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RESUMEN

El género Eligmodontia F. Cuvier, cominmente conocido como lauchas sedosas, son pequeios
roedores habitantes de regiones aridas y semi-aridas de América del Sur. La monofilia del
género es bien aceptada, y apoyada por caracteres genéticos y morfologicos. Actualmente se
reconocen 6 especies: Eligmodontia typus (habita tierras bajas de la Patagonia), Eligmodontia
morgani (tierras altas de la Patagonia), Eligmodontia bolsonensis (tierras altas de la provincia
de Catamarca, Argentina), Eligmodontia moreni (desierto del Monte septentrional),
Eligmodontia hirtipes (tierras altas de Bolivia y norte de Argentina) y Eligmodontia puerulus
(tierras altas del sur de Pert, norte de Chile y noroeste de Argentina). Debido a que este género
tiene una amplia distribucion en Sudamérica, y en particular en la Patagonia, se lo eligi¢ para
poner a prueba la Teoria de Refugios. Esta teoria postula que la principal causa de especiacion
es el aislamiento geografico causado por la retraccion de habitat durante los ciclos glaciares del
Cuaternario. El presente trabajo tiene como objetivo principal contribuir a la comprension de la
diversidad, distribucion, e historia biogeografica de los pequefios mamiferos de la Patagonia; y
con esto a los procesos biogeograficos implicados en la estructura de la diversidad bidtica a lo
largo del gradiente latitudinal en Sudamérica. Para ello muestreamos 20 localidades entre 38°S y
51°S. Secuenciamos el gen del citocromo b de 166 especimenes, y junto a 74 secuencias
obtenidas de Genbank caracterizamos la variacion de este gen mitocondrial a nivel poblacional,
establecimos la estructura filogeografica y realizamos inferencias sobre aspectos demograficos.
Con estos analisis encontramos a nivel del género: 1) grupos monofiléticos que corresponden a
las especies reconocidas para este género, 2) vemos parafilia de E. #ypus con respecto a F.
bolsonensis 3) encontramos especimenes de E bolsonensis en 2 localidades de la Patagonia
(Biedma: Puerto Lobos y Paso de Indios: Establecimiento Cafiadon Carbdn, Provincia de
Chubut), 5) encontramos simpatria entre E. typus y E. morgani en 4 localidades (Escalante:
Pampa de Salamanca: Estancia Los Manantiales, Provincia de Chubut, Deseado: ria del
Deseado, Estancia Cerro del Paso; Corpen Aike: rio Santa Cruz, Punta Piedrabuena y Corpen
Aike: rio Santa Cruz, 4 km O Punta Quilla s/RP 288, Provincia de Santa Cruz) y entre E. typus
y E. bolsonensis en 2 localidades (Biedma: Puerto Lobos y Paso de Indios: Establecimiento
Cafiadon Carbon, Provincia de Chubut) en la Patagonia, 6) los test de neutralidad muestran
resultados negativos y significativos solo para las especies que habitan la Patagonia. Y a nivel
de las especies patagonicas (E. typus y E. morgani): 1) no detectamos estructuracion geografica
en estas especies, 2) encontramos que para E. typus la region entre el rio Colorado y el corte
filogeografico propuesto por Lessa et al. 2010 y para E. morgani la region al sur de este corte

filogeografico muestran resultados negativos y significativos en los test de neutralidad y



distribuciones unimodales en la distribucion de diferencias pareadas. Con estos resultados: 1)
expandimos el rango de distribucion de E. bolsonensis hasta la Patagonia, determinando la
presencia de 3 especies de este género en esta region; 2) reportamos localidades de simpatria
entre E. typus y E. bolsonensis; 3) ampliamos el rango de distribucion de E. morgani hasta la
costa Atlantica de la Patagonia; 4) sugerimos una historia de expansion demografica reciente en
E. typus y E. morgani, en cada caso desde una fuente tnica y restringida; 6) planteamos al
menos un refugio para cada especie sin poder determinar si éste fue comun para ambas,
posiblemente ubicado al norte de la Patagonia. Estos cambios demograficos estarian asociados a
cambios en la disponibilidad de habitat en estas especies durante los ultimos periodos
interglacial y glacial del Cuaternario, concordando con la Teoria de Refugios. Esto concuerda
con la idea de que especies y poblaciones en altas latitudes parecen ser mas susceptibles al
cambio climatico, tanto en el corto plazo como en asociacion con los ciclos climaticos historicos
del Cuaternario. Mas en general este estudio contribuye a dilucidar la historia evolutiva de la

biota en el sur del continente.
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION.

Desde siempre los naturalistas se han preguntado coémo surgen las diferentes
especies y por qué hay mayor diversidad bioldgica en las zonas tropicales; el numero de
especies decrece a medida que aumenta la latitud (Mayr 1963, Prance 1982, Stebbins
1974, Wallace 1852). Los bidlogos intentan entender como llega a haber tantas especies
en un solo lugar (diversidad alfa) y tanta diversidad entre hébitats (diversidad beta) y
entre regiones (diversidad gamma). Varias hipotesis han surgido para explicar esto
(Moritz et al. 2000, Lara et al. 2005), pero una de las que mayor interés ha generado es

la Teoria de Refugios, propuesta por Jiirgen Haffer (Haffer 1969).

1.1 TEORIA DE REFUGIOS.

La Teoria de Refugios nace para dar una explicacion historica a la inmensa
variedad de fauna de aves de la selva amazoénica. Esta postulé en sus origenes que
durante varios periodos climéaticos secos en el Pleistoceno y post-Pleistoceno la selva
amazonica fue dividida en un numero de selvas pequenas las cuales estaban aisladas
unas de las otras por anchos cinturones de vegetacion abierta y no selvatica (sabana).
Los parches de selva sirvieron como “areas de refugio” para numerosas poblaciones de
animales selvaticos, los cuales divergieron entre si durante los periodos de aislamiento
geografico. Las selvas aisladas fueron reunidas durante periodos de clima humedo,
desplazando la sabana y permitiendo que las poblaciones de los refugios expandieran su
rango. Esta ruptura y reunion de la selva amazonica probablemente se repitié muchas
veces durante el Cuaternario y llevé a una répida diferenciacion de la fauna de la selva

amazonica en tiempos geoldgicos muy recientes (Haffer 1969).

La alta biodiversidad de los tropicos, comparada con la de altas latitudes, se
explicaria segun esta teoria por la rapida diferenciacion de la selva tropical durante el
Pleistoceno aludiendo al hecho de que el habitat de los animales de selvas tropicales son
pequeinos y que sus densidades poblacionales son bajas comparadas a las poblaciones de
animales de selvas templadas, y por la alta tasa de especiacion en los tropicos debido a

condiciones climaticas mas estables (Haffer 1969).
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Aunque originalmente esta teoria se cred pensando en la diversidad de aves del

Amazonas, actualmente se aplica a toda la biodiversidad terrestre amazonica (flora y

fauna) y a todas las selvas tropicales lluviosas del mundo, que albergan la mayor parte

de la biodiversidad. Y también se ha extendido a regiones templadas y frias del globo,

aunque ya Haffer manejaba esta posibilidad en su trabajo original (Haffer 1969).

También, la teoria original se extendio6 para atender evidencias crecientes que

sugieren que buena parte de los eventos de especiacion mas recientes para diversos

taxones pudieron haber ocurrido antes del Pleistoceno, por lo que Haffer (1997) y

Haffer & Prance (2001) incorporaron esos eventos mas antiguos al modelo.

Hay un conjunto de ideas asociadas a esta teoria, aunque varias no pertenecen a su

formulacién original:

(@)

(i)

La manera mas probable de que se formen nuevas especies es la especiacion
alopatrida (especiacion geografica) (Mayr 1942), la cual implica la existencia
de barreras geograficas que impide el intercambio genético entre
subpoblaciones (impide el flujo génico), permitiendo la formacion de
mecanismos de aislamiento entre las subpoblaciones. Se postula que este tipo
de especiacion se desarrolla de dos maneras: (a) por vicarianza de una
poblacién ancestral ampliamente distribuida o (b) por la dispersion de parte de
una poblacidn ancestral (subpoblacion) a través de una barrera preexistente

(especiacion peripatrida) (Cracraft & Prum 1988).

La expansion de los refugios fue acompaiiada por la expansion de muchas de
las poblaciones que los habitaban, los cuales frecuentemente entraron en
contacto con poblaciones de otros refugios. Las zonas de contacto secundario
entre refugios estan en areas entre los postulados refugios. Las poblaciones que
entraron en contacto alcanzaron distintos niveles de aislamiento en el proceso
de especiacion. Basicamente se distinguen las siguientes situaciones: (a)
especiacion no completada: (i) fusion uniforme si la poblacion no divergié de
forma apreciable durante del periodo de aislamiento, (ii) desarrollo de una
frontera entre subespecies si las diferencias morfologicas se desarrollaron, pero

no hubo desarrollo de mecanismos de aislamiento o diferencias ecologicas, (iii)

2
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desarrollo de una zona hibrida a lo largo de la linea de contacto; (b) especiacion
completada: (i) parapatria, con un solapamiento minimo o hibridacion, (ii)
invasion (unidireccional o mutua) y solapamiento de poblaciones previamente

alopatricas (Mayr & O’Hara 1986).

El anélisis de zonas de contacto secundario muestra que estas tienen dos
caracteristicas esperadas: (i) poblaciones en la zona hibrida tienen una
variabilidad mucho mayor que las poblaciones adyacentes y contienen
individuos cuyo rango fenotipico cubre el rango entre las entidades adyacentes,
(i1) afuera de la zona hibrida, las dos formas son relativamente uniformes,

aunque puede observarse una variacion clinal (Mayr & O’Hara 1986).

(i11)  Hay dos eventos genéticos poblacionales cominmente asociados a especies y
poblaciones que habitaron los refugios: (a) episodios de cuello de botella
poblacionales durante la contraccion del refugio y eventual aislamiento, y (b)

instancias de expansion demografica desde los refugios (Aleixo 2004).

(iv)  Las especies animales fuertemente diferenciadas pertenecientes a un mismo
género probablemente se originaron en los refugios del Pleistoceno temprano,
mientras que el resto de las especies se originaron durante el Pleistoceno tardio

y las semiespecies en el post-Pleistoceno (Haffer 1969)

1.2 LA PATAGONIA

En términos biogeograficos, La Patagonia es una Subregion dentro de la Region
Andina. Su limite norte es el Rio Colorado y desde ahi se extiende hacia el sur de la
Argentina, a través de Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz, hasta el norte de
Tierra del Fuego; y alcanza Chile en las provincias de Aisén y Magallanes (Soriano
1956, Cabrera & Willink 1973, Morrone 1996, 2001a, b). Posee un largo total de casi
2.500 km y se extiende entre las latitudes 36° y 55°S (Rabassa 2008). Esta se compone
de dos Provincias: Patagonia Central y Patagonia Subandina (Morrone 2002). La
Provincia de la Patagonia Central comprende el sudoeste de la Argentina, desde el
centro de Mendoza hasta el sur de Santa Cruz y esta compuesta de terrenos semiaridos

en su mayoria de tierras bajas y planas, y mesetas volcanicas de variada composicion
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geoldgica. La Provincia de la Patagonia Subandina, la cual comprende el Sudoeste de
Argentina, y constituye una angosta franja a lo largo de los Andes australes,

ensanchandose hacia el Sur hasta Santa Cruz (Rabassa 2008)

El paisaje patagénico se caracteriza por extensas llanuras y mesetas, apenas en el
piedemonte andino el relieve comienza a presentar contrastes. La media anual de
temperatura en el Norte ronda los 13°C, y en el sur baja hasta 6°C. Rara vez caen
precipitaciones mayores a 300 mm en los Andes y mas de 120 mm en la costa atlantica.
Estepas y semi-desiertos se extienden desde el panorama arbustivo del Monte hasta

Tierra del Fuego, en donde éste es suplantado por la vegetacion sub-antartica.

1.3 GLACIACIONES EN LA PATAGONIA.

Los ciclos glaciares del cuaternario (2,59 Ma - presente) se caracterizaron por
climas mas frios y secos, en los cuales la temperatura media del aire lleg6 a caer hasta 6
°C en los Maximos Glaciares mas extremos. Debido a esta caida en la temperatura se
originaron grandes glaciares y el nivel del mar bajo hasta 150 metros debido al agua
atrapada en el hielo. Las mayores extensiones de glaciares ocurrieron en el hemisferio
norte, donde se formaron dos grandes mantos de hielo en las tierras continentales de
Europa y América del Norte. Por el contrario, los glaciares en el hemisferio sur fueron
confinados solo a altas altitudes en altas latitudes, por lo que en la Patagonia solo la
cordillera de los Andes estaba cubierta por glaciares, abarcando el sur de Chile por el
lado occidental de los Andes y llegando como lenguas glaciares del lado oriental de los
Andes, hoy Argentina. En el oeste de la Patagonia surgi6 en aquella época un paisaje
impresionante de fiordos y canales, debido a que el nivel de mar se hallaba a mayor
profundidad; y quedo6 expuesta buena parte de la plataforma continental oriental (Brown

& Lomolino 1998).

Los numerosos avances y retrocesos glaciales durante el Pleistoceno son bien
conocidos (Rabassa 2008). Por ejemplo, la Gran Glaciacién Patagonica (GPG por sus
siglas en inglés) ocurri6 entre 1 — 1,2 Ma y el Ultimo Maximo Glacial (LGM por sus
siglas en inglés) ocurrié hace 20 — 18 Ka. Estos difirieron en extension y duracion, y por
lo tanto probablemente también en su impacto en la abundancia y distribucion de la

biota local. Es bien sabido que la extension en la capa de hielo durante el GPG fue
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significativamente mayor que durante la LGM y las varias ultimas glaciaciones

(McCulloch et al. 2000, Rabassa 2008).

En las regiones templadas y frias del planeta ocurrié una reduccion del habitat
(zonas habitables) debido al enfriamiento global durante estas repetidas glaciaciones. En
general, estas zonas habitables se desplazaron hacia latitudes mas bajas; y algunas se
habrian visto restringidas a parches aislados unos de los otros por el avance de glaciares
y zonas extremadamente aridas, formando asi “areas de refugio”. Durante los periodos
de glaciacion las especies tipicas de climas mas templados sobrevivieron en diferentes
refugios, formandose poblaciones aisladas geograficamente entre si, lo cual llevo a que
estas poblaciones divergieran entre si. Luego, durante los periodos de clima mas
benigno para estas especies (interglaciares) las areas habitables se habrian ampliado,
permitiendo que las poblaciones de los refugios expandieran su rango. Esta ruptura y
reunion de habitats durante las sucesivas épocas glaciares e interglaciares llevo a una

diferenciacion de la fauna en tiempos geologicos recientes.

