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“The so-called species problem can be reduced to a simple
choice between two alternatives: Are species realities of nature

or are they simply theoretical constructs of the human mind?”

-Mayr, 1982
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RESUMEN

La tarantula Grammostola anthracina es una de las arafas de
mayor tamafio del Uruguay. Es la mas longeva dentro de los
aracnidos; sus ejemplares alcanzan a vivir mas de 30 afios y
les toma 10 afios llegar a la madurez sexual. Viven asociadas a
serranias, en cuevas que construyen bajo piedras. Durante el
periodo reproductivo el macho adulto abandona la cueva en
busca de hembras. En Uruguay se pueden distinguir dos
morfos, uno negro al norte del Rio Negro y otro marrén-rojo
distribuido al sur. Hasta el momento no se han encontrado
sitios de coexistencia de ambos morfos. Aunque no se ha
observado aislamiento copulatorio en el laboratorio, los
estudios a nivel etolégico evidencian diferencias entre los
morfos en la duracidén de cépula y el nimero de inserciones
palpares, existiendo asi la posibilidad de que representen
especies distintas. Esta tesis tuvo como objetivo dilucidar el
estatus taxonémico de la especie nominal G. anthracina,
mediante una metodologia basada primariamente en arboles
de genes, poniendo a prueba la hipotesis de que la especie
nominal G. anthracina esta constituida por mas de una especie
biologica alopatrica. Este enfoque permite delimitar las
especies como linajes historicos. Para ello se caracterizaron
genéticamente individuos de 17 localidades de Uruguay,
secuenciando la regién de ADN mitocondrial citocromo oxidasa
sub-unidad 1. Se determinaron los haplotipos para cada
localidad y se compararon los patrones de variacion intra e
interpoblacionales. A nivel geografico se determind la
distribucion del morfo negro principalmente sobre la cuesta
basaltica y el marrén-rojo en el resto del pais y a nivel
morfolégico se encontraron nuevos caracteres diagndsticos. En
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conclusidn la tesis permitid clarificar el estatus taxonémico de
la especie nominal G. anthracina, encontrando que los morfos
son especies diferentes. Estos resultados constituyen un aporte
novedoso en el estudio de arafias de Uruguay, contribuyendo a
su vez con la sistematica en general con el aporte de nuevos
caracteres diagndsticos morfolégicos.
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INTRODUCCION GENERAL

ANTECEDENTES

La sistematica es la rama de la biologia que identifica y agrupa
a los organismos reflejando sus relaciones evolutivas,
constituyendo asi el marco teodrico de referencia de toda la
informacién bioldgica (Cracraft 2002). Las especies constituyen
la unidad bioldgica basica en sistemética, fundamental para
estudios de taxonomia, biogeografia, filogeografia, ecologia,
macroevolucién, biodiversidad y conservacion (Cracaft 2002,
Oxbrough et al. 2005, Chang et al. 2007, Gjerde et al. 2007,
Pétillon et al. 2008, Masta et al. 2009, Garb & Gillespie 2009,
Bailey et al. 2010, De Busschere et al. 2010, Snowman & Zigler
2010, Kuntner & Agnarsson 2011, Rix & Harvey 2012). Existen
muchos conceptos de especie (Coyne & Orr 2004) y la
delimitacion de especies en la naturaleza dista de ser sencilla
(Cracaft 2002, Hey et al. 2003, Sites & Marshall 2004). Uno de
los conceptos de especie mas extendidos, al menos entre los
zoologos, es el concepto biologico de especie planteado por
Mayr (1942, 1995). A partir del uso masivo de secuencias de
ADN en estudios taxondmicos, los conceptos filogenéticos de
especie (Baum & Donoghue 1995, Cracraft 1989, de Queiroz &
Donoghue 1988, Shaw 1998) van tomando cada vez mas
importancia, mientras otros definen a las especies desde un
enfoque genealégico (Baum & Shaw 1995, Fujita et al. 2012,
Knowles & Carstens 2007). De todas formas, existe un consenso
en que las especies equivalen a linajes poblacionales (de
Queiroz 1999) y hay variadas formas de identificarlas o
delimitarlas en la naturaleza, tomando a los conceptos de
especies como herramientas “secundarias” para reconocer a

3]



las especies (Wiens & Penkrot 2002, Sites & Marshall 2003, de
Queiroz 2005, 2007). Para detectar estos linajes se pueden
utilizar métodos no basados en arboles y métodos basados en
arboles (Sites & Marshall 2003, 2004).

