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RESUMEN




Los "tucu-tucus" son roedores subterraneos sudameéricanos pertenecientes al
género Ctenomys. El mismo, presenta mas de 60 especies vivientes y exhibe uno de los
mayores grados de variacion cromosomica reportado para mamiferos. Esta variabilidad se
explica tradicionalmente proponiendo que la estructura poblacional caracteristica de
Ctenomys, que forma pequefios demes aislados, promoveria la fijacion por deriva de
rearreglos cromosomicos parcialmente deletéreos en heterocigosis, propiciando asi
también la especiacion. En este trabajo se pretende poner a prueba esta hipotesis en la
especie uruguaya C. pearsoni. La misma es un modelo particularmente interesante
porgue presenta una variabilidad cromosOmica extraordinariamente alta que no se
corresponde con otras variables estudiadas, conociéndose actualmente siete cariotipos
diferentes. Para ésto se analiz6 la variabilidad en la secuencia de la Region de Control del
ADN mitocondrial en 98 ejemplares provenientes de 11 poblaciones cubriendo toda su
distribucion. Se encontr6 que todos los cariomorfos conocidos son polifiléticos. La polifilia
del ADN mitocondrial en presencia de diferencias cariotipicas fijas, permite rechazar la
hipoteis antes mencionada y hace invocar algiin mecanismo que promueva la fijacion de
ciertos rearreglos cromosomicos, como seleccién o deriva meidtica. Evidencia
complementaria suguiere, ademas, una estabilidad prolongada de estas poblaciones en
su conformacion actual, ya que: i) las poblaciones estan equilibrio y existe un patron de
aislamiento por distancia y ii) la variacion genética esta igualmente repartida dentro de las
poblaciones, entre poblaciones de igual cariomorfo y entre cariomorfos. Finalmente, las
estimaciones de flujo génico entre pares de poblaciones de un extremo de la distribucion
son mayores al resto, sugiriendo una colonizacién regional mas recientemente sin alterar

el equilibrio general.
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INTRODUCCION




1.1 Contexto en el que se realiza el estudio

La especiacion, o proceso de formacioén de nuevas especies, es desde mediados
del siglo XX un tema central en la Biologia Evolutiva, donde se conjugan los procesos
micro y macroevolutivos (Berlocher 1998). La observacion de diferencias cariotipicas en
especies relacionadas en varios grupos de organismos condujo a algunos autores a
plantear que los cambios cromosémicos ocurren frecuentemente en asociacion con el
proceso de especiacion, pudiendo incluso ser los agentes causales del mismo (White
1968). Clasicamente, ésta ocurriria cuando en una poblacién se fija uno o mas rearreglos
cromosOmicos inicialmente con heterosis negativa, es decir que reducen la eficacia
darwiniana de los individuos que los presentan en hererocigosis, generando finalmente
aislamiento reproductivo entre formas cromosémicas. A este modo de especiacion, en
donde los cambios cromosémicos juegan un rol central en la misma se le ha denominado
en un sentido amplio especiacion cromosomica (King 1993).

En general, los modelos de especiaciébn cromosémica han tenido poco apoyo
tedrico, debido a que: i) las mutaciones que reducen significativamente la eficacia
darwiniana pueden ser fijadas sélo por el efecto de la deriva en poblaciones pequefias,
aisladas y con alta endocria (Reisenberg & Livingstone 2003, Sites & Moritz 1987) y ii) el
efecto de los rearreglos cromosomicos sobre la eficacia darwiniana es impredecible y
varia notablemente entre plantas y animales (Spirito 1998 y citas alli). Sin embargo, se
han postulado muchos ejemplos en los cuales es evidente la primacia de los cambios
cromosomicos en el proceso de especiacion (compilados por King 1993). El debate sobre
la importancia relativa de esta modalidad de formacién de especies permanece abierto.
Recientemente, se han propuesto modelos nuevos y originales que sortean las
dificultades principales de los modelos clasicos (Rieseberg 2001, Spirito 1998), y sus
predicciones parecen cumplirse para algunos casos (Navarro & Barton 2003).



1.2 El género Ctenomys

Los "tucu-tucus” son roedores subterraneos pertenecientes al género Ctenomys,
De Blainville 1826 (familia Ctenomyidae, suborden Hystricognathi; Woods 1982). El
mismo, consta aproximadamente 60 especies vivientes reconocidas distribuidas de forma
endémica en las areas abiertas de América del Sur, entre los 10° y 54° de latitud sur
(Contreras & Bidau 1999), y desde el nivel del mar hasta mas de 4.000 m de altura en la
region Andina (Reig et al. 1990). Esta gran diversidad se alcanzé en un corto periodo de
tiempo, unos 1,8 millones de afios (Cook et al. 2000, Lessa & Cook 1998, Reig et al.
1990), lo que muchos autores denominan como fendmeno de cladogénesis explosiva
(Reig 1970, 1989, Reig & Kiblisky 1969, Reig et al. 1990).

El género en su conjunto, asi como muchas de sus especies, han despertado gran
interés debido a su alta variacion cariotipica intra e interespecifica, exhibiendo uno de los
mayores grados de variacion cromosémica reportado para un género de mamiferos (Cook
et al. 1990). Sus numeros diploide y fundamental varian de 10 (C. steeinbachi, Anderson
et al. 1987) a 70 (C. dorbignyi Contreras & De Contreras 1984, C pearsoni Lessa &
Langguth 1983) y de 16 a 84, respectivamente (Cook et al. 1990, Reig & Kiblisky 1969,
Reig et al. 1990). Ademas, las especies se comportan diferente con respecto a los tipos
de reordenamientos cromosémicos y a la cantidad y distribucion de la heterocromatina
(Reig et al. 1992), asi como frente a la variacion en el nimero diploide en si (Slamovits et
al. 2001). Un resumen de las especies con polimorfismos en el nimero diploide se
encuentra en la tabla 1, generalmente el nimero fundamental es ain mas variable. Para
algunas especies se ha reportado incluso variacion cariotipica dentro de un mismo
individuo (para C. talarum Garcia et al. 2000, C. porteousi Massarini et al. 1991 y C.
pearsoni Novello com. pers.), debido posiblemente a un mecanismo postcigotico de

segregacion somatica (Garcia et al. 2000).

TABLA 1. Variacion en el numero diploide en especies del género Ctenomys

Nombre de la Descripcion de la Numero Descripcion del
especie especie diploide polimorfismo

C. pearsoni Lessa & Langguth 1983 70,56,58,64,66 Ver texto

C. toquatus Lichtenstein 1830 44, 46 Freitas & Lessa 1984
C. boliviensis Waterhouse 1848 36,42, 44 Anderson et al. 1987
C. minutus Nehring 1887 42,45 al 50 Freitas 1997

C. perrensi Thomas 1896 48, 50 Ortells et al. 1990
C.lami Freitas 2001 54 al 58 Freitas 2001

C. talarum Thomas 1898 48, 49, 50 Massarini et al., 1995




La forma de vida de estos animales, presenta una gran convergencia adaptativa
con otros roedores subterrdneos (Busch et al. 2000, Nevo 1979). Son mayoritariamente
solitarios, habitan cada uno en una Unica cueva y forman poblaciones de baja densidad
(Lacey et al. 2000). Se cree que la heterogeneidad en la distribucion de los recursos y
hébitat adecuados para su supervivencia es la causa de la distribucién en parches de sus
poblaciones (Busch et al. 2000), que en general no se solapan (Lessa 2000, Pearson
1959, Steinberg & Patton 2000). Es por ello que los roedores subterraneos han sido
tomados clasicamente como modelos de especiacion cromosomica (Reig & Kiblisky
1969), porque en principio cumplen las condiciones esperadas para que ésta sea posible.
La formacion de pequefios demes aislados, permitiria que deriva genética se sobreponga
a los efectos de otros procesos evolutivos como la seleccion y el flujo génico, y se fijen
rearreglos cromosémicos parcialmente deletéreos en heterocigosis.

Se ha propuesto que la estructura poblacional de los tucu-tucus, podria explicar su
gran variabilidad cromosémica, y propiciar en gran medida la especiacion del genero
(Contreras & Bidau 1999, Nevo 1979, Reig & Kiblisky 1969). El género Ctenomys
representaria para algunos autores uno de los mejores argumentos para la especiacion
rapida mediada por cambios cromosomicos dentro de la clase Mammalia (Massarini et al.
1991, Bidau et al. 1996, Contreras & Bidau 1999, entre otros).

Sin embargo, a pesar de que se ha avanzado bastante en el conocimiento de la
variacion cariotipica, poco se sabe sobre los mecanismos de diferenciacion en el género
(Lessa 2000). Se han realizado trabajos que intentan inferir los mecanismos de
diferenciacion a partir de la huella que dejan los procesos demograficos a nivel molecular.
En general la variacion alozimica encontrada en especies del género muestra patrones de
variacion interpoblacional muy diversos (Sage et al. 1986), no relacionados con las
diferencias cromosomicas ni con las distancias geograficas (Gallardo & Kolher 1992). Se
encontraron niveles de variacion bajos (Gallardo & Killer 1992, Gallardo et al. 1995) y
considerable estructuracion geografica (Gallardo & Palma 1992) en algunas especies, y lo
contrario para otras (Apfelbaum et al. 1991, D’Elia et al. 1998, Gallardo & Palma 1992,
Ortells & Barrantes 1994, Villar 2000). Sin embargo, las alozimas tienen un poder de
resolucion limitado y pueden estar bajo presiones de seleccion,



Comparaciones de secuencias del gen del citocromo b mitocondrial se han
realizado en pocos casos, fundamentalmente para resolver las relaciones filogenéticas
dentro del género (D’Elia et al. 1999, Lessa & Cook 1998, Mascheretti et al. 2000). Para
el mismo marcador, especies argentinas de la provincia de Corrientes (C. dorbignyi, C.
roigi, C. perrensiy Ctenomys sp.) mostraron ser poli y parafiléticas (Giménez et al. 2002),
confirmando la diferenciacion reciente de las mismas y una sustancial acumulacion de
diferencias a nivel cariotipico. En C. rionegrensis, una especie uruguaya de distribucion
muy restringida y monomoarfica a nivel cariotipico, el conjunto de datos alozimicos, de
secuencias del gen del citocromo b (D"Elia 1996) y loci microsatelitaes (Wlasiuk et al.
2003), permitieron inferir que ha sufrido un proceso de colonizacion y expansion

poblacional reciente, a partir de una poblacién ancestral de tamafio reducido.

Los tucu-tucus presentan interés adicional en la Biologia Evolutiva, debido a que
han sido considerados como un paradigma de seleccién de especies, contrastando su
diversidad con el género monoespecifico relacionado Spalacopus, también subterraneo
pero con una estructura poblacional completamente diferente (Vrba y Gould, 1986). Como
se discutié anteriormente presentarian caracteristicas emergentes propias del nivel de
especies, que les brindarian mayores posibilidades de especiacion (Vrba 1989). No
obstante, trabajos recientes muestran que no son significativamente mas diversos que los
octodontinos (su grupo hermano) y que seria necesaria una revision de la sisteméatica
general de estos grupos para una mejor comparacion (Cook & Lessa 1998).

1.3 C.pearsonilLessa & Langguth 1983

Actualmente se reconocen tres especies del género Ctenomys en Uruguay: C.
torquatus Lichtenstein 1830, C. rionegrensis Langguth & Abella 1970a y C. pearsoni
Lessa & Langguth 1983. Desde su descripcion C. pearsoni, ha sido la especie de tucu-
tucu mas estudiada en nuestro pais. Es un modelo particularmente interesante para poner
a prueba los modelos de especiacion cromosémica clasicos, ya que presenta una
variabilidad cromosémica extraordinariamente alta estructurada geograficamente, que no
se corresponde con la variabilidad morfoldgica ni etolégica estudiada hasta el momento

(ver mas adelante).



FIGURA 1.Foto de un ejemplar de C. pearsoni del Departamento de Maldonado
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C. pearsoni se distribuye en Uruguay sobre la costa del Rio de la Plata, entre la margen
sur del rio San Salvador hasta la margen oeste del rio Santa Lucia, existiendo también
algunas poblaciones reportadas en Argentina (Garcia et al. 2000). Su localidad tipica se
conoce con el nombre de Limetas, sobre el arroyo del mismo nombre, a 25 Km al sureste
de Carmelo, Dpto. de Colonia. Se encuentra en habitats variados: generalmente en
terrenos arenosos aunque también se lo halla en suelos de tierra negra como en la
localidad de Limetas (Langguth & Abella 1970b). Se caracterizan por habitar en forma
permanente, extensos sistemas de galerias subterraneas, que permanecen cerrados al

exterior por tapones de material removido del suelo (Altuna 1983).

Morfologicamente es semejante a C. torquatus Lichtenstein 1830, otra especie de
distribucién mas amplia presente en el Uruguay que puede ser considerada como su
especie hermana filogenéticamente segun los estudios realizados hasta el momento
(D’Elia et al. 1999, Slamovits et al. 2001). Ademas de las caracteristicas discriminantes
gue permiten diferenciarla de otras especies del género propuestas en su descripcion,
fundamentalmente basadas en caracteristicas del crdneo y su cariotipo (Lessa &
Langguth 1983), deben incluirse otras encontradas posteriormente. Caracteristico de su
morfologia peniana es la presencia de un bulbo espinoso y un numero variable de estilos
en el saco uretral, y la punta del baculum es redondeada (Altuna & Lessa 1985). Por otro
lado, caracteristicas pélvicas, como la profundidad relativa de la fosa glatea e iliaca, el
grado de desarrollo de los procesos iliacos, la prominencia de las tuberosidades
isquidticas, la orientacion de la rama descendente del isquion, y la forma y tamafio relativo
del foramen obturador, permiten diferenciar a C. pearsoni de otras especies presentes un
Uruguay (D Elia et al. 1992, Ubilla & Altuna 1987).

Kiblisky et al. (1977) estudiaron el cariotipo de C. pearsoni en ejemplares de las
localidades de Limetas, Playa Pascual y barra del rio Santa Lucia (Departamentos de
Colonia y San José€), encontrando un complemento cromosoémico idéntico en las tres
localidades con un numero diploide (2n) de 70 (de aqui en adelante referido como
2n=70a) y un numero fundamental (NF) de 80. Para otra poblacién préxima a Playa
Pascual, Autédromo Nacional, se ha reportado el mismo cariotipo (Novello & Lessa 1986,
Novello et al. 1990 y 1996, Villar 2000) y variacién intrapoblacional, encontrandose una
variante con 2n=68 y NF=80 en 9 ejemplares estudiados (Novello et al. 1990).
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Sobre la costa platense y la costa atlantica al este del rio Santa Lucia, existen
otras poblaciones del género que comparten caracteres morfoldgicos con C. pearsoni,
aunque se diferencian de esta especie por su cariotipo (Lessa & Langguth 1983, Novello
& Altuna 2002, Novello & Lessa 1986, Novello et al. 1990 y 1996, Villar 2000). Todas
estas formas “pearsonoides” comparten las caracteristicas morfolégicas del craneo
propuestas para C. pearsoni (Lessa & Langguth 1983, ver también Langguth & Abella
1970), tipo de espermatozoide (Ubilla y Altuna 1987) e igual morfologia peniana (Altuna &
Lessa 1985) y pélvica (D Elia et al. 1992, Ubilla & Altuna 1987). Debido a estas similitudes
se ha llamado “complejo Ctenomys pearsoni” (Altuna & Lessa 1985) al conjunto de
poblaciones del litoral sur del Uruguay, al este del rio Santa Lucia afines
morfolégicamente a C. pearsoni. Desde este momento en adelante, este trabajo incluira
en el nombre C. pearsoni a la forma tipica y al antedicho “complejo C. pearsoni”.

