las 24 localidades
analizadas en el estudio, se presenta la variacion geografica de la especie categorizada en tres

regiones: La region Centro-Oeste (azul), la regidon Centro-Sur (verde) y la region Este (rojo).

Analisis morfométrico

El AVC resultd en la agrupacion de individuos en tres nubes de puntos no
superpuestas (Fig. 7). Las regresiones simples entre la variable “logaritmo del

tamafo del centroide” con cada una de los dos ejes candnicos evidencian
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independencia entre ellas (porcentaje de prediccién de 2,01% y 0,02% para las
variantes canonicas 1 y 2 respectivamente) (Fig. 8). Por lo tanto, la asignacién
de cada uno de los individuos a cada uno de los tres grupos es independiente
del tamario del craneo de los mismos. Los valores de distancias de Mahalanobis
entre los tres grupos resultantes del AVC junto con los valores de p del test de
permutaciones se presentan en la Tabla 3, las medias de los tres grupos fueron
significativamente diferentes. El analisis de discriminantes dio un resultado
similar al AVC, para los tres pares de grupos de individuos separando a los
individuos por grupo, no obstante, la funcion de reclasificacion del Analisis
Discriminante no los clasificd a todos en cada uno de los grupos asignados a

priori. Ambos analisis se presentan en la figura 9.

Estas tres agrupaciones se corresponden con la ubicacion geografica de las
poblaciones a las que pertenecen los individuos y son congruentes con la
informacion aportada por la red de haplotipos y las reconstrucciones
filogenéticas, separando los mismos tres grupos geograficos para la especie
Ctenomys pearsoni; la region Centro-Oeste, la region Centro-Sur y la region Este
(Fig. 6)

El Test de Mantel, que tiene como hipdtesis nula que las matrices de variacion
genética y de variacion morfolégica no estan correlacionadas, obtuvo un valor-p
menor que el nivel de significancia alfa=0,05, por lo que se debe rechazar esta
hipétesis y aceptar la hipotesis alternativa de que las matrices estan

correlacionadas, el coeficiente de correlacién entre ambas es de -0.864.
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Figura 7. Analisis de variantes canonicas de los individuos de Ctenomys pearsoni, tomados en:
Regidén Centro-Oeste (azul), Region Centro-Sur (verde), Region Este (Rojo). No se solapan las

elipses que contienen a los individuos de cada region

Log Tamano del Centroide Log Tamano del Centroide
Figura 8. Regresiones simples entre la variable “logaritmo del tamafio del centroide” con cada
una de las dos principales variantes canénica CV1 a la izquierda y CV2 a la derecha. Cada punto
corresponde a un individuo y cada color identifica la region geografica a la que pertenece cada
individuo; Region Centro-Oeste (azul), Region Centro-Sur (verde), Region Este (Rojo). Las
variables son independientes entre si para ambos casos.
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Tabla 3. Distancias de Mahalanobis (debajo de la diagonal) entre pares de grupos y p-valores
del test de permutaciones (sobre la diagonal) con 10000 permutaciones de individuos entre
grupos. El grupo “A” esta integrado por individuos de la region Centro-Oeste de la distribucién de
la especie, El grupo “B” esta integrado por individuos de la region Centro-sur de la distribucion y
el grupo “C” esta integrado por individuos de la regién Este de la distribucion. Las distancias de
Mahalanobis son significativamente diferentes entre todos los pares de grupos

Localidades A B C
A - <.0001 <.0001
B 6,28 - <.0001
C 10,65 8,29 -
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Figura 9. Resultados de andlisis de discriminantes (figuras del lado izquierdo) y validacion cruzada (figuras
del lado derecho) para los tres pares de grupos de individuos. Se realizan todas las comparaciones posibles
entre los tres grupos. Estas son: A-B (figuras superiores), A-C (figuras del medio) y B-C (figuras inferiores).
El grupo “A” esta integrado por individuos de la regién Centro-Oeste de la distribucion de la especie y sus
individuos estan presentados de color azul, El grupo “B” esta integrado por individuos de la regién Centro-
sur de la distribucion y sus individuos estan presentados de color verde y el grupo “C” esta integrado por
individuos de la regién Este de la distribucion y sus individuos estan presentados de color.
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Discusion

Este trabajo releva la variacion existente en poblaciones de tucu-tucu del
en Uruguay (es decir todas menos las conocidas para C. rionegrensis) e intenta
establecer los limites geograficos entre las especies C. pearsoni 'y C. torquatus.
En este sentido, se amplia la distribucién de C. pearsoni al menos 100 Km hacia
al norte. Esta especie se pensaba que estaba restringida a la franja costera
(Altuna y Lessa 1985, Bidau et al. 2008), sin embargo a partir de los resultados
de este trabajo, se amplia su distribucién hasta practicamente la mitad del Pais
sobre el Rio Negro. C. torquatus entonces quedaria limitada al norte del Rio
Negro, y a los departamentos de Cerro Largo y Treinta y Tres. Este resultado es
esperable si tenemos en cuenta que C. torquatus es compartida con Brasil, y
otras poblaciones conocidas de C. pearsoni se encuentran en la provincia de
Corrientes (Argentina), junto con el grupo hermano a la especie (complejo
Corrientes) (Caraballo et al. 2016).