En el hemisferio norte existe amplia y creciente evidencia del efecto de los
ciclos glaciares en la historia y estructura actual de la biota (e.g., Hewitt 2000, 2004a,
2004b, Arbogast & Slowinski 1998). Centrandonos en Norteamérica, se encontraron
evidencias de expansion postglaciar en especies de mamiferos del oeste de
Norteamérica tan diversas como los 0sos negros, las musarafias y diferentes roedores
(e.g. Conroy & Cook 2000; Lessa ef al. 2003). También se encontraron evidencias de
refugios para la flora Artica (Abbott et al. 2000). En las aves se encontro fuerte
evidencia de la importancia del Pleistoceno en la especiacion (e.g., Johnson & Cicero

2004, Mila et al. 2000).

Aunque los ciclos climaticos del Pleistoceno tuvieron un impacto moderado en
Sudamérica (e.g., Moreno 1997, Moreno et al. 1999, Rabassa et al. 2000, 2005;
Schaefer et al. 2006); se ha demostrado que el estudio filogeografico de la flora y fauna
de la region da indicios de la historia biogeografica de la Patagonia. Mdas precisamente
se ha documentado que para tiempos geoldgicos recientes (10 mil afios) los ensambles
de pequefios mamiferos pueden responder a estos cambios moderados (e.g. Pearson
1987, Pardinas 1999) y contribuir a revelar la historia de los ambientes a los que se

encuentran asociados. Teniendo esto en mente planteamos que al estudiar los ensambles

5



INTRODUCCION

de pequefios mamiferos también podemos dilucidar la historia de los ambientes a los
que se encuentran asociados, aun para escalas de tiempo mayores como las que

manejamos en este estudio (Pardifias et. al. 2011)

Pese a que la fauna y flora patagonica ha sido poco estudiada, existen algunos
estudios que revelan una historia biogeografica de expansiones y retracciones de la biota
durante el Pleistoceno. En particular la flora asociada a los bosques de la regién andina
austral ha sido estudiada en detalle, registrandose cambios en su estructura poblacional.
(e.g., Haberle & Bennett 2004, Heusser et al. 2006, Villagran et al. 2004). Con estudios
de la flora patagdnica se ha postulado la existencia de diversos refugios, con
ubicaciones variables que incluyen: retracciones hacia el norte o longitudinales (e.g.,
Muellner et al. 2005, Pastorino ef al. 2004), y hacia el sur de los rangos actuales de
distribucion (Premoli et al. 2000). Mas recientemente Cosacov et al. (2010) estudiando
a Calceolaria polyrhiza, una planta herbacea patagonica, encontraron una expansion
hacia el noreste asociada con las fluctuaciones climaticas y llegan a hipotetizar un

escenario de multiples refugios pleistocenicos peri-glaciales.

El trabajo en reptiles, Liolaemus bibronii 'y L. gracilis, de Morando et al. (2007)
evidencié una importante estructuracion geografica, la cual sugiere una historia de
fragmentacion que precede al periodo postglaciar. Por otra parte, Ruzzante et al. (2008)
realizaron un estudio en peces (Galaxias platei y Percichthys trucha), e identificaron un
importante papel para el ultimo ciclo glaciar en la formacion de diversidad de estas

especies, pero la divergencia genética es anterior a éste.

Centrandonos en los estudios en pequefios mamiferos; Smith ez al. (2001)
realizaron un estudio filogeografico del roedor sigmodontino Abrothrix olivaceus en el
sur de Chile y propusieron la existencia y ubicacion de un refugio en la costa de Chile
central para esta especie, en un area que se cree que estuvo cubierta por bosque durante
las glaciaciones (Villagran 1995). Mas recientemente Rodriguez-Serrano et al. (2006)
realizaron un estudio con mayor detalle de la filogeografia de esta especie al occidente
de los Andes, documentando una subdivision geografica importante hacia el sur-centro
de Chile y huellas de expansion en las regiones mas australes de su distribucion.
También este trabajo apoya la existencia de varias subespecies para A. olivaceus, ya

propuestas en la literatura clésica.
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Kim et al. (1998) estudiaron la variacion geografica del roedor sigmodontino
Phyllotis xanthopygus, y hallaron dos clados, al norte y sur del Rio Chubut, que reflejan
eventos en el Pleistoceno que temporalmente separaron a estos ratones en dos grupos
aislados geograficamente. Este aislamiento se podria haber debido a un glaciar ubicado
en donde hoy esta el Rio Chubut, el cual afecto el flujo génico entre estos grupos. Estos
autores llegan a la conclusion que cambios demograficos, episodios de dispersion y
recolonizacidn son importantes en la historia de P. xanthopygus. En un marco
geografico y taxonomico amplio, Steppan et al. (2007) documentaron la diversidad
filogenética y estructura geografica del género Phyllotis (trece especies) y encontraron
que P. xanthopygus es caracterizada por divergencias profundas y una alta diversidad

genética.

Mas recientemente, Lessa ef al. (2010) estudiaron 14 especies de roedores
sigmodontinos a lo largo de la Patagonia y Tierra del Fuego. De estas, 9 muestran
huellas genéticas de expansion demografica, las cuales datan para antes del LGM. Estos
autores concluyen que la inestabilidad demografica en respuesta al cambio climatico
historico ha sido generalizada en la region patagdnica-fueguina, y es generalmente mas
pronunciada en las latitudes altas, y que la colonizacion desde las latitudes mas bajas es

un importante componente de la diversidad Patagonica - Fueguina actual.

Todos estos ejemplos muestran, en diferentes taxa, sefiales de expansion
demogréfica, en otras se ven fragmentaciones asociadas a barreras geograficas
(glaciares), y hasta se llega a hipotetizar refugios en areas precisas. Todos estos
resultados concuerdan con las implicancias antes mencionadas de la Teoria de Refugios.
Con estos resultados podemos concluir que la historia de la region no puede resumirse
simplemente como una retraccion hacia latitudes mas bajas durante las fases glaciares
del Pleistoceno, seguida de colonizaciones postglaciares (Moore 2000), sino que hay
claras evidencias de una historia mucho mas compleja implicando refugios a latitudes

altas.

Siguiendo con esta idea, para poner a prueba el papel de la Teoria de Refugios
en la diversidad bioldgica a altas latitudes de América del Sur, se eligi6 a Eligmodontia

F. Cuvier; un género de roedores sigmodontinos ampliamente distribuido y abundante
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del sur del continente sudamericano, con especies que habitan la Patagonia y otras que
habitan al norte de esta, con distribuciones disyuntas entre ellas (Mares et al. 2008).
Esta cobertura, rica en términos de su densidad local y amplitud geogréfica, ofrece
oportunidades tinicas de examinar y comparar los diferentes patrones genéticos de estas
especies y, poniendo a prueba algunos escenarios histéricos relativamente simples,
comenzar a delinear hipotesis mas elaboradas sobre la historia biogeografica de la
region. Por esta via, se espera contribuir a la comprension de los fendmenos evolutivos

implicados en el desarrollo y continuidad de la diversidad biotica en general.

1.4 EL GENERO ELIGMODONTIA

La tribu Phyllotini estd compuesta por 13 géneros, de los cuales 6 son
monotipicos, y alrededor de 47 especies (Musser & Carleton 2005). Los miembros de
esta tribu son roedores de pequeno tamafo, y principalmente distribuidos a lo largo del
paisaje arido y semidrido del Cono Sur (Anderson & Yates 2000, Braun & Mares 1995,
Musser & Carleton 2005, Steppan 1995). Eligmodontia pertenece a esta tribu, basado en
analisis morfoldgicos y moleculares (e.g. Braun 1993, Smith & Patton 1999, Steppan

1993, 1995, Steppan et al. 2004).

Las lauchas sedosas del género Eligmodontia F. Cuvier, son pequefios roedores
que habitan regiones xerofilas de América del Sur, incluyendo las estepas arbustivas y
herbaceas de la Patagonia (Osgood 1943), el desierto del Monte, el Espinal, y las
praderas secas, matorrales, y la puna de los Andes (Hershkovitz 1962). Estas regiones
aridas son heterogéneas y distintas entre si y han constituido un importante escenario de
la evolucion de la fauna de mamiferos Sudamericanos (Osgood 1943, Patterson &

Pascual 1972, Mares 1975b, Reig 1984, Ojeda et al. 2000, Pardifias ef al. 2003).

Eligmodontia presenta una amplia distribucion que se extiende desde el extremo
sur de Peru, el oeste de Bolivia, norte de Chile y noroeste de Argentina, hacia el sur
hasta el Estrecho de Magallanes (figura 1; Hershkovitz 1962, Musser & Carleton 2005).
Su rango altitudinal es amplio, desde el nivel del mar en altas latitudes a mas de 4500 m

en el norte.
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Figura 1: Mapa de las localidades de procedencia de las muestras, mostrando: la distribucion del
género Eligmodontia (UICN 2010), las localidades de colecta de los especimenes incluidos en el
estudio, el limite alcanzado por el hielo durante la ultima glaciacién segun Rabassa (2008), y los
cortes filogeograficos principales para roedores sigmodontinos patagoénicos (segun Lessa et al.
2010) para otras 4 especies de sigmodontinos.
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Eligmodontia presenta varias caracteristicas anatomicas y adaptaciones
fisiologicas especializadas para la vida en las regiones aridas y arenosas. Entre éstas se
encuentran: coloracion clara, la coalescencia de las almohadillas plantales en un tinico
cojinete, bullas timpanicas grandes, patas traseras alargadas y rifiones especializados
para el mantenimiento hidrico en condiciones de escasez de agua (Mares 1977, Diaz &
Ojeda 1999). Debido a estas caracteristicas, parece ser que Eligmodontia es uno de los
sigmodontinos que presenta adaptaciones mas evidentes a condiciones aridas en
América del Sur, aunque comparado con los especialistas de desiertos fuera de América
del Sur muestra adaptaciones morfologica de menor importancia a ambientes aridos
(Mares 1975, 1977, 1980, 1993a, b, 2002). Segun estudios de Mares (1975, 1977)
Eligmodontia poseia uno de los mas altos indices renales entre todos los roedores
argentinos examinados, y es fisioldgicamente bien adaptada para procesar sal y habitar
en las vastas areas xéricas con arbustos halofitas de la region. Estos caracteres
morfoldgicos y fisioldgicos apoyan, ademads de los datos moleculares, la monofilia del

género (Braun 1993, Steppan 1995).

En la historia del conocimiento del género Eligmodontia, desde su descripcion
por Cuvier (1837), se reconoce una primera etapa donde se generaron numerosas formas
nominales. El influyente trabajo de Cabrera (1961) plante6 un esquema con unicamente
dos especies, E. puerulus y E. typus, aunque mantuvo un complejo panorama
subespecifico. En la primera revision completa del género, Hershkovitz (1962) fue ain
mas lejos y basandose en la morfologia sinonimizo todas las formas con E. #ypus,
reservando el trinomio E. typus puerulus para las poblaciones nortefas de altura y E.
typus typus para tierras bajas centrales y australes. Mas recientemente, Musser &
Carleton (2005) reconocen cuatro especies: E. fypus (centro de Argentina y Chile), E.
moreni (laderas andinas desde Salta a Neuquén), E. morgani (oeste de la Patagonia de la
region sur de Argentina y Chile) y E. puerulus (sur de Pera, noreste de Chile, oeste de
Bolivia y noroeste de Argentina) y sugieren una interdigitacion compleja de sus rangos
geograficos en los valles y montafias de la cordillera de los Andes. Luego, Lanzone et
al. (2007) reconoce 6 especies: E. moreni, E. puerulus y E. hirtipes (las tres de
distribucion norte); y E. typus, E. marica y E. morgani (las tres de distribucion centro y
sur). Por ultimo, Mares et al. (2008) en su revision del género basandose en datos

moleculares y morfologicos llega a reconocer seis especies: E. bolsonensis, E. hirtipes,

10
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E. moreni, E. morgani, E. puerulus y E. typus. En la tabla 1 se muestra un resumen de
las especies hoy reconocidas (Mares et al. 2008) con el autor que acufi6 la forma

nominal, localidad tipo y distribucion actual.

Los datos moleculares para Eligmodontia son limitados taxondémica y
geograficamente, mucha de la investigacion molecular previa en este género se ha
centrado en el examen de sus relaciones filogenéticas en el marco de la tribu Phyllotini
(por ejemplo, D'Elia ef al. 2003, Smith & Patton 1999). Hillyard et al. (1997), como
excepcion para el &mbito patagonico, tratan las cuestiones de relaciones interespecificas
entre E. morgani 'y E. typus destacando correspondencia entre los resultados
moleculares y citogenéticos. También hay varios estudios que han contribuido a aclarar
los limites entre las especies de Eligmodontia en la parte sur de su rango de distribucion
en la Patagonia (Ortells ez al. 1989, Kelt e al. 1991, Zambelli et al. 1992, Sikes et al.
1997, Tiranti 1997). Los resultados de estos estudios han demostrado una alta
divergencia cariotipica, molecular y morfologica entre E. typus y E. morgani (Hillyard
et al. 1997, Sikes et al. 1997). En los estudios que incluyeron a mas de dos taxones de
Eligmodontia (D'Elia et al. 2003, Lanzone et al. 2007, Spotorno et al. 2001), E. typus
aparece como hermana de E. morgani y este clado como hermano de E. puerulus, o un
clado de E. puerulus y E. hirtipes (si este ultimo taxon fue reconocido). Para Mares et
al. (2008) E. puerulus y E. moreni forman un clado hermano de E. hirtipes, y el clado
que estos forman es hermano de E. morgani, a su vez E. typus y E. bolsonensiss forman
un clado que es hermano del clado E. puerulus — E. moreni — E. hirtipes — E. morgani

(estas relaciones filogenéticas estan resumidas en la figura 2).

La informacion disponible sugiere una considerable diversidad citogenética y
molecular en el género. Los estudios recientes han aclarado aspectos de la sistematica y
la taxonomia de las especies en el género y proporcionan apoyo para el reconocimiento

de al menos seis unidades evolutivas con rango de especie (tabla 1)

11
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Tabla 1: Especies del género Eligmodontia, autor que acuné la forma nominal, localidad tipo y
distribucion actual conocida.