Diversos trabajos realizados hasta el momento, dan cuenta de la gran variacion
cromosémica presente en C. pearsoni (Kibliski el al. 1977, Novello & Altuna 2002, Novello
& Lessa 1986, Novello et al. 1990 y 1996, Villar 2000). Esta informacién se resume en la
tabla 2. La primer localidad al este del rio Santa Lucia y uUnica representante del
Departamento de Montevideo es Carrasco, donde ha sido reportada gran variacion
cariotipica intrapoblacional (Novello & Lessa 1986, Novello et al. 1990). El cariotipo modal
presenta un 2n=56 y 2N=78. El resto de los cariotipos conocidos presentan el mismo
numero diploide pero diferente nimero fundamental NF= 77 y 79 (debido probablemente a
inversiones pericéntricas), o simplemente variaciones con igual 2n y NF pero no idénticos

en el patron de bandeo (debidos posiblemente a corrimientos de heterocromatina).

Del Departamento de Canelones se han cariotipado las poblaciones de Parque
Roosevelt, Lagomar, Los Titanes, Cuchilla Alta, Santa Ana, Balneario Argentino y
Jaureguiberry. Se caracterizan por un 2n=58 y NF=78, en principio sin variacion
intrapoblacional (Novello & Altuna 2002, Novello et al. 1996) (tabla 2). Sin embargo,
Kiblisky et al. (1977) analizaron 11 ejemplares de la poblacion de Roosevelt (reportada
como Carrasco pero perteneciente al Departamento de Canelones) y reportaron un
cariotipo de 2n=56 NF 84. Esta region es la mas extensamente estudiada, aunque existe
una zona central entre Lagomar y Los Titanes, limitada por los arroyos Pando y Solis
Chico, donde se carece de informacién. No hay registros en la zona, aunque el ambiente

es aparentemente el mismo.
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TABLA 2. Variacién cromos6mica encontrada en C. pearsoni. Ver el texto por mas informacién. Var.
Intrapobl.: variacion intrapoblacional, Meta/submeta: cromosomas metacéntricos o submetacéntricos,

Telo/subtelo: cromosomas telocéntricos o subtelocéntricos, Meta.: metacéntrico, Subt.: subtelocéntrico,
B. Portez: Barra de Portezuelo.

Colonia
Departamento San José Montevideo Canelones Maldonado Rocha
Solis
Localidad Todas Carrasco Todas Las Flores  B. Portez. José Laguna
Bella Vista Chihuahua Ignacio de Rocha
2n 70a 56 58 70b 66 64 70c
NF 80 78 78 80 78 76 80
Meta/submeta 5 11 10 5 6 6 5
Telo/subtelo 29 16 18 29 26 25 29
X Meta. Meta. Meta. Meta. Meta. Meta. Meta.
Y  Subt. Subt. Subt. Subt. Subt. Subt. Subt.
Var. intrapobl. 2n=68 NF=77, 79 No No Banda C No No

El cariotipo de las poblaciones conocidas del Departamento de Maldonado es
variable (tabla 2). En las localidades de Solis, Bella Vista y Las Flores es 2n=70 NF=80
(de aqui en adelante reportado como 2n=70b) diferente en el patrén de bandeo C (Novello
et al. 1996) y G (Novello com. pers.), y el tamafio relativo de los cromosomas (Novello
com. pers.) al cariomorfo 2n=70a descrito para las localidades de Colonia y San José, sin
variacion intrapoblacional (Novello & Altuna 2002). Para Barra de Portezuelo y Chihuahua,
Villar (2000) ha reportado un 2n=66 NF=78, con la Unica diferencia de un par de
cromosomas metacéntricos con tincion de banda C positiva en el centromero en la
segunda. En estas ultimas poblaciones se ha reportado variacion intraindividual en 6
ejemplares (Garcia com. pers.). Por ultimo, en la Barra de Maldonado y José Ignacio se
caracteriza por 2n=64 con NF=76 (Villar 2000; Kiblisky et al. 1977 reporta un NF=82), que
difiere del cariotipo anterior por la ausencia de dos cromosomas telocéntricos de pequefio
tamanfo y la localizacion de una constriccion secundaria (Villar 2000).
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Sobre estas tres ultimas poblaciones (Chihuahua, Barra de Portezuelo y José
Ignacio) se cuenta con informacion adicional sobre su variacién alozimica (Villar 2000). Un
estudio sobre 20 loci alozimicos, muestra una gran homogeneidad genética entre ellas y
la ausencia de alelos Unicos. La semejanza genética expresada como el indice de Roger
(1972) es del mismo orden entre todas estas poblaciones (entre 0.974 y 0.988) y no fue
muy superior al encontrado entre poblaciones de esta especie y otra de C. rionegrensis
(0,969). Con la distancia de Nei (1978) estos valores son practicamente cero en todos los
casos. Ademas, en Chihuahua y José Ignacio, se constatd un exceso de homocigotas con

respecto a lo esperado bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg en tres de los loci.

Del Departamento de Rocha, se conocen diferentes localidades con formas de C.
pearsoni, referidas con los nombres de La Paloma y Laguna de Rocha, Cabo Polonio,
Valizas, Laguna Negra, Laguna Merin, Santa Teresa por su proximidad con estas zonas.
Recientemente, se ha cariotipado la poblacion de Laguna de Rocha, encontrandose un
complemento cromosémico con 2n=70 y NF=84 (de aqui en adelante referido como
2n=70c), que se diferencia de los dos anteriores con igual numero diploide en el NF y los
patrones de bandeo C y G (Novello com. pers.). No se cuenta con informacion cariotipica
de las otras poblaciones.

A pesar de la gran variacion cromosomica inter e intrapoblacional, las técnicas de
bandeo C y G han mostrado la gran conservacion de los cariotipos por la alta homologia
de brasos cromosomicos entre ellos (Novello & Altuna 2002, Novello & Lessa 1986,
Novello et al. 1996, Villar 2000), lo que algunos autores lo atribuyen a una diferenciacion
reciente de las poblaciones (Villar 2000). Novello et al. (1986) mostraron que las
localidades del Autédromo Nacional (2n=70a) y Carrasco (2n=56) presentan 20 pares
cromosoémicos idénticos, y 8 pares telocéntricos del primero son homadlogos a 4 pares
metacénticos del segundo. Hay sdlo 4 pares cromosdmicos exclusivos del cariotipo
2n=70a, y uno en el caso del cariomorfo de Carrasco. El cariomorfo de esta ultima
poblacion difiere del cariomorfo del Dpto. de Canelones (2n=58) unicamente por un
reordenamiento Robertsoniano (Novello com. pers.). Asimismo, Novello & Altuna (2002)
reportaron una homologia del 80% entre el cariomorfo “Canelones” (2n=58) y el
cariomorfo “Solis” (2n=70b) debido a que 26 pares cromosémicos del primero presentaron

homologia con 28 pares del segundo. Dos pares cromosomicos de Canelones mostraron

14



homologia con cromosomas telocéntricos de Solis, y s6lo 5 pares de este Ultimo no
mostraron homologia con ninglin cromosoma o brazo cromosémico del cariomorfo
Canelones. Estos cambios hacen suponer que las translocaciones Robertsonianas serian
el tipo de cambio mas frecuente en la generacion de los diferentes cariomorfos (Novello &
Altuna 2002, Novello & Lessa 1986), aunque no es el unico debido a la presencia de

pares unicos presentes en cada cariomorfo posiblemente causados por diferentes
rearreglos en el mismo cromosoma o rearreglos mas complejos. Finalmente, todos los
cariomorfos estudiados hasta el momento, se caracterizan por presentar bandas C en el
centromero de algunos cromosomas, aunque difieren en el nimero y tipo de los

cromosomas en donde éstas se presentan (Villar 2000).

Al analizar la distribucion geogréfica de las formas cromosomicas conocidas se
constata que varias de éstas se encuentran separados por accidentes geograficos como
el rio Santa Lucia, el arroyo Carrasco, el arroyo Solis Grande, la Laguna del Sauce y el
arroyo Maldonado (figura 2), lo que hace suponer que estas barreras geogréficas podrian
haber jugado un rol importante en su fijacion. Por otro lado, el estatus taxonémico de las
diferentes formas cromosomicas es incierto. Algunos autores han considerado a las
diferentes formas cromosomicas como especies diferentes, aunque sin describirlas ni

diagnosticarlas formalmente (Altuna et al. 1999, Gonzéalez 2001).

Paralelamente se han realizado investigaciones sobre ecoetologia y etologia para
indagar aspectos basicos de la estrategia de vida, como la estructura y microclima de las
cuevas (Altuna 1991), organizacion espacial y socioreproductiva de las colonias (Altuna et
al. 1992). En laboratorio se han estudiado algunos aspectos del comportamiento
excavador (Altuna et al 1992 y 1993), alimentario (Altuna et al. 1998, Tassino 1999),
sexual (Altuna et al. 1991) y de comunicacién (Francescoli 1999, 2001, 2002) dificilmente
observables en su medio natural, dado los habitos fosoriales de esta especie (Busch et al.
2000) También se han estudiado otros aspectos anatomicos como la presencia de una
glandula perineal (Altuna & Corte 1987).

Como resultado de los trabajos anteriores, se han reportado otras diferencias entre
las poblaciones de esta especie. A nivel morfol4gico, se han detectado una sutil variacion
en las proporciones del baculum a lo largo de la costa (Altuna & Lessa 1985), asi como

discontinuidades morfolégicas a nivel del craneo, particularmente en la region rostral entre
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Figura 2 Distribucién de los diferentes cariotipos de C. pearsoni. Los puntos grises indican las
poblaciones estudiadas. 1: Limetas, 2: Arazati, 3: Penino, 4: Carrasco, 5: Roosevelt, 6: Cuchilla Alta, 7:
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las poblaciones separadas por el arroyo Solis Grande (2n=58 vs. 2n=70b) (Altuna et al.
1988). A nivel etoldgico, se han reportado diferencias en el comportamiento excavador
(Altuna et al. 1993) y en la longitud media de las cuevas (Altuna et al. 1992) entre la
localidad de Penino (2n=70a) y Solis (2n=70b), si bien lo dltimo podria deberse a las
diferentes cantidades de biomasa vegetal en los diferentes ambientes (Altuna et al. 1992).
Por otro lado, Francescoli (2002) detect6 variantes locales (dialectos) entre 3 poblaciones
de C. pearsoni (Penino 2n=70a, Solis 2n=70b y El Relincho, Departamento de San José,
de cariotipo desconocido) en el ritmo de emision de una de las sefiales acusticas

reconocidas para la especie (Francescoli 1999).

La comparacion cariotipica con otras especies del género es también interesante.
Existe un 100% de homologia entre las poblaciones argentinas de C. pearsoniy C.
dorbignyi, una especie de la Provincia de Corrientes, Argentina. Garcia et al. (2000),
mostraron que son indistinguibles citogenéticamente, con un cariotipo de 2n=70 NF=88.
Lo mismo sucede con otras formas de C. dorbignyi también correntinas y las formas ya
descritas para Uruguay de Colonia y San José (Ortells et al. 1990). Sin embargo, la
diferenciacion a nivel especifico no ha sido correctamente evaluada aun. Con respecto a
su especie “hermana” C. torquatus (D Elia et al. 1999, Slamovits et al. 2001), presenta
homologia aunque en un grado mas limitado. En este caso 4 pares cromosomicos del
primero tienen completa homologia con 5 pares del segundo, y el cromosoma autosémico
mayor es idéntico en ambos, difiriendo Unicamente en una inversion pericéntrica (Novello
& Lessa 1986), para los cariomorfos 2n=70a, 70b, 56 y 58 (Novello et al. 1990).

1.4 Hipotesis de trabajo

A pesar de sus diferencias, la mayoria de los modelos de especiacion
cromosOmica propuestos suponen que los nuevos rearreglos cromosomicos reducen la
eficacia darwiniana de los heterocigotas que los portan, generando un mecanismo de
aislamiento postcopulatorio con la poblacion ancestral y confiriendo un estatus de especie
a la nueva poblacién, segun el concepto biologico de especie (Mayr 1963). Sin embargo
una de las principales criticas ha sido que estos rearreglos cromosémicos no pueden
aumentar su frecuencia por seleccion hasta que la misma haya alcanzado un valor critico

alto por azar (Futuyma & Mayer 1980). Es probable que se fijen rearreglos en que los
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heterocigotas son débilmente deletéreos. Sin embargo y paradojicamente, si los
rearreglos cromosOmicos van a jugar un rol primario en la especiacion, deben haber una
seleccion fuerte en contra de los heterocigotas. De otra forma, no se constituiria una
barrera al flujo génico y no se constituiria un aislamiento reproductivo considerable para la
formacion de una nueva especie (Sites & Moritz 1987). El aumento de su frecuencia hasta
ese valor critico es muy improbable, a menos que ocurra en pequefias poblaciones,
donde el efecto de la deriva es mayor, aisladas geograficamente para impedir el efecto

homogenizador del flujo génico.

Un escenario alternativo seria que la acumulacion de fusiones y fisiones céntricas
con poca o0 ninguna heterosis negativa en las poblaciones parentales conduzca a formas
incompatibles (Baker & Bickham 1986). Otros modelos aluden a la deriva meiotica
asociada al nuevo rearreglo cromosémico. Plantean que este Ultimo mecanismo, solo o en
combinacién con la seleccion, la deriva genética o alta endocria, podria colaborar con la
fijacion de un nuevo rearreglo (Hedrick 1981, Spirito 1998), si luego de un tiempo se
recupera la segregacion normal (King 1993). Sin embargo, ninguno de estos modelos ha

sido propuestos para el género Ctenomys.

Si diferentes variantes cromosomicas han surgido por la fijacion al azar de
rearreglos con heterosis negativa, se espera obtener un patrén filogeografico
determinado. Como se planted anteriormente, se cree que la gran diversificacion del
género Ctenomys puede estar mediada por la estructura poblacional particular de sus
especies, que promoveria la fijacion de cambios cromosOmicos con esas caracteristicas.
De ser este el caso de C. pearsoni, se espera que todos o alguno de sus cariomorfos,
sean monofiléticos en su ADN mitocondrial. Al ser haploide y tener heredabilidad
exclusivamente materna, el tamafio poblacional efectivo de este Ultimo es cuatro veces
menor Yy los haplotipos mitocondriales se fijan por deriva cuatro veces mas rapido en
promedio que un marcador autosémico diploide, como los cambios cromosémicos. Una
posibilidad, es que todas las formas cromosOmicas presentes en la actualidad sean
monofiléticas para su ADN mitocondrial. Asimismo, es posible que la forma de mayor
distribucién (2n=70 a, b y c) forme parte de un cariotipo ancestral, por ejemplo, y sean
monofiléticas sélo aquellas formas derivadas. El sentido histérico en que se produjo la
diferenciacién se podria conocer al incorporar en la comparacion especies cercanamente

relacionadas C. pearsoni.
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Por otro lado, existen varias hipétesis alternativas posibles. Si la diferenciacién se
propicio luego de la aparicion de barreras geograficas que interrumpieron el flujo génico
entre poblaciones, éstas estarian modelando la diferenciacién genética encontrada en el
complejo, y no asi la variacion cromosomica. Otra posibilidad incluye la colonizacién de la
costa a partir de una poblacién ancestral comln y una posterior estabilidad de las
poblaciones conectadas por bajos niveles de flujo génico que daria lugar a un patrén de
aislamiento por distancia, donde el intercambio de individuos migrantes entre pares de
poblaciones es inversamente proporcional a la distancia entre ellas. En caso de encontrar
un exceso de variantes en baja frecuencia propias de cada una de las poblaciones
estudiadas, sin poder resolver claramente las relaciones de parentesco entre las mismas,
es probable que la poblaciéon ancestral haya sufrido expansion poblacional reciente, por
ejemplo por colonizacion de nuevos habitat, y las poblaciones resultantes no haber tenido
tiempo suficiente para diferenciarse.