Es posible imaginar un escenario de colonizacién de la region por parte
de C. pearsoni desde el oeste, tal vez en momentos donde el cauce del Rio
Uruguay y el delta del Parana era diferente, producto de ingresiones marinas
(Martinez y Del Rio 2005). Estudios paleogeograficos de la regién coinciden en
postular que los lugares colonizados por C. pearsoni tienen una antigiedad no
mayor a 5.000 afios, al menos en areas actuales donde el nivel del mar alcanz6
su nivel maximo durante el Holoceno, aproximadamente 5 m por encima del
actual (Garcia- Rodriguez & Witkowski 2003, Cavallotto et al. 1999). Por lo tanto,
la colonizacién de tales localidades por esta especie debié ser posterior, al
menos en gran parte de la distribucion actual de C. pearsoni en Uruguay. Luego
se alcanzaria una estabilizacion y el patron de diferenciacion descrito para C.

pearsoni.

Los datos de C. pearsoni en su conjunto apoyan los estudios anteriores
(Tomasco y Lessa 2007), aunque ese trabajo se realizé6 con un nimero mucho
menor de poblaciones y sin analisis de variacion morfolégica, en particular se
apoya la idea de que estas poblaciones se encuentran diferenciandose en

equilibrio entre la diferenciacion por deriva genética local y los efectos
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homogeneizadores del flujo génico. Evidencia de esto son los valores no
significativamente diferentes de 0 del test de Tajima, asi como la ausencia de
monofilia en los clados formados por el marcador mitocondrial. Sin embargo,
seria deseable ampliar el estudio con ejemplares de toda la distribucién,

incluyendo muestras argentinas de la especie.

Por otro lado, las poblaciones minuanas caen dentro del rango de
variacion genética y morfolégica de C. pearsoni. Dada La posibilidad de que C.
brasiliensis, proceda de Minas, Lavalleja. Seria necesario incluir muestras de
tejido (ej. piel) del espécimen tipo de la especie C. brasiliensis (MNHN-Paris
No1988-271) que se encuentra depositado en el Muséum National d’Histoire
Naturelle (MNHN), Paris, Francia, para en un futuro incluirlo en los analisis. Bi et
al. (2013), entre otros, han mostrado que es posible trabajar con el ADN
altamente degradado tipico de muestras histéricas, como las pieles de museo de
principios del siglo XX. En caso de que se reconozcan como de la misma
especie, y de acuerdo a la ley de prioridad del articulo veintitrés del Cédigo
Internacional de Nomenclatura Zoologica, se recomienda dar prioridad al nombre
C. brasiliensis, que debiera reemplazar al de C. pearsoni, al menos para
ejemplares de la localidad de Minas, y eventualmente para todas las poblaciones

del complejo pearsoni.

El analisis de variacion geografica se realizé para C. pearsoni, la especie
para la cual la mayor parte de la distribucidon es nacional. C. torquatus, en
cambio, presenta la mayor parte de su distribucién en Brasil, y se estan

realizando estudios similares en colaboracién con investigadores de aquel pais.

Los datos moleculares sugieren cierta diferenciacion geografica,
mostrando tres grandes grupos, aunque no monofiléticos. Sin embargo, no
permiten obtener conclusiones tajantes al respecto, porque si bien esbozan
algunas agrupaciones que coinciden con trabajos previos (Tomasco y Lessa
2007), el apoyo estadistico de los nodos es bajo en cualquiera de los métodos
usados. También lo refleja el bajo indice de consistencia de los arboles por
maxima parsimonia (0,66). Esto es razonable, considerando que se pretende
resolver la filogenia de 30 haplotipos con una secuencia de menos de 500 bases,

y que dentro de ésta tenemos unicamente 33 sitios informativos. Seria ideal
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estudiar la variacion geografica ampliando la informacion mitocondrial con mas
genes de ese genoma, y aun mejor con marcadores nucleares independientes.
Los marcadores nucleares que han sido utilizados en el género, no han mostrado
ser suficientemente informativos a nivel interespecifico (i.e.: intrones de
Rhodopsina y Vimentina Castillo et al. 2005) y son en general monomorficos a
nivel intraespecificos a pesar de ser intrones. Por lo que es de esperar que
tampoco sean utiles a este nivel de analisis. Pero si existen marcadores
autosomicos hipervariables como los STR (por su sigla en inglés “Short Tandem
Repeat”, también llamados microsatélites en espanol) que ya han sido descritos
para Ctenomys haigi (Lacey et al. 1999) y han mostrado resolver aspectos
filogeograficos en otras especies de tucu-tucus como ser C. sociabilis, (Lacey
2001), C. talarum (Cutrera et al. 2005), C. lami (El Jundi y De Freitas 2004),C.
rionegrensis (Wlasiuk et al. 2003), C.chasiquensis (Mora et al. 2017). Para C.
pearsoni estos marcadores han sido optimizados y mostraron ser variables
(Mannise et al. 2013), por lo que se estima que serian los marcadores a trabajar

en el futuro para estudios filogeograficos en la especie.