En las arafias, como en los restantes grupos animales,
los  caracteres  morfolégicos han  sido  utilizados
tradicionalmente en la delimitacion de especies (Bertani 2001).
A pesar de ello, en algunos grupos éstos resultan insuficientes,
lo que ha impulsado el desarrollo de estudios basados en
evidencia molecular (e.g., Astrin et al. 2006, Bond & Stockman
2008, Bailey et al. 2010, Tanikawa et al. 2010, Hamilton et al.
2011, Dimitrov et al. 2012). Los datos moleculares proporcionan
un considerable nimero de caracteres informativos, siendo el
complemento ideal para realizar andlisis filogenéticos. La
seleccién de los marcadores moleculares para obtener los
caracteres va a depender del nivel jerarquico del problema a
estudiar. Para ello se considera la tasa de variacion del gen (o
region del ADN a secuenciar). Por ejemplo, para detectar
polimorfismos y realizar estudios de parentesco se utilizan
microsatélites (Ji et al. 2004, Da Silveira & Bonatto 2009), ya
gue estos marcadores detectan variacion a nivel de individuos.
A nivel poblacional o de especies cercanas el marcador
genético citocromo oxidasa subunidad | del ADN mitocondrial
(Barret & Hebert 2005) es uno de los mas utilizados,
incluyendo en el abordaje conocido como el cddigo de barras
de las especies (Hebert et al. 2003). Para realizar estudios a
nivel de familias o infraérdenes se pueden utilizar, por
ejemplo, marcadores de ADN nuclear ribosomal, como el 28S
(Hedin& Bond 2006). Cualquiera sea el caso la tendencia de
trabajo es utilizar sistemas multilocus (Hendrixon et al 2013,
Keith & Hedin 2012, Salter et al. 2013) para reducir la
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posibilidad de que el arbol de genes no coincida con el arbol
de especies (Doyle 1992).

El género Grammostola Simon 1892 de la familia
Theraphosidae es endémico de América del Sur. Las especies
de Grammostola se caracterizan por tener baja vagilidad y gran
longevidad. Durante toda su vida viven en cuevas bajo la tierra.
Como en otras Theraphosidae, los juveniles y hembras adultas
solo salen para alimentarse y los machos adultos son los
Unicos que se dispersan en la época reproductiva en busca de
hembras (Janowski-Bell & Horner 1999, Stoltey & Shillington
2009). Los individuos tardan 10 afios en llegar a la adultez y las
hembras alcanzan a vivir mas de 30 afios (Criscuolo et al.
2010). Los trabajos taxonémicos que refieren a este género son
escasos (Bucherl 1951, Ferreti et al. 2011, Schiapelli &
Gerschman 1962, Raven 1985, Goloboff 1993, Peters 2000). A
esto se suma la dificultad de trabajar con este género dado
que sus caracteres morfoldgicos resultan ser poco variables,
dificultando la delimitacion y discriminacién de especies
(Bucherl 1957, Schiapelli & Gerschman 1979). En las grandes
arafas terafosidas los caracteres morfoldgicos externos son
muy conservados y por lo tanto poco informativos
taxondmicamente (Raven 1985, Goloboff 1993, Hendrixon &
Bond 2005); de esta forma una fraccion importante de los
caracteres especificos en arafias proviene de la morfologia
genital (Pérez-Miles et al. 1996, Bertani 2000). Sin embargo,
dentro del género Grammostola estos caracteres resultan muy
homogéneos, dificultando la delimitacion y discriminacién de
especies (Bucherl 1957, Schiapelli & Gerschman 1979).

En el catdlogo mundial de arafias (Platnick 2014),
basado en publicaciones cientificas, se reconocen 20 especies
de Grammostola, citdndose para Uruguay las siguientes cinco

5]



especies: G. acteon (Pocock, 1903), G. alticeps (Pocock, 1903),
G. andreleetzi (Vol, 2008), G. anthracina (Koch, 1842) y G.
grossa (Ausserer, 1871). Sin embargo, el dltimo trabajo
realizado sobre las arafias migalomorfas de Uruguay, basado
en datos de las colecciones uruguayas y observaciones de
campo, confirma la presencia en el pais de cuatro especies: G.
andreleetzi, G. anthracina, G. burzaquensis y G. iheringi
(Montes de Oca & Pérez-Miles 2009). El holotipo de G. acteon
depositado en el British Museum (Natural History) pertenece a
la localidad de Mornay, Brasil. Pérez-Miles (1985) indica que la
cita de esta especie para Uruguay es incorrecta basado en la
revision del material estudiado por Bucherl (1951) el cual no
incluia material procedente de Uruguay. Grammostola grossa y
G. alticeps estan citadas para Uruguay (Pérez-Miles 1985,
Peters 2003), pero luego de varios afios de muestreos
realizados por especialistas no se ha encontrado nueva
evidencia sobre la presencia de estas especies en el pais. Esto
podria reflejar: A) la extincion de estas especies en la
naturaleza, o B) mas probablemente una errénea
identificacién inicial de estos individuos (Pérez-Miles com.
pers.).