El poner a prueba estas hipétesis es posible mediante el analisis de la secuencia
de uno o varios genes (Avise 2000) (Recuadro 1). Actualmente, la biologia molecular
permite la obtencion y secuenciacion de fragmentos de ADN con relativa facilidad, y los
métodos para su andlisis estan ampliamente desarrollados (Swofford et al. 1996). El
estudio de la variabilidad genética de las poblaciones de diferente cariotipo, asi como las
estimaciones de flujo génico y la reconstruccion de las relaciones genéticas entre ellas,
permitiria aceptar o rechazar los diferentes escenarios propuestos. Como objetivo de este
trabajo se propone utilizar estas herramientas para poner a prueba que los diferentes
cariomorfos de C. pearsoni se fijaron en poblaciones pequefias. Los resultados derivados
de este estudio seran ademas, una contribucién importante hacia el esclarecimiento del
estatus taxonémico de las diferentes formas cromosdmicas, que algunos autores han
considerado como especies diferentes, aunque sin describirlas ni diagnosticarlas

formalmente (Altuna et al. 1999, Gonzélez 2001).
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1.5 Objetivos

Poner a prueba la hipétesis que plantea que diferenciacion cromosémica de los
cariomorfos de C. pearsoni involucré la fijacion reciente de nuevos rearreglos

cromosomicos en poblaciones de pequenias.

Conocer la diversidad genética dentro y entre los diferentes cariomorfos de C.
pearsoni, de forma de estimar los tiempos y patrones de diversificacién de los

mismos.

Contribuir a la sistematica del género Ctenomys en Uruguay, caracterizando
genéticamente los diferentes cariomorfos presentes C. pearsoni y resolviendo las
relaciones genéticas entre ellos. Asimismo, contribuir a la comprension taxonémica
del género Ctenomys.

Contribuir a dilucidar las formas y modos de diversificacion del género Ctenomys

Para ello, se amplificara in vitro y secuenciara un fragmento de la Region de Control
del ADN mitocondrial de diferentes poblaciones C. pearsoni, junto con representantes de
otras dos especies utilizadas como grupo externo. A partir de estos los resultados, se
realizaran estimaciones de diversidad genética y flujo génico entre poblaciones, y se
estableceran las relaciones de parentesco entre las diferentes poblaciones y cariotipos.
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Recuadro 1.

SECUENCIAS DE ADN Y FILOGEOGRAFIA

La disponibilidad de secuencias de ADN ha sido fundamental para el desarrollo
de una nueva disciplina llamada filogeografia, que estudia los principios y procesos
qgue gobiernan la distribucion geogréfica de los linajes incluyendo aquellos a nivel
intraespecifico (Avise, 2000). Los estudios filogeogréaficos se basan en dos aspectos de
la variabilidad intraespecifica del ADN: 1) la magnitud y el patron de la divergencia
filogenética entre alelos, y 2) la distribucion geografica de estos clados. Integrando
estos dos aspectos, el andlisis filogeogréafico constituye un excelente método para,
entre otras cosas, entender los factores historicos que han moldeado los patrones
actuales de diversidad y establecer limites taxonémicos y de distribucion.

Ciertas hipétesis de especiacion cromosomica predicen, como se menciono
anteriormente, una estructura filogeografica determinada. Por lo tanto, el enfoque a
seguir para poner a prueba las hipétesis de trabajo consiste en evaluar y comparar la
estructura filogeogréfica de los diversos cariotipos conocidos de C. pearsoni.
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MATERIALES Y METODOS
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2.1 Obtencion de las muestras:

Se analizaron un total de 100 ejemplares, 98 pertenecientes a C. pearsoni, uno a
C. rionegrensis y otro a C. torquatus.

Se partié de muestras de tejido conservadas en Etanol 95° depositados en la
coleccidn de tejidos del Laboratorio de Evolucion, de la Facultad de Ciencias. Asimismo,
se colectaron animales adicionales en dos localidades, Limetas (34° 09°S, 58° 5.5’"W) y
Arazati (34° 33'S, 57° 0"W), con trampas de tipo Gopher Ready Set. De los ejemplares
capturados, se extrajo higado para conservar en Etanol 95°, y se preparo piel y esqueleto
de acuerdo a protocolos necesarios para su ingreso a la coleccion. Todos ellos fueron

depositados en la coleccién del Laboratorio de Evolucion (ver Apéndice).

2.2 Representacion geogréfica:

Se escogieron poblaciones de C. pearsoni, abarcando toda su distribucion e
incluyendo los diferentes cariotipos conocidos, asi como un localidad del Departamento
de Rocha desconocida a este nivel. Se tomo una poblacion por cariomorfo, a excepcion
del cariomorfo 2n=70a representado por tres poblaciones y del Departamento de
Canelones 2n=58 con dos, debido a que sus distribuciones geogréficas son mas

extensas.

Se estudiaron las localidades de: Limetas 2n=70a (Dpto. Colonia), Arazati, Penino-
Playa Pascual 2n= 70a (Dpto. San José), Carrasco 2n=56 (Dpto. Montevideo), Roosevelt
y Cuchilla Alta 2n=58 (Dpto. Canelones), Solis 2n=70b, Punta del Este 2n=66, José
Ignacio 2n= 64 (Dpto. Maldonado), Laguna de Rocha 2n=70c y Valizas (Dpto. Rocha). Ver
figura 2.

Se analizaron entre 7 y 11 ejemplares de cada poblacion, a excepcion de la

localidad Laguna de Rocha que fue representada por 3 individuos (tabla 3). Este tamafio
muestral permite realizar inferencias sobre la relacién de parentesco entre poblaciones,
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asi como estudios intrapoblacionales. Para los estudios de variabilidad general y de
relaciones entre los haplotipos se incluyd, ademas, una muestra (CA717) correspondiente
a la localidad de Laguna Negra (Dpto. Rocha).

TABLA 3. Numero y cantidad de ejemplares de cada una de las poblaciones utilizadas para el estudio,

ordenadas segun su cariomorfo. ?: desconocido.

Cariomorfo
modal localidad N° de inds. NUumero de individuo
2n=70a Limetas 8 EV1437, EV 1438, EV 1439, EV 1450, EV 1451,
EV 1452, EV 1453, EV 1454, EV 1455, EV 1456
Arazati 9 CA377,CA378, CA380, CA381, CA382, EV1470,
EV1471, EV1472, EV1473
Penino 7 CA352, CA353, CA371, CA372, CA373, CA374,
CA375
2n=56 Carrasco 10 CA906, CA910, CA920, CA922, CA923, CA924,
CA954, CA960, CA958, CA959
2n=58 Roosevelt 11 CA351, CA354, CA359, CA446, CA448, CA450,
CA491, CA493, CA552 CA553 CA555
Cuchilla Alta 10 CA558, CA559, CA560, CA563, CA564, CA568,
CA570,CA571,CA572,CA574
2n=70b Solis 10 CA361, CA362, CA363, CA364, CA365, CA366,
CA368, CA716, CA841, CA852
2n=66 Chihuahua 9 CA482, CA486, CA487, CA489, CA581, CA582,
CA583, CA585, CA586
2n=64 José Ignacio 10 CA451,CA452, CA453, CA454, CA455, CA462,
CA472,CA473,CA474, CA4ATS5
2n=70c Laguna de Rocha 3 CA466, CA467,CA4T0
2n="? Valizas 8 CA497,CA498, CA619, CA620, CA621, CA6B23,

CA624, CA625

2.3 Trabajo de laboratorio:

Extraccién de ADN. Se partié de muestras de tejidos preservados en Etanol 95°.

Se realizaron extracciones de ADN total, segun protocolos corrientes de tratamiento del
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tejido con SDS y Proteinasa K, precipitacion de proteinas con Cloruro de Sodio y
finalmente precipitacion de ADN con Isopropanol (Miller et al. 1988, Maniatis et al. 1992).

Amplificaciéon por PCR. (PCR, “Polymerase Chain Reaction”, Saiki et al. 1988). A

partir de diluciones de extracciones de ADN total, se obtuvo de un fragmento de
aproximadamente 470 pares de bases (pb) del ADN mitocondrial, que incluye la primer
parte de la Regién de Control adyacente al gen del ARN de trasferencia de la Prolina
(Pro-RNAL). Se utilizaron los oligonucleo6tidos (oligos) TucoPro (5- ACT TTC GTT TAT
TGC TTAATT -3) y TDKD (5"- CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG -3’, Kocher et al.
1989). El primero de ellos se asienta sobre el gen Pro-tRNA, mientras que el segundo, en
sentido contrario lo hace sobre una region conservada en medio de la Region de Control.
(Recuadro 2)

Recuadro 2.

ELECCION DEL MARCADOR MOLECULAR.

Los genes mitocondriales presentan ciertas ventajas frente a los autosémicos para
evaluar relaciones filogenéticas intraespecificas, por lo que constituyen el marcador
corrientemente usado en este tipo de estudios (Avise 2000). Entre otras, su herencia
materna y tamafio poblacional efectivo cuatro veces menor que el ADN gendmico hacen
que los haplotipos mitocondriales se fijen via deriva genética en promedio cuatro veces
mas rapido que un gen autosémico. Esto es crucial en el caso de la mayoria de los arboles
intraespecificos.

La Regién de Control del ADN mitocondrial, presenta una tasa de sustitucion
elevada dentro del genoma mitocondrial y es un marcador idéneo para estudios que
incluyan variacion a nivel intraespecifico o entre especies estrechamente relacionadas.

Aunque el arbol de los genes no siempre coincide con el de las especies, lo que
representa una limitacién si se trabaja con un Unico locus (ya sea mitocondrial 0 nuclear)
en estudios filogenéticos, el restringir el andlisis al estudio de un Unico locus mitocondrial
constituye una primer aproximacion al problema que constituira la base para la integracion
futura de marcadores nucleares (por ejemplo microsatélites) en estudios de diferenciacién
en el complejo C. pearsoni.
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Las concentraciones finales en cada reaccion de amplificacién fueron de 0,04
unidades por mt de Taq (ATGen) en Buffer 1X, 240 nM de cada uno de los

oligonucledtidos (ANTP), 240 nM de cada oligonucle6tido y 4 mM de MgCl,.. Para un

volumen total de reaccion de 20 m se utilizaron 2 ni de dilucién de la extracciéon de ADN

total, diluida en agua en un factor de 1 en 100.

Las condiciones de ciclado se optimizaron en un termociclador Rapid-Cycler™
(Idaho Technology) en 1 minuto de desnaturalizacion inicial, seguido por 30 ciclos de 30
segundos desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de asociacion a 47 °C y 30 segundos

de extension a 72 °C, terminando con una extension final de 5 minutos a 72 °C.

El control de los productos de PCR se realiz6 mediante electroforesis en minigeles
de poliacrilamida 5 % de 1 mm de espesor, a 170 V durante 20 minutos en solucion de
TBE 1X, tefiidos segun Sanguinetti et al. (1994). Los productos que no mostraron bandas
secundarias y que fueron de intensidad similar al fragmento de 500 pares de bases (pb)
del estdndar de peso molecular de 100 pb (LIFE TECHNOLOGIES, BRL), se

seleccionaron para su secuenciacion.

Limpieza de los productos de PCR. Previo a su secuenciacion, los productos de

PCR se purificaron mediante cromatografia por tamafio con columnas de Sephadex
(Sephadex G50 fino, Pharmacia Biotech AB), segun protocolo modificado de sus
proveedores. Cada columna fue armada con 800 m de Sephadex 5% centrifugado durante

4 minutos a 3.000 revoluciones por minuto (rpm); luego de colocar en ella de 5 a 30 mi del

producto de PCR, se centrifugd nuevamente 3 minutos a 3.000 rpm.

Secuenciacidon automatica: se realizé en el secuenciador automatico Perkin-

Elmer (ABI Prism 377) del servicio Centro Técnico de Analisis Genéticos de la Facultad de
Ciencias, a partir de los productos de PCR ya purificados. La reaccion de secuenciacion
se realizar6 en un volumen final de 10 m (conteniendo 3,5 m de Byg Dye Terminator Cycle

Sequencing kit, 1 m de primer 5 nM y cantidad necesario de ADN y agua) y bajo 25 ciclos
de 10" a 95°C 20 segundos a 50°C y 4 minutos a 60°C Se secuenciaron una o ambas

hebras con los oligos utilizados en la amplificacion por PCR. En los casos necesarios, se

secuencié mas de una vez cada hebra para resolver ambigledades.

26



2.4 Andlisis de las secuencias:

24.1 Edicién y alineacién de las secuencias

Las secuencias se editaron utilizando el programa Sequence Navigator (Applied
Biosystems Inc., Version 1.0.1). En caso de tener mas de una secuencia por individuo,
ambas hebras por ejemplo, éstas se compararon para obtener la secuencia de trabajo.
Luego de su edicion, se alinearon con el programa CLUSTALX (Thompson et al. 1997)
usando las opciones por defecto. Con el resultado de este alineamiento se identificaron

los diferentes haplotipos, que se utilizaron para la siguiente etapa.

24.2 Exploracién de variabilidad e identificacidon de haplotipos.

Las secuencias idénticas fueron consideradas pertenecientes al mismo haplotipo,
aceptandose aquellas que presentaran un sitio ambiguo (y en un caso dos). Con el
programa PAUP* (Swofford 2000) se calcul6 nimero absoluto de cambios y el porcentaje
de diferencias nucleotidicas pareadas sobre el total de diferencias.

2.4.3 Relaciones entre haplotipos

Las relaciones filogenéticas entre los haplotipos fueron reconstruidas utilizando el
programa PAUP* (Swofford 2000) mediante dos métodos: i) con el criterio de maxima
parsimonia sin pesos (Fitch 1971) y ii) con la distancia HKY mediante el algoritmo de
Union de Vecinos (Saitou & Nei 1987). En el primer caso, se realizd una busqueda
heuristica mediante adicion secuencial simple y paso a paso (simple stepwise addition) y
el algoritmo TBR (Tree Bisection-Reconnection), que son las opciones por defecto del
programa. En el segundo caso, la distancia utilizada se calcula asumiendo el modelo de
sustitucién de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa et al. 1985), que permite considerar
diferencias en las frecuencias nucleotidicas y la presencia de un sesgo de transiciones
contra transversiones, como se sabe que hay en el ADN mitocondrial (Aquadro &
Greenberg 1983, Bickham et al. 1996, Lara et al. 1996). En los dos casos, el apoyo de los

nodos se evalué mediante Bootstrap (Felsenstein 1985) utilizando 1000 réplicas. Como
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grupo externo se tomaron secuencias de las otras dos especies uruguayas, C. torquatus
(CA565) y C. rionegrensis (EV935). La primera esta estrechamente relacionada con C.
pearsoni (D’Elia et al. 1999, Slamovits et al. 2001).

A partir de las distancias minimas entre haplotipos se reconstruyé una red llamada
"Minimun Spanning Network" (Excoffier & Smouse 1994), que explicita en forma grafica la
relacion entre ellos. La topologia de la misma es igual al los arboles obtenidos con el
criterio de parsimonia sin raiz, pero permite uniones alternativas igualmente

parsimoniosas.

244 Variacion poblacional

Una vez establecidos los haplotipos presentes en cada una de las once
poblaciones consideradas (Limetas, Arazati, Penino, Carrasco, Roosevelt, Cuchilla Alta,
Solis, Chihuahua, José Ignacio, Laguna de Rocha y Valizas) y su frecuencia, se
calcularon la diversidad nucleotidica p (nUmero promedio de diferencias nucleotidicas
entre pares de haplotipos presentes en la muestra) y se estimo el parametro poblacional
g, basado en el nUmero de sitios segregantes en la muestra (q., Watterson 1975). q =
2N m siendo mla tasa de mutacion y N el tamafio poblacional efectivo del ADN

mitocondrial (en general, el nimero de hembras que se reproducen).