A pesar de la falta de definicién en el marcador mitocondrial utilizado, es
interesante que los resultados genéticos obtenidos son consistentes con los
resultados morfolégicos. En ambos casos se rescatan tres grandes grupos, y
dentro de cada uno de estos se encuentra al menos una poblacién del interior
del territorio, relativamente alejada de la costa. Incluso, que la matriz de variacion
molecular se correlacione negativamente con la matriz de variacion morfolégica,
indica que a mayores valores de Fst entre grupos, menores son las distancias
de Mahalanobis entre ellos. Este resultado, tendria una explicacion estadistica,
ya que, dado que son unicamente tres los grupos que se comparan entre si, son
tres puntos en un plano que podrian correlacionarse (estar los tres puntos en
una misma recta que los una) por azar. Estos resultados son diferentes a los
obtenidos en un estudio previo de la morfologia del craneo de la especie, que
indica que, con la excepcién de los cariomorfos de Solis, los restantes son
morfolégicamente indistinguibles (D"Anatro y D’Elia 2011). Sin embargo, en ese
estudio se incluyeron solo seis localidades costeras de la especie, muchas de
las cuales son proximas entre si. Por otro lado, la diferenciacién morfolégica en

la especie se habia evaluado previamente a nivel del pene (Altuna y Lessa, 1985)
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y la pelvis (D’Elia et al., 1992), pero no se encontraron diferencias significativas

a este nivel.

Si bien los resultados son interesantes, seria necesario un muestreo mas
denso de poblaciones para delimitar con mayor precision la distribucién
geografica de cada grupo, y asociarlos a los diferentes accidentes geograficos
para entender la historia de los mismos. Un abordaje igualmente interesante, que
sera abordado mas adelante, es asociar estas diferencias con los cariotipos
conocidos. Las diferencias moleculares entre los cariomorfos han sido
abordadas por Tomasco y Lessa (2007), que realizaron un analisis filogeografico
y no encontraron correlacion entre los patrones de variacion cromosomica y
molecular, de todos modos, en este estudio no tuvieron en cuenta las nuevas
localidades aqui descritas, por lo que podria haber una correspondencia en el

numero fundamental entre las nuevas localidades y las descritas previamente.

Conclusiones

Se amplia la distribucion de la especie Ctenomys pearsoni, desde la franja
costera de Uruguay: Siendo el punto mas Oeste, la localidad de Carmelo
(Colonia). Internamente en el continente, en direccion Norte desde la costa,
hasta tres puntos de referencia. En la Regién Centro-Oeste de la distribucion,
hasta la localidad de Durazno (Durazno), en la region centro-Sur de la
distribucion, hasta la localidad de Cerro Colorado (Florida) y en la region Este de
la distribucion, hasta las localidades de Cerro Pelado, Salto del Penitente y Villa

Serrana (Lavalleja).

Se muestra como la especie Ctenomys pearsoni esta estructurada en tres
grandes grupos, que se evidencian a nivel genético y morfolégico y se
corresponden geograficamente con las regiones Centro-Oeste, Centro-Sur y

Este de la nueva distribucion de la especie.
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Perspectivas

Este trabajo intenta esclarecer los patrones de diferenciacion poblacional
en C. pearsoni. Sin embargo, este es un abordaje particular y una vision
completa requiere de estudios complementarios. Menciono a continuacion

algunos de ellos puesto que suponen la continuidad natural de este trabajo.

En primer lugar, realizar un skyline plot (Drummond et al. 2005) agregando
muestras argentinas, en un numero importante. Esto permitiria hacer inferencias
sobre las dinamicas de la poblacién en el pasado. Sumado a esto, se podria
realizar un analisis de variables ambientales para determinar si existen factores

asociados a la distribucién particular de cada una de las especies uruguayas.

Por otra parte, conociendo los patrones de variacion morfologica y
molecular, es importante realizar un analisis a otro nivel de organizacién. Una
tercera via seria la de analizar los cariotipos que ya fueron hechos en campo,
cuyos resultados preliminares (no mostrados en la tesis) dan patrones de
variacion, dentro de la especie C. pearsoni, consistentes con los resultados de

variaciéon morfoldgica y molecular presentados en este trabajo.

Finalmente, seria interesante realizar un analisis similar para C. forquatus,
lo que estd en curso en una colaboracion con investigadores de Brasil para
estudiar variacion conjunta de la especie C torquatus en toda su distribucién, que
es mayormente brasilera, y no solamente en las localidades presentes en

Uruguay.
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APROXIMACION TRANSCRITPOMICA PARA ESTIMAR
FILOGENIA E HIBRIDIZACION EN LAS ESPECIES
URUGUAYAS DE TUCU-TUCUS (Ctenomys).