Grammostola anthracina esta citada para Argentina,
Brasil, Paraguay y Uruguay. En nuestro pais estd ampliamente
distribuida en zonas pedregosas, localizandolas en cuevas bajo
piedras. Presenta diferencias cromaticas (Figura 1); un morfo
de color negro que se extiende al norte del rio Negro y un
morfo marron-rojo que se distribuye al sur del mismo
(Postiglioni & Costa 2006). Hasta el momento, seglin datos de
colecciones y observaciones de campo, no se han encontrado
sitios donde ambos morfos coexistan. Pérez-Miles (1988)
analiz6 individuos de colecciones procedentes de Uruguay y

(6]



sur de Brasil, incluyendo probablemente individuos de ambos
morfos (los ejemplares depositados en la coleccién pierden la
coloracién original, tomando wuna coloracion homogénea
oscura), no reportando discontinuidades morfoldgicas en
caracteres somaticos ni genitales. Estudios comportamentales
evidenciaron diferencias entre los morfos en relacién a la

duracion de la copula y en el nimero de inserciones (Costa &
Pérez-Miles 2002, Postiglioni & Costa 2006). En estos trabajos

Figura 1. Ejemplares de Grammostola anthracina. A) morfo marrén-rojo, B)
morfo negro.
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no fue posible obtener descendencia entre morfos por lo que
no se pudo verificar si realmente hubo inseminacion vy
fertilizacion; sin embargo, este hecho podria sugerir que los
morfos estan aislados reproductivamente.

Recientemente Grammostola anthracina fue propuesta
como sinénimo senior de Grammostola mollicoma (Ausserer
1875) por Fukushima et al. (2011). En dicho trabajo se
examinaron los holotipos hembra de Eurypelma anthracina C.
L. Koch 1842 y de Eurypelma mollicomum Ausserer 1875. El
holotipo de G. anthracina se encuentra depositado en el British
Museum of Natural History y procede de Montevideo, Uruguay.
La descripcion carece de datos confiables sobre la coloracion
de los individuos, pero a partir de la procedencia de recolecta
se podria inferir que pertenece al morfo marrén-rojo (ver

abajo).

EL PROBLEMA A ESTUDIAR

Grammostola anthracina, si bien esta distribuida por todas las
serranias del Uruguay, estd amenazada por la pérdida del
habitat, tanto por urbanizacién, como ocurrié con la poblacion
del morfo marrén-rojo del Cerro de Montevideo, como por las
plantaciones forestales, produccion de energia y mineria. Otra
gran amenaza es el trafico de mascotas; donde individuos de
G. anthracina son extraidas de su medio para ser llevadas al
mercado europeo (Costa & Pérez-Miles 2007). Esta tarantula es
la mas longeva dentro de los aracnidos, y sus individuos
tardan muchos afios en llegar a su madurez sexual, por lo que
recuperar una poblacion, tras la extraccion de los individuos,
puede ser muy lento o incluso pueden ocurrir extinciones

locales facilmente. Las diferencias comportamentales,
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cromaticas y geograficas entre los morfos de G. anthracina
presentes en Uruguay y la baja vagilidad de los individuos
sugiere que éstos pueden representar especies diferentes. De
esta forma, resulta necesario clarificar el estatus taxonémico
de las poblaciones actualmente asignadas a la especie G.
anthracina para delinear planes de conservacion ajustados a la
realidad bioldgica.

Para ello, primero se realiz6 un estudio exhaustivo de
la distribucion geogréafica de cada morfo, buscando caracterizar
los patrones de distribucién e identificar alguna correlacion con
el ambiente. En segundo lugar se analiz6 un fragmento del
genoma mitocondrial correspondiente a la citocromo oxidasa
sub unidad | (COI) de individuos de 17 localidades diferentes.
Este gen ha sido utilizado exitosamente para dilucidar el
estatus de especies cripticas (e.g., Bond & Stockman 2008,
Starret & Hedin 2007). Se han seleccionado caracteres del
genoma mitocondrial, porque los genes mitocondriales carecen
de intrones, no recombinan y tienen solo herencia materna. De
esta forma el tamafio poblacional efectivo del genoma
mitocondrial es unas cuatro veces menor que el
correspondiente al ADN gendmico. En consecuencia, los
haplotipos mitocondriales se fijan por deriva genética, en
promedio, cuatro veces mas rapido que aquellos de un gen
autosémico (Brown et al. 1979, Avise 2000). Estas
caracteristicas son una ventaja para poder determinar
relaciones intraespecificas y/o de especies cercanamente
emparentadas (Avise 2000) al minimizarse la posibilidad de
hemiplasia (Avise & Robinson 2008). Se utilizd una metodologia
basada en arboles de genes para delimitar las especies como
linajes historicos siguiendo el protocolo de Wiens & Penkrot

(2002). En tercer lugar y debido a que pueden existir
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diferencias entre el arbol de genes inferido y el de las
poblaciones/especies en estudio se verificaron los analisis de
ADN mitocondrial con el estudio de caracteres morfologicos.
Para ello se buscé identificar nuevos caracteres diagndsticos,
re-examinando la morfologia externa de los morfos.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipdtesis

La variacion cromatica, las diferencias comportamentales y la
distribucion geografica observada a nivel interpoblacional en la
especie nominal Grammostola anthracina, se debe a que ésta
esta constituida por mas de una especie bioldgica.