Especie E. bolsonensis E. hirtipes E. moreni E. morgani E. puerulus E. typus
Mares, MA; Braun,
S JK; Coyner BS; Van (Thomas (Thomas (Philippi F. Cuvier
1

Descripeion 1, Bssche, RA 1916) 1896) Allen 1901 1 g96) 1837
2008

Localidad Argentina: Catamarca: Bolivia: Argentina: Argentina: Chile: San Argentina:

tipo Poman: Estableci- Oruro La Rioja: Santa Cruz: Pedro de Buenos Aires
miento Rio Blanco, 28 (3750m) Chilecito Arroyo Else-  Atacama (localidad no
km S, 13.3 km O (1200m) Carones (3223m) precisada)
Andalgala basalticos-50

millas SE
Lago Buenos
Aires.

Distribucién norte y oeste de la tierras altas desierto del Patagonia regiones de Pampasia
Sierra de Ambato y de Boliviay Monte occidentaly  altura del sur  occidental y
la Sierra de norte de septentrion  austral, de Peru, sector nor-
Manchao, Argentina al, laderas  Argentinay norte de occidental de
Catamarca andinas Chile Chile y Patagonia

desde Salta noroeste de
a Neuquén Argentina

- (\O

e

o
15 ;
xet “C“S o .S \uS o
50 uS (9 \Y etV (e
6(\)9 ¢ \’Jo\ e"ﬂp o E.“‘ﬂ' E_Ou € 0

Figura 2: Relaciones filogenéticas dentro del género Eligmodontia segun
Mares et al. (2008). E = Eligmodontia.
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1.5 HIPOTESIS DE TRABAJO

En el marco de la Teoria de Refugios, la diversidad bioldgica en altas latitudes
de Sudamérica esta directamente relacionada con los ciclos climaticos del Cuaternario.
Es decir que la expansion y retraccion de los glaciares y la expansion y retraccion de
zonas habitables que acompafid estos ciclos climaticos estuvieron implicados en el
desarrollo y continuidad de la diversidad bidtica de la region. Siguiendo esta hipdtesis
esperamos encontrar: a) signos de expansion en las especies y/o poblaciones que habitan
altas latitudes, y b) si correspondiese, llegar a dilucidar el nimero y ubicacion de estos

refugios debido a que estas zonas serian zonas de estabilidad y estructuracion genéticas.

Es posible poner a prueba esta hipotesis mediante la filogeografia, una disciplina
que estudia los principios y procesos que gobiernan la distribucion geografica de los
linajes, incluyendo aquellos a nivel intraespecifico (Avise 2000). Los estudios
filogeograficos se basan en el andlisis de la variabilidad genética. Actualmente la
biologia molecular permite la obtencion y secuenciacion de fragmentos de ADN con
relativa facilidad, y los métodos para su analisis estan ampliamente desarrollados
(Swofford et al. 1996). Por lo tanto, el estudio de la variabilidad genética de las
diferentes especies del género y poblaciones a lo largo del sur de Sudamérica permitiria

aceptar o rechazar aspectos de la hipdtesis de refugios.
1.6 OBJETIVOS
1.6.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir a la comprension de la diversidad, distribucion, e historia
biogeografica de los pequefios mamiferos de la Patagonia; y con esto a los procesos
biogeograficos implicados en la estructura de la diversidad bidtica a lo largo del

gradiente latitudinal en Sudamérica. Méas en general, contribuir a la comprension de los

fendmenos evolutivos implicados en el desarrollo y continuidad de la diversidad bidtica.

13
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1.6.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Estudiar la variacion genética del género Eligmodontia, con énfasis en la region

austral de su distribucion.

Realizar estudios poblacionales en las especies del género, con el fin de
comparar los diferentes patrones genéticos de las especies Patagonicas y No-

Patagodnicas, en el marco de la Teoria de Refugios.

Estimar la diversidad genética y geografica de E. typus y E. morgani, las
especies patagonicas, para asi estimar el impacto de los ciclos climéaticos del
Cuaternario en las latitudes mas australes del continente, en eventos de
retraccion a refugios y posterior expansion/colonizacion en la historia

biogeografica de estas especies.
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2 MATERIALES & METODOS

2.1 EJEMPLARES

En este trabajo fueron utilizados especimenes coleccionados en toda la
Patagonia (Argentina y Chile), a saber: 1) muestras colectadas durante el proyecto
financiado por la National Geographic Society, intitulado “Postglacial Patagonia:
evolutionary responses of small mammals to climate changes” (responsable: E. Lessa;
co-investigadores: G. D Elia, Universidad de Concepcion en Chile y U. Pardiiias,
Centro Nacional Patagénico en Argentina), en un total de 27 localidades en las
provincias argentinas de Neuquén, Rio Negro, Chubut y Santa Cruz (38° - 51°S). Estas
localidades abarcan las variantes ecoldgicas asociadas a las areas correspondientes:
monte, estepa costera, estepa interior, ecotono estepa bosque y bosque andino (figura 1,
tabla 2); 2) muestras colectadas por Ulyses Pardifias y colaboradores en el marco del
proyecto intitulado “Roedores sigmodontinos de Argentina: clarificacion taxonomica,
nomenclatural y sistematica a partir de series topotipicas” (PIP-CONICET 6179;
director: UPardifias); 3) muestras colectadas por Richard Sage, y 4) secuencias
utilizadas en articulos previamente publicados y/o disponibles en GenBank (Smith &

Patton 1999, Mares et al. 2008, Lessa et al. 2010 y Palma ef al. no publicado).

Se utilizaron un total de 241 ejemplares de Eligmodontia, de los cuales 166
fueron colectados para este estudio y 75 ejemplares fueron obtenidos de bibliografia
(Mares et al. 2008, Smith & Patton 1999, Lessa et al. 2010) y de GenBank (Palma et al.
no publicado): 29 pertenecientes a E. typus, 16 a E. morgani, 9 a E. bolsonensis, 13 a E.
moreni, 2 a E. puerulus, 6 a E. hirtipes (Apéndice 1)-

15
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MATERIALES Y METODOS

2.2 TRABAJO DE LABORATORIO

2.2.1 OBTENCION DE TEJIDOS Y EXTRACCION DE ADN

Las muestras fueron tomadas de musculo o higado de los especimenes
colectados, y preservadas individualmente en alcohol 95°. La extraccion de ADN total
fue realizada seglin protocolos corrientes de tratamiento del tejido con SDS y Proteinasa
K, precipitacion de proteinas con Cloruro de Sodio y finalmente precipitacion de ADN

con Isopropanol (Miller ef al. 1988, Maniatis ef al. 1992).

2.2.2 AMPLIFICACION Y SECUENCIACION DEL CITOCROMO B

Se utilizaron todas las muestras colectadas para amplificar los primeros 801
pares de bases (pb) del gen del citocromo b (Apéndice 1, Recuadro 1). Se utilizaron los
oligonucleétidos cebadores MVZ05 y MVZ16 (Smith & Patton 1993) para la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR del inglés: polymerase chain reaction). Las
condiciones de ciclado fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 3 minutos; 35 ciclos
a 94°C, 46°C, 72°C por 30s cada paso (desnaturalizacion, asociacion y extension) y
extension final a 72°C por 5 minutos. Las concentraciones finales en cada reaccion de
amplificacion fueron de 0,06 unidades por pl de Taq (Fermentas) en Buffer 1X, 200 uM
de cada uno de los desoxiribonucledtidos (ANTPs), 200 nM de cada oligonucledtido y 4
mM de MgCI2. Para un volumen total de reaccion de 30 pl se utilizaron 15 pl de

dilucion de la extraccion de ADN total (1:50 en agua).

Los productos de PCR fueron secuenciados en un ABI3730XL en Macrogen Inc.
(Corea). Se secuencio la hebra directa con el oligonucledtido MVZ05. En los casos
necesarios, se secuenciaron ambas hebras para resolver ambigiiedades con los

oligonucledtidos MVZ05 y MVZ16.
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MATERIALES Y METODOS

Recuadro 1.

ELECCION DEL MARCADOR MOLECULAR

Los genes mitocondriales presentan ciertas ventajas frente a los autosémicos para evaluar
relaciones filogenéticas intraespecificas, por lo que constituyen un marcador corrientemente
usado en este tipo de estudios (Avise 2000). Entre otras, su herencia materna y tamano
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 estudios intraespecificos.

En este estudio se utilizé el gen mitocondrial que codifica para el citocromo b, gen para el cual
estudios anteriores (e.g. Hillyard et al. 1997, Mares et al. 2008) sugieren niveles de variacion
suficientes para examinar la variacién a nivel intraespecifico o entre especies estrechamente
relacionadas. A su vez es el marcador mas usado en filogeografia molecular de mamiferos
(D’Elia 2003) lo cual permite adicionar datos de otros trabajos para comparar resultados y/o

analizarlos en conjunto.

Aunque el arbol de los genes no siempre coincide con el de las especies, lo que representa
una limitacion si se trabaja con un Unico locus (ya sea mitocondrial o nuclear), en estudios
filogenéticos, el restringir el analisis 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 secuencias intronicas) en futuros estudios.

2.3 ANALISIS DE LAS SECUENCIAS DE ADN

2.3.1 EDICION Y ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE ADN

Las secuencias fueron editadas utilizando PROSEQ 3.0 (Filatov 2002), alineadas en
CLUSTAL X (Thompson ef al. 1997) usando los valores por defecto de los parametros,
y verificadas por inspeccion directa. Se incluyeron asimismo 49 secuencias de 1144 pb
generadas por Mares et al. (2008), dos secuencias de 1144 pb generadas por Smith &
Patton (1999), 23 secuencias de 801 pb generadas por Lessa ef al. (2010) y una
secuencia de 951 pb sin publicar de Palma et al., disponibles en GenBank y

especificadas en el Apéndice 1.
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2.3.2 ANALISIS DEL CITOCROMO B
2.3.2.1 VARIACION GENETICA Y DIVERSIDAD DE HAPLOTIPOS EN EL GENERO

ELIGMODONTIA

Para corroborar que estas secuencias siguen un patron tipico de un gen
mitocondrial codificante se computaron estadisticos basicos (frecuencias nucleotidicas,
sitios con transiciones y transversiones y nimeros de sitios variables por posicion de

codon) usando el programa DNASP v5.0 (Librado & Rozas 2009).

Para el conjunto de secuencias del género Eligmodontia y para cada especie del
género se determinaron los haplotipos del gen del citocromo b y se calcul¢ la diversidad

haplotipica.

2.3.2.2 RELACIONES ENTRE HAPLOTIPOS

Con los haplotipos determinados, se realiz6 una reconstruccion filogenética del
género Eligmodontia con el fin de confirmar su monofilia y la de cada una de las 6
especies propuestas para €ste. Primero, se utiliz6 el programa MODELGENERATOR
v0.85 (Keane et al. 2006) para determinar qué modelo de sustituciones nucleotidicas se
ajusta mas a este conjunto de secuencias. Las relaciones filogenéticas entre los
haplotipos fueron reconstruidas utilizando dos métodos diferentes: 1) por Méxima
Verosimilitud utilizando el programa PHYML v3.0 (Guindon & Gascuel 2003) 2) por
analisis Bayesianos utilizando el programa BEAST v1.6.0 (Drummond & Rambaut
2007). En el primer caso se comenzo6 la reconstruccion a partir de 5 arboles al azar, se
utilizé el mejor entre el método de “intercambio del vecino més cercano” (NNI, siglas
en ingles de Nearest Neighbor Interchange) y el método de “Poda y Reinjerto de
Subarboles* (SPR, siglas en ingles de Subtree Pruning and Regrafting) para obtener el
mejor arbol filogenético; y el apoyo de los nodos se obtuvo por medio de 100 replicas
de bootstrap. En el segundo caso el analisis se corrié por 100 millones de generaciones,
muestreando arboles y pardmetros cada 10 mil generaciones; con un modelo de reloj
molecular relajado (Drummond et al. 2006), el resto de los parametros se mantuvieron
por defecto. La convergencia de las cadenas fue evaluada por medio de el programa
TRACER v1.5 (Rambaut & Drummond 2007). Se obtuvieron 10.000 arboles, de los

cuales se descartaron los primeros 2.500 como Burn-in, y de los 7.500 restantes se
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realizd un arbol de consenso con el programa TREEANNOTATOR v1.6.0 del paquete
BEAST v1.6.0 (Drummond & Rambaut 2007). El apoyo de los nodos se evalu6 por
medio de su probabilidad posterior. Para ambos métodos de reconstruccion filogenética
se utilizé el modelo de sustituciones nucleotidicas HKY (Hasegawa-Kishino-Yano,
Hasegawa et al. 1985) con una proporcién de sitios invariables y parametros de

distribucion gamma con cuatro categorias a estimar.

Como grupo externo se tomaron cuatro representantes de la tribu Phyllotini
(D’Elia 2003): Calomys musculinus, Phyllotis magister, Loxodontomys micropus,
Graomys griseoflavus (Numeros de acceso de GenBank: AF385604, AF484214,
AF108690, AY275117 respectivamente). Las filogenias resultantes fueron visualizadas

y modificadas con el programa FIGTREE v1.3.1 (Rambaut 2006).

2.3.2.3 PORCENTAJE Y TIEMPO DE DIVERGENCIA ENTRE ESPECIES

El porcentaje de divergencia dentro y entre clados representando especies de
Eligmodontia fueron computados con una distancia corregida por K2P (Kimura 2
parametros) con el programa MEGA v 4.0 (Molecular Evolutionary Genetic Analysis
Software, Tamura et al. 2007). Este modelo de evolucion de secuencias nucleotidicas
fue elegido para permitir la comparacion del porcentaje de divergencia de las secuencias
entre taxas con la recomendacion de Bradley & Baker (2001) y Baker & Bradley (2006)

para secuencias del gen del citocromo b para evaluar genéticamente especies cripticas.

Para calcular el tiempo de divergencia entre las especies del género se calculo el
porcentaje de divergencia basado en las transverciones de la 3ra posicion del codon
debido a que Irwin et al. (1991) mostr6 que estas tienden a acumularse de manera casi
lineal con el tiempo y son menos propensos a saturarse que las transiciones. El error
estandar se calculd con 500 réplicas de bootstrap. Estos niveles de divergencia se
calcularon usando el programa MEGA v4.0 (Tamura et al. 2007) y fueron usados para
estimar los tiempos de divergencia entre los grandes clados de la filogenia resultante,
utilizando una tasa de divergencia de 2,3% por millon de afios (tomada de Mares et al.
2008), la cual se basa en un supuestos de fechas de divergencia del registro fosil para la

separacion Akodon — Necromys hace 3,55 millones de afios (Reig 1987).
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El tiempo del ancestro comtin mas reciente (TMRCA, por sus siglas en Inglés) de
cada cladogenesis y para la separacion de los dos clados recuperados en E. morgani fue
estimado utilizando el programa BEAST v1.6.0 (Drummond & Rambaut 2007). Este
analisis se corrid por 100 millones de generaciones, muestreando arboles y parametros
cada 10 mil generaciones; con un modelo de reloj molecular estricto, utilizando una tasa
de sustitucion de 0,0329 sustituciones por millon de afios (esta tasa es un promedio de
las tasas reportadas para E. typus y E. morgani, Lessa et al. 2010). El resto de los
parametros se mantuvieron por defecto y el apoyo de los nodos se evalu6 por medio de
las probabilidades posteriores de los nodos. La convergencia de las cadenas fue

evaluada por medio del programa TRACER v1.5 (Rambaut & Drummond 2007).