Resumen

El rol potencial de la hibridacion en la especiacién es un tema en discusion
actualmente, y es necesario el analisis de los sistemas que no son modelo, estos
andlisis son ahora posibles a partir de datos multilocus, dado que en la ultima
década, los costos asociados a la generacion de los mismos, han disminuido
considerablemente. Los tuco-tucos (género Ctenomys) son roedores
subterraneos endémicos de América del Sur y se consideran un modelo
interesante de especiacion rapida. Las relaciones filogenéticas entre las
especies han sido dificiles de resolver y la presencia de hibridos esta bien
documentada por los métodos clasicos a pesar de las diferencias cromosomicas.
Recientemente, un estudio morfométrico de la especie tipo del género, C.
brasiliensis, encuentra que es morfolégicamente intermedio entre C. pearsoniy
C. torquatus, dos especies con distribuciones geograficas adyacentes. Para
poner a prueba la hipétesis de hibridacién entre estas dos especies, en este
estudio se armaron de novo 8 transcriptomas de especimenes de las localidades
tipo y se aplico el estadistico D de Patterson. De los 3.93x10° reads obtenidos
en promedio para cada transcriptoma, se ensamblaron 91.317 contigs en
promedio y se anoté un promedio de 11.416 genes por transcriptoma, de los
cuales 1.524 cumplieron con las condiciones de presentar: i) mas del 85% de
identidad, ii) mas de 85 % de longitud de alineacioén / longitud de referencia contra
Cavia porcellus vy iii) estar presente en todas las muestras de Ctenomys. La
filogenia obtenida muestra que las poblaciones de minas tienen mayor afinidad
con C. pearsoni que con C. torquatus. Los valores del estadistico D en promedio
entre todas las combinaciones probadas fueron de 0,07, lo cual rechaza la
hipotesis de introgresion. Solamente un 10% de los marcadores fueron
incongruentes, lo que refleja una proporcion moderada de reparto diferencial de

linajes.
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Introduccion

La especiacion, o proceso de formacién de nuevas especies, es un tema
central en biologia evolutiva, ya que en este proceso radica la génesis de
biodiversidad. Histéricamente la hibridizacion ha sido vista como un impedimento
a la especiacion (Barton 2001). Sin embargo, su rol en la especiacion ha
cambiado y es tema de debate actual (Abbott et al. 2013, Schumer 2014). Una
de las mayores dificultades para su estudio es que la naturaleza hibrida de una
especie era dificil de detectar, pero esto ha comenzado a cambiar recientemente
gracias al desarrollo de nuevas técnicas de genética molecular. El analisis de
grandes volumenes de datos, como los generados por las nuevas técnicas de
secuenciacion masiva, ha comenzado a arrojar luz sobre las huellas de estos
procesos en el genoma. De hecho, el numero de especies hibridas descubiertas
esta aumentando en diferentes grupos de plantas y animales (Brennan et al.
2019, Kumar et al. 2017, Zinenko et al. 2016).

Los tucu-tucus son roedores subterraneos sudamericanos pertenecientes
al género Ctenomys. Este género presenta al menos 70especies descritas
(Bidau 2015), formadas en un periodo no mayor a 3 millones de anos (Verzi
2002, Verzi et al. 2013). Llama la atencion la capacidad de especiacion del
género y cabe preguntarse qué mecanismos serian los responsables de la
formacion de tantas especies (Freitas 2006, Lessa et al. 2008). Los esfuerzos
dirigidos a revelar el patrén macroevolutivo de diversificaciéon de los tucu-tucus
se han visto obstaculizados por la falta de comprension de los limites de las

especies y de las relaciones filogenéticas entre ellas (Parada et al. 2011).

En Uruguay han sido descritas 3 especies de tucu-tucu: C. rionegrensis
(Langguth y Abella 1970), C. torquatus (Lichtenstein 1830) y C. pearsoni (Lessa
y Langguth 1983). Sin embargo, recientemente se ha planteado que, en Minas,
Departamento de Lavalleja, se encuentra la localidad de procedencia de C.
brasiliensis (Blainville 1826) la especie tipo del género Ctenomys. La nominacién

C. brasiliensis hace referencia al pais de procedencia en el momento de su
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descripcion en el ano 1826, no al pais de procedencia actual. La comparaciéon
mediante morfometria geométrica del craneo del espécimen tipo de C.
brasiliensis con los de otras especies del género, muestra que la forma del
craneo de C. brasiliensis se encuentra estrechamente relacionada a C. torquatus
y C. pearsoni, no pudiéndose precisar a cual de estas especies esta
particularmente asociada ya que se solapan en la mayor parte de sus caracteres
morfoldgicos (Fernandes et al. 2012). Es probable entonces que C. brasiliensis

sea un caso de hibridizacion entre ambas especies.