Objetivo General

Dilucidar el estatus taxondmico de las poblaciones de
Grammostola anthracina en Uruguay.

Objetivos Especificos

1 Determinar si el patron de distribucion geografica de
los morfos esta correlacionado con la geomorfologia
del suelo.

2 Obtener una genealogia de alelos mitocondriales
recobrados de individuos de los dos morfos.

3 Evaluar el grado de diferenciacion genética intra e
interpoblacional.

4 Estimar el grado de estructuracién genética en
relacién a los morfos.

5 Identificar caracteres morfoldgicos diagndsticos,
ademas  del color, para cada  morfo.
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METODOLOGIA

1 Distribucion geogréfica de los morfos

Se revisé la coloracion (a través de la base de datos) de los
individuos depositados en la coleccion de la Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay y de algunos
ejemplares de procedencia conocida que son mantenidos vivos
en el laboratorio de Etologia, Ecologia y Evolucion del Instituto
de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, Uruguay. Se
georreferenciaron los sitios de recolecta de cada ejemplar. Para
cada morfo se generéd un mapa de distribucién espacial con el
programa DIVA-GIS (Hijmans et al. 2005) al cual se le agregé la
capa de eco-regiones del Uruguay (Panario 1988). Con el
programa STATISTICA (Wei3 2007) se realizd una regresion
logistica para corroborar si existe asociacion entre los morfos y

las eco-regiones en las cuales se distribuyen.
2 Analisis genealdgico

Disefio de muestreo

Se exploraron 26 zonas pedregosas de nuestro pais durante los
afios 2011-2013. Las localidades seleccionadas para recolectar
al morfo negro fueron: Arroyo Cataldn, Sepulturas y
Campamento (Artigas), Cuchilla de Mangrullo (Cerro Largo),
Baygorria, Cuchilla de las Averias y del Navarro (Rio Negro),
Masoller y Cuchilla Negra (Rivera), Arerungud y Dayman (Salto),
Achar, Arerungua y Valle Eden (Tacuarembo); para el morfo
marrén-rojo: Cerros de San Juan y Nueva Palmira (Colonia),
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Estancia el Timote (Flores), Cuchilla del Timote (Florida),
Cuchilla de Polanco (Lavalleja), Pan de Azicar (Maldonado),
Cuchilla del Queguay (Paysandu), Cuchilla de Santa Ana y
Puntas del Cufapira (Rivera), Cerro Picudo (Rocha), Sierra de
Mahoma (San José) e Isla Patrulla (Treinta y Tres). Se
encontraron y recolectaron 65 individuos en solo 17 localidades
(comprendiendo 11 del morfo negro y 6 del morfo marrdn-
rojo) (Tabla 1y Figura 2).

Tabla 1. Localidades de colecta de los individuos de Grammostola
anthracina empleados en este estudio. Las mismas se encuentran

mapeadas en la Figura 2.

MORFO | ID LOCALIDAD DEPARTAMENTO |LATITUD [LONGITUD | # INDIVIDUOS
Negro Mas Masoller Rivera -31,0921 -56,0157 3
Negro | Sep Sepulturas Artigas -30,8298 -56,0540 5
Negro Art | Arroyo Catalan Artigas -30,8164 | -56,3504 1
Negro Bay Baygorria Rio Negro -32,8644 | -56,8265 5
Negro RNe | Cuchilla de Navarro Rio Negro -32,6659 -57,0262 1
Negro |RNe | Cuchilla de Navarro Rio Negro -31,4105 -57,0262 1
Negro  |CNe Cuchilla Negra Rivera -31,0737 -55,9761 3
Negro CNe Cuchilla Negra Rivera -30,9515 -55,6264 4
Negro Are Arerungua Salto -31,4622 -56,7139 2
Negro [Day Dayman Salto -31,4006 -57,6914 3
Negro Ach Achar Tacuarembo -32,3992 -56,1156 6
Negro VaE Valle Edén Tacuarembd -31,8167 -56,1667 5
Negro Are Arerungua Tacuarembd -31,6437 -56,3057 3

Maron-rojo| TyT Isla Patrulla Treintay Tres -33,0594 | -545428 5
Maron-rojo| CSJ | Cerros de San Juan Colonia -341872 -57,9272 6
Maron-rojo | NPa Nueva Palmira Colonia -33,8499 -58,4115 1
Maron-rojo| Flo | Estancia El Timote Flores -33,8489 -56,9702 2
Maron-rojo| Lav | Cuchilla de Polanco Lavalleja -34,0237 -55,3048 4
Maron-rojo|PAz| Pan de Azucar Maldonado -34,6452 -55,2473 4