2.3.2.4 ESTRUCTURA Y VARIACION POBLACIONAL

2.3.2.4.1 DEMOGRAFiA HISTORICA DE LAS ESPECIES DEL GENERO ELIGMODONTIA

Para cada una de las especies del género se calcul6 la diversidad nucleotidica
(Nei 1978, nimero promedio de diferencias nucleotidica entre pares de haplotipos
presentes en la muestra) y se estimo6 el parametro poblacional 6, (6=2Nu, donde p es
la tasa de mutacidén y Ner es el tamafio poblacional efectivo del ADN mitocondrial, el
cual corresponde al nimero de hembras que se reproducen) a partir del nimero de sitios
segregantes en la muestra (0y, Watterson 1975) usando el programa ARLEQUIN v3.5
(Excoffier et al. 2010).

Con el fin de estudiar la demografia historica de las especies del género
Eligmodontia, se realizaron las pruebas y se calcularon los estadisticos que se detallan
en los parrafos siguientes para 5 de las 6 especies del género tomadas cada una como
una poblacién. No se realizaron estos estudios en E. puerulus debido a que solo

obtuvimos 2 secuencias del gen del citocromo b pertenecientes a esta especie.

Se realizaron las pruebas de neutralidad de Tajima (D, Tajima 1989) y de Fu (F,
Fu 1997) en el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier ef al. 2010), para evaluar si los
datos son consistentes con la ocurrencia de seleccion a nivel molecular o de eventos de
expansion demografica en el pasado. Se calcul6 la distribucion observada del nimero de
diferencias entre pares de haplotipos (en inglés mismatch distribution) para saber si
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estas especies estan en equilibrio demografico, también con el programa ARLEQUIN
v3.5 (Excoffier et al. 2010). Por ultimo, se estimo el parametro de crecimiento
poblacional (g, Kuhner 2006). Las estimaciones de este parametro se realizaron por el
método de maxima verosimilitud en el programa LAMARC v2.1.3 (del inglés,
Likelihood Analysis with Metropolis Algorithm using Random Coalescence; Kuhner et
al. 2005, Kuhner 2009). Se integraron los resultados de 3 réplicas; cada una consistio de
20 cadenas iniciales y 5 cadenas finales, de las cuales 2.000 y 10.000 arboles fueron
muestreados, respectivamente, usando muestreos cada 20 generaciones, y utilizando el

modelo mutacional Felsenstein 84 (=HKY).

En los casos en que los andlisis se ajustaron a un modelo de expansion
poblacional, se calcul6 con el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier ef al. 2010), la
edad de ese evento de expansion por medio del pardmetro poblacional t bajo los
modelos de expansion demografica y expansion espacial (Schneider & Excoffier 1999),
utilizando una tasa de evolucion de 4,107E-05 sustituciones por sitio por millén de afios
(misma tasa de sustitucion con la que se dataron los eventos de especiacion en la
filogenia resultante del género dividida por 801, el largo del locus). Los parametros de
la expansion y el intervalo de confianza para oo = 0,05 se calcula utilizando una

aproximacion por bootstrap usando 1000 permutaciones al azar (Schneider & Excoffier

1999). Ver Recuadro 2.

Para el caso de las especies que se ajustaron a un modelo de expansion
poblacional se utiliz6 también una aproximacidn bayesiana para datar el evento de
expansion llamada Bayesian Skyline Plot (BSP, Drummond et al. 2005). Este método
usa un procedimiento de cadenas Markovianas de Monte Carlo para muestrear la
distribucion de generalized skyline plots y asi reconstruir la historia demografica de la
poblacioén, dado los datos y de acuerdo con sus probabilidades posteriores, y combina
estos graficos para generar un estimado e intervalos de credibilidad para el tamafo
poblacional efectivo en cada punto hacia atras en el tiempo hasta el ancestro comun mas
cercano (MRCA, por sus siglas en inglés) de la muestra de secuencias estudiadas. Se
calcularon los BSPs con el programa TRACER v 1.5 (Rambaut & Drummond 2007)
usando el modelo de sustituciones nucelotidicas HKY (Hasegawa et al. 1985) con una
proporcion de sitios invariables y pardmetros de distribucion gamma (cuatro categorias)

a estimar, ya que ¢ste fue el modelo que mejor se ajusto a los datos, estimado con
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MODELGENERATOR v0.85 (Keane et al. 2006). Las pruebas de cadenas
Markovianas de Monte Carlo fueron corridas por 100 millones de generaciones y
muestreadas cada 10 mil generaciones en el programa BEAST v 1.6 (Drummond &
Rambaut 2007). El primer 25% de los arboles fueron descartados como burn-in. La
convergencia de las cadenas fue evaluada por medio del programa TRACER v1.5

(Rambaut & Drummond 2007).

2.3.2.4.2 ESTRUCTURA POBLACIONAL EN E. TYPUS Y E. MORGANI

En las especies E. typus y E. morgani se realizaron los siguientes analisis
exploratorios de la estructura geografica: 1) por medio de un estudio de escalamiento
multidimensional (MDS, del inglés: multidimensional scaling,) de distancias genéticas
(Lessa et al. 1990), en el cual se utilizaron las distancias genéticas entre poblaciones
calculadas con el indice Fg1; y 2) por medio de una anélisis espacial de varianza
molecular (SAMOVA, del inglés: spatial analysis of molecular variance, Dupanloup et
al. 2002). Este ultimo se realiz6 con el programa SAMOVA v1.0 (Dupanloup et al.
2002), el cual define grupos de las poblaciones que se encuentran filogeograficamente
homogéneas y maximamente diferenciadas unas de otras, a través de una definicion a
priori del nimero de grupos (K), y genera estadisticos F (Fsc, Fst, y Fcr) mediante un
analisis de varianza molecular (AMOV A, Excoffier et al. 1992). Para cada valor de K,
100 procesos de simulado fueron utilizados. Este analisis fue computado para K =2 a K
=5en E. morgani y para K=2aK =10 en E. #ypus. Debido a que SAMOVA v1.0 no
computa estos indices para K = 1, se estimaron por medio de AMOVA con el programa
ARLEQUIN v3.5 (Excoffier ef al. 2010). Para determinar el nimero 6ptimo de grupos

de poblaciones se tomo el K que maximiza el indice Fcr (Dupanloup et al. 2002).

En estos dos andlisis se tomaron como poblaciones una o varias localidades de
muestreo, que se agruparon por estar a menos de 50 km de distancia o con el fin de
aumentar el numero de individuos por poblacion. Para E. typus se utilizaron 11
poblaciones: 1) Norte: Localidades M17, M18, M28, M29 - M32, M35, M37; 2)
Patagonia Norte: Localidades 1, 2, 3, S57; 3) Rio Chubut 1: Localidad 11; 4) Rio
Chubut 2: Localidades 12 y 19; 5) Rio Chubut 3: Localidad 13; 6) Rio Chubut 4:
Localidad 14; 7) Rio Chubut 5: Localidad 16; 8) Rio Chubut 6: Localidades M46, 15,
17, 18; 9) Chubut Este: Localidades 5, 8 - 10 y M45; 10) Chubut Sur: Localidad 22; 11)
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Patagonia Sur: Localidad 23 (estos agrupamientos se pueden ver en la figura 3). Para E.
morgani se utilizaron 7 poblaciones: 1) Norte: M33, M34 y M38; 2) Patagonia Norte:
M40 - M42, S56 y 4; 3) Norquinco: Localidad 5; 4) Talagapa: Localidades 6 y 7; 5)
Patagonia Centro: Localidades 22 - 24 y M44; 6) Patagonia Oeste: Localidades 19 - 21
y M43; 7) Patagonia Sur: Localidades 25 — 27 (estos agrupamientos se pueden ver en la

figura 4).

2.3.2.4.3 VARIACION POBLACIONAL EN E. TYPUSY E. MORGANI

Para comparar la variacion genética dentro de E. typus y E. morgani se
dividieron las localidades de colecta en 3 regiones segin nuestros resultados y los de
Lessa ef al. 2010: 1) No Patagonia (localidades fuera de la Patagonia), 2) Patagonia
Norte (localidades al norte del corte filogeografico reportado por el articulo antes
mencionado) y 3) Patagonia Sur (localidades al sur de dicho corte filogeografico). En E:
typus la region “No Patagonia” estd compuesta por las localidades M17, M18, M28 -
M32, M35 y M37; la region “Patagonia Norte” la compone las localidades 1 - 3, 5, 8 -
19,22, M 45, M 46 y S57; y la region “Patagonia Sur” esta compuesta inicamente por
la localidad 23 (estos agrupamientos se pueden ver en la figura 5). En E. morgani la
region “No Patagonia” se compone de las localidades M33, M34 y M38; la region
“Patagonia Norte” esta compuesta por las localidades 4 — 7, 19 —-22, M 40 —M43 y
S56; y la region “Patagonia Sur” estd compuesta por las localidades 23 — 27 y M44

(estos agrupamientos se pueden ver en la figura 6).

Para cada una de estas 3 regiones se calculo la diversidad haplotipica, el nimero
de sitios polimorficos, la diversidad nucleotidica © (Nei 1987) y se estimo el pardmetro
poblacional 0, (Watterson 1975) usando el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier et al.
2010).
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Figura 3: Mapa mostrando las poblaciones utilizadas para los analisis exploratorios de
la estructura geografica (MDS y SAMOVA) en Eligmodontia typus.
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Figura 4: Mapa mostrando las poblaciones utilizadas para los analisis
exploratorios de la estructura geografica (MDS y SAMOVA) en Eligmodontia
morgani.
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Se realizo el andlisis de la varianza molecular (AMOVA, del inglés: analysis of
molecular variance, Excoffier et al. 1992) con estas 3 regiones utilizando el programa
ARLEQUIN v3.5 (Excoffier et al. 2010) con el fin de evaluar la significacioén de los
componentes de la varianza asociada a estos niveles de estructura poblacional y se
calcularon los Fst pareados entre las 3 regiones. Se realizaron las pruebas de neutralidad
de Tajima (D, Tajima 1989) y de Fu (Fs, Fu 1997), se calcul6 la distribucion observada
del nimero de diferencias entre pares de haplotipos (en inglés mismatch distribution)
con 1 000 replicas de bootstrap en el programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier ez al. 2010)
y se estimo el parametro de crecimiento poblacional (G) por el método de maxima
verosimilitud en el programa LAMARC v2.1.3 (Kuhner et al. 2005, Kuhner 2009). Para
este ultimo programa se integraron los resultados de 3 réplicas; cada una consistié de 20
cadenas iniciales y 5 cadenas finales, de las cuales 2 000 y 10 000 arboles fueron
muestreados, respectivamente, usando muestreos cada 20 generaciones, utilizando el

modelo mutacional Felsenstein 84 (=HKY).

En las regiones en que los andlisis se ajustaron a un modelo de expansion
poblacional se estimo el parametro poblacional T (Schneider & Excoffier 1999) con el
programa ARLEQUIN v3.5 (Excoffier ef al. 2010) con el fin de datar el evento de
expansion, utilizando para E. typus una tasa de evolucion de 3,707E-05 sustituciones
por sitio por millon de afios y para E. morgani una tasa de evolucion de 4,506E-05
sustituciones por sitio por millon de afios (Lessa com. pers.). Los intervalos de
confianza para o = 0.05 se calcularon utilizando una aproximacién por 1 000 réplicas de

bootstrap (Schneider & Excoffier 1999). Ver Recuadro 2.
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Figura 5: Mapa mostrando las 3 regiones en que se dividieron las localidades

de muestreo de Eligmodontia typus para realizarlos analisis de variacion
genética.
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Figura 6: Mapa mostrando las 3 regiones en que se dividieron las localidades
de muestreo de Eligmodontia morgani para realizar los analisis de variacion
genética.
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Recuadro 2.
PRUEBAS DE NEUTRALIDAD

Las pruebas de neutralidad permiten evaluar si los datos son consistentes con la
ocurrencia de seleccion 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 que la
poblacion 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 nUmero de sitios tan grande y la tasa de
mutacién tan baja (y constante en estos casos), cada mutacién se produce en un sitio

diferente siendo despreciable la probabilidad de mutaciones multiples en un mismo sitio.

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

locus con ese tamafio muestral.

Ambas pruebas estadisticas se basan en comparaciones de diferentes estimadores del

parametro poblacional 6.

D de Tajima (Tajima 1989): compara dos estimadores de 8, uno basado en el numero medio
de diferencias pareadas (1) llamado 6;; y otro basado en el numero de sitios segregantes (S)

llamado 65 o 8,,

o =m 8, =S/Ti5A/D
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Recuadro 2 (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 de manera diferente, y el estimador D se apartara
de su valor esperado. Por ejemplo, en una poblacién que aumenta su tamafo, el incremento de
la variacion ocurrira inicialmente mediante la incorporacion de los alelos de baja frecuencia,
que contribuiran a S pero poco a T, por lo que 8,, crecera mas rapido 6., y D sera negativo.

Cuando se llega a un nuevo equilibrio, ambos estimadores de 0 se igualaran.

Fs de Fu (Fu 1997): Evalua la probabilidad de una muestra con el nimero de clases alélicas
igual o menor al observado dado el de diferencias pareadas, tomado como un estimador de 6.

Esta probabilidad es llamada S” y es

- oy N Bkl
s=Pr(k>k e_eﬂ)—k” 5. @)

donde S (éﬂ):(éﬂ —1) W (8, —n+1)

. Ak
y Sk es el coeficiente de Hﬂ en Sn

F =1In(S/(1-5)

Para obtener los valores criticos, se obtiene una distribucién empirica del estadistico a

partir de simuladores de poblaciones ideales con los valores de 6 estimados

Este estadistico debe considerarse como significativo al 5% si su p-valor es menor a
0,02; y no como en otros casos menor a 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 VARIACION GENETICA Y DIVERSIDAD DE HAPLOTIPOS EN EL GENERO ELIGMODONTIA

De las 166 muestras 126 pertenecen a E. typus, 38 a E. morganiy?2 a E.
bolsonensis, lo cual fue determinado por medio de BLAST y corroborado con las
reconstrucciones filogenéticas realizadas (Tabla 3). Se agregaron las secuencias
disponibles en GenBank, y asi se tuvo un total de 241 secuencias del género
Eligmodontia, siendo 155 de E. typus, 53 de E. morgani, 11 de E. bolsonensis, 13 de E.
moreni, 6 de E. hirtipes y 2 de E. puerulus. Las frecuencias nucleotidicas en este
conjunto de secuencias fue 13,4% de Guanidina, 26,0% de Citosina, 30,7% de Timina y
29.8% de Adenina. La relacion observada de transiciones / transversiones en el total de
las secuencias fue de 12,323. Estos resultados son coherentes con lo encontrado en

mamiferos en general (Irwin et al. 1991).