El abordaje multilocus, basado en miles de marcadores distribuidos por
todo el genoma, habilitaria a resolver el estatus taxonémico de C. brasiliensis, 1o
que podria tener importantes consecuencias en la sistematica actual del género,
y en particular de las especies uruguayas. De lo contrario, podria responder que
grado de parentesco presentan las poblaciones minuanas, ahora posiblemente
C. brasiliensis, con cada una de las especies uruguayas mas proximas. Entre las
formas de analisis de datos multilocus, recientemente se ha propuesto una
aproximacién basada en la Teoria del Coalescente para detectar grados de
hibridizacion/parentesco entre tres poblaciones cercanamente emparentadas
mediante la estimacion del estadistico llamado “estadistico D de Patterson”
(Green et al. 2008, Durand et al. 2011), basado en la frecuencia de asimetrias
entre dos arboles de genes no congruentes en un arbol de tres poblaciones y
una cuarta como grupo externo. Es decir, dada la filogenia de la figura 10, para
los casos en los que el taxdn P3 exhibe un alelo derivado B, y éste es compartido
por sélo uno de los taxones restantes (P1 o P2), se evidencian historias de genes
que son incongruentes con la filogenia dados los alelos A y B, los patrones
mencionados serian (((AB)B)A) y (((BA)B)A).

La no congruencia entre arboles se generaria por diferentes escenarios
demograficos, este estadistico es sensible a estas diferencias. Ademas, este
estadistico tiene la ventaja de detectar hibridizacién en el pasado, contando sélo
con muestras de las poblaciones actuales y un individuo de cada especie
(Durand et al. 2011).

Esta prueba estadistica utiliza sitios de nucledtidos bialélicos que se

dividen en dos categorias: '"ABBA'y 'BABA', donde cada letra se refiere a un alelo

54



en cada uno de los cuatro taxones. "A" se refiere al alelo ancestral, y 'B' se refiere
al alelo derivado (ver Figura 10). Ambas configuraciones, ABBA y BABA,
deberian producirse con igual frecuencia en los casos en que no haya habido
mezcla entre taxones y en las poblaciones ancestrales haya habido
apareamientos al azar. Cuando estas configuraciones son contabilizadas en todo
el genoma, un sesgo hacia sitios ABBA o sitios BABA indicarian un sesgo

sistematico en los alelos compartidos entre taxones.

Si esto es causado por azar, las frecuencias de los patrones ABBA y
BABA se espera que sea igual y el estadistico D no difiere de 0.Para los casos
BBBA o AABA. P3 comparte estado con P1y con P2, o no comparte con ninguno,
no aumentando el niumero de asimetrias. siendo irrelevante para el uso del
estadistico D. En los casos en que se encuentra un enriquecimiento de alelos

compartidos entre taxones, la hibridizacién es una posible explicacion.

O P2 P2 P4 O P P2 P4
A B A B A B B A

Ty Caman(d) Caans (7]

NPy Py Py, O}
Cuamalr)

.\.‘-q- -:Irl i

Figura10. Sitios bialélicos de Secuencias ortélogas alineadas. En ausencia de
hibridizacion, estos patrones discordantes deberian ocurrir en la misma

frecuencia, y D=0

Asumiendo una historia de divergencia sin hibridacion posterior, los
patrones discordantes de alelos respecto del arbol de las especies deberian
ocurrir a la misma frecuencia. Si el arbol es (GE, (P3, (P1, P2))) (siendo Pi las
diferentes poblaciones o especies que se comparan) y se quiere evaluar la
posible hibridacion entre P1y P3, bajo la hipétesis de divergencia sin hibridacion,
los alelos derivados compartidos entre P1 y P3 seran igualmente frecuentes que

los compartidos entre P2 y P3. Bajo la hipétesis de hibridacion, habra un sesgo
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hacia mayor cantidad de SNPs derivados compartidos entre P1y P3, comparado
con P2y P3.

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el estatus taxonémico y el
grado de parentesco de las poblaciones minuanas, posiblemente C. brasiliensis,
con las dos especies mas proximas desde el punto de vista morfolégico y de
ubicacién geografica, C. pearsoni y C. torquatus, utilizando a C rionegrensis
como grupo externo, mediante una aproximacién multilocus, a partir de datos de

transcriptomas.
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Materiales y métodos

Preparacion vy eleccidon de las muestras

Los muestreos se realizaron utilizando trampas Oneida Victor No. 0 en las
localidades de: Minas (Villa Serrana 34°18.6° 64" S, 55° 58.8° 69" W,
representando a C. brasiliensis,), |la localidad tipo de C. pearsoni (Limetas34°
09" 00"" S, 58° 05" 30" W), Sierra de Vaz (32° 36" 51" S, 54° 06°08"'W),
localidad conocida de C. torquatus y la localidad tipo de C. rionegrensis (Las
Canas 33° 11.34" S, 58° 21.33" W) que fue utilizada como grupo externo.

Todos los procedimientos siguieron los lineamientos establecidos por
American Society of Mammalogists para el uso de mamiferos silvestres en
investigacion (Sikes et al. 2016) y fueron aprobados por la Comisién Honoraria

de Experimentacion Animal (C.H.E.A., Uruguay).

De cada ejemplar se extrajeron distintos tejidos (i.e.: piel, higado,
pancreas, médula 6sea, corazon, musculo, cerebro) que fueron conservados en
Nitrégeno liquido en el campo y se conservaron luego en freezer de -80 °C, de

la coleccidn de tejidos del Laboratorio de Evolucion de la Facultad de Ciencias.