Para los arboles de genes (ver abajo) se secuenciaron
ejemplares de Grammostola andreleetzi (Uruguay),
Grammostola burzaquensis (Uruguay), Grammostola pulchra
(Brasil) y Grammostola rosea (Chile). Todos los ejemplares
estan depositados en la coleccion de Entomologia de la
Facultad de Ciencias fijados en etanol 95°. También se

incluyeron secuencias de la familia Theraphosidae obtenidas de
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GenBank de Aphonopelma seemanni y Eupalaestrus
campestratus  (Theraphosinae)  (JNO181241,  1Q412446),
Chilobrachys  huahini 'y  Coremiocnemis  cunicularia
(Selenoscomiinae)  (JNO18125, JNO18198) enraizando con
haplotipos de la subfamilia Ornithoctoninae: Cyriopagopus
schioedtei, Haplopelma schmidti  (IN018126, AY309259,
IN018127).

Figura 2. Ubicacion de las localidades de recoleccion de los individuos
de Grammostola anthracina empleados en este estudio. Los colores
rojo y negro corresponden con la coloracién de los morfos colectados
en cada localidad.

Obtencién de secuencias de ADN

El ADN se obtuvo del mudsculo de una de las pata IV de cada
individuo usando el kit DNeasy blood and tissue de Quiagen y
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el protocolo de extraccion de Medrano et al. (1990) (Anexos |y
Il respectivamente). La concentracion de ADN extraido fue
cuantificada utilizando un espectrofotometro (NanoDrop 1000)
Para amplificar el fragmento mitocondrial COI se utilizaron los
oligonucle6tidos: LCOI 1490 (5"- GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-
3) y HCOl 2198 (5 -TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3")
disefiados por Folmer et al. (1994), siguiendo las condiciones
brindadas por Peterson et al. (2006). Los productos de PCR se
purificaron y secuenciaron en Macrogen Inc. (Corea).

Alineamiento, diversidad molecular y reconstruccion
filogenética

La edicion de las secuencias se realizo con el programa PROSEQ
v3 (Filatov 2002) y la alineacién con el programa Clustal X
usando los valores por defecto de los parametros de alineacion
(Thompson et al. 1997). Se estimaron porcentajes de
divergencia genética observada (distancia p) entre pares de
haplotipos, poblaciones y clados (ver abajo) con MEGA 5.05
(Tamura et al. 2011).

La genealogia de haplotipos se reconstruyé en base a
tres métodos, Maxima Parsimonia (MP), Maxima Verosimilitud
(MV) e Inferencia Bayesiana (IB). Los andlisis de MP se
realizaron con el programa TNT (Goloboff et al. 2003) a partir de
1000 réplicas utilizando el algoritmo de intercambio de ramas
TBR reteniendo 5 arboles por réplica. Se utilizaron pesos
implicitos con constantes de concavidad K=15-25-35-45. El
soporte de los clados fue evaluado a través de Jackknife (Farris
et al. 1996). El indice de consistencia (IC) y el indice de
retencién (IR) fueron calculados con Winclada v.1.0.8 (Nixon
2002).
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La inferencia filogenética por MV se implement6 en el
programa PhyML V 3.0 (Guidon & Gascuel 2003) a través del
sitio Phylogeny.fr (Dereeper et al. 2008). Se utilizo el modelo de
sustitucion GTR+I+G seleccionado con ModelTest V.2.1 (Posada
& Crandall 1998) a partir del criterio AIC2 y BIC con 4 categorias
de tasa de sustitucion, el apoyo de los nodos se evalud con
500 réplicas de Bootstrap (Felsenstein 1985). El andlisis de IB se
realiz6 con el programa Beast 1.8.0 (Drummond et al. 2012)
utilizando también el modelo de sustitucion GTR+I+G, mediante
3 corridas independientes de 60 millones de generaciones
guardando parametros y arboles cada 10000 generaciones. Se
utilizé el programa TRACER v. 1.5 (Rambaut & Drummond
2007) para asegurarse que las cadenas de Markov alcanzaran la
estacionalidad y determinar descartar el primer 15% de los
datos como burn-in. Se obtuvo un tamafio de muestra efectivo
(ESS) mayor a 200 para todos los parametros. Se construy6 el
clado de mayor credibilidad utilizando el programa
TreeAnnotator V 1.8.0 (Rambaut & Drummond 2007).