En todo el género se encontraron 220 sitios variables, definiendo 157 haplotipos,
de los cuales 107 son de E. typus, 24 de E. morgani, 9 de E. bolsonensis, 10 de E.
moreni, 5 de E. hirtipes y 2 de E. puerulus. La diversidad haplotipica (Hd) de E. #ypus,
E. morgani, E. bolsonensis, E. moreni, E. hirtipes y E. puerulus fue de 0.9878, 0.8846,
0.9636, 0.9487, 0.9333 y 1.0000, respectivamente. Algo que cabe destacar es que la

gran mayoria de los haplotipos aparecen en solo un individuo muestreado.

3.2 RELACIONES ENTRE HAPLOTIPOS

El programa MODELGENERATOR v0.85 (Keane et al. 2006) determind que el
modelo de sustituciones nucleotidicas se ajusta mas a este conjunto de secuencias es el
HKY (Hasegawa-Kishino-Yano, Hasegawa ef al. 1985) con una proporcion de sitios
invariables y parametros de distribucion gamma con cuatro categorias a estimar. Este
resultado concuerda con lo que se sabe del ADN mitocondrial (e.g. Aquadro &
Greenberg 1983, Bickham ef al. 1996, Lara et al. 1996), ya que este modelo permite
considerar diferencias en las frecuencias nucleotidicas y la presencia de un sesgo de

transiciones contra transversiones.
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Tabla 3: Numero de especimenes de cada especie y en total en cada localidad.

Localidad E. E. E. Total Localidad E. E. Total
1 = 7 15 = 7
2 1 1 16 16 16
3 1 1 17 7 8
4 1 5 6 18 3 3
5 1 1 19 1 1 2
6 4 4 20 3 3
7 2 2 21 2 2
8 22 1 23 22 14 4 18
9 1 1 23 17 2 19
10 1 1 24 1 1
1 15 15 25 14 14
12 11 11 26 2
13 13 13 27 2
14 15 15 TOTAL 126 38 166

Las topologias de los arboles mostrando las relaciones filogenéticas entre haplotipos se

presentan en las figuras 7 y 8, junto con los valores de bootstrap que apoyan los nodos en mas del

50% de las réplicas, en el caso de la reconstruccion por Maxima Verosimilitud, o sus

probabilidades posteriores en el caso de la reconstruccion bayesiana. Como puede observarse,

estas dos reconstrucciones filogenéticas coinciden con los grandes clados correspondientes a

especies, asi como aquellos principales dentro de las especies.

En estas reconstrucciones filogenéticas se confirma la monofilia del género Eligmodontia, y

se observa que E. puerulus es hermano de E. moreni. A su vez el clado que estos forman es hermano

de E. hirtipes, y el clado que estas tres especies forman es hermano de E. morgani. Por otro lado E.

typus es parafilético con respecto a E. bolsonensis, y el clado que estas dos especies forman es

hermano del formado por E. morgani, E. hirtipes, E. moreni'y E. puerulus (esquema en Figura 11).
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Figura 7: Reconstruccion filogenética del género Eligmodontia mediante el
método bayesiano. Este es el arbol consenso. Los numeros en los nodos
indican la probabilidad posterior del nodo. Solo se muestran las probabilidades
posteriores mayores a 0,60. Eb = Eligmodontia bolsonensis, Eh = Eligmodontia
hirtipes, Eme = Eligmodontia moreni, Em = Eligmodontia morgani, Ep =
Eligmodontia puerulus, Et= Eligmodontia typus. NUmeros entre paréntesis
curvos representan la cantidad de individuos con ese haplotipo, numeros entre
paréntesis rectos son las localidades en las que se encontrd ese haplotipo.
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Figura 7 (Continuacién): Reconstruccion filogenética del género
Eligmodontia mediante el método bayesiano. Este es el arbol consenso. Los
numeros en los nodos indican la probabilidad posterior del nodo. Solo se
muestran las probabilidades posteriores mayores a 0,60. Eb = Eligmodontia
bolsonensis, Eh = Eligmodontia hirtipes, Eme = Eligmodontia moreni, Em =
Eligmodontia morgani, Ep = Eligmodontia puerulus, Et= Eligmodontia typus.
Numeros entre paréntesis curvos representan la cantidad de individuos con
ese haplotipo, numeros entre paréntesis rectos son las localidades en las que
se encontr6 ese haplotipo.
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Figura 8: Reconstruccion filogenética del género Eligmodontia mediante
Maxima Verosimilitud. Este es el arbol de maxima verosimilitud encontrado. Los
numeros en los nodos indican su apoyo por bootstrap. Solo se muestran los
apoyos mayores al 50%. Eb = Eligmodontia bolsonensis, Eh = Eligmodontia
hirtipes, Eme = Eligmodontia moreni, Em = Eligmodontia morgani, Ep =
Eligmodontia puerulus, Et= Eligmodontia typus. Numeros entre paréntesis
curvos representan la cantidad de individuos con ese haplotipo, numeros entre
paréntesis rectos son las localidades en las que se encontro ese haplotipo.
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Figura 8 (continuacion): Reconstruccion filogenética del género Eligmodontia
mediante Maxima Verosimilitud. Este es el arbol de maxima verosimilitud
encontrado. Los numeros en los nodos indican su apoyo por bootstrap. Solo se
muestran los apoyos mayores al 50%. Eb = Eligmodontia bolsonensis, Eh =
Eligmodontia hirtipes, Eme = Eligmodontia moreni, Em = Eligmodontia morgani,
Ep = Eligmodontia puerulus, Et= Eligmodontia typus. NUumeros entre paréntesis
curvos representan la cantidad de individuos con ese haplotipo, numeros entre
paréntesis rectos son las localidades en las que se encontro ese haplotipo.
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Estas reconstrucciones recuperan una filogenia tipo estrella para E. typus, y para
E. morgani en uno de los dos clados recuperados. Se puede observar que no hay una
estructura geografica detectable a simple vista en E. fypus ni en E. morgani. El
haplotipo mas antiguo de E. #ypus, en ambas reconstrucciones filogenéticas, es el
EtHap31 el cual se encontrd en un individuo muestreado en la localidad 18, y de E.
morgani en uno de los clados es EmHap2 (localidad M34) para la reconstruccion por
Maxima Verosimilitud y EmHap4 (localidad M40) para la reconstruccion por el método
bayesiano y en el otro clado es EmHap13 (Localidades 20 y 22) para la reconstruccion
por Méxima Verosimilitud y los haplotipos EmHap9, EmHap10 y EmHap18

(Localidades 4 y 25) para la reconstruccion por el método bayesiano

3.3 DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS ESPECIES DEL GENERO ELIGMODONTIA

Encontramos haplotipos caracteristicos de E. bolsonensis en dos nuevas
localidades: Localidad 8 y 17, ambas en la provincia de Chubut. La distancia entre la
localidad M 16, localidad mas al sureste del rango de distribucion original de la especie,
y la localidad 8 es de 1578 km, y la localidad 17 es de 1931 km. Por tanto, reportamos

simpatria entre E. typus y E. bolsonensis en estas dos localidades (Tabla 3 y Figura 9).

Encontramos a E. morgani en cuatro nuevas localidades: Localidad 22 y 23 en la
provincia de Chubut, Localidad 26 y 27 en la provincia de Santa Cruz. Estas localidades
expanden el rango de distribucion de esta especie segun el estudio de distribucion de
UICN (Unién Internacional para la Conservacion de la Naturaleza, [UCN 2010) hacia la
costa atlantica de la Patagonia. En esta especie reportamos simpatria con E. typus en
otras cuatro localidades: Localidad 5, 19 y 22 en la provincia de Chubut y Localidad 23
en la provincia de Santa Cruz (Tabla 3 y Figura 10).

Para el resto de las especies no encontramos localidades que no estuvieran

comprendidas en el rango de distribucion ya reportados.
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3.4 PORCENTAIJE Y TIEMPO DE DIVERGENCIA ENTRE ESPECIES DEL GENERO

ELIGMODONTIA

Al calcular los porcentajes de divergencia dentro y entre clados representando
especies de Eligmodontia (Tabla 4), encontramos dentro de clados, porcentajes de
divergencia que van desde 0,395% en E. hirtipes a 0,812% en E. morgani. Los
porcentajes de divergencia comparando especies van desde 1,672% entre E. bolsonensis
y E. typus a 11,828% entre E. hirtipes y E. morgani, siendo la divergencia promedio

entre especies del 8,887%.

Los tiempos de divergencia basados en los porcentajes de divergencia de las
transversiones en la tercera posicion del codon (Tabla 5) son consistentes con la
bibliografia (Mares et al. 2008). El tiempo estimado de divergencia para el género
Eligmodontia es de 9,1 millones de afios. La divergencia entre la mayoria de los linajes
es relativamente joven, siendo la separacion de E. typus y E. bolsonensis entre 41 600

afios y 104 800 afios la mas reciente.

Los tiempos del ancestro comin maés reciente (TMRCA) de cada especie (Tabla
6) también son consistentes con la bibliografia (Mares et al. 2008). Los TMRCA maés
recientes son el de E. bolsonensis estimado entre 95 000 afios y 264 000 afios y el de E.
moreni-E. puerulus estimado entre 457 000 anos y 887 000 afios. El tiempo de
divergencia entre los dos clados de E. morgani es entre 169 200 afos y 402 200 afios,

cifra comparable al del origen de la especie mas joven del género (Figura 11).

Las dos estimaciones de tiempos de divergencia entre clados en general
concuerdan. Las diferencias radican en los clados mas jovenes (separacion E. typus-E.
bolsonensis y E. moreni-E. puerulus), en donde la estimacion basados en las
transversiones de la 3er posicion del codon estiman tiempos menores y sus intervalos de

confianza no se solapan con los tiempos estimados por medio del TMRCA.
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Figura 9: Mapa mostrando la distribucion original de E. bolsonensis (Mares et

al. 2008) y las nuevas localidades reportadas en este trabajo.
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Figura 10: Mapa mostrando la distribucion de E. morgani tomada de UICN y

las nuevas localidades reportadas en este trabajo.
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Tabla 4: Porcentaje de divergencia dentro y entre clados. Los porcentajes
de divergencias dentro y entre clados, computados con una distancia corregida
por K2P. En la diagonal de la matriz se muestran los porcentajes dentro de
clados. Entre paréntesis rectos se muestran los errores estandar.

E. morgani E. typus E. hirtipes E. moreni E. . E. Grupo
bolsonensis puerulus Externo
E. morgani 0,812
[0,1641
E. typus 11,282 0,789
[1,408] [0,137]
E. hirtipes 11,828 10,823 0,395
[1,453] [1,332] [0,173]
E. moreni 9,428 9,035 6,811 0,732
[1,256]
[1.2861 [1.0051 [0.1901
E. bolsonensis 11,487 1,672 11,316 9,947 0,398
[1,433] [0,438] [1,400]
[1.3411 [0.1311
E. puerulus 10,270 9,415 6,656 4,078 9,256 0,539
[1,419] [1,309] [0,301]
[1.0621 [0.7441 [1.274]
Grupo Externo 19,737 18,872 18,785 18,950 18,880 19,179 19,704
[1,525] [1,490] [1,492] [1,511] [1,557] [1,446]
[1.4911

Tabla 5: Tiempos de divergencia estimados para los clados de
Eligmodontia basados en las transversiones de la 3er posicion del codén.
Se muestran los porcentajes de divergencia entre las especies y con el grupo
externo del género Eligmodontia y las estimaciones de tiempo de divergencia
con una tasa de divergencia de 2,3% por millon de afos (Reig 1987). Los
tiempos de divergencia estan representados en millon de afos. Entre
naréntesis rectos se miiestran los errores estandar.

o el £
Clado 3er posicion (%) 2,3 %/milion

Eligmodontia vs. Grupo Externo [220;39725 [?ggg]

E. typus vs. E. bolsonensis [gggg] [88;%

E. typus, E. bolsonensis vs. 4651 2022

E. morgani, E. hirtipes, E. puerulus, [1 ’ 449] [0’629]

E maoreni ’ ’

E. morgani vs. E. hirtipes, 3,923 1,706

E. puerulus, E. moreni [1,214] [0,528]

E. hirtipes vs. E. puerulus, 4,611 2,005

E. moreni [1,622] [0,705]

E. puerulus vs. E. moreni 0,541 0,235

’ T [0,055] [0,024]
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Tabla 6: Tiempo del Ancestro Comun mas Reciente (TMRCA) para cada
clado. La media, el limite superior e inferior del intervalo de confianza del 95%

(IC 95%) de la estimacién se muestran en millones de afios.

TMRCA
IC 95%
Clado media superior inferior
Eligmodontia 7,009 8,647 5,690
E. bolsonensis 0,175 0,264 0,095
E. morgani + E. hirtipes + E. moreni + E. puerulus 1,704 2,070 1,371
E. hirtipes + E. moreni + E. puerulus 1,123 1,429 0,832
E. moreni + E. puerulus 0,665 0,887 0,457
Grupo
Externo
E. typus
7,009 m.a.
[5,690 — 8,647]
0,175m.a. .
[0,095-0,264] E. bolsonensis
2344 m.a.
[1,862 —-2,857] .
E. morgani
1,704m.a. Py
[1.371— 2,070] E. hirtipes
1123 ma. - E. moreni
[0,832 — 1,429]
0,666 m.a.
[0,457 —0,887] ————— E. puerulus

Figura 11: Esquema de las relaciones filogenéticas entre las especies del

genero Eligmodontia. En los nodos se indica el TMRCA en millén de ainos.
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3.5 DEMOGRAFIA HISTORICA DE LAS ESPECIES DEL GENERO ELIGMODONTIA

En la tabla 7 se presentan los valores calculados de la diversidad nucleotidica =,
el parametro poblacional 0y, el nimero de haplotipos y la diversidad haplotipica (Hd)
para cada una de las especies. E. hirtipes mostrd los m 'y 0y, mas bajos de 4,133 y 4,379
respectivamente y E. typus presento los m 'y 6,, mas altos de 7,584 y 24,388
respectivamente. La especie que mostr6 el menor nimero de haplotipos es E. puerulus,
siendo esto ldgico ya que esta especie estd representada en este estudio por solo dos
individuos. La especie que mostrd el mayor numero de haplotipos es E. typus con 107

haplotipos, y también el Hd mayor, sin contar a E. puerulus.