Se prepararon y depositaron las pieles, esqueletos y muestras de higado
conservadas en etanol 95% en el Laboratorio de Evolucién (Facultad de
Ciencias, UdelaR), con numero de voucher de EV1895 a EV2017. También se
prepararon los cariotipos usando células de médula. Se administré una inyeccion
subcutanea de levadura a los animales (Lee y Elder, 1988) 24 h antes de que los
animales recibieran una inyeccion intraperitoneal de colchicina al 0,1% (0,1 ml /
100 g). Las preparaciones de cromosomas se obtuvieron después de la fijaciéon
con metanol-acido acético (3:1). Estos preparados no fueron analizados en esta
tesis y las células de médula o6sea fijas se depositaron en el laboratorio de

Evolucion.
Laboratorio

A partir de dos ejemplares colectados por localidad se hicieron

transcriptomas de una mezcla de 4 tejidos divergentes (piel, higado, pancreas y
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médula ésea). Para cada individuo, la extraccion de ARN se realizd con el kit
RNeasy mini de Qiagen. La cantidad y pureza de ARN se evalué con Agilent
2100 Bioanalyzer. Las extracciones se enviaron a la empresa Macrogen Inc.

(http://www.macrogen.com) para la preparacion de librerias y secuenciado con

la plataforma lllumina HiSeq 2000.

Analisis

A partir de los transcriptomas crudos, en una primera instancia se
corroboré la calidad de las secuencias. Para esto se utilizara el programa FastQC
Report (Andrews 2010), que aporta diversos graficos relacionados a la calidad y
caracteristicas generales de las bibliotecas. Posteriormente se realiz6 un filtrado
de calidad utilizando la herramienta sickle (Joshi y Fass 2011), la cual utiliza
ventanas deslizantes junto con umbrales de calidad y longitud para determinar
cuando la calidad es suficientemente baja para recortar los extremos de las

lecturas o incluso para eliminar la lectura por completo.

El ensamblaje de secuencias de novo se implemento en el programa Trinity V2.2
(Grabherr et al. 2011), luego del ensamblaje se procedid a anotar los contigs
resultantes mediante busquedas con BLASTX, contra las bases de datos de
proteinas no redundantes de vertebrados del NCBI y la base de datos del OMA
browser que contiene las proteinas secuenciadas de las especies de vertebrados

cuyos genomas han sido completamente secuenciados.

A partir de los transcriptos anotados, se identificaron genes unicos vy
ortélogos entre muestras. Se us6 un protocolo conservador para seleccionar
transcriptos para estimar el estadistico D, quedandose con aquellos que
cumplieron con los siguientes atributos después de ejecutar el Blastn
(parametros predeterminados con e value establecido en 1xe-10): i) mas del 85%
de identidad, ii) mas de 85 % de longitud de alineacion / longitud de referencia

contra Cavia porcellus vy iii) estar presente en todas las muestras de Ctenomys.

Los transcriptos resultantes fueron alineados usando Muscle V3.8 (Edgar
2004). Posteriormente fueron concatenados y utilizados para estimar la filogenia

por métodos de maxima verosimilitud utilizando el modelo de Tamura 3
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parametros con distribucién gama de la tasa de sustituciones entre sitios por ser
este modelo de sustitucion el que presentd el menor valor de BIC (Bayesian
Information Criterion), por lo que era el modelo que mas se ajustaba a los datos.
Como opcidén de inferencia de arboles se escogié Nearest-Neighbor-Interchange
implementados en MEGAX (Kumar et al. 2018).

Para poder identificar si entre estas tres especies hubo o no hibridacion y
el sentido de la misma, se analizé de forma individual cada transcripto para las
combinaciones de las 8 muestras secuenciadas mediante el estadistico D. Para
esto se utilizé el arbol resultante del analisis filogenético previsto en el paso
anterior. El calculo del estadistico D se bas6 exclusivamente en los transcriptos
que presentaron un patrén no concordante (o ABBA o BABA) y se determina

como:

D(P1,P2,P3,0)=> (Cagsa(i)—Cgasal(i))/> (Cassal(i)+Csasal(i))

Donde Cassa(i) y Ceasa(i) son conteos que toman valores de 1 o 0, dependiendo

@

de si el patron especificado (ABBA o BABA) se observa o no en el sitio “i” de los

transcriptos.

Para determinar si el valor de “D” difiere o no significativamente de 0, se realizé

un test binomial de dos colas
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Resultados

La descripcion detallada de los transcriptomas y de los resultados de
ensamblaje por especie y por localidad se muestra en la tabla 4. Se obtuvo un
promedio de 3,9X107 lecturas de 101 pb con calidad mayor a Q24 para cada
muestra. Los ensamblajes de los transcriptomas individuales tuvieron una media
de 91.317 con un largo maximo de 13.697 pb. De estos, un promedio de 34.769
se anotd contra el ARNm de Cavia porcellus, identificando un promedio de
11.416 genes diferentes.