Con el objetivo de evaluar si los datos son consistentes con la ocurrencia de
seleccion a nivel molecular o de la ocurrencia de diferentes eventos demogréficos en el
pasado, se realizaron las pruebas de neutralidad de Tajima (D, Tajima 1989) y de Fu (Fs,
Fu 1997) para cada una de las poblaciones utilizando el programa Arlequin (Schneider et
al. 2000) (Recuadro 3). La neutralidad es uno de los supuestos de los analisis realizados y
de ello depende ademas, las predicciones de hipotesis de trabajo.

2.4.5 Estimaciones de flujo génico

Se aplico la prueba de Mantel (Mantel 1967) en el programa Arlequin (Schneider et
al. 2000) para evaluar si los datos son consistentes con un modelo de aislamiento por
distancia de las poblaciones (es decir, que el intercambio de migrantes sea mayor cuanto
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mas préximas se encuentran las poblaciones). Esto implica examinar si existe una
correlacion significativa entre una matriz de distancias pareadas y otra de flujo génico
pareado entre las poblaciones, mediante un procedimiento de permutaciones, en este
caso 1000.

Recuadro 3.

PRUEBAS DE NEUTRALIDAD

Las pruebas de neutralidad permiten evaluar si los datos son consistentes con la
ocurrencia de seleccién a nivel molecular o de diferentes eventos demograficos en el
pasado, a partir de la variacion poblacional presente en las poblaciones naturales. Las dos
pruebas utilizadas en este estudio se basan en la Teoria del Coalescente (Kingman 1982) y
el modelo de Fisher-Wright con sitios infinitos sin recombinacion. Esto significa que se
asume gque la poblaciéon es de tamafio constante y finito, con apareamientos al azar y
generaciones no solapantes, y sin seleccion (neutralidad) ni recombinacion sobre el locus
en cuestion. Ademas, el modelo de sitios infinitos plantea que al ser el nimero de sitios
tan grande y la tasa de mutacion tan baja (y constante en estos casos), cada mutacion se
produce en un sitio diferente siendo despreciable la probabilidad de mutaciones mdltiples
en un mismo sitio.

Cuando los datos se apartan significativamente de lo esperado segun esas
asunciones (es decir, la probabilidad de obtener los vabres observados es improbable), se
infiere que la neutralidad u otra asuncion del modelo ha sido violada. El no rechazar la
hipétesis puede ser evidencia de que el locus ha evolucionado bajo neutralidad, o
simplemente mostrar que la prueba no es lo suficie ntemente poderosa como para detectar
un apartamiento significativo del locus con ese tamafio muestral.

Ambas pruebas estadisticas se basan en comparaciones de diferentes estimadores
del pardmetro poblacional e.

TAJIMA (Tajima, 1987): compara dos estimadores de &, uno basado en el nUmero medio

de diferencias pareadas (0) llamado &; y otro basado en el nUmero de sitios segregantes
(variables, S) e,

q=p q,=awi

i=1
D :MW_

o

en pagina siguiente
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Recuadro 3 (continuacion)

El primero es poco sensible a variaciones en las frecuencias alélicas mientras que el
segundo es afectado en gran medida por las mismas. Cuando se cumplen las diferentes
asunciones del modelo, el valor esperado del estadistico D es cero. Sin embargo, cuando
no es asi, por ejemplo frente a cambios en el tamafio poblacional o si el locus es sometido
a seleccion, ambos estimadores responderan diferente, y el estimador D se apartara de su
valor esperado. Por ejemplo, en una poblacion que aumenta su tamafo, el incremento de
la variacion ocurrird inicialmente en los alelos de baja frecuencia, que contribuiran a S
pero poco a 8, por lo que e, crecerd mas rapido e; y D sera negativo. Cuando la poblacion
deje de crecer, ambos estimadores de é se igualaran, y D volvera al equilibrio.

FU (Fu 1997): utilizando los mismos estimadores, evallUa la probabilidad de una muestra
con € numero de clases alélicas igual o0 menor al observado dado un & observado. Esta
probabilidad es llamada S” y es

L
k
S'= Pr (8> 8ops.08 = &5) = ékg%BJ—qu

L

S@

L L L
donde S, (gs) = (Qs-1) . .. (gs—n +1) y S¢ es el coeficiente de qpk en S,.
Fs=Ln (S/(1-S"))

Para obtener los valores criticos, se obtiene una distribucibn empirica del estadistico a
partir de simulaciones de poblaciones ideales con los valores de é estimados.

El nimero medio de migrantes por generacon (Nm, siendo N el tamafio
poblacional, y m la fraccion de individuos migrantes por generacion) para la construccion
de la segunda matriz fue estimado por el programa como: Nm = (1 - Fst) / (2 Fst). La
matriz de distancias fue estimada a partir de las coordenadas geogréficas de las
localidades en cuestién utilizando el programa “~"How far is it?”” tomado de
http://www.indo.com/distance. En las localidades de Limetas, Arazati y Solis las

coordenadas fueron tomadas en terreno, mientras que las otras fueron aproximadas
utilizando un programa de transformacion de coordenadas (Proyeccion Gaus Krugger)
disefiado en 1992 por el Ing. Agr. Roberto Perez Rodiro (Instituto de Agrimensura,
Facultad de Ingenieria), ubicando las localidades en el mapa (tabla 4).
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TABLA 4. Coordenadas geogréficas de las localidades estudiadas

Limetas 34°09°00” S, 58° 05" 30" W
Arazati 34° 33" 007 S, 57° 00" 00" W
Penino 34° 6800 S, 56° 25" 00" W
Carrasco 34° 53 00" S, 56° 02" 00" W
Roosevelt 34° 51" 187 S, 56° 02" 38" W
Chuchilla Alta 34° 47706 S, 55° 29" 557 W
Solis 34° 477007 S, 55° 23" 007 W
Chihuaha 34° 56" 447 S, 54° 56" 47" W
José Ignacio 34° 50" 227 S, 54° 38" 52" W
Laguna de Rocha 34° 37" 217 S, 54° 15" 27" W
Valizas 34°21°06” S, 53° 50" 30" W

El programa Migrate 1.5 (Beerli & Felsenstein 1999), permitié estimar el tamafio
poblacional y las tasas de migracion entre poblaciones mediante Maxima Verosimilitud
(ML) basado en la teoria del coalescente. Este programa permite la implementacion de
diferentes modelos de migracion, lo que permitié la comparacion de los diferentes ajustes
de los datos a los mismos. Se corrieron: i) modelos completos, librando al programa la
estimacion de todos los tamafios poblacionales y tasas de migracion pareadas en ambos
sentidos, ii) modelo de islas, iii) modelo de piedras de paso clasico y iv) modelo de piedras
de paso asimétrico (Recuadro 4), trabajando con las opciones sugeridas por el programa
y una relacion transiciones / transversiones de 5. Se realizaron al menos 3 corridas de

cada modelo para examinar la convergencia en las estimaciones de los parametros.

2.4.6 Estudio de la variabilidad entre cariomorfos

Para evaluar la existencia de una posible estructura poblacional jerarquica se
realiz6 un AMOVA (Andlisis de Varianza Molecular) mediante el programa Arlequin
(Schneider et al. 2000). Este estima los indices de estructura genética usando la
informacion sobre las distancias entre los haplotipos (nimero de mutaciones) y sus
frecuencias en cada poblacion, y utilizando procedimientos de permutacion evalla la
significacion de los componentes de la varianza asociada a posibles niveles de estructura

poblacional. En este caso se evalud la estructuracion en poblaciones, y de éstas incluidas
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en grupos mayores segun su semejanza cariotipica, de aqui en adelante referidos como

grupos de cariomorfos, de la siguiente manera:

Grupos Poblaciones incluidas Cariomofos
1 Limetas, Arazati, Penino 2n=70a
2 Carrasco, Roosevelt, Cuchilla Alta 2n=56y 58
3 Solis 2n=70b
4 Chihuahua, José Ignacio 2n=64y 68
5 Laguna de Rocha, Valizas 2n=70cy ?

Esta rutina también se implementd utilizando solo los datos de las frecuencias de

los haplotipos (sin datos de distancia genética), convirtiendo el analisis en un Fst clasico
de Wright (1978). Se escogi6 la opcion de 1000 permutaciones en ambos casos.
Se estimaron los tiempos de divergencia netos entre estos grupos de cariomorfos

(estimando la variacion comun presente en la poblacion ancestral que les dio origen 'y
ajustando sus efectos) mediante el programa M-DIV (Nielsen & Wakeley 2001),

asumiendo el modelo de sustitucion nucleotidica de Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa

et al. 1985). Se utilizaron las condiciones de partidas sugeridas por el programa (largo de

cadenas de Markov de 5.000.000, “burn-in time” de 500.000, tasa de migracion maxima

de 10, maximo tiempo de divergencia entre grupos de 20 N generaciones). Asume, entre

otras cosas, que las dos poblaciones a comparar son descendientes de una poblacion

panmictica ancestral, y que luego de su separacion pudieron o no haber estado

conectadas por migracion.
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Recuadro 4

ESTIMACIONES DE FLUJO GENICO Y MODELOS

Los métodos clasicos para estimar los niveles de intercambio genético entre poblaciones,
tipicamente usan la distribucion espacial de las frecuencias de los diferentes haplotipos. La
mayoria de estas aproximaciones estan basadas en las expectativas de equilibrio de los
modelos tedricos de genética de poblaciones bajo la teoria neutral. De la variacion
geograéfica en las frecuencias alélicas observadas, se estima un parametro combinado Nm,
donde m es la tasa de migracion (proporcion de alelos migrantes en cada generacion) y N
el tamafio efectivo poblacional. Nm es interpretado entonces como el nimero medio
absoluto de migrantes intercambiados por generacion entre poblaciones. Valores de Nm
mayores a 1 indican, segun la teoria, que el efecto homogeinizador del flujo génico
superara los efectos de diferenciacién por deriva local de las subpoblaciones.

Los modelos de intercambio de migrantes evaluados en este trabajo son:

Modelo de islas (Wright, 1931), que supone que la especie esta dividida en poblaciones
de igual tamafio que intercambian alelos con igual probabilidad.

Modelo de piedras de paso (stepping-stones, Kimura 1953) que supone que los
intercambios genéticos ocurren Unicamente entre poblaciones adyacentes, con igual
probabilidad en ambos sentidos. Una modificacién es permitir que las tasas de migracion
entre poblaciones vecinas dependan del sentido de la migracion. En el texto se refiere a

este Ultimo como modelo de piedras de paso asimétrico.
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3.1 Variacion genéticay diversidad de haplotipos

De un total de 100 muestras analizadas, 98 ejemplares de C. pearsoni, 1 de C.
torquatus y 1 de C. rionegrensis, se secuenciaron 438 pb correspondientes a la primera
region hipervariable de la Region de Control del ADN mitocondrial, lindera al gen Pro-
tRNA. En los extremos (zonas conservadas), algunas secuencias de C. pearsoni
guedaron sin resolver: 4 en el 5" y 36 en el extremo 3" (ver APENDICE).

El conjunto de secuencias present6 50 sitios variables, de los cuales 26 fueron
informativos segun el criterio de parsimonia. A partir de los primeros se definieron 21
haplotipos exclusivos de C. pearsoni clasificados por sus semejanzas en cuatro grupos
nombrados como A, B, C (figura 3). La frecuencia de los haplotipos en la muestra varia,
desde aquellos de copia unica (6 haplotipos con frecuencia 0.01) a otros representados
por 16 copias (0.16). La relacion de transiciones / transversiones en el total de las
secuencias fue de 3,28 % (habiendo un 2,33% de transversiones y 7,55 % de
transiciones). Las secuencias presentaron 14,33% de Guanidina, 23,52% de Citosina,
27,93% de Timina y 34,21% de Adenina, coherente con lo encontrado en el género
Ctenomys (D Elia 1996, Lessa & Cook 1998), otras especies relacionadas (Lara et al.
1996) y mamiferos en general (Irwin et al. 1991).

El rango de variacion observado entre haplotipos, incluyendo el grupo externo, fue
de 1 a 27 cambios (0,002 a 0,057 %) (tablas 5 y 6). Las distancias maximas observadas
coincidieron con comparaciones con el grupo externo, alcanzando entre entre 16 y 27
cambios (0,037 a 0,057 de divergencia) entre C. pearsoni y C. rionegrensis. Las
divergencias con C. torquatus fueron menores, en el rango de 10 a 21 cambios (0,023 a
0,048 de divergencia). La distancia maxima encontrada entre secuencias de C. pearsoni
fue de 0,037 entre los haplotipos C8 y B4, equivalente a 16 sustituciones nucleotidicas y
correspondiente a una distancia de 0,038 siguiendo el modelo de sustituciéon HKY

(Hasegawa et al. 1985).
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FIGURA 3. Sitios variables de los 22 haplotipos (C. pearsoni y los grupos externos) en comparacion con una
secuencia de referencia; el nimero vertical debajo de ella indica la posicion de ese sitio en la secuencia
original. Los puntos indican que el nucleétido en ese sitio es igual a la secuencia de referencia de lo contrario
se especifica la base correspondiente. Los sombreados corresponden a los sitios ambiguos.

Sec. ref.: CTTTGTCCATGGGAAAAGACACAATCTCTCTTACGCAAAGCAGTATTCGTG
111111111111111112122222122122222222222222333334
458802223333344555566778888900012233566789001221
185895641480134578567808392369646950204929749399380
Grupo A
Al L2
A2 1 R . A ...
A3 5 ... G..A ... ... TC. ... o .. A ...
A4 2 . G..A ... ... TC. ... T....TGA. .......
A5 1 . G.. A ... ... T T..
A6 7 . C.AG. AT ........ T GA .......
Grupo B
B1 16 ..., T.G..A ..... T ....... CT... A .... CGA .......
B2 4 ... TG..A ..... T ....... CT... A .... CG...C....
B3 1 . TG..A ..... T ....... CT... A .... CG ..C..C
B4 6  ...... TG..A ..... T....C...CT... GAT...C.GA. .C.....
B5 2 . TG..A .......... C..CT...G....CG..C....
B6 11 LC..T.G.. A .......... C..CT.CG....CG..C....
Grupo C:
Cl 10 ..., G.C............. CCT......... C.A .......
c2 1 . G.C............. CCT........ CC..A .......
C3 1 . G.C............. C.CT...... T..C..A ..... A\
4 4 L. G.C...G........ CCT......... C.A .......
C5 3 G.C.......... G.CCT......... C.A.......
C6 4 L. G.T.............. CCT......... C.AC .....
Cc7 4 L. GAC ............. C.CT....... GCGA .......
C8 1 .C....G.C..G......... TC. AT......... C..AC ......
Grupo D:
D1 5 .C..... G.C........ T...... CT......... C.A ... T..
Grupo externo:
C. torquatus L.CALTT. ... T..... TG ... TCT. A ... ... CT.A ..CT..
C. rionegrensis TCC.AC. T...... -T..G CT CICT. AG. .. ... CT. A .TT.
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TABLA 5. Numero total de diferencias (sobre la diagonal) y porcentaje de diferencias nucleotidicas sobre el
total de diferencias (debajo de la diagonal) entre pares de haplotipos. Las columnas y filas sombreadas son
las comparaciones con las secuencias tomadas como grupos externos. Los niumeros resaltados en negritas

son los maximos indicados en el texto.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