Los resultados de las pruebas de neutralidad y el parametro de crecimiento
poblacional (G) con sus respetivos valores de probabilidad para cada una de las
especies se muestran en la tabla 8. Unicamente E. typus y E. morgani mostraron
resultados negativos y significativos para las pruebas de Fu y de Tajima. El pardmetro G
resultd positivo y significativo en E. moreni, E. morgani y E. typus. Estos resultados
sugeririan expansion poblacional o posible sefial de seleccion positiva en estas especies.
Aunque la distribucion de mismatch fue unimodal sélo para E. typus, lo que implica que
solo esta especie se ajustd a lo esperado bajo un evento de expansion poblacional
(Figura 12). El valor calculado de t para el evento de expansion de E. #ypus bajo el
modelo de expansion demogréfica fue de 5,121 unidades mutacionales (IC 3,379 —
9,836), mientras que el valor de T bajo el modelo de expansion espacial fue de 4,715
unidades mutacionales (CI 3,118 — 7,790). Los tiempos estimados de la expansion a
partir de estos t fueron de 69 061, 07 afios (IC 45 446,53 afios — 132 643,73 aiios) con el
modelo de expansion demografica y de 63 581,86 afios (IC 42 050,59 afios — 105

056,47 anos) con el modelo de expansion espacial. Ver Tabla 9.

Los resultados de la reconstruccion de la historia demografica por medio del
Bayesian Skyline Plot (BSP) para E. typus y E. morgani se muestran en la figura 13.
Esta reconstruccion encontrd que E. typus sufrié un expansion poblacional que comenzé
hace unos 100 000 afos, lo cual concuerda con los tiempos estimados a partir de t. Los

resultados de BSP no muestran una expansion poblacional en E. morgani.
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Tabla 7: Diversidad nucleotidica 1T, parametro poblacional 6,, nimero de
haplotipos y diversidad haplotipica (Hd) para las 6 especies del género
Eligmodontia,

L Oy numero de haplotipos Hd
E. bolsonensis 4,473 6,487 9 0,964
E. hirtipes 4,133 4,379 5 0,933
E. moreni 4,667 6,123 10 0,949
E. morgani 4,640 9,035 24 0,885
E. puerulus 6,000 6,000 2 1
E. typus 7,584 24,388 107 0,988

Tabla 8: Resultados de las pruebas de neutralidad y el parametro de
crecimiento poblacional para cada una de las especies. Entre parentesis
rectos se muestran los p — valores en los casos de Fs de Fu y D de Tajima, y
los intervalos de confianza del 99% para G. Los asteriscos indican valores con
significancia menor a 0,05 en los casos de Fs y D, e intervalos de confianza
significativos para G

Fs D G
E bolsonensis -3,154 1,402 761,48

: [0,035] [0,052] [-108,73; 3260,47]
£ hirtives -0,687 -0,338 948,35

- firtip [0,267] [0,339] [-611,82; 7187,50]
£ moreni -3,264 1,013 1018,21 *

: [0,039] [0,134] [9,78: 4619,78]
£ moraani -9,760 * -1,650 * 515,52 *

- morg [0,002] [0,017] [79,88; 1491,72]
£ tvous -24,650 * -2,200 * 342,50 *

P [0,0001] [0,001] [200,98; 581,07]

Tabla 9: Parametro poblacional 7 y tiempos estimados de expansién para
E. typus. Los restimados bajo los modelos de expansiéon demografica y de
expansion espacial para E. typus y los tiempos estimados a partir de 7
expresados en anos. Entre paréntesis rectos se muestra el intervalo de
confianza del 99%.

Modelo de Expansion Demografica Modelo de Expansién Espacial
T tiempo estimado T tiempo estimado
E. tyous 5,121 69.061 4,715 63.582
Y [3,379-9,836] [45.447 - 132.644] [3,118 - 7,790] [42.051 - 105.056]
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Figura 12: Distribucion de diferencias pareadas e intervalo de confianza del
99% bajo el modelo de expansion demografica para E. typus 'y E. morgani.
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Figura 13: Graficas mostrando los resultados de BSP para E. typus (A) y E.
morgani (B) junto con los tiempos de expansidn estimados por t para E. typus.

MED: Modelo de Expansion Demografica, MEE: Modelo de Expansién

Espacial.
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3.6 ESTRUCTURA POBLACIONAL EN E. TYPUS Y E. MORGANI

Los analisis de escalamiento multidimensional (MDS) para E. typus y E.
morgani se muestran en las figuras 14 y 15 respectivamente. En E. fypus no se ve un
patron geografico claro, mientras que en E. morgani el patron geografico es un poco
mas claro, donde la region “No Patagonia” se encuentra bien separada del resto de las

regiones, y a la region “Patagonia Sur” se encuentra un poco apartada del resto.

E. typus E. typus
Dimensién 1 Dimension 1
-0.06 -0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 -0.06 -0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04
0.05 0.08
x 0.04
003 0.06
0.02 0.04
E - ‘ 0.01 ": x 2
y ce— Ty
(]
001 § o g
0.00 @®
002 E % E
003 O 0.020
-0.04 ™ -0.04
x -0.05 T - .
-0.06 -0.08
E.
N .t’ypzus ¢ Rio_Chubut5
imension i
-0.06 -0.04 -0.02 0.00 0.02 0.04 0.06 . RIO_ChUbUQ
0.08 4 Rio_Chubut6
00 X Rio_Chubut4
X Chubut_Sur
X 0.04 - Rio_Chubut3
0.02 5 + Rio_Chubut1
—.0!_.—_ oo 2 = Chubut_Este
X £ = P_Sur
0.02 A
=6— Norte
+ 004 ~=~P_Norte
-
-0.06

Figura 14: Graficas de los analisis de escalamiento multidimensional (MDS) en
tres dimensiones de E. typus.
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Figura 15: Graficas de los analisis de escalamiento multidimensional (MDS) en
tres dimensiones de E. morgani.

En la figura 16 se muestran los indices Fcr para los diferentes K computados con
SAMOVA y AMOVA para E. typus y E. morgani, en la cual se ve que en el caso de E.
typus el agrupamiento que tienen el mayor Fcr es K=2, sin apoyo para esta diferencia,
en el que un grupo es la localidad 13 en la provincia de Chubut y el otro grupo esta
formado por el resto de las localidades, y en el caso de E. morgani el agrupamientos que
tienen el mayor Fcr es también K=2 en el que uno de los grupos estd compuesto por las
localidades ubicadas fuera de la Patagonia (M33, M34 y M38) y el otro grupo esté

formado por las localidades patagonicas.
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Figura 16: Graficas mostrando los indices Fcr para los diferentes K
computados por SAMOVA y AMOVA en E. typus 'y E. morgani

3.7 VARIACION POBLACIONAL EN E. TYPUS 'Y E. MORGANI

Los valores calculados de la diversidad nucleotidica =, el pardmetro poblacional
Oy, el nimero de haplotipos y la diversidad haplotipica (Hd) para cada una de las
regiones en las que se dividieron a E. typus y E. morgani se presentan en la tabla 10. La
region “No Patagonia” mostro los m y 0,, mas bajos y la region “Patagonia Norte”
mostro los m 'y 6, mas altos en E. morgani. En E. typus la region “Patagonia Sur” fue la
que mostro el © mas bajo y la region “Patagonia Norte” el m més alto, mientras que la
region “Patagonia Norte” mostro el 0, més bajo y la region “No Patagonia” el 0y, més
alto. La region que mostré mayor diversidad haplotipica (Hd) en E. morgani fue

“Patagonia Sur”, y en E. typus “Patagonia Norte”.

El analisis de AMOVA global entre todas las regiones para cada una de las
especies dio como resultado que el 30,22% de la variacion en E. morgani se explica por
diferencias entre estas tres regiones (F4=0,302 P <0,05) y que solo el 2,35% de la
variacion en E. typus se explica por diferencias entre estas tres regiones (Fy=0,023 P
<0,05) (Tabla 11A). Todos los valores calculados de F; para pares de regiones en E.
morgani (Tabla 11B) fueron significativamente diferentes de cero, siendo el menor de
los valores calculados el F entre “Patagonia Sur” y “No Patagonia” (Fy=0,116) y el
mayor entre “Patagonia Norte” y “Patagonia Sur” (F=0,741). En E. typus los valores

calculados de F para los pares de regiones “No Patagonia”-“Patagonia Sur” (Fy=0,022)
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y “Patagonia Norte”-*“Patagonia Sur” (Fs=0,104) fueron significativamente diferentes

de cero (Tabla 11B).

Tabla 10: Diversidad nucleotidica 1, parametro poblacional 6,,, niumero de
haplotipos y diversidad haplotipica (Hd) para las regiones en las que se
dividieron a E. typus y E. morgani,

m Ow numero de haplotipos Hd
‘= No Patagonia 2,000 2,000 3 1,000
§ P Norte 4,754 7,338 12 0,810
f] P Sur 2,909 4,389 11 0,895
o No Patagonia 6,444 7,777 8 0,956
§; P Norte 8,012 2,381 84 0,987
W psyr 4,441 5,620 11 0,934

Tabla 11: Resultados de AMOVA para la division en regiones de E. typus y
E. morgani (A) y los Fst pareados entre estas (B). Los asteriscos indican
valores con significancia menor a 0,05

A Fuente de la variacion E. morgani E. typus
entre grupos 30,22% 2,35%
dentro de grupos 69,78% 97,65%
Fsr 0,302 * 0,024 *
B E. morgani E. typus
No No
Patagonia P. Norte P. Sur Patagonia P. Norte P. Sur
No Patagonia 0 No Patagonia 0
P Norte 0,504 * 0 P Norte 0,018 0
PSur 0,116* 0,741~ 0 P Sur 0,022* | 0,104 * 0
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Los resultados de las pruebas de neutralidad y el pardmetro de crecimiento
poblacional (G) con sus respectivos valores de probabilidad para cada una de las
especies se muestran en la tabla 12. En este caso no se hicieron estos analisis para la
region “No Patagonia” de E. morgani debido a que solo hay 3 muestras en esta region.
E. morgani solo mostro resultado negativo y significativo para la prueba de Fu en la
region “Patagonia Sur”; E. typus solo mostrd resultados negativos y significativos para
las pruebas de Fu y de Tajima en la region “Patagonia Norte”. Estos resultados
sugeririan expansion poblacional o posible sefial de seleccidon positiva en estas regiones
para cada especie. Estos resultados son acompafiados con el hecho de que las
distribuciones de mismatch para estas regiones fueron unimodales (figura 17), por esta
razon se calcularon los valores de t para la region “Patagonia Sur” de E. morgani 'y
“Patagonia Norte” de E. typus, los cuales se muestran en la tabla 13. Los valores
calculado de t para los eventos de expansion de las regiones “Patagonia Sur” de E.
morgani 'y ‘“Patagonia Norte” de E. fypus bajo el modelo de expansion demografica
(MED) fueron de 2,912 unidades mutacionales (IC 0,974-4,662) y 5,107 unidades
mutacionales (IC 2,543-11,701) respectivamente, mientras que los valores de 1 bajo el
modelo de expansion espacial (MEE) fueron de 2,813 unidades mutacionales (IC 0,911-
4,276) y 4,698 unidades mutacionales (IC 2,879-7,648) respectivamente. Los tiempos
estimados de la expansion a partir de estos T para la region “Patagonia Sur” de E.
morgani fueron 32 314,85 afos bajo MED (IC 10 814,97 afios — 51 734,09 afios) y 31
213,05 bajo MEE (IC 10 108,77 afios — 47 453,98 afios), mientras que para la region
“Patagonia Norte” de E. typus fueron 68 876,72 afios bajo MED (1C34 293,52afo0s —
157 797,52 afios) y 63 360,83 afios bajo MEE (IC 38 822,53 afios — 103 138,15 afios).
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Tabla 12: Resultados de las pruebas de neutralidad y el parametro de
crecimiento poblacional para cada uno de los grupos de localidades de E.
typus y E. morgani. Entre paréntesis rectos se muestran los p — valores en los
casos de Fs de Fu y D de Tajima, y los intervalos de confianza del 99% para G.
Los asteriscos indican valores con significancia menor a 0,05 en los casos de
Fs y D, e intervalos de confianza significativos para G. P = Patagonia.

Fs D G
-1,599 -1,352 205,08
IS P. Norte
g [0,263] [0,052] [-265,99; 1170,56]
g o s 4,815 * 1,225 1357,65 *
: . Sur
W [0,010] [0,083] [227,55: 4656,55]
_ -1,197 -0,775 458,52
No Patagonia
[0,241] [0,185] [-176,19; 4246,77]
3 -24,661 * -2,153 * 318,14 *
& P. Norte
= [0,0001] [0,0002] [180,27; 610,35]
-2,896 -0,908 633,09
P. Sur
[0,072] [0,154] [-166,05; 2686,23]

Tabla 13: Parametro poblacional 7 y tiempos estimados para las regiones
de E. typus y E. morgani que se ajustaron a un modelo de expansién
poblacional. Los restimados bajo los modelos de expansién demografica y de
expansion espacial para las regiones de E. typus y E. morgani y los tiempos
estimados a partir de t expresados en afnos. Entre paréntesis rectos se muestra
el intervalo de confianza del 99%. P. = Patagonia.

Modelo de Expansion Demografica Modelo de Expansién Espacial
T tiempo estimado T tiempo estimado
Regién
b s 2,912 32.314,85 2,813 31.213,05
. Sur
~ [0,975-4,662] [10.814,97-51.734,09] [0,911-4,276] [10.108,77-47.453,98]
de E. morgani
Regién
P Nort 5,107 68.876,72 4,698 63.360,83
. Norte
[2,543-11,701] [34.293,52-157.797,52] [2,879-7,648] [38.822,53-103.138,15]
de E. typus
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4 DISCUSION

4.1 CONSIDERACIONES PRINCIPALES

Una teoria importante para explicar el desarrollo y continuidad de la diversidad
de especies es la Teoria de Refugios (Haffer, 1969). Esta plantea que el aislamiento
geografico, provocado por la retraccion de los ambientes durante las sucesivas
glaciaciones que tuvieron lugar en el Cuaternario (Haffer, 1997; Haffer y Prance, 2001,
y revisado en Moritz et al., 2000) es la fuente de diversidad especifica e intraespecifica

actual.