Un total de 1524 genes resultaron compartidos entre todas las especies
de Ctenomys (incluida C. sociabilis), superaron el filtro cualitativo de
alineamiento y fueron utilizados para estimar la topologia general entre las
especies. Con el concatenado de estos genes, que representan 1.754.367
codones, la topologia obtenida (figura 11) sugiere una afinidad mas cercana
entre las poblaciones de Villa Serrana y C. pearsoni, que Villa Serrana con C.

torquatus (probabilidad posterior igual a 1 en todos los nodos).

C. rionegrensis | C. torquatus | Villa Serrana | C. pearsoni

0 P3 P2 P1
{ A B A
{ A 3] 5

[ ——

B
A

Figura 11. Representacion de la filogenia utilizada en este trabajo. Y los patrones
ABBA BABA utilizados en el estadistico D de Paterson

Se utilizd el mismo conjunto de 1.524 genes para aplicar el estadistico D de
Patterson a las 16 combinaciones posibles de 4 ejemplares. Los valores para los
estadisticos D de Patterson no difieren de 0 para ninguna combinacién de

individuos probada (tabla 5).
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Tabla 4. Resultados generales de los transcriptomas para cada uno de los dos individuos de las cuatro localidades. CAVPO: genes
anotados para Cavia porcellus

Especie C brasiliensis C torquatus C pearsoni C rionegrensis

Localidad Villa Serrana Sierra de Vaz Limetas Las Cafas

Vaucher ID EV1911 EV1913 EV1924 EV1925 EV1938 EV1941 EV1996 EV1997 Promedio
N° de reads 35082800 41497116 | 36040796 47047595 | 40192620 35437684 | 41371116 38129740 | 39349933
N° de contigs 75359 88397 89301 87474 110249 74593 102711 102450 91317
Tamafio minimo del contig (pb) 201 201 201 201 201 201 201 201 201
Tamaiio maximo del contig (pb) 15263 16132 16120 11733 12711 8597 15209 13810 13697

N° de contigs blastearon CAVPO | 29809 33900 36303 31875 40509 29613 38139 38004 34769

N° de genes anotados 11054 11317 11911 10699 11374 11479 11820 11670 11416
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Tabla 5. Combinaciones de individuos utilizados, Cantidad de sitios ABBA y BABA para

cada combinacién, valor del estadistico D y P-valor asociado a cada combinacion

Localidad/voucher ABBA BABA D P-valor
VS/CP/CT/CR

1911/1938/1925/1996 16 11 0,19 0,097
1913/1941/1924/1997 19 16 0,09 0,118
1911/1941/1925/1996 14 13 0,04 0,149
1911/1938/1924/1996 17 18 -0,03 0,132
1911/1938/1925/1997 16 9 0,28 0,061
1913/1938/1925/1996 16 12 0,14 0,113
1913/1938/1925/1997 19 11 0,27 0,051
1913/1938/1924/1996 19 17 0,06 0,125
1913/1941/1925/1996 13 15 -0,07 0,139
1913/1941/1925/1997 15 16 -0,03 0,140
1911/1941/1924/1996 19 19 0,00 0,129
1911/1941/1924/1997 18 17 0,03 0,132
1911/1941/1925/1997 13 16 -0,10 0,126
1911/1938/1924/1997 17 15 0,06 0,132
1913/1938/1924/1997 19 13 0,19 0,081
1913/1941/1924/1996 18 19 -0,03 0,129
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Discusion

La topologia obtenida sugiere una afinidad mas cercana entre las
poblaciones de Villa Serrana y C. pearsoni, que Villa Serrana con C. torquatus
confirmando los resultados obtenidos en el capitulo anterior a partir de un
marcador mitocondrial y el estudio de la morfometria de craneo. No se
encontraron pruebas de hibridacién para las poblaciones comparadas. Los
resultados son robustos, sin valores de D significativamente diferentes de 0. En
el caso de los valores marginales, cercanos a p = 0.05, estos parecen tener un
patrén ambiguo y no congruente entre ellos. Los resultados sugieren la baja
factibilidad de asumir un escenario de hibridacion entre las poblaciones
comparadas, por lo que la conclusién principal de este estudio sugeriria que no
se produjo una hibridacién previa entre C. torquatus con la poblacién de Limetas
(localidad tipo de C. pearsoni) o la poblacion de Villa Serrana (posiblemente C.
brasiliensis).

Sin embargo, podria existir una limitacion de la técnica aplicada o del
muestreo. Este estudio se basé en RNA-seq, El inconveniente de este enfoque
es que la informacion sobre las regiones no transcritas (por ejemplo, intrones,
regiones intergenes, etc.) que podrian ser informativas, se pierde. Ademas, estos
andlisis se realizaron con un enfoque bastante conservador. A parte de los filtros
de identidad y de cobertura de secuencia, solo se consideraron transcriptos que
tuvieran 1 sitio ABBA o un sitio BABA, evitando que transcriptos con multiples
sitios de uno u otro tipo tuvieran un mayor peso en el estadistico “D”, Con un
enfoque mas laxo, mas sitios de ABBA BABA podrian haber sido obtenidos

dandole mas poder a la prueba estadistica.