1A - 0.002 0.011 0.018 0.009 0.018 0.023 0.025 0.029 0.032 0.025 0.030
2 A2 1 - 0.007 0.014 0.009 0.014 0.018 0.021 0.024 0.027 0.021 0. 025
3 A3 5 3 - 0.007 0.007 0.016 0.016 0.018 0.022 0.025 0.018 0.023
4 M 8 6 3 - 0.014 0.018 0.018 0.021 0.024 0.023 0.021 0.025
5 A5 4 4 3 6 - 0.018 0.018 0.021 0.024 0.027 0.021 0.025
6 A6 8 6 7 8 8 - 0.018 0.021 0.024 0.027 0.025 0.030
7 Bl 10 8 7 8 8 8 - 0.002 0.005 0.011 0.009 0.014
8 B2 11 9 8 9 9 9 1 - 0.002 0.014 0.011 0.016
9 B3 12 10 9 10 10 10 2 1 - 0.017 0.015 0.019
10 B4 14 12 11 10 12 12 5 6 7 - 0.007 0.011
11 B5 11 9 8 9 9 11 4 5 6 3 - 0.005
12 B6 13 11 10 11 11 13 6 7 8 5 2 -
13 C1 7 6 6 9 7 11 7 8 9 11 8 10
14 @ 8 7 7 10 8 12 8 9 10 12 9 11
15 G3 8 7 7 10 8 12 8 9 10 12 9 11
16 C4 8 7 7 10 8 12 8 9 10 12 9 11
17 & 8 7 7 10 8 12 8 9 10 12 9 11
18 &6 8 7 7 10 8 12 8 9 10 12 9 11
19 7 10 9 9 10 10 12 8 9 10 12 9 11
20 &8 11 10 10 13 11 15 12 13 14 16 13 15
21 Db 9 8 8 11 7 13 9 10 11 13 10 10
22 C torquatus 16 15 16 17 15 20 17 16 17 21 18 17
23 C rionegrensis 21 20 22 23 21 25 23 24 25 27 24 23
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

1A 0.016 0.018 0.019 0.018 0.018 0.018 0.023 0.025 0.021 0.037 0.049

2 A2 0.014 0.016 0.017 0.016 0.016 0.016 0.021 0.023 0.018 0.034 0.046

3 A3 0.014 0.016 0.017 0.016 0.016 0.016 0.021 0.023 0.018 0.037 0.051

4 M 0.021 0.023 0.024 0.023 0.023 0.023 0.023 0.030 0.025 0.039 0.053

5 A5 0.016 0.018 0.019 0.018 0.018 0.018 0.023 0. 025 0.016 0.034 0.048

6 A6 0.025 0.027 0.029 0.027 0.028 0.027 0.027 0.034 0.030 0.046 0.057

7 Bl 0.016 0.018 0.019 0.018 0.018 0.018 0.018 0.027 0.021 0.039 0.053

8 B2 0.018 0.021 0.022 0.021 0.021 0.021 0.021 0.030 0.023 0.037 0.055

9 B3 0.022 0.024 0.024 0.024 0.024 0.024 0.024 0.034 0.027 0.041 0. 061

10 B4 0.025 0.027 0.029 0.027 0.028 0.027 0.027 0.037 0.030 0.048 0.062

11 B5 0.018 0.021 0.022 0.021 0.020 0.021 0.021 0.030 0.023 0.041 0.055

12 B6 0.023 0.025 0.027 0.025 0.025 0.025 0.025 0.034 0.023 0.039 0.053

13 C - 0.002 0.002 0.002 0.002 0.005 0.007 0.011 0.010 0.031 0. 041

14 @ 1 - 0.005 0.005 0.005 0.007 0.009 0.014 0.011 0.034 0.043

15 &3 1 2 - 0.005 0.005 0.007 0.010 0.014 0.012 0.037 0. 046

16 ¢4 1 2 2 - 0.005 0.007 0.009 0.014 0.011 0.034 0.043

17 & 1 2 2 2 - 0.007 0.009 0.014 0.012 0.035 0.044

18 & 2 3 3 3 3 - 0.011 0.016 0.014 0.034 0.043

19 &7 3 4 4 4 4 5 - 0.018 0.016 0.039 0.048

20 B 5 6 6 6 6 7 8 - 0.021 0.044 0.050

21 Db 4 5 5 5 5 6 7 9 - 0.023 0.037

22 C torquatus 14 15 15 15 15 15 17 19 10 - 0.025

23 C. rionegrensis 18 19 19 19 19 19 21 22 16 11 -
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3.2 Relaciones ente haplotipos

Las topologias de los arboles mostrando las relaciones filogenéticas entre
haplotipos se presentan en las figuras 4 y 5, junto con los valores de Bootstrap que
apoyan los nodos en mas del 50% de las réplicas. Aplicando el criterio de maxima
parsimonia se obtuvieron 6 arboles con 70 pasos, un indice de Consistencia (Cl, nimero
minimo de pasos / nimero de pasos observado) de 0,79 y un indice de Homoplasia (HI =
1 -Cl) de HI = 0,21. Como puede observarse en el consenso de estos 6 arboles (figura 4)
las diferencias entre ellos son minimas coincidiendo en la mayoria de los nodos; las
diferencias consisten agrupamientos en dos nodos internos, que incluyen los haplotipos
A3, A4 yA5 en un caso y B4, B5 y B6 en el otro. La reconstruccion por distancias (figura 5)
presenta una topologia coincidente a la obtenida por el criterio de maxima parsimonia, lo

gue era esperable debido al bajo nivel de variacién media encontrada.

Desde aqui en adelante se trabajara con los 20 haplotipos presentes en las
poblaciones de estudio, excluyendo el haplotipo C8 perteneciente a Laguna Negra,
Departamento de Rocha. El esquema de las relaciones entre los haplotipos, junto con sus
distribuciones por poblacion y cariomorfo se presenta en la figura 6. Se observa que
ninguno de los cariomorfos estudiados es monofilético, asi como una relacién en general
mas estrecha entre los haplotipos dentro de los grupos. Si bien siete haplotipos son
compartidos entre las poblaciones, 13 son exclusivos de las diferentes poblaciones.
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10 10
— C5 2n=70a,70c
L C6 2n=64
C7 2n="?
Cs8 2n="?
D1 2n=64,70b
C. torquatus
C. rionegrensis

— 1 cambio

FIGURA 4. Arbol de consenso por la regla de la mayoria de 6 &boles igualmente parsimoniosos de haplotipos de C.
pearsoni reconstruidos con el criterio de Maxima Parsimonia mediante Busqueda Heuristica. El grupo externo C.
rionegrensis y C. torquatus. Los numeros junto a cada nodo indican: abajo su apoyo de Bootstrap (1000 réplicas), arriba
el porcentaje de veces que ese nodo aparecié en los &boles utilizados para su construccién.
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FIGURA 5. Arbol de haplotipos de C. pearsoni reconstruido por el método de Union de Vecinos con la distancia
HKY (Hasegawa et al. 1985). El grupo externo esta formado por C. rionegrensis y C. torquatus. Los nameros al

lado de cada nodo indican su apoyo de Bootstrap (1000 réplicas).
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FIGURA 6. Esquema de la relacion entre haplotipos (“Mininum Spanning Network”) de C. pearsoni. Cada circulo
representa un haplotipo, y su area es directamente proporcional a su frecuencia en la muestra. Las lineas que los

unen representan las conexiones entre ellos y cada barra transversal sobre la misma un cambio.
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TABLA 6. Distancia segun el modelo HKY (Hasegawa et al. 1985) entre pares de haplotipos. Las areas

sombreadas corresponden a las comparaciones con el grupo externo (C. rionegrensis y C. torquatus).

12

11

10

0.012 0.007

0.019 0.014 0. 006

0.010 0.010 0.006 0.013

0.019 0.014 0.016 0.018 0.019

0.023 0.019 0.016 0.018 0.019 0.019

0. 002

2223FL¢ea

A NM T O~

0.019 0.016 0.016 0.023 0.019 0.028 0.019 0.030 0.024 0.028 0.021 0.026
0.020 0.017 0.017 0.024 0.020 0.030 0.020 0.022 0.025 0.030 0.022 0.027
0.019 0.016 0.016 0.023 0.019 0.028 0.019 0.021 0.025 0.028 0.021 0.026

0.019 0.016 0.016 0.023 0.019 0.028 0.019 0.021 0.025 0.028 0.021 0.026
0.019 0.016 0.016 0.023 0.019 0.028 0.019 0.021 0.025 0.028 0.021 0.026

0.023 0.021 0.020 0.023 0.023 0.028 0.019 0.021 0.025 0.028 0.021 0.026
0.026 0.023 0.023 0.030 0.026 0.035 0.028 0.030 0.035 0.038 0.030 0.035

0.021 0.019 0.018 0.025 0.016 0.031 0.021 0.023 0.027 0.031 0.023 0.023
0.038 0.035 0.037 0.040 0.035 0.048 0.040 0.038 0.042 0.050 0.042 0.040

0.026 0.021 0.018 0.020 0.021 0.029 0.002

0.030 0.023 0.022 0.024 0.025 0.025 0.005 0.002

0.033 0.028 0.025 0.023 0.028 0.028 0.012 0.014 0.017

0.026 0.021 0.018 0.020 0.021 0.026 0.010 0.012 0.015 0. 007

0.031 0.026 0.023 0.025 0.026 0.031 0.014 0.016 0.020 0.012 0. 005

0.016 0.014 0.013 0.020 0.016 0.026 0.016 0.019 0.022 0.026 0.019 0.023
23 C rionegrensis 0.050 0.048 0.052 0.055 0.050 0.060 0.055 0.058 0.064 0.065 0.058 0.055

HR3BRO0BIB8GBE

VOO TANMIETNH O~ 0O O
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22 C. torquatus

23

22

21

20

19

18

17

16

15

14

13

0.002 0. 005

0.002 0.005 0.005

0.002 0.005 0.005 0.005

0. 005 0.007 0.008 0.007 0.007

0.007 0.010 0.010 0.010 0.010 0.012

0.012 0.014 0.015 0.014 0.014 0.016 0.019

0.010 0.012 0.012 0.012 0.012 0.014 0.017 0.021

0. 002

g8838868A

M IO OMN~W0DO
A A A A NN

0.033 0.035 0.038 0.035 0.036 0.035 0.041 0.045 0.023

23 C rionegrensis 0.043 0.045 0.048 0.045 0.046 0.045 0.050 0.053 0.038 0. 026

22 C. torquatus
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3.3 Variacion dentro y entre las poblaciones

Los haplotipos encontrados en cada poblacion y sus frecuencias se muestran en la
tabla 6 En las tablas 7 y 8, se indica cdmo y cudles de éstos son compartidos entre las
poblaciones. La muestra procedente de la localidad de Cuchilla Alta es monomoérfica,
compartiendo su Unico haplotipo con la localidad de Solis. Solis fue la localidad mas
variable, con mayor numero de haplotipos (5) y mas haplotipos compartidos con otras
poblaciones (3 haplotipos compartidos con 4 poblaciones). En general el numero medio
de haplotipos presentes por poblacién fue de 2.64 y la frecuencia media de haplotipos por
poblacion 0.38.

TABLA 7. Resumen de los haplotipos encontrados por poblacién de C. pearsoni y sus frecuencias.

Tamarfio NUmero

muestral haplotipos Haplotipos Frecuencias
Limetas 10 2 A1 A5 0.900 0.100
Arazati 9 3 A2 A4 A6 0.111 0.111 0.778
Penino 7 3 C5A3 A4 0.143 0.714 0.143
Carrasco 10 3 B2 B3 B1 0.200 0.100 0.700
Roosevelt 11 3 B1B2B5 0.727 0.182 0.091
Cuchilla Alta 10 1 B6 1
Solis 10 5 B1B4D1C2B6 0.100 0.600 0.100 0.100 0.100
Chihuahua 9 3 B5D1 C6 0.111 0.444 0.444
José Ignacio 10 2 cicCs3 0.900 0.100
Lag Rocha 3 2 C2C5 0.333 0.667
Valizas 8 2 C4 C7 0.500 0.500

Numero medio de haplotipos por poblacion 2.64

Los valores de diversidad nucleotidica (), qu, Y los resultados de las pruebas de

neutralidad se encuentran resumidos en la tabla 9. La poblacién que presenta mayores
valores de 8y g,, es Solis (5,76 y 5,66, respectivamente), seguida en orden decreciente
de q, por Chihuahua, Penino y Arazati. Para la mayoria de las poblaciones los valores de
D fueron negativos, exceptuando a Valizas, Chihuahua y Solis. Los valores
significativamente diferentes de cero ocurrieron en las localidades de Limetas, Penino
(p<0,05) y Valizas (p<0,01), y valores marginales para Roosevelt (p<0,068). En cuanto a
los valores de F fueron positivos y altos, a excepcién de Carrasco y José Ignacio que
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presentaron valores negativos pero cercanos a cero, si bien ninguno de éstos fue

significativo.

TABLA 8. Haplotipos compartidos entre pares de poblaciones. NP: nimero total de poblaciones con las que

comparte haplotipos, NH: niumero total de haplotios compartidos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Limetas
2. Arazati -
3. Penino A4 _
4. Carrasco _
5. Roosevelt B1B2 _
6. Cuchilla Alta _
7. Solis B1 B1 B6 -
8. Chihuahua B5 D1 .
9. José Ignacio S
10.Lag. Rocha C5 C5 -
11.Valizas _
NP 0 1 2 2 3 1 4 2 1 2 0
NH 0 1 1 2 3 1 3 2 1 1 0

TABLA 9. Se muestran los valores de quw, 8, D (Tajima 1989)y Fs (Fu 1997) para cada una de las
poblaciones estudiadas de C. pearsoni. *; p<0,05, **: p<0,01, ns: no significativo, m: marginal

(0,10<p<0,05). No se incluye la poblacion de Cuchilla Alta por ser monomérfica.

Nombre de las poblacioes qQuw P D Fs

Limetas 1,41 0,80 -1,67 * 1,74 ns
Arazati 3,68 2,89 -1,00 ns 2,73 ns
Penino 4,08 2,86 -161 * 2,09 ns
Carrasco 0,71 0,67 -0,18 ns -0,27 ns
Roosevelt 1,71 1,05 -1,46 m 0,69 ns
Solis 5,66 5,76 0,08 ns 1,95 ns
Chihuahua 4,42 4,78 0,39 ns 431 ns
José Ignacio 0,35 0,20 -1,11 ns -0,34 ns
Laguna Rocha 0,67 0,67 0 ns 0,20 ns
Valizas 1,54 2,29 2,10 ** 3,93 ns




3.4  Estimaciones de flujo génico

En latabla 10y la figura 7, se muestran los valores de distancias (en km) y flujo
génico (Nm) estimados entre pares de poblaciones. La prueba de Mantel detect6 una
correlacion negativa significativa (p<0,015) entre esas dos variables, que se representa
graficamente en la figura 7. Esto sugiere un patron de aislamiento por distancia. Lo mismo
puede observarse sutiimente de la tabla de haplotipos compartidos entre poblaciones

(tabla 8), éstos se encuentran sobre la diagonal, es decir, entre localidades vecinas.