Estéa bien documentado que los ciclos climaticos del Pleistoceno, que resultaron
en la formacion de extensas masas glaciares en el hemisferio norte, tuvieron un gran
impacto en dicha region del mundo con la formacion bien documentada de refugios
(e.g., Hewitt 2000, 2004, Arbogast ef al. 1998). Sin embargo, los impactos de los ciclos
glaciares en América del Sur fueron mas moderados (e.g., Moreno 1997, Moreno ef al.
1999, Rabassa et al. 2000, 2005, Schaefer ef al. 2006). No obstante, los ensambles de
pequetios mamiferos pueden responder a dichos cambios (e.g., Pearson 1987, Pardifias
1999) y contribuir a revelar la historia de los ambientes a los que se encuentran
asociados. Por esta razon se ha postulado la existencia de diversos refugios para
Sudamérica con ubicaciones variables basados en estudios de la flora y diferentes
mamiferos de la region (e.g., Premoli ef al. 2000, Smith ef al. 2001, Muellner et al.
2005, Haberle & Bennett 2004, Heusser et al. 2006, Rodriguez-Serrano et al. 2006,
Steppan et al. 2007).

En este contexto planteamos la hipotesis de que la diversidad bioldgica de los
organismos terrestres en altas latitudes de Sudamérica estd directamente relacionada con
los ciclos climaticos y cambios geologicos del Cuaternario. Siguiendo esta hipdtesis
esperamos encontrar: a) signos de expansion, reflejados en los test de neutralidad y en
reconstrucciones filogenéticas tipo “estrella”, en las especies y/o poblaciones que
habitan altas latitudes debido a la expansion poblacional que sufrieron durante los

periodos interglaciares, y b) si correspondiese, llegar a dilucidar el nimero y ubicacién
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de estos refugios debido a que estas zonas serian zonas de estabilidad genética, con

mayor estructuracion genética.

Para realizar este trabajo se utilizaron datos de las seis especies reconocidas del
género Eligmodontia, un roedor de la tribu Phyllotini, de la subfamilia Sigmodontinae
(e.g., Braun 1993; Smith & Patton 1999; Steppan 1993, 1995; Steppan et al. 2004). Este
género fue elegido debido a su amplia distribucion geogréfica, y su abundancia en las
areas muestreadas, que asegura tamanos muestrales apropiados. Se utilizaron secuencias
mitocondriales del gen del citocromo b sabiendo que tiene los niveles de variacion
suficientes para los fines de este estudio y con el fin de integrar y complementar los
trabajos previos realizados en el género. Para esto se utilizaron 201 ejemplares

provenientes de 71 localidades distribuidas a lo largo del sur de Sudamérica.

Cabe destacar que la interpretacion de la estructura y demografia por medio del
estudio de secuencias del ADN,, tiene algunos puntos a tener en cuenta debidos a las
propiedades de este marcador (ver Recuadro 1). Uno de estos puntos es la seleccion
natural ya que eventos de apartamiento de la neutralidad estricta podrian estar
enmascarando los efectos de los cambios demograficos. También debe tenerse en mente
que aunque el gen estudiado no esté bajo un régimen de seleccion, este podria estar
siendo afectado por la seleccion debido a ligamiento con otros genes codificantes del

genoma mitocondrial (en inglés: genetic hitchhiking, Maynard Smith & Haigh 1974).

4.2 EL GENERO ELIGMODONTIA

Varias hipotesis han sido propuestas para explicar la diversificacion del género
Eligmodontia (e.g. Reig 1986, Spotorno et al. 1994 y 2001, Mares et al. 2008). Reig
(1986) se focalizo en la evolucion de los filotinos incluyendo a Eligmodontia y propuso
un area de diversificacion para la tribu en el sur del altiplano andino o el sur de los
Andes y sugiri6 que Eligmodontia se desarrolld de un ancestro parecido a Calomys
antes del levantamiento del Plio-Pleistoceno que llevo al altiplano a su altura actual.
Eligmodontia entonces se desarrollo en la porcidon norte de su rango actual y desde alli
se expandio y diversifico hacia el sur en el Monte y la estepa patagénica. Spotorno ef al.
(1994, 2001) basandose principalmente en datos citogenéticos, sugirieron que una

especies ancestral, tal vez del Mioceno tardio con FN = 48, con una amplia distribucion
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norte-sur, fue separada por la diagonal xérica durante el Plio-Pleistoceno. Factores
geograficos, como las barreras de hielo generadas por las glaciaciones ciclicas dentro de
los Valles de los Andes (Vuillemer 1971), fueron instrumentos en la especiacion de los
ancestros del norte en E. puerulus y secundariamente en E. moreni; ambas especies
exhiben numeros fundamentales altos sugeridos como la condicion ancestral. En
contraste, factores citogenéticos, fusiones en tindem con consecuencias de aislamiento
meiotico, habrian sido los causantes del aislamiento reproductivo en las tierras bajas del

sur de Argentina llevando a la formacion de E. typus y E. morgani.

Mares et al. (2008), basandose en datos moleculares, proponen otra hipotesis
para la radiacion de este género. Estos autores sugieren que Eligmodontia primero se
habria desarrollado en las tierras bajas aridas y semidridas del sur-centro de Suramérica
en respuesta a la aridez creciente de esos tiempos. Durante el Plioceno, esta
Eligmodontia ancestral fue separada en dos clados. El primer clado se habria dispersado
a lo largo de los flancos orientales de los Andes dando lugar, por una parte a E. morgani
en el sur y por otra parte, durante el Pleistoceno tardio — Plioceno, a las especies del
norte: E. hirtipes, E. puerulus y E. moreni., El segundo clado dio lugar a E. typus que se
dispersoé en las tierras bajas de Argentina, y mas recientemente la zona norte de su
distribucion divergid en E. bolsonensis. Esta ultima especie esta restringida al Bolson de
Pipanaco, Campo de Belén, Campo del Arenal, el valle del Rio Belén y Rio Bolson
(todas estas localidades en la Provincia de Catamarca), y posiblemente el Valle
Calchaquies (el cual abarca las provincias de Salta, Tucuman y Catamarca), por lo que
Mares et al. (2008) proponen que en algin momento, hace unos 250.000 afios, una
barrera geografica o ecologica estaba en la entrada del Bolson de Pipanaco. Esta barrera
habria proporcionado un mecanismo para la especiacion de poblaciones ancestrales de
E. typus en E. bolsonensis, y posteriormente estas poblaciones se habrian propagado
hacia el norte a través de los bolsones aridos del norte del Desierto de Monte (esquema

en figura 2)

Nuestro trabajo muestra una concordancia general entre las filogenias obtenidas
(figura 11) con aquellas derivadas usando morfologia (Braun 1993) y datos
mitocondriales (407 pb por Spotorno ef al. 2001, 698 pb por Lanzone et al. 2007, 1143
pb por Mares et al. 2008). Cabe destacar que dentro del muestreo de este trabajo se

encuentran dos especimenes colectados en localidades muy importantes en la historia de
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la sistematica del género, las cuales por primera vez se utilizan en un estudio molecular.
El espécimen colectado en la Localidad 1 (Monte Hermoso: Laguna Sauce Grande,
margen sur, Provincia de Buenos Aires) es un cuasi topotipo de la forma nominal
Eligmodontia elegans, la cual ya se ha pasado a la sinonimia de E. fypus (Musser &
Carleton 2005), y en la reconstruccion filogenética se agrupa con especimenes de E.
typus (figuras 7 y 8). El espécimen colectado en la Localidad 24 (Lago Buenos Aires:
Estancia Casa de Piedra, Rio Ecker, Provincia de Santa Cruz) es un cuasi topotipo de la
forma nominal Eligmodontia morgani, hoy en dia considerada valida, y se agrupa en la
reconstruccion filogenética con los especimenes provenientes de la Patagonia austral y
occidental (figuras 7 y 8). Dado estos resultados concluimos que efectivamente E.
elegans es sindbnimo de E. typus y que E. morgani es el nombre aplicable a las

poblaciones de Patagonia austral y occidental.

También con este trabajo aportamos una datacion de los eventos de cladogénesis
de Eligmodontia con una tasa de evolucion calculada particularmente para el género, lo
cual nos permiti6 dataciones mas precisas, aunque no discordantes, que las de trabajos
anteriores (e.g. Mares et al. 2008, Lanzone et al. 2010). Nuestras dataciones muestran la
separacion de Eligmodontia del resto de los Filotinos alrededor de 5,7 — 8,6 millones de
afios atras en el Mioceno. Como el f6sil mas antiguo de Eligmodontia es del Pleistoceno
inferior-medio y proviene de la region Pampeana Argentina (Pardifias et al. 2002), y los
sigmodontinos mas antiguos de América del Sur también provienen de la region
pampeana argentina (Reig, 1978; Pardifias y Tonni, 1998) y corresponden a formas
genéricas avanzadas de las tribus Phyllotini, es probable que este género, concordando
con la hipdtesis de Mares et al. 2008, primero se desarrollo en las tierras bajas aridas y
semidridas del sur-centro de Suramérica en respuesta a la aridez creciente que ocurrio
en ese tiempo debido al levantamiento de la cordillera Andina Patagoénica (Ortiz—

Jaureguizar & Cladera 2006).

Hace unos 2,3 millones de afios, ya en el Pleistoceno, el Eligmodontia ancestral
se habria separado en dos clados, uno de estos manteniéndose en el area de origen y
dispersandose al sur por las tierras bajas de la Patagonia, y el otro se habria dispersado
por la ladera este de los Andes hacia el norte. Ya otros autores habian propuesto una
division temprana y rapida de las poblaciones parentales del género. Hillyard et al.

(1997) concuerda con nosotros en el tiempo de esta separacion (1,7-2,7 millones de
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afos), mientras que Sikes et al. (1997) y Mares et al. (2008) proponen tiempos mas
antiguos, aunque sus limites inferiores son comparables con nuestros resultados (2,5-3,0

y 2,8 millones de afios respectivamente).

El primer clado daria lugar a E. typus, y eventualmente (0,28 millones de afios
atras) se diversificaria E. bolsonensis debido a una barrera geografica o ecologica que
habria surgido entre estos clados. Nuestros datos concuerdan con los de Hillyard ef al.
(1997) que encuentran la mayor diversidad haplotidica y los linajes mas antiguos de E.
typus en el noroeste de la Patagonia, lo que indicaria que esta especie se originod en esta
region. En este trabajo encontramos haplotipos caracteristicos de E. bolsonensis en las
tierras bajas de la Patagonia, por lo que proponemos que esta especie no solo se
disperso hacia el norte de su rango original, sino que también se dispersé hacia el sur a
mas de 1.500 km hasta alcanzar tierras bajas de la Patagonia en la provincia de Chubut,

Argentina; entrando en simpatria con su especie hermana, E. typus.

Cabe profundizar en la expansion de rango de E. bolsonensis y su distribucion
disyunta reportada en este trabajo. E. bolsonensis hasta ahora no habia sido reportada
para la Patagonia, lo cual tiene varias explicaciones. Una explicacion es que E.
bolsonensis no sea una especie, es decir que no sea un clado totalmente separado de E.
typus, por lo que se encuentran en regiones Patagdnicas haplotipos de E. typus
caracteristicos de las regiones de los bolsones en la provincia de Catamarca. Otra
explicacion seria que hay una introgresion mitocondrial de E. bolsonensis a E. typus, es
decir que hubo hibridacion reciente entre estas especies donde haplotipos de E.
bolsonensis introgresaron en E. typus. También podria explicarse simplemente por la
falta de colectas exhaustivas en regiones al sur del Rio Colorado, donde no se habia
muestreado esta especie hasta el momento de este trabajo. De todas maneras, parece
extrafia la distribucion disyunta, de mas de 1.500 km de separacion, de estos
especimenes. Esta distribucion seguramente esté dada por el hecho de que hay un gran
“hueco” en el muestreo de este género a lo largo de la Pampa. Al realizar muestreos en
esta zona seguramente nos encontremos con una gran abundancia de Eligmodontia, y

probablemente descubramos mas haplotipos caracteristicos de E. bolsonensis.

El segundo clado se habria diversificado en un clado norte y uno sur hace 1,7

millones de afios atras, posiblemente en relacion al levantamiento de la Cordillera
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Central de Argentina y Chile, la Puna y las sierras pampeanas de la Argentina (Mares et
al. 2000, 2008). El clado sur dio lugar a E. morgani, la cual probablemente se origind en
el noroeste de la Patagonia debido a que nosotros, en concordancia con Hillyard ef al.
(1997) y Mares et al. (2008), encontramos a los linajes mas divergentes de esta especie
en esta region. Desde aqui se habria dispersado por las estepas andinas patagonicas y
hacia el sur de la Patagonia hasta la costa atlantica, ésta Glltima una regioén no antes
adjudicada al hébitat de E. morgani. Esta dispersion llevé a que E. morgani cohabite
con E. typus en varias regiones de la Patagonia. Nosotros, al igual que Zambelli et al.
(1992), Hillyard et al. (1997) y Sikes et al. (1997), encontramos simpatria entre estas
especies en el noroeste patagonico (provincias de Rio Negro y Chubut), region en la
cual hay una inter-digitacion entre las biozonas del oriente (ocupado por E. typus) y el
occidente (ocupado por E. morgani) dependiendo de la elevacion (Hillyard et al. 1997).
También encontramos simpatria en el sureste patagonico (costa atlantica de las
provincias de Chubut y Santa Cruz), donde la altitud no es la usual para que habite esta
especie, pero probablemente las condiciones climaticas mas extremas hacen de esta un

area propicia para que también habite £E. morgani.

En el clado norte, E. hirtipes habria divergido de un ancestro comtn de E. puerulus y E.
moreni hace unos 1,123 millones de afos, la cual es la especie que habita la region mas
norte del rango de distribucion del género. Y finalmente hace unos 0,67 millones de
afos diversificaron las especies E. moreni y E. puerulus. La especiacion de este clado
norte probablemente esté ligada directamente con las glaciaciones del Pleistoceno ya
que el GPG habria ocurrido hace 1 — 1,2 millones de afios, fecha que concuerda con la
diversificacion de E. hirtipes del clado E. puerulus — E. moreni, y la diversificacion de
E. moreni y E. puerulus estaria relacionada con una de las al menos 15 glaciaciones que

le siguieron al GPG.