Para la deteccion de linajes basados en metodologias
de arboles se utilizo el método desarrollado por Wiens &
Penkrot (2002) (Fig. 3). Aqui se asume que no existe flujo
génico entre la especie focal de estudio y una 0 mas especies
cercanamente relacionadas y ademas existen caracteres
morfoldgicos diagnosticos y congruencia geografica. Una vez
obtenida la genealogia de haplotipos, se observa si la especie
focal presenta haplotipos exclusivos o no. Si los haplotipos de
la especie focal son exclusivos, la presencia de especies
maltiples encubiertas por la taxonomia previa, estaria
insinuado por clados (linajes de especies) bien soportados que
a su vez concuerdan geograficamente (Fig. 3a). La presencia de
una Unica especie (Fig. 3b) estd sugerida por la evidencia de
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flujo génico entre clados, como seria el caso de la presencia de
haplotipos de determinada localidad en ambos clados y/o haya
una discordancia entre la filogenia y geografia del haplotipo. Si
los haplotipos de la especie focal no son exclusivos (la especie
focal es parafilética o polifilética) respecto a una 0 mas
especies que son diferentes y exclusivas, la especie focal
representaria a multiple especies si no hay evidencia de flujo
génico entre clados (Fig. 3c). Si hay flujo génico entre los
clados (Fig. 3d), la especie focal serd una sola especie no
exclusiva (como si las entidades fuesen parafiléticas). Si la
especie focal no es exclusiva respecto a otra especie que
tampoco es exclusiva (los haplotipos de la especie focal se
intercala con los haplotipos de otra especie), y no hay
evidencia de flujo génico entre los clados de cada especie,
entonces la especie focal y la otra especie podran representar
maultiples especies enmascaradas por la taxonomia tradicional
(Fig.3e). Alternativamente, la especie focal y las otras especies
pueden ser coespecificas si existe evidencia de un fuerte flujo
génico entre ellas (Fig. 3f).

Como una forma adicional de visualizar las relaciones
genealdgicas entre las variantes haplotipicas encontradas se
construyd una red haplotipica mediante el algoritmo M)
(Bandelt et al. 1999) con el programa Network (fluxus-

engineering.com).
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Estructura y diversidad genetica y demografia

Para cuantificar el grado de estructuracion geogréfica de la
variacion genética se realizaron analisis de varianza molecular
(AMOVA, Excoffier et al. 1992) implementados en el programa
ARLEQUIN V 3.5 (Excoffier et al. 2010), donde los haplotipos
fueron agrupados por localidad de colecta y morfo. Con este
programa también se calcularon indices estandares de
diversidad molecular, incluyendo la diversidad nucleotidica
(Nei 1978). Por Gltimo, como una aproximacion a la demografia
reciente de la especie se usaron pruebas de apartamiento de la
neutralidad de Tajima (D, Tajima 1989) y de Fu (Fs, Fu 1997)
utilizando el programa ARLEQUIN V 3.5 (Excoffier et al. 2010).

3 Caracteres morfoldgicos

Se revisaron 6 ejemplares de G. anthracina morfo negro, 6 de
G. anthracina morfo marrén-rojo, 2 de G. burzaquensis, 4 de G.
iheringi, 2 de G. rosea y 2 de G. pulchra depositados en la
coleccion de Entomologia de la Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Uruguay. Como se menciond
antes, en araflas una fraccion importante de caracteres
sistematicos especificos proviene de la morfologia genital
(Pérez-Miles et al. 1996, Bertani 2000); en este trabajo se
realizd la basqueda de caracteres diagnosticos focalizandose
en los caracteres sexuales secundarios de los machos. Para ello
se observaron los bulbos y apéfisis tibiales utilizando una lupa

binocular Olympus SZH.
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RESULTADOS

1 Distribucion geogréfica de los morfos

Los datos de colecciones y los trabajos de campo indican que
el morfo negro esta distribuido en el norte de Uruguay,
mientras que el morfo marron-rojo tiene una distribucién en el
sur, extendiéndose hacia el norte por el litoral hasta Paysandu
y por el oeste siguiendo la zona de la Cuchilla de Santa Ana
(Fig. 4). Se han encontrado dos zonas en los cuales se
registraron ambos morfos en proximidad. En zona de Queguay
(Paysandd) ambos  morfos  estdn  separados  por
aproximadamente 14 km. El morfo marrén-rojo procedente de
esta area estd representando por un individuo de coleccion
recolectado en sobre la Ruta 3 (Queguay) en el afio 2010, el
cual no se pudo secuenciar; en nuevas busquedas a campo no
conseguimos ejemplares de esa localidad, pero si logramos
recolectar individuos del morfo negro sobre la Ruta 26
(Queguay). En la segunda area, mas al norte, donde se une la
Cuchilla de Santa Ana con la Cuchilla Negra, los dos morfos se
encuentran separados por aproximadamente 7 km. En el
campo se pudo verificar la presencia del morfo negro en la
Cuchilla Negra, pero no se pudieron conseguir ejemplares vivos
del morfo marrén-rojo en la localidad Cuchilla de Santa Ana,
donde se encontraron en 2001. Esta zona estad muy modificada,
presentando un suelo completamente desnudo. Los resultados
obtenidos, a partir de la regresion logistica entre los morfos y
las eco-regiones en donde se encuentran, indican que el morfo
negro estd asociado a la cuesta baséltica y el morfo marrén-
rojo esta presente en el Graven de la Laguna Merin, Santa
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Lucia y en las Sierras del Este (x*= 49.37, p < 0.01). Las cuencas
sedimentarias que comparten ambos morfos son la
Gondwaénica y la del Oeste (Fig. 4).