Los resultados del programa Migrate (ver Apéndice) muestran valores de
verosimilitud (LnL) mayores para el modelo complejo de 121 parametros (estimaciones de
tamafio poblacional de todas las poblaciones y las tasas de migracion en ambos sentidos)
estando éste entre 27 y 34, en las 5 realizaciones). Lo siguen al mismo nivel, los modelos
“piedras de paso” tanto simétrico (21 parametros) como no simétrico (51 parametros), con
valores de verosimilitud el rango de 9 a 13y de 5 a 12, respectivamente (tres
realizaciones de cada uno). El modelo de menor ajuste fue el de islas (dos parametros),
con verosimilitud en el rango de 0.7 y 2, correspondiendo éste Ultimo valor al modelo que
estimé tasas de migracion menores. Como es un sistema neutral las verosimilitudes
mayores corresponden a los modelos con mayor cantidad de parametros estimados.
Seria posible poner a prueba la significacion de los modelos anidados sabiendo que -2D
LnL se distribuye aproximadamente como c? con tantos grados de libertad como la
diferencia del nimero de parametros estimados por los modelos a comparar. En este
caso la dificultad radica en que para cada modelo a evaluar, las diferentes ejecuciones del
programa arrojan distintos valores de verosimilitud, convergiendo a un rango amplio de los
mismos que impide la comparacion directa. Si se compara de modo conservador los
valores de verosimilitud mas bajos de los modelos complejos con los valores més altos de
los modelos simples anidados, no da significativa la diferencia en ningan caso (datos no

mostrados).
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TABLA 10. Comparaciones pareadas de los céalculos de distancias en km (sobre la diagonal) y estimaciones

del nimero de migrantes por generacion (Nm, valores debajo de la diagonal).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1. Limetas - 110 117 206 204 248 259 302 325 356 392
2. Arazati 0,27 _ 84 96 94 140 150 193 218 252 291
3. Penino 0,23 0,38 - 45 46 92 102 136 165 205 251
4. Carrasco 0,16 0,31 0,39 3 31 60 100 127 165 209
5. Roosevelt 0,05 0,14 0,17 E - 50 61 101 128 16 210
6. Cuch.Alta 0,02 0,06 0,08 0,22 0,05 _ 11 54 78 115 159
7. Solis 0,18 0,31 0,44 1,11 0,82 0,51 _ 44 68 105 149
8. Chihuahua 0,23 0,25 0,57 0,44 0,25 0,15 063 _ 30 73 121
9. Josélgnacio 0,22 0,23 0,52 0,39 0,22 0,13 0,45 210 _ 43 92
10. Lag. Rocha 0,07 0,14 0,34 0,32 0,08 002 039 1,16 634 _ 30
11. Valizas 0,10 0,15 0,28 0,29 0,2 005 036 095 232 061 _
14
y =-0,4924x + 0,4059
. 2
R“=10,123
0,5
[ ]
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FIGURA 7. Representacion gréfica del ajuste de los datos a un modelo de aislamiento por distancias. Se

muestra la ecuacién de la recta. Nm es el nUmero de migrantes por generacion.
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Una descripcion cualitativa de estos modelos muestra como todos los modelos
estimaron los gs (proporcionales a los tamafios poblacionales, si mes constante) en el
orden de 10°. En el modelo complejo la mayoria de las tasas de migracion son
practicamente 0, existiendo también valores menores a 1 en algunos pares de
poblaciones sin llegar a una convergencia a este nivel. El modelo de piedras de paso
simétrico muestra valores de Nm bastante menores a 1 para los diferentes pares de
poblaciones con excepcién del par Carrasco-Roosevelt, que en algunos casos llega a
valores cercanos aunque menores a un migrante por generacion. El modelo de piedras de
paso asimétrico muestra asimetrias de varios 6rdenes de magnitud en la estimacion de
Nm, a excepcion de los pares Limetas-Arazati, Roosevelt-Carrasco y Chihuahua-Solis,
gue de todas formas son bajos. Por ultimo, el modelo de islas estima una migracion

proxima a 0.01 migrantes por generacion.

35 Estudio de la variabilidad entre cariomorfos

En la tabla 11, se muestran los resultados del analisis de varianza molecular para
todas las poblaciones agrupadas segun cariomorfo. EI mismo se obtuvo i) computando las
distancias genéticas entre haplotipos y sus frecuencias, y ii) teniendo en cuenta
Unicamente las frecuencias de los haplotipos como informacion, convirtiéndose en el
computo de los estadisticos F convencionales. Ambos analisis coinciden en rescatar que
la mayor parte de la variacion esta asociada a la diferenciacion poblacional (34,31 y 54,83
% de la variacion, respectivamente) seguida por la variacion dentro de las poblaciones
(31,75 y 42,87 % de la variacion, respectivamente). Estos componentes de la varianza
son altamente significativos en ambos analisis. El nivel de los cariomorfos es el que
menos explica la variacion encontrada (33,94 y 2,3 %, respectivamente), siendo altamente
significativa cuando se consideran las distancias genéticas entre haplotipos.

El tiempo de divergencia neto entre cariomorfos estimado por el programa M-DIV
esté en el rango de 3.96 y 0.48, con un promedio de 2.41 (tabla 12). En este caso el
tiempo es medido en unidades de Ny generaciones, siendo N el tamafio efectivo de la

poblacion ancestral y las descendientes contando solamente las hembras.
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TABLA 11. Resultados del AMOVA. Fsc: diferenciacion entre poblaciones dentro de los cariomorfos, Fsrt:

diferenciacion poblacional respecto al total y Fct: diferenciacion entre cariomorfos. **= muy significativo

(p<0.01), ns = no significativo.

Computando solo las frecuencias haplotipicas

Suma de Componentes Porcentaje de
g.d. cuadrados de la varianza la variacién
FCT .
Entre cariomorfos 4 11,34 0,011 2,30 0.023ns
Entre poblaciones Fsc :
del mismo cariomorfo 6 15,11 0,268 54,83 0,561***
FST .
Dentro de poblaciones 86 18,04 0,210 42,87 0.571%**
Total 96 44,49 0,489
Computando las distancias entre haplotipos y sus frecuencias.
Suma de Componentes Porcentaje de
g.d. cuadrados de la varianza la variacion
FCT .
Entre cariomorfos 4 187,43 1,640 33,94 0,339**
Entre poblaciones Fsc:
del mismo cariomorfo 6 94,81 1,658 34,31 0,519%**
FST .
Dentro de poblaciones 86 131,93 1,534 31,75 0,683***
Total 96 414,17 4,832

TABLA 12. Estimaciones de los tiempos de divergencia netos (escalados en N entre las poblaciones

estudiadas de C. pearsoni mediante el programa M-DIV (Nielsen & Wakeley 2001).

70a 58-56 70b 66-64 70c
70a
58-56 2,20
70b 1,74 2,86
66-64 2,00 3,96 2,56
70c 2,36 3,64 2,30 0,48
promedios
por cariomorfo 2,08 3,17 2,37 2,20 2,20

promedio global = 2,41
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DISCUSION
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3.1 Interpretacion de los resultados

3.11 Variacion genética y diversidad de haplotipos

La variacidon genética encontrada es mayor a la reportada en los trabajos
anteriores en el género con ADN mitocondrial (D"Elia 1996, Giménez et al. 2002), de
acuerdo con la naturaleza no codificante de la Region de Control. Asimismo, la relacién
transiciones / transversiones fue la esperada para el ADN mitocondrial con un sesgo
mayor a favor de las primeras (Aquadro & Greenberg 1983, Bickham et al. 1996, Lara et
al. 1996, D’Elia 1996). Las divergencias mayores fueron las encontradas en la
comparacién con C. rionegrensis, mientras que algunas de las comparaciones con C.
torquatus se encuentran dentro del rango de variacién intraespecifico de C. pearsoni.

La variacion dentro de los haplotipos de C. pearsoni es alta, correspondiente una
antigiiedad de decenas a cientos de miles de afios para los linajes mas divergentes. La
divergencia empirica (p) puede ser convertida en tiempo (t) por la ecuacion t = (1,2 10°) x
(p), asumiendo una calibracién de reloj molecular de la regién del 8.4 % de divergencia en
la secuencia por millén de afios (MA) (divergencia media estimada para humanos Vigilant
et al. 1989, aunque se han encontrado tasas mayores y menores en otros géneros,
Hoelzel et al. 1991 y ver Avise 2000). El resultado corresponderia a una tiempo de
divergencia maximo de 438.000 afios para el par de haplotipos mas divergentes dentro de
C. pearsoni. Seguramente esto sea una sobrestimacion, debido a que la tasa para el
género Ctenomys ha sido estimada en 9.6% por MA (Contreras & Bidau 1999) en el gen

del citocromo b mitocondrial, por lo que en la Regién de Control deberia ser mayor.

Sin embargo, estudios paleogreograficos de la region 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 alcanzo su nivel maximo durante el
Holoceno, aproximadamente 5 m por encima del actual (Garcia-Rodriguez 2002, Garcia-
Rodriguez & Witkowski 2003, Cavallotto et al. 1999). Por lo tanto, la colonizacién de tales
localidades por esta especie debid ser posterior, y la diferenciacion presente reflejaria, al
menos en parte, polimorfismos ancestrales que predatan a la separacion de las
poblaciones. De todos modos, la divergencia entre haplotipos no debe igualarse a la

divergencia entre poblaciones

50



3.1.2 Variacion dentro y entre las poblaciones

A pesar de gque en algunas poblaciones la prueba de Tajima presenté valores
significativamente menores que cero, la prueba de Fu (que en estos casos es mas
sensible), no mostr6 apartamientos significativos de la neutralidad en ninguna de las
poblaciones, sugiriendo que el locus no esta sometido a apartamientos de la neutralidad y
que las poblaciones no han sufrido una expansién poblacional, al menos reciente. La
pueba de Tajima detectd un apartamiento significativo en la poblacién de Valizas,
compuesta por dos haplotipos moderadamente divergentes en igual proporcion. Sin
apartamientos de la neutralidad (ver también William et al. 1995), el resultado no se
podria interpretar como consecuencia de la seleccion manteniendo estos haplotipos en
alta frecuencia. Es mas plausible suponer una conformacion mixta de esta poblacion, a
partir de otras en un tiempo reciente. Mas concretamente, la muestra Valizas esta
compuesta por ejemplares tomados en localidades préximas lo que podria ser el origen
de las desviaciones.

Los analisis de la variacion genética por poblacion indican estabilidad prolongada
desde el establecimiento de poblaciones en todas las localidades estudiadas. Para
comprender las disparidades en los resultados de las pruebas de Fu y Tajima es preciso
considerar su diferente sensibilidad. El primero de ellos es muy potente para detectar
barridas selectivas (es decir Hitchhiking selection, cuando una mutacion favorable en un
locus arrastra consigo por ligamiento una poblacion entera de variantes neutras) o
crecimiento rapido en el tamafio poblacional (casos que aumentan el nimero de variantes
de baja frecuencia), mientras que el segundo ha mostrado mejores resultados
comparativos frente casos de seleccion de fondo (reduccién de variantes en un locus
neutro por ligamiento con loci bajo seleccion donde se eliminan las mutaciones
deletéreas) (Fu 1997).

51



Estimadores de O

Poblaciones ordenadas de E a O

a.
5 -
4
3
)
[
N 2
o —e—D
)
kel —0—Fs
0 14
o
—
°
<
>
0
1
2
Poblaciones ordenadas de E a O b_

FIGURA 8. Valores de a) estimaciones de (qwyp)y b) los estimadores Fs (Fu 1997) y D (Tajima 1987),
para las diferentes poblaciones estudiadas: 1:Limetas, 2:Arazati, 3:Penino, 4:Carrasco, 5:Roosevelt,

6:Cuchilla Alta (monomérfica), 7:Solis, 8:Chihuahua, 9:José Ignacio, 10:Laguna de Rocha y 11:Valizas.

La tabla 8 muestra como, en este sistema aparentemente en equilibrio, los
haplotipos compartidos tienden a ubicarse entre poblaciones adyacentes. A su vez, las
poblaciones de los extremos no presentan haplotipos compartidos y la variabilidad en
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éstas es de moderada a baja. En la figura 8, se aprecia cualitativamente otra reduccion de
la variabilidad dentro del cariomorfo 2n=56 y 58, con su maxima expresion en Cuchilla

Alta, Unica poblacion monomorfica.

3.1.3 Relaciones ente haplotipos

A pesar de que el indice de consistencia (C.l. = 0.79) del &rbol hallado sefala la
existencia de un nivel de homoplasia dentro de los datos, existe una sefial clara en los
mismos. Por un lado, los arboles encontrados se encuentran bastante alejados de la
distribucién de frecuencias del numero de pasos de arboles generados al azar (datos no
mostrados). Por otro lado, el C.I. aumenta a 0.80 excluyendo las secuencias
correspondientes al grupo externo.

El arbol de consenso obtenido por Méxima Parsimonia fue béasicamente
coincidente con el obtenido por distancias. La mayoria de los nodos no cuentan con un
apoyo de Bootstrap importante, a excepcion del que relaciona todos los haplotipos de C.
pearsoni en un grupo monofilético. Este resultado es consistente con el estatus especifico
de C. pearsoni, asi como con su semejanza morfolégica (Altuna & Lessa 1985, D’Elia et
al. 1992, Lessa & Langguth 1983), citogenética (Villar 2000) y de secuencias del gen del
citocromo b (D’Elia et al. 1999) con C. torquatus. De todos modos esta ultima especie
esta representada aqui por una Unica secuencia, lo que impide evaluar si C. pearsoniy C.

torquatus son monofiléticas reciprocas.

Se podria considerar el haplotipo D1 como el mas ancestral de los encontrados,
basandose en que la raiz del arbol del mtDNA se infiere en ese lugar, indicando que es
gue presenta menor divergencia con los haplotipos del grupo externo. Las distancias
entre algunos haplotipos son importantes (tabla 5), y el esquema de la figura 6 muestra
gue la reconstruccién mas parsimoniosa de sus relaciones necesariamente infiere nodos

intermedios tedricos no presentes en la muestra.
No se encontrd ninguna poblacion, cariomorfo, o grupo de cariomorfos

(cariomorfos agrupados por su semejanza, especificados en la seccion 2.4.6) que fuese

monofilético. La unica excepcion es Cuchilla Alta, por ser monomoérfica, pero aun
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comparte el haplotipo B6 con Solis (figura 6, tabla 8). En todos los casos éstos grupos son
polifiléticos. EI mismo patrén también fue encontrado por Giménez et al. (2000) entre
especies correntinas de Ctenomys (C. dorbignyi, C. roigi, C. perrensiy otras cuatro formas
innominadas aun). Algunos haplotipos bien distantes se encuentran en alta frecuencia y
son compartidos por poblaciones pertenecientes a diferentes grupos de cariomorfos,
como es el caso del B1 (tabla 8). También, existen haplotipos exclusivos de algunas
poblaciones, como Limetas y Valizas, que muestran cierta diferenciacion poblacional. Esto
se corrobora con otros analisis que se discuten mas adelante. Los haplotipos del grupo A
pertenecen a las localidades del cariomorfo 2n=70a de C. pearsoni, y forman un grupo

monofilético.

Para interpretar estos resultados es necesario considerar que los procesos
demograficos, tanto contemporaneos como historicos, y la estructura geografica de las
poblaciones de una especie, modelan las genealogias mitocondriales. En un sistema
neutral, el aislamiento de las poblaciones conduce inevitablemente a su diferenciacion
debido a la pérdida por azar de haplotipos (mayor cuanto menor sea el tamafio
poblacional), asi como por el surgimiento por mutacion de nuevos haplotipos exclusivos
de cada poblacion. El flujo génico actuaria como un agente homogenizador,
intercambiando haplotipos entre poblaciones, aungque podria potencialmente conducir a la
divergencia entre poblaciones a través de la creacién y dispersion de combinaciones
Unicas de alelos (Slatkin 1987).

El patron encontrado en C. pearsoni se caracteriza por grandes distancias entre
algunas ramas del arbol mitocondrial, con linajes de alta frecuencia codistribuidos en una
gran area geografica. Teéricamente, este patrén es esperable en especies con Ne grande
y gran flujo génico en el pasado. Entonces, algunos linajes separados antiguamente,
pueden ser retenidos por azar a expensas de otros que se pierden. Bajo aislamiento
completo entre las poblaciones, la ausencia de monofila reciproca entre éstas, junto con
la divergencia pronunciada en algunos pares de haplotipos y la ausencia de haplotipos
intermedios serian evidencia a favor de un origen relativamente reciente de estas
poblaciones (Avise 2000). Sin embargo, la presencia de algunos haplotipos exclusivos por
poblacion, asi como el equilibrio de las poblaciones y el patrén de equilibrio por distancia
entre ellas, son indicio de estabilidad de las poblaciones en su conformacion actual que se
discutirdn mas adelante.