Todas las cladogénesis dentro del género fueron datadas dentro del Pleistoceno,
lo cual muestra que estas especies son jovenes en términos geoldgicos. Aunque nuestras
dataciones tienen mucha incertidumbre, y por esa razon los intervalos de confianza son
muy amplios; podemos destacar que hay tres dataciones de cladogénesis (clado E.
puerulus + E. moreni del clado E. hirtipes, clado E. puerulus + E. moreni + E. hirtipes
del clado E. morgani, clado E. puerulus + E. moreni + E. hirtipes + E. morgani del

clado E. typus + E. bolsonensis) cuyos intervalos de confianza se superponen. Estos
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resultados estarian mostrando que Eligmodontia, en las regiones aridas del sur del
continente, respondid rapidamente a los grandes cambios climaticos y geoldgicos del
Pleistoceno a través de la colonizacion de nuevos habitats y consecuente especiacion

“explosiva”.

Cabe realizar un paréntesis en este punto para retomar y profundizar en la
simpatria entre E. typus y E. morgani. Las localidades de muestreo en las que se
encontro esta simpatria estan comprendidas por varios puntos de muestreo, distanciados
entre si por alrededor de 5 km. En estas localidades se da simpatria (ocurrencia en la
misma localidad), pero no siempre sintopia (ocurrencia en el mismo habitat). El disefio
complejo de interdigitacion de zonas altas (meseta) y zonas bajas en las provincias de
Chubut y Santa Cruz posibilita la simpatria entre estas especies. Parece ser que E.
morgani tiene mayor fidelidad a las zonas altas de la meseta mientras que E. fypus posee
una mayor labilidad, lo cual permite que esta especie habite ambientes heterogéneos que
van desde tierras bajas, zona mas comunmente habitada por esta especie, a tierras
relativamente altas de alrededor de 600 m.s.n.m., aunque aqui su presencia es escasa.
Siguiendo con esta idea, observamos que la costa patagonica genera, con sus ambientes
asociados, un “corredor” de valles (tierras bajas) moderadamente propicio que permite
la “penetracion” de E. typus al sur Patagonico donde el habitat es suboptimo para su

supervivencia.

4.3 ELIGMODONTIA EN LA PATAGONIA

Los analisis exploratorios que realizamos con el fin de determinar la estructura
geografica de las especies patagonicas (E. typus y E. morgani) dieron resultados muy
parecidos en cada una de ellas, algo esperado dadas las topologias de las
reconstrucciones filogenéticas de cada especie. En E. #ypus, concordando con Hillyard
et al. (1997) y Lessa et al. (2010), no se encontr6 evidencia de estructura geografica en
todo su rango de distribucién, llevando a tratar a toda la especie como una unica
poblacion en los analisis demograficos. Esto es apoyado con los analisis de AMOVA
que revelan que el 97,65 % de la variacion se encuentra dentro de los grupos que
formamos agrupando localidades de muestreo. Los estudios realizados con SAMOVA

no mostraron apoyo para ninguna estructura geografica.
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En el caso de E. morgani, aunque tampoco se encontro estructura geografica
evidente, concordando con Lessa et al. (2010), si se encontrd una leve diferenciacion
entre las poblaciones que se encuentran al norte del Rio Colorado y las que se
encuentran al sur de este. De todas maneras esta especie se debe de tomar como una
unica poblacion, como plantea Hillyard ef al. (1997) y de Sousa et al. (1996). Esto es
apoyado con los analisis de AMOVA que revelan que el 69,79 % de la variacion
proviene de dentro de los grupos que formamos agrupando localidades de muestreo. La
estructura geografica que encuentra SAMOVA en esta especie podria ser producto de
una barrera que hace 277 mil afios habria separado a E. morgani en dos poblaciones
aisladas entre si por un periodo corto, sin que transcurriera el tiempo suficiente como
para llegar a la monofilia reciproca. Este aislamiento podria haber sido causado por un
glaciar en la zona alta del Rio Colorado durante la etapa glaciar llamada OIS8 (Oxygene
Isotope Stage 8, Lisiecki & Raymo 2005). Planteamos esta hipdtesis debido a que como
hay evidencia que en esta zona hubo un glaciar durante el LGM (Rabassa 2008),

también podria haberlo habido durante la OISS.

Un resultado a destacar es que las Gnicas especies que muestran signos de
posible expansion poblacional son aquellas que habitan la Patagonia, E. typus y E.
morgani. En concordancia con estos resultados, se observa en ambas especies una muy
alta diversidad haplotipica, en particular en E. fypus, y filogenias en forma de estrella.
Esto ya lo habian notado Hillyard et al. (1997) y Mares et al. (2008). Esto indicaria que
las especies que habitan altas latitudes se vieron mas afectadas a los cambios climaticos
ciclicos del Pleistoceno, concordando con la idea de Willis & Whittaker (2000) de que
los refugios pleistocénicos habrian tenido una mayor influencia en la biodiversidad en

altas latitudes y en climas templados que en areas tropicales.

En particular en E. typus se observa una fuerte sefial de expansion demografica,
apoyada por todos los analisis realizados, que habria ocurrido hace unos 65 mil afios. Al
dividir esta especie en subregiones, aunque esta subdivision fuese algo forzada, se
encontr6 que la expansion radica en la region que se encuentra entre el Rio Colorado y
el corte filogeografico encontrado para varias especies de sigmodontinos patagonicos de
Lessa et al. (2010). En las regiones al norte del Rio Colorado y al sur del corte
filogeografico no se encontraron signos de expansion poblacional y mostraron bajos

valores de estimativos de diversidad. Debido a la historia de mayor estabilidad climatica
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de la region al norte del Rio Colorado proponemos una historia de estabilidad
poblacional para la regioén. Lo contrario ocurri6 al sur del corte filogeografico, donde
los ciclos glaciares tuvieron efectos mucho mas marcados. Esta falta de sefial de
expansion en el sur no estaria dada por estabilidad poblacional sino por la baja variacion
genética debido al bajo tamafio poblacional efectivo (Ne) causado por las condiciones
hostiles para la supervivencia de la especie en esta region. Este mismo patron de
expansion poblacional se encontrd en Phyllotis xanthopygus, otro sigmodontino
patagoénico (Riverdn com. pers.). Basdndose en esto, la hipotesis biogeografica mas
probable es que durante una de las glaciaciones del cuaternario, quizas en la glaciacion
mads extensa de los ultimos 500.000 afos llamada OIS6 (Oxygene Isotope Stage 6, 140—
180.000 afios atras, Clapperton 1993), esta especie sufrio un cuello de botella debido a
que se vio retraida a un refugio en la region al norte del Rio Colorado. A partir de aqui
esta repoblo aéreas al sur y sufri6 una réapida expansion que coincide con la etapa
llamado OIS4 (Oxygene Isotope Stage 4), una etapa glaciar que ocurrié entre 60.000 y
70.000 afios atras (Rabassa &Clapperton 1990; Singer ef al. 2004). Esta glaciacion tiene
la particularidad de que fue la mas benigna de los tltimos 200.000 afios. Coincidiendo
con una etapa de glaciacion moderada e interglaciares la especie llego a colonizar la
Patagonia mas austral, donde las condiciones subOptimas para su supervivencia

determinaron poblaciones pequefias donde se perdié la sefial de esta gran expansion.

El caso de E. morgani es diferente. Aunque esta especie muestra signos de
apartamiento de la neutralidad, no muestra signos claros de expansion poblacional, lo
cual podria estar dado por seleccion en el marcador y/o en algln otro gen mitocondrial.
Pero al subdividir la especie encontramos claros signos de una expansion demografica
en la region al sur del corte filogeografico de Lessa ef al. (2010), apoyada por todos los
analisis realizados, que habria tenido lugar hace unos 32 mil afios. Y a su vez
encontramos estabilidad poblacional en la region al norte del corte filogeografico.
Basandonos en esto, la hipdtesis biogeografica mas probable es que durante una de las
glaciaciones del cuaternario esta especie sufrié un cuello de botella debido a que se vio
retraida a un refugio al norte del corte filogeografico de Lessa et al. (2010). A partir de
aqui esta repoblo aéreas al sur y sufri6 una rapida expansion que coincide con la etapa
mas benigna de la ultima glaciacion (OS2, 15-35 000 afios atras, Rabassa &Clapperton
1990; Singer et al. 2004). La reconstruccion filogenética muestra una leve

estructuracion, lo cual lleva a pensar que esta especie se vio menos afectada por los
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ciclos climaticos pleistocénicos, tal vez debido a condiciones intrinsecas de la especie,
dado que esta estd adaptada a vivir en climas mas aridos y frios que E. typus, como lo
son los de la ladera este de la cordillera de los Andes y la regién mas austral de la

Patagonia.

Nuestros resultados son consistentes con una historia de expansion muy anterior
a la finalizacioén del LGM para ambas especies, con las siguientes salvedades. En primer
lugar, estimaciones hechas con un solo locus lleva a amplios intervalos de confianza,
por lo que es dificil determinar las fechas exactas y relacionarlas a determinados
fendomenos geoldgicos. En segundo lugar, los modelos utilizados son relativamente
simples; modelos historicos mas complejos pueden ser necesarios para examinar los
cambios demograficos en las poblaciones geograficamente estructuradas (e.g., Jesus et
al. 2006). Por ultimo, los andlisis asumen una neutralidad estricta, pero se reconoce
desde hace mucho tiempo que determinados tipos de seleccion pueden resultar en
patrones de variacion dentro de la especie similar a la expansion demografica (Tajima
1989). Sin embargo, el patrén no se limita a una o unas pocas especies (Lessa et al.
2010, Riverdn com. pers, Abud com. pers.), lo cual argumenta a favor de una

explicacion demografica basada en una historia comun (Lessa ef al. 2003).
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5 CONCLUSIONES

Hasta ahora los estudios en Eligmodontia habian sido basados en pocos
especimenes y de regiones geograficas restringidas, lo cual ha conducido a
interpretaciones dispares entre autores. Este estudio, gracias a un muestro mas amplio,
contribuye a una mejor demarcacion de los limites de distribucion y relaciones
filogenéticas del género. Por este motivo podemos claramente afirmar la presencia de
tres especies diferentes de Eligmodontia en la Patagonia (E. typus, E. morgani 'y E.
bolsonensis). Reportamos localidades de simpatria entre E. typus y E. bolsonensis,
hecho nunca antes reportado, y nuevas localidades de simpatria entre E. typus y E.
morgani. Ampliamos el rango de distribucion de E. bolsonensis a mas de 1.500 km al
sur, Patagonia propiamente dicha, de su distribucion aceptada actualmente y el rango de
distribucion de E. morgani hasta la costa Atlantica de la Patagonia. Con este trabajo
molecular se esta aportando por primera vez evidencia de que en efecto E. elegans es
sinénimo de E. typus y que E. morgani es el nombre aplicable a las poblaciones de

Patagonia austral y occidental.

Nuestra hipotesis de especiacion y diversidad del género Eligmodontia
concuerda en gran medida con la hipdtesis biogeografica planteada por Mares et al.
(2008). La misma plantea que la diversificacion de este género esta estrechamente
relacionada a la orogenia de los Andes y a los cambios climaticos del Cuaternario. En
cambio, observamos discordancias en las fechas de divergencia entre las especies y los
rangos de distribucion de E. morgani y E. bolsonensis. Estas discordancias se deben
basicamente a nuestro muestreo mucho mayor y mas amplio que nos permitio
determinar una tasa de evolucion mas precisa y encontrar nuevas localidades para las

especies de este género.

Concluimos que E. typus y E. morgani siguen un modelo de expansion
demografica, en cada caso desde una fuente unica y restringida (Smith ez al. 2001). Esta
fuente seria una region en la cual estas especies se refugiaron, debido a condiciones
climaticas mas estables o menos severas a las sufridas en regiones mas australes, en una
glaciacion anterior al LGM. Con nuestros datos solo podemos decir que cada una de

estas especies se vio restringida en un unico refugio, pero no podemos afirmar que este
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unico refugio fue comun para ambas especies, ni lo contrario. Solo podemos hipotétizar
que el o los refugios se encontrarian en el norte de la Patagonia o fuera de esta, y que

mads recientemente ambas especies sufrieron una expansion poblacional hacia el sur.

El patrén biogeografico historico de la Patagonia incluye eventos de especiacion
y colonizacion recientes, aunque pre — LGM. Esto concuerda con la idea de que
especies y poblaciones en altas latitudes parecen ser mas susceptibles al cambio
climatico, tanto en el corto plazo (Montes-Hugo et al. 2009.) como en asociacioén con

los ciclos climaticos historicos del Cuaternario (Hewitt 2000, Lessa et al. 2003).
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6 PERSPECTIVAS

Los estudios de la fauna patagonica, y en particular en Eligmodontia, estan lejos
de haber tocado un punto conclusivo. Se requieren estudios adicionales, algunos de los

cuales se plantean a continuacion.

Por un lado, seria necesario obtener un muestreo mas amplio y exhaustivo, sobre
todo en las dreas menos muestreadas, con el fin de poder determinar con exactitud la
ubicacion de el o los refugios y la direccion de la expansion, para refinar las fechas de
los eventos de expansion demografica, y para buscar més especimenes de E.
bolsonensis en la zona entre la distribucidn original de ésta y las nuevas localidades
reportadas aqui. Estas dreas serian: el sur de la Patagonia, que comprende a la Provincia
Argentina de Santa Cruz, la ladera este de los Andes a la altura de las provincias de
Chubut y Santa Cruz, y las provincias de Rio Negro, Neuquén y La Pampa. Y también
quizas un gran esfuerzo de muestreo en Tierra del Fuego, con la finalidad de buscar
poblaciones aisladas de Eligmodontia, ya que hay registros fosiles en la Isla Grande

(Pardinas et al. 2011).

Por otro lado, el estudio genético poblacional deberia ser ampliado mediante la
inclusion de otros marcadores genéticos no ligados con el fin de aumentar la resolucion
y detalle de los analisis. A pesar de las ventajas presentadas por el ADN mitocondrial
para esta clase de estudios, también presentamos la desventaja de utilizar solo un
marcador. Esto se debe a que la seleccion actua sobre loci especificos, mientras que los
procesos demograficos se reflejan en el conjunto del genoma. Esperariamos encontrar
en todos los marcadores utilizados reflejos de la historia demografica. Ademas, las
estimaciones de tiempos de divergencia mejorarian considerablemente y los intervalos
de confianza se estrecharian. Las opciones de marcadores no ligados serian:
microsatélites (secuencias de ADN gendémico no codificante, altamente variable), SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms — polimorfismos de nucle6tido inico) o intrones

nucleares.
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Finalmente, seria interesante ampliar este estudio a mas especies, con rangos de
distribucion similares a Eligmodontia typus y E. morgani. De esta forma, se podrian
buscar patrones filogeograficos comunes entre especies para validar o rechazar las

hipotesis biogeograficas que se presentan en este estudio.
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