N Eco-Regiones

Cuenca sedimentaria Gondwanica
Cuenca sedimentaria del Oeste
Cuesta Basaltica

Escudo Cristalino

Graven de la laguna Merin

Graven del Santa Lucia

Sierras del Este

ssscaes

Figura 4. Localidades de registro de Grammostola anthracina en
Uruguay; se indican las diferentes eco-regiones del pais. En naranja se
representa el morfo marrén-rojo y en negro el morfo negro. Los
circulos sefialan las areas en donde ambos morfos se encuentran mas
cercanos.
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2 Analisis genealdgico

Caracteristicas de las secuencias

Se obtuvieron 79 secuencias del gen mitocondrial COl, 65
pertenecientes a G. anthracina (22 del morfo marrén-rojo y 43
del morfo negro), 1 de G. burzaquensis, 1 de G. andreleetzi, 7
de G. pulchra y 5 de individuos de G. rosea. El alineamiento
producido (incorporando las 7 secuencias de GenBank) consto
de una longitud de 568 pares de bases (ANEXO IIl). Las
secuencias presentaron 343 sitios conservados, 225 sitios
variables, de los cuales 181 son parsimoniosamente
informativos. El contenido de G+C fue 0.338 % (de un total de
253 sitios totales, excluyendo “gaps” y datos faltantes). Se
recuperaron 50 haplotipos con una elevada diversidad
haplotipica total (Hd = 0.978) y una diversidad nucleotidica Tt =
0.086. Al limitar la estimacion de los indices a las secuencias
de ambos morfos de Grammostola anthracina la diversidad
total haplotipica es mayor (Hd = 0.979) y la diversidad
nucleotidica menor (1t = 0.067). La diversidad nucleotidica para
los morfos negro y marréon-rojo fue 0.053 y 0.014
respectivamente. Las distancias genéticas observadas entre
haplotipos de una especie y en comparaciones pareadas entre
especies del género Grammostola se pueden observar en la
Tabla 2. La diferencia genética entre los morfos negro y marrén
de G. anthracina es de 10.3%. La menor distancia genética
encontrada entre diferentes especies fue del 10% para la
comparacion del morfo marrén-rojo de G. anthracina y G.

burzaquensis.
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Tabla 2. Distancias (distancia-p) intra e interespecificas observadas
para especies del género Grammostola.

DISTANCIA GENETICA |G anthracina |G. anthracina G rosed|G pulchra G
ENTRE GRUPOS negra marron-roja | . burzaquensis

G. anthracina negra -

G._anthracina marron-rojo 0.103 -

G rosea 0.113 0.116 -

G. pulchra 0.102 0.107 0.112

G. burzaguensis 0.109 0.100 0.126 0.105 -

G. andreleetzi 0.137 0.146 0.129 0.150 0.135

DISTANCIA GENETICA
DENTRO DEL GRUPO

0.0554 ‘ 0.013 ‘ 0.0129 ‘ 0.0431 |

Variacion genética poblacional de Grammostola

anthracina
Dentro de las 65 secuencias de G. anthracina se identificaron
42 haplotipos (ANEXO IV), 28 para el morfo negro y 14 para el
morfo marron-rojo (Tabla 3). Los morfos muestran gran
estructuracion geografica; en la mayoria de los casos, cada
localidad estudiada presenta un Unico conjunto de haplotipos.
Las localidades que compartieron haplotipos correspondieron a:
morfo marron-rojo: |) Cerro la Espuelita en Flores y Cerros de
San Juan en Colonia (haplotipo 3), II) Isla Patrulla en Treinta y
Tres y Cerro Pan de Azucar en Maldonado (haplotipo 5); y
morfo negro: Ill) Cuchilla de Navarro en Rio Negro y Arerungua
en Tacuarembd (haplotipo 12), IV) Masoller en Rivera y Arroyo
Catalan (Ruta 30) en Artigas (haplotipo 27). Los 5 individuos de
la localidad de Valle Eden (Tacuarembd) presentaron un Gnico
haplotipo (34).