3.1.4 Estimaciones de flujo génico

El equilibrio entre la pérdida de alelos debido a la deriva local y su reemplazo por
flujo génico en el conjunto de poblaciones que han colonizado un area se alcanza luego
de un tiempo de establecido un régimen de migracion entre ellas. Las poblaciones
intercambiaran mas migrantes con las que se encuentran préximas que con las mas
distantes (modelo de “piedras de paso”), lo que conduce un patron semejante al de
“aislamiento por distancia” (Wright 1943). De esta forma, las poblaciones se diferenciaran
mas en un locus neutral cuanto mayor sea la distancia geografica que las separa. Esta
prediccion, ha sido confirmada por varios estudios empiricos (Steinberg & Patton 2000). Si
las poblaciones quedaran completamente aisladas inmediatamente luego de su
separacion, no se alcanzaria ese equilibrio y no evolucionaria tal patrén; la proximidad
genética sera alta al principio, y por tanto también lo seran las estimaciones de flujo
génico, pero éstas disminuiran rapida e independientemente de la distancia geogréfica
(Slatkin 1993).

Una especie que presente dispersion restringida deberia exhibir un patrén de
aislamiento por distancia si ha pasado un tiempo suficiente que le permita aproximarse a
un equilibrio, y tiene que haber ciertos indicios de aislamiento por distancia si la poblacion
ha ocupado su rango presente por un tiempo sustancial (Slatkin 1993).

Esto es lo que sucede en la especie C. pearsoni. El patron de aislamiento por
distancia es evidente al graficar el logaritmo de los valores de Nm entre pares de
poblaciones contra el logaritmo de los valores de distancias geograficas pareadas (figura
7). Ademas, la pueba de Mantel mostrd una correlaciéon altamente significativa entre la
matriz de distancia geografica y la de flujo génico. Esto brinda evidencia acerca de la

estabilidad de estas poblaciones en sus asentamientos actuales, debido a que debe haber

pasado el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio. Habria existido por lo tanto un
intercambio de migrantes entre pares de poblaciones, directamente entre las adyacentes
como Roosevelt y Carrasco, y en la mayoria de ellas a través de poblaciones intermedias,
incluyendo aquellas no muestreadas.
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Por otra parte, el equilibrio tiene consecuencias importantes sobre las
estimaciones de parametros genético-poblacionales, ya que la mayoria son derivados
considerando que éste existe. Cuando estas asunciones son violadas, las estimaciones
de flujo génico no son confiables, y no reflejan los niveles actuales de flujo, sino una

conexion historica entre las poblaciones.

La mayor estimacion de flujo génico mayores pertenecio al par Carrasco-
Roosevelt, que en este sentido parece comportarse como una poblacion Unica, a pesar de
las diferencias cariotipicas reportadas (tabla 10). Otros valores de flujo génico alto, Nm>1,
fueron para los pares de poblaciones del este, entre las poblaciones de Chihuahua, José
Ignacio, Laguna de Rocha y Valizas. Una posible interpretacion de los resultados es la
colonizacion reciente de esta region, manteniéndose la diferenciacion genética previa y el
equilibrio global. Esta visién cuenta con evidencia adicional de los tiempos netos de

divergencia estimados entre cariomorfos, que se discute mas adelante.

Los valores de verosimilitud de modelos probados con el programa Migrate, asi
como sus estimaciones de flujo génico muestran una tendencia que coincide con el
escenario anterior. Se destaca el mejor ajuste de los modelos de piedras de paso frente a
los modelos de islas (Apéndice 7.3), asi como estimaciones de las tasas de migracién
bajas para todos los pares de poblaciones. Es decir que los niveles de flujo génico son
bajos o despreciables, excepto para el par de poblaciones formado por Carrasco y
Roosevelt. Estos valores, sin embargo, deberian ser tomados como una tendencia, ya
gue no se probd la convergencia de los modelos y ademas los resultados se basan en un

Unico locus (Beerli & Felsenstein 1999).

3.1.5 Estudio de la variabilidad entre cariomorfos

Uno de los resultados mas interesantes de este estudio es el aportado por el
AMOVA, porque resume gran parte de la informacién anteriormente discutida (tabla 11).
El porcentaje de la variacion debida a la diferenciacion entre grupos cromosémicos es

baja (2,3 %) y no significativa en el caso de considerar Unicamente la informacion de
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frecuencias de haplotipos, mientras que es moderada (33,64%) y significativa si
consideramos al mismo tiempo la distancia genética entre haplotipos. Esto se explica por
el hecho que, como se nota el esquema de la figura 6, los haplotipos tienden a ser mas
similares dentro de grupos cromosémicos que entre ellos. En general, es mayor la

diferenciacion por poblacion que entre cariomorfos.

De hecho, la mayor parte de la variacion (55% sin considerar las distancias entre
haplotipos y 34 % considerandola) se encuentra entre las poblaciones estudiadas, lo que
muestra la gran diferenciacion a este nivel, que incluye la presencia de algunos haplotipos
exclusivos, consecuencia de la permanencia de las poblaciones en su distribucion actual.
La otra parte importante de la variacion genética se encuentra dentro de las poblaciones,
debido a la presencia en éstas de haplotipos en muchos casos bien divergentes.

Por causa de la estructura poblacional que tienen los roedores subterraneos,
comunmente se presume que la variacion genética estad mayormente repartida entre, mas
gue contenida dentro de las poblaciones (Steinberg & Patton 2000), lo que algunos
trabajos empiricos corroboran (Faulkes et al. 1997, Patton & Smith 1990), mientras otros
no (Gallardo y Palma 1992, Gallardo & Koller 1992, Apfelbaum et al. 1991). La
comparacion con los resultados obtenidos para C. pearsoni es dificil, porque en la
mayoria de las publicaciones se trata de datos alozimicos, y ademas, este trabajo incluye
la variacion dentro de variantes cariotipicas. Es importante destacar que el patron
encontrado se aparta mucho de lo esperado segun los modelos de especiacion
cromosomica que proponen para su evolucion el pasaje de las poblaciones por una
restriccion en el tamafio poblacional o “cuello de botella”.

Como algunas separaciones del arbol del gen normalmente preceden a la
separacion de las poblaciones, los tiempos de coancestria de los haplotipos son iguales o
mayores al tiempo de separacion de las poblaciones, es decir son una cota superior para
la misma. Los resultados del programa M-DIV estan corregidos para polimorfismos
ancestrales en la estimacion de tiempos de divergencia (Nielsen & Wakeley 2001). El
tiempo de divergencia neto promedio entre todas las poblaciones es de 2,41 (medido en
2N generaciones) (tabla 12, figura 9). El tiempo medio esperado para alcanzar la
monofilia escalado de esta forma es 2, pero en todas las realizaciones puede tomar

diferentes valores, y ésta es una particular. Si el mismo proceso sucediera huevamente,
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probablemente se obtendrian valores diferentes. Ademas, estos valores esperados son en
ausencia de flujo génico (aislamiento estricto). En este caso, hay cierta diferenciacion
entre cariomorfos sin llegar a su monofilia, pero si al equilibrio (valores de D y Fs que no
se apartan significativamente de cero) y a un patrén de aislamiento por distancia. Es

esperable que con el tiempo se alcance la monofila a este nivel.
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Tiempos netos escalados como 2N generaciones

Figura 9. Tiempos de divergencia netos estimados entre pares de cariomorfos. Ver tabla 12
por detalles.

Finalmente, los tiempos de divergencia netos entre los cariomorfos 2n=66-64 y las
poblaciones del Departamento de Rocha son los menores (0,48, tabla 12). Esto es
coincidente con las estimaciones de flujo génico més altas para estos pares de

poblaciones y con la dinamica histérica que ha tenido la geografia de la region.

3.2 Modo de diferenciacion en C. pearsoni.

Los resultados, rechazan la hipo6tesis de diferenciacion cromosomica clasica segun
la cual los reordenamientos cromosomicos deberian haberse fijado en poblaciones de
tamafio muy reducido, que permitieran la fijacion de variantes cariotipicas levemente
deletéreas en heterocigosis. En este caso, el tamafio efectivo de las poblaciones
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fundantes seria muy bajo, y se alcanzaria rapidamente la monofila reciproca en el ADN
mitocondrial, o al menos la monofilia de los cariomorfos derivados. Asimismo, la teoria
predice que la variacion genética estaria mayormente particionada entre formas

cromosdémicas, mas que contenida dentro de las poblaciones con igual cariotipo.

En primer lugar, todas las poblaciones y cariomorfos estudiados, con excepcion de
la localidad Cuchilla Alta que es monomorfica, son polifiléticos en su ADN mitocondrial y la
diferenciacion entre cariomorfos es de baja a moderada. Ademas, la variacién genética es
similar dentro y entre poblaciones, y menor entre cariomorfos. La variacion genética al
tener en cuenta la distancia entre haplotipos esta distribuida en forma pareja i) dentro de
las poblaciones, que presentan haplotipos muy divergentes, ii) entre las poblaciones de
igual cariotipo, lo que refleja una diferenciacion poblacional alta y iii) entre cariomorfos. Si
la fijacion de estas formas cromosomicas hubiera estado mediada por el pasaje de cuellos
de botella, esta ultima deberia predominar frente a las dos anteriores.

Por otro lado y como se discutié anteriormente, luego de la colonizacion de cierta
region por una especie, todas las poblaciones tienen cierta semejanza genética, haciendo
gue se estimen valores de flujo génico altos entre poblaciones (D Elia et al. 1998).
Posteriormente, la diferenciacién local por deriva en presencia de bajo flujo génico
conduce a un patrén de aislamiento por distancia, que ha sido alcanzado por estas
poblaciones. Esto implica que estas poblaciones llevan un tiempo considerable de
estabilidad. La evidencia es reafirmada ademas debido a que ninguna de las pruebas
manejadas para detectar procesos demograficos importantes, como los involucrados en
una colonizacion reciente, fueron significativas en todas las poblaciones. La mayoria de
los modelos de especiacion cromosomica incluyen en cierta medida una fase de
aislamiento de demes pequefios para permitir la fijacion de esos rearreglos, cuyas huella

genética no se verifican en este caso.

Por lo tanto, la diferenciacion cariotipica ha ocurrido sin necesidad de pasar las
poblaciones por una restriccion en el tamafio poblacional. Cabe preguntarse entonces,
gué importancia ha tenido la estructura poblacional en la fijacion de nuevos rearreglos
cromosomicos, asi como el rol que cumplieron o cumplen estos rearreglos en la
diferenciacion de las poblaciones.
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Es llamativa la ausencia de monofilia a nivel del ADN mitocondial en presencia de
direfencias cariotipicas fijas. Como se discutio en los parrafos anteriores, obtener estos
patrones de variacion es altamente improbable si los rearreglos cromosémicos fueran
levemente deletéreos en herocigosis. Lo mismo sucede en caso de rearreglos
cromosomicos neutros, ya que el tiempo promedio requerido para alcanzar la monofilia en
éstos, al igual que para los genes autosémicos diploides, es cuatro veces mayor que para
el ADN mitocondrial. Una posibilidad es invocar algin mecanismo que promueva la
fijacion de ciertos rearreglos particulares nuevos, como seleccion directamente o
indirectamente sobre alguna region ligada a un nuevo rearreglo o deriva meiética. De esta

forma, la probabilidad de fijacion de estos rearreglos aumentaria.

El desafio entonces es descifrar los posibles factores demogréficos que puedan
haber conducido al arreglo observado de los linajes mitocondriales. Un escenario posible
es el siguiente. C. pearsoni ha ocupado la region, en un régimen estable de flujo génico,
permitiendo la diferenciacion de sus poblaciones y alcanzando un equilibrio entre flujo
génico y deriva local, que se refleja en el patrén de aislamiento por distancia y las pruebas
de neutralidad aplicadas que resultaron ser no significativas. La colonizacion de los sitios
actualmente ocupados por la especie ha sido posterior a la Gltima transgresion holocénica
hace aproximadamente 5.000 a 6.000 afios. Al este de su distribucion, la colonizacién
habria ocurrido mas recientemente, lo que explica los tiempos netos de divergencia
menores y los mayores valores de flujo génico estimados entre poblaciones / cariomorfos
de la region (y posiblemente, el apartamiento de neutralidad en la poblacion de Valizas).
Algo similar puede haber sucedido entre las poblaciones de Carrasco y Roosevelt. Estos
procesos de colonizacién, tanto los mas antiguos como los mas recientes, no han
afectado la estabilidad regional, manteniéndose el equilibrio en sus poblaciones y el
patron de aislamiento por distancia entre ellas. Actualmente las poblaciones se mantienen
en un régimen de flujo génico bajo.

Los datos paleogeograficos existentes concuerdan con esta interpretacion. Desde
la dltima transgresion del Holoceno hace 5.000 afios, el nivel del mar ha descendido hasta
el nivel actual en forma continua formando lo que actualmente es la costa de los
Departamentos de Colonia y San José (Cavallotto et al. 1999). Mientras tanto en la costa
atlantica, incluyendo al menos los Departamentos de Rocha y Maldonado, el nivel del mar

bajé 0,7 m por debajo del actual aproximadamente entre los 3.900 y 3.600 afios antes del
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presente (Garcia-Rodriguez 2002, Garcia-Rodriguez & Witkowski 2003). Asimismo,
existen variaciones locales reportadas, como una serie de oscilaciones de alta frecuencia
del nivel del mar en Laguna Blanca, y en Laguna de Rocha dos transgresiones en los
ultimos 3.000 afios. En la ultima, hace 2.500 afios, el nivel del mar subié 2,5 m por
encima del actual (Garcia-Rodriguez & Witkowski 2003). La mayor semejanza dentro de
los haplotipos del cariomorfo 2n=70a podria reflejar la mayor estabilidad de la regién
ocupada por este cariotipo, en contraste a lo sucedido en los Departamentos de

Maldonado y Rocha.

Con respecto al sentido del proceso de diferenciacion cariotipica, los resultados no
contradicen la hipétesis planteada por Ortells et al. (1990). Esta propone que las formas
actualmente conocidas como C. pearsoni y C dorbignyi, similares cariotipicamente con
2n=70y NF=80, 84 u 82 (Ortells, 1990, Garcia et al. 2000), representarian poblaciones
“relictuales” que habrian originado en eventos independientes algunas formas de la region
con menor 2n. Este cariomorfo seria el mas ampliamente distribuido y el mas “estable”.
Sin embargo, esto no estaria de acuerdo con la tendencia planteada para el género de
evolucionar principalmente mediante fisiones Robertsonianas (Garcia et al. 2000, Ortells

1995), con un aumento progresivo del numero diploide.

En general, los modelos de especiacién cromosémica hasta ahora propuestos no
han prosperado (Rieseberg 2001, Spirito 1998). Ademas de ser criticados por la dificultad
de la fijacion de los nuevos rearreglos cromosomicos desventajosos en heterocigosis
como se planteod en la introducciodn, se cuestiona de ellos: i) la observacion que muchos
rearreglos cromosomicos tienen poco efecto en la fertilidad (Sites & Moritz 1987), ii) la
supuesta inefectividad de las diferencias cromosémicas como barreras al flujo génico
(Futuyma & Mayer 1980, Spirito 1998) y iii) la creencia comun de que las barreras
precopulatorias 0 ecoldgicas surgen antes que los rearreglos cromosomicos en el proceso
de especiacion y por lo tanto son mas probables causantes de la especiacion (Schemske
2000, Schluter 1998).