Es importante considerarla evaluacién de un escenario de hibridacién con
un conjunto mas amplio de poblaciones, no solo las de las localidades tipo (como
este estudio) que estan ubicadas a distancias del orden de los cientos de
kilbmetros(es decir, desde Sierra de Vaz (C. torquatus) hasta Limetas (C.
pearsoni) y a Villa Serrana (posible C. brasiliensis) hay 400 y 250 Km,
respectivamente). Esto es importante por varias razones. Primero, porque la

totalidad de la distribucion geografica y los limites de estas especies son aun
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difusos (ver capitulo anterior) Ademas, la extensiéon de C. torquatus es en
realidad muy amplia y si hubiera habido hibridacion, esto deberia haber ocurrido
con las poblaciones cercanas al limite de la distribucion. C. torquatus presenta
la mayor distribucién conocida entre las especies del género, presente en el
centro y norte de Uruguay y sureste de Brasil (Fernandes et al., 2009; Freitas y
Lessa, 1984). Seria mas prometedor incluir en los analisis las poblaciones de C.

torquatus mas cerca de Villa Serrana.

También es importante mencionar que las especies del grupo torquatus
(Parada et al., 2011; Slamovits et al., 2001), como las involucradas en este
estudio, tienen una alta variacién cromosémica. Entre ellos, C. pearsoni es el
mas variable en el grupo y en el género. Presenta siete cariomorfos conocidos
(2n = 70a, 70b, 70c, 56, 58, 64, 66, revisados en Tomasco, 2003) que difieren
entre ellos en los reordenamientos Robertsonianos (Freitas y Lessa, 1984; Villar
et al., 2005) y han sido referidos como el "complejo de Pearsoni" (Altuna y Lessa,
1985). La poblaciéon considerada en este estudio es Limetas, 2n = 70a, un
cariomorfo distribuido en toda la costa oeste de Uruguay (departamentos de
Colonia y San José). La informacién sobre los alrededores de Villa Serrana, se
remonta varios afios atras, cuando Kiblisky et al. (1977) reportaron poblaciones
de Lavalleja (no exactamente Minas) con 2n = 64, similar a las poblaciones del
"complejo de pearsoni" de Maldonado (Villar, 2000), departamento al sur de
Lavalleja. Investigaciones futuras deberian incluir estas poblaciones en los

analisis.

Como se menciond en la introduccién, estos resultados proporcionan
elementos sobre la sistematica de estas especies. En particular, los tucu-tucus
de Villa Serrana tienen una mayor afinidad con C. pearsoni (figura 1), con lo cual
la distribucién geografica de esta especie se extiende hacia el norte. Con los
datos actuales no podemos concluir que las poblaciones cercanas a Minas, o en

particular la de Villa Serrana, pertenezcan a C. brasiliensis.
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Perspectivas

Los estudios adicionales, especialmente los analisis filogenéticos de los
datos de ADN de especimenes de museos, serian esenciales para corroborar y
para dilucidar el estatus taxondmico de las poblaciones de las Minas. Seria
deseable realizar los contactos necesarios para conseguir muestras de tejido (ej.
piel) del espécimen tipo de la especie C. brasiliensis (MNHN-Paris No1988-271)
que se encuentra depositado en el Muséum National d'Histoire Naturelle
(MNHN), Paris, Francia, para en un futuro incluirlo en los analisis. Bi et al. (2013)
ya han demostrado que es posible trabajar con el ADN altamente degradado
tipico de muestras historicas, como las pieles de museo de principios del siglo
XX. En caso de que sean reconocidos como de la misma especie y de acuerdo
con la ley de prioridad del articulo veintitrés del Cdodigo Internacional de
Nomenclatura Zoolégica, se recomienda dar prioridad al nombre C. brasiliensis,
que debe reemplazar al de C. pearsoni, al menos para especimenes de Minas,
y eventualmente para todas las poblaciones de la misma.

Relacionado al punto anterior esta el hecho de que se desconoce donde
fue colectado el ejemplar tipo del género, una revision preliminar de crénicas y
de mapas en los afios de colecta del género, sugieren que se denominaba
“‘Region de las minas”, del estado de San Pablo a un conjunto de minas de oro y
otros minerales también conocidas como las minas de Paranapanema, identificar
si en esa regidn hay registros para el género e identificar a que especie
pertenecen y determinar qué relacién tiene con las especies uruguayas podria
ayudaria a la reconstruccion de la historia del grupo,

También pueden desarrollar estudios mas detallados sobre la morfologia
y los cariotipos que complementan los datos moleculares para comprender mejor
la variacién interna dentro del "complejo de Pearsoni" y C. torquatus, y para
determinar mejor la relacion entre C. brasiliensis y las especies del grupo
torquatus presente en Uruguay. La pregunta mas importante sigue siendo cuales
son los procesos que estan generando diversidad, en este contexto de
especiacion hibrida y cambios cromosémicos, la identificaciéon de numero y
forma de los cromosomas de las distintas poblaciones y especies, ayudaria a dar

respuesta a esta pregunta
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