La diferenciacién genética dentro de cada localidad fue
méas baja para las poblaciones del morfo marron-rojo (0.33%)
que para el morfo negro (2.3%). Las distancias genéticas

calculadas entre pares de localidades muestran una baja
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diferenciacion dentro de las poblaciones pertenecientes a un
mismo morfo. Para el morfo marrén-rojo, los pares de
localidades que presentaron el valor mas alto fueron los
constituidos por Nueva Palmira (Colonia) - Pan de Azlcar
(Maldonado) y Nueva Palmira (Colonia) - Cuchilla de Polanco
(Lavalleja) con una divergencia del 29% vy 3.1%
respectivamente. La variacion genética promedio observada
entre haplotipos del morfo marrén-rojo es 1.29%. En el morfo
negro el par de localidades que presentaron una mayor
divergencia genética fueron: Sepulturas (Artigas) - Valle Edén
(Tacuarembo), Sepulturas (Artigas) - Arerungua
(Salto/Tacuarembd), Sepulturas (Artigas) - Baygorria (Rio Negro)
y Sepulturas (Artigas) - Achar (Rivera) con una divergencia del
8.7 - 8.7 - 8.8 y 8.9% respectivamente. La variacion genética
promedio observada entre haplotipos del morfo negro fue de
5.54%. Cuando se calcula la distancia entre pares de
localidades de diferentes morfos, la distancia genética varia
entre 7.7 y 12.1%; cuando se excluye de estas comparaciones a
la localidad de Arroyo Catalan (Ruta 30, Artigas) el valor
minimo observado es 9.6% (Tabla 4). Cuando se comparan los
morfos de G. anthracina con las otras especies del género se
observa la menor divergencia para el par G. anthracina morfo
marrén-rojo y G. burzaquensis (10%) y la mayor divergencia
para el par G. anthracina morfo marron-rojo y G. andreleetzi
(14.6%). La comparacion interespecifica que mostré el mayor
valor (15%) correspondio al par G. pulchra (Brasil) y G.

andreleetzi (Uruguay) (Tabla 2).
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Analisis filogenético

A través del andlisis de maxima parsimonia (MP) se obtuvieron
3 arboles (Ci = 32, Ri = 79) de 1713 pasos (K = 25). La filogenia
obtenida por maxima verosimilitud (MV), registré un valor de
log-verosimilitud = -3605.07963. En la reconstruccion
filogenética a partir de inferencia Bayesiana (IB) se obtuvo un
arbol MCC a partir de la compilacion y anotacién de 15305
arboles post burn-in de los cuales se identificaron 1299 clados
Unicos (log clado de mayor credibilidad = -47.0689). Las
topologias de los arboles basados en los analisis de MP (Fig.
5), MV (Fig. 6) e IB (Fig. 7) fueron congruentes. Los tres
métodos de inferencia filogenética recupera la monofilia de los
representantes de Grammostola (JK: <50, BML: 0.69, PP: 0.99) y
de los grupos de morfo negro (JK: <50, BML: 0.56, PP: 0.96) y
marrén-rojo (JK: 100, BML: 0.59, PP: 0.82). Los dos morfos de G.
anthracina no resultaron hermanos. En los tres métodos el
morfo negro se resolvié como grupo hermano de Grammostola
pulchra, y estos a su vez como grupo hermano de
Grammostola burzaquensis con MV (BML = 0.83). Sin embargo
con MP e IB (JK < 50 PP = 0.82) G. burzaquensis resultd grupo
hermano del clado que conforma el morfo marrén-rojo. Segin
los analisis de MP, MV e IB el clado correspondiente al morfo
negro (N), se puede subdividir en tres grupos gue contienen a
los haplotipos de distintas localidades: N1a) Arerungua (Salto y
Tacuaremb0), Arroyo Catalan (Artigas), Masoller (Rivera),
Cuchilla de Navarro y Baygorria (Rio Negro), Valle Edén
(Tacuaremb0); N1b): Achar (Tacuarembd), Arerunguad (Salto),
Baygorria (Rio Negro) y Daymén (Salto); y N2 con las
localidades de Cuchilla Negra y Masoller (Rivera) y Sepulturas
(Artigas). Aun asi las poblaciones no son alopatridas. Segun los

analisis de MV e IB el clado del morfo marron-rojo (R) puede
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Espuelitas (Flores); y R2) Isla Patrulla (Treinta y Tres) Pan de
Azucar (Maldonado) y Cuchilla del Navarro (Lavalleja).
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Se pudo observar que cada morfo presentd haplotipos
exclusivos y las reconstrucciones filogenéticas recuperaron a
cada morfo como grupos monafiléticos, por lo que siguiendo la
metodologia de Wiens y Penkrot (2002) podemos inferir que los
morfos negro y marrén-rojo de G. anthracina son dos especies.

Estructuracion haplotipica

La construccion de la red de haplotipos, refleja una gran
diferenciacion entre los dos morfos (Fig. 8). Los haplotipos del
morfo negro forman tres grupos. Si bien hay una tendencia a la
segregacion  espacial de estos grupos, ninguno  es
completamente alopatrido de los otros dos. A su vez, al interior
del grupo marrdn-rojo se identifican dos grupos de haplotipos
similares entre si y segregados geograficamente; uno
correspondiente a los haplotipos de las localidades del sur este
(Nueva Palmira, Cerros de