Sin embargo, hay modelos que sortean esa dificultad, y que resultan en

predicciones a nivel molecular bastante diferentes. Una excepcion interesante y
ampliamente aceptada, es el modelo de especiacién mediante el cual cambios
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Robertsonianos con heterosis negativa nula o despreciable conducen por acumulacion a
formas derivadas incompatibles (Baker & Bickham 1986).

Otra propuesta donde los rearreglos cromosémicos pueden surgir y establecerse
en la poblacion sin reducir la eficacia darwiniana de los heterocigotas que lo portan ha
sido planteada en los ultimos afios (Rieseberg 2001), involucrando principalmente
inversiones. En los modelos tradicionales, se asume que la recombinacién entre
cromosomas con estos rearreglos produce gametos desbalanceados o descendencia
inviable y como consecuencia estableciendo una barrera reproductiva (Rieseberg 2001).
Sin embargo, las inversiones podrian reducir la recombinacién en la regién cromosémica
en cuestion e impedir el flujo génico para los cromosomas que portan el rearreglo,
permitiéndolo en el resto. Lo mismo sucederia en la zona centromérica en un heterocigota
Robertsoniano. Las diferencias seleccionadas se acumularan con mayor facilidad en las
regiones que no recombinan y alguna de éstas (y no los reordenamientos cromosémicos
en si) causaran incompatibilidades en los hibridos, que completaran finalmente la
especiacion, aunque ésto puede tomar mucho tiempo (Rieseberg 2001, Rieseberg &
Livingstone 2003).

Navarro & Barton (2003) muestran que las predicciones de este ultimo modelo se
cumplen, al menos en la divergencia del humano con su pariente mas cercano, el
chimpancé. Observan que las tasas de evolucidén en genes que se asientan en
cromosomas que presentan un rearreglo estructural entre humano y chimpancé son el
doble o triple que aquellas encontrada para genes que se encuentran en cromosomas
colineales. Estos resultados son importantes por generar evidencia a favor, no sélo de
una forma de especiacién cromosémica mas viable (Rieseberg 2001), sino también a
favor de la especiacion simpatrida o parapatrida, cada vez mas relevantes en la Biologia
Evolutiva en las Ultimas décadas (Bush 1994, Schemske 2000, Via 2001). Segun algunos
autores estas alternativas promueven la diferenciacion mas rapidamente que la
divergencia pasiva en alopatria (Kondroshov et al. 1998, McCune & Lovejoy 1998).

El evaluar la posibilidad estos modelos en roedores subterraneos es interesante,

ya que son compatibles con la especiacion simpatrida, o parapatrida, que hasta ahora
parecia haber sido excluida en esos grupos (discutido en Steinberg & Patton 2000).
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3.3 ¢Es C. pearsoniun caso particular dentro del género?

La idea de especiacion cromosémica mediada por la estructura poblacional esta
fuertemente arraigada en la comunidad de investigadores que trabajan con el género
Ctenomys. Sin embargo, las evidencias moleculares y citogenéticas no alcanzan para
confirmarla. Por un lado, existen especies politipicas cromosdémicamente, donde los
hibridos entre estos rearreglos probablemente sean frecuentes y viables en las
poblaciones naturales (Freitas 1997 y 2001, Gava & Freitas 2002, Ortells 1995) y en
algunos casos se mantengan por seleccion (Braggio et al. 1999). Por otro lado, entre
poblaciones/especies con diferente cariotipo se plantea la ausencia de diferenciacion
alozimica (Apfelbaum et al. 1991, Ortells & Barrantes 1994, Villar 2000), nucleotidica
(Giménez et al. 2002, Mascheretti et al. 2000, y este trabajo) y en algunos casos

morfoldgica (C. dorbignyi 2n=70, C. perrensi 2n=50 y C. roigi 2n=48; Ortells 1990).

Un andlisis preliminar de estos resultados hace suponer que la fijacion de
rearreglos cromosoémicos, si bien es comun para ciertas especies del género (ver mas
adelante), no ha surgido por el pasaje de cuellos de botella de las poblaciones. Esto
también cuestiona la condicion de “nuevas especies” 0 “reservorio de variacion genética
Unica” de cada forma cromosémica de ciertas especies planteada por algunos autores
(Altuna et al. 1999, Bidau et al. 1996).

Cabe preguntarse cOmo surge esta variacion, qué permite a este género la
aparicion recurrente de rearreglos cromosémicos y cémo han evolucionado los mismos.
Rossi et al. (1995) plantearon que la heterocromatina constitutiva podria promover los
reordenamientos cromosOmicos. Sin embargo, algunos autores parecen no confirmarlo
(Villar 2000, Novello et al. 1996). Mas recientemente, Slamovits et al. (2001) hallaron una
correspondencia entre las amplificaciones y deleciones recurrentes de un ADN satélite y
la variabilidad cromosdmica extrema entre especies cercanamente emparentadas. Es
posible entonces que la amplificacién, delecion y movimiento del ADN satélite promueva

formacion de rearreglos cromosomicos (Slamovits et al. 2001).

Por otro lado, se ha planteado que la evolucion del género se ha dirigido

principalmente mediante fisiones Robertsonianas y una reduccion en paralelo de la
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heterocromatina (Garcia et al. 2000, Mascheretti et al. 2000, Ortells 1995). Bajo esta
hipétesis, no seria el cariomorfo 2n=70 el ancestral de C. pearsoni. Sin embargo, forzar la
interpretacion de la gran variabilidad cromosémica del género, con la presencia de
“grupos de especies” muy diferentes a este nivel, a una Unica tendencia de cambio

cromosomico, parece tener poco sentido.

La semejanza citogenética de C. pearsoni con C. dorbignyi (Garcia et al. 2000,
Ortells et al. 1990), asi como de otras especies del género (C. azarae - C. porteusi Baggio
et al. 1999), sugieren la necesidad de una revision exhaustiva de la sisteméatica del
género, que carece de criterios comunes para la delimitacion de las especies existentes.
La identidad citogenética ha sido atribuida por algunos autores a casos de especiacion
reciente (Baggio et al. 1999). Ademas, existen especies reconocidas en base a las
diferencias cariotipicas, a pesar de que son idénticas en otros aspectos (Ortells 1990,
Ortells & Barrantes, 1994). Aunque son reconocidas como diferentes taxa, bajo un criterio
biologico de especie no habria bases reales para apoyar el estatus especifico de muchas
de éstas (Garcia et al. 2000, Ortells 1995). La asociacion entre diferencias cromosémicas
y el establecimiento de una especie distinta es erronea si las bases genéticas de las
incompatibilidades reproductivas no son las mismas que las de los rearreglos
cromosémicos en si (Lessa 2000). Sin estudios reproductivos no se puede afirmar que los
diferentes cariotipos constituyan una barrera reproductiva o que sean polimorfismos
estables, 0 que especies aparentemente idénticas posean barreras etoldgicas.

Por otro lado, si la diferenciaciéon cromosomica en el género ha estado mediada
por la formacién de poblaciones pequefias aisladas, las especies incipientes con nuevos
rearreglos cromosémicos tenderan a ser monofiléticas. En estas condiciones, la aplicacion
de un concepto filogenético de especie seria mas apropiado para el género. Sin embargo,
los trabajos realizados dentro de grupos de especies con alta variacion cariotipica, como
el que incluye a C. pearsoni, muestran que diferentes especies y formas cromosémicas
consideradas como tales son polifiléticas (Giménez et al. 2002, Mascheretti et al. 2000).
Una interpretacion alternativa mas simple seria adoptar escenarios de evolucion
cromosOmica similares al propuesto para C. pearsoni, en donde la fijacion de nuevos
rearreglos cromosémicos es frecuente, pero no esta mediada por la formacion de
poblaciones pequefias y aisladas. En estos casos, la diferenciacion cromosdmica no



permitiria, sin mas el reconocimiento de especies, ya sea segun el concepto bioldgico
(Mayr 1963) o el filogenético (Cracraft 1983).

Es posible que una revision e integracion general los resultados obtenidos durante
las dltimas dos décadas sobre el género conduzca a que el nUmero de especies
nominales en el mismo disminuya considerablemente. Por lo tanto, habria que evaluar si
verdaderamente el caso Ctenomys es tan inusual, en cuanto a su diversidad cariotipica y

namero de especies (Cook et al. 2000, Cook & Lessa 1998).

También es importante notar, que hay grupos de especies que presentan mayor
estabilidad cromosomica, como es el “grupo mendocinus” (C. mendocinus, C. azarae, C.
australis, C. chasiquensis, C. portensi, C. flamarioni). Esta agrupacion, ha sido apoyada
por datos moleculares (D Elia et al. 1999, Lessa & Cook 1998, Mascheretti et al. 2002),
citogenéticos (Braggio et al. 1999, Freitas 1994, Ortells et al. 1995), presencia de ADN
satélite (Slamovits et al. 2001) y morfoldgicos (Contreras 1996, Vittulo et al. 1988) y
muestra numeros diploides relativamente estables alrededor de los 44 y 48 (Freitas 1994,
Massarini et al.1991, entre otros). Otras especies son extremadamente variables (como C.
pearsoni, C. minutus, C. lamiy C. perrensi, citadas por Freitas 1997 y 2001, Ortells et al.
1990). Garcia et al. (2000) proponen la hipotesis de que la variabilidad cariotipica podria
estar asociada a una inestabilidad ambiental. Sin embargo, la informacién en general ain
no es suficiente para rechazar o aceptar esa hipotesis. Una reclasificacion del género en
grupos monofiléticos de especies, algunos con limitada y otros con extensa variabilidad

cromosoOmica, podria ser un gran avance para esclarecer la sistematica del mismo.

Por lo discutido anteriormente, C. pearsoni no es un caso aislado diferente a lo
gue sucede en el resto del género. Pertenece a un grupo de especies muy variable
cromosémicamente, cuya variacion cromosomica no se corresponde con la variacion del
ADN mitocondrial, y por ende su fijacién no ha sido promovida por la estructura peculiar
de sus poblaciones, al menos no segun el planteo tradicional. Se requiere de un estudio
detallado que incluya al menos todas las especies reconocidas dentro del grupo, que
pueda arrojar luz sobre mecanismos gque subyacen a esta variacion y resolver la posible

sinonimia de muchas de estas formas.

65



La “clasica” asociaciéon entre cambio cromosomico, estructura poblacional y
especiacion en el género Ctenomys, y en roedores subterraneos en general, se invoca en
la introduccion de la mayoria de los trabajos sobre tucu-tucus, pero no se ha evaluado de
forma adecuada. Queda aun mucho camino por recorrer. Es necesario dilucidar cuéles
son las bases genéticas de los cambios cromosémicos, y qué influencia tienen éstos en el
proceso de especiacion en si. Para ello, la genética de poblaciones puede ser una
aproximacion particularmente interesante para rechazar, reformular o confirmar las
hipétesis discutidas (Lessa 2000, Steinberg & Patton 2000). En particular, hace falta
concentrar los esfuerzos en estudiar los grupos de especies de mayor variacion

cariotipica, como es el caso de C. pearsoni y sus especies relacionadas.
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CONCLUSIONES
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La variacion entre de los haplotipos de C. pearsoni fue alta, reflejando en parte

polimorfismos ancestrales que preceden a la separacién de las poblaciones.

La reconstrucciones filogenéticas por parsimonia y por distancias establecieron el
estatus monofilético de C. pearsoni, lo que apoya la identidad de la especie.
Ademas, la proximidad con C. torquatus corrobora estudios anteriores basados en
su semejanza morfologica, citogenética y de secuencias del gen del citocromo b
con esa especie.

No se encontrd ninguna poblacion (exceptuando Cuchilla Alta por ser
monomorfica), cariomorfo, o grupo de cariomorfos monofilético. En todos los casos

estos grupos son polifiléticos en su ADN mitocondrial.

Los analisis de la variacién genética por poblacion mostraron estabilidad en todas
las localidades estudiadas, sin apartamientos significativos de la neutralidad. La
mayoria de los haplotipos compartidos estuvieron presentes entre poblaciones

adyacentes, siendo las de los extremos de la distribucién las mas diferenciadas.

La prueba de Mantel mostr6 una correlacion significativa entre las matriz de
distancias geogréficas y la de flujo génico, por lo que debe haber pasado el tiempo
suficiente para que las poblaciones alcancen un equilibrio entre migracion y flujo
génico.

Los valores de flujo génico estimados para pares de poblaciones son bajos o
nulos, con algunas excepciones como el par Carrasco-Roosevelt, que se
comportan como una poblaciéon Unica, y el grupo de poblaciones del este de
Maldonado y Rocha, que tienen una relacion mas estrecha entre ellas.

La variacién genética esta distribuida igualmente i) dentro de las poblaciones, ii)
entre las poblaciones y iii) entre cariomorfos.

En definitiva, el conjunto de los resultados rechazan la hipétesis de diferenciacion

cromosomica clasica segun de la cual los cariomorfos deberian haber pasado por

poblaciones de tamafio muy reducido que permitieran la fijacion de variantes cariotipicas

levemente deletéreas en heterocigosis.
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PERSPECTIVAS
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El trabajo desarrollado en esta tesis intenta dilucidar los patrones de
diferenciacion poblacional en C. pearsoni, una especia extensamente estudiada en
Uruguay. Asimismo, no es mas que un abordaje particular, y una vision completa requiere
de estudios complementarios. A continuacion se plantean algunos de ellos que son la

continuidad natural de este trabajo.

Por un lado, seria necesario determinar los cariotipos de C. pearsoni en toda su
distribucién, con el mayor nimero de ejemplares posibles, de manera de tener la
posibilidad de encontrar nuevas variantes si es que las hay.

Por otro lado, el estudio genético poblacional podria ser ampliado en gran medido
incluyendo otros marcadores no ligados. A pesar de las ventajas presentadas por el ADN
mitocondrial para esta clase de estudios, el reparto diferencial de polimorfismos
ancestrales entre eventos de especiacion, podria llevar a una incongruencia entre el arbol
del geny el arbol de las especies (Li 1997). Ademas, las estimaciones de tiempos de
divergencia y tasas de migracion entre poblaciones y cariomorfos mejorarian

considerablemente con mas loci no ligados (Beerli & Felsenstein 1999).

Una posibilidad seria trabajar con loci microsatelitales. Los microsatélites son
secuencias de ADN gendmico no codificante, altamente variable, y que aportarian mayor
resolucién para descifrar la diferenciacion de las poblaciones. Algunos oligos disefiados
para su amplificacion (Lacey et al. 1999) ya han sido probados con éxito (Tomasco, obs.
pers.) en la especie. Otra alternativa es la utilizacion de mutaciones puntuales o SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms) distribuidas ampliamente en el genoma, que han
surgido recientemente como marcadores genéticos muy valiosos para revelar la historia
evolutiva de las poblaciones (Brumfield et al. 2003).

Finalmente, seria interesante ampliar las muestras de C. torquatus. De esta forma,
poder confirmar la relacion filogenética entre ésta y C. pearsoni y poner a prueba la
monofila reciproca entre ambas. Un esfuerzo similar, pero méas a largo plazo seria
establecer las relaciones con otras especies relacionadas como C dorbignyi, idéntica

citogenéticamente.
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8.1 Ejemplares colectados

Ejemplares de C. pearsoni colectados para este estudio y depositados en la
coleccion de tejidos del Laboratorio de Evolucién de la Facultad de Ciencias.

Limetas (34° 09" 00" S, 58° 05" 30" W: EV1437, EV 1438, EV 1439, EV 1450,

EV 1451, EV 1452, EV 1453, EV 1454, EV 1455, EV1456, EV 1457, EV 1458, EV

1459, EV 1460, EV 1461, EV 1462
Arazati (34° 33" 00" S, 57° 00" 00" W): EV 1470, EV 1471, EV 1472y EV 1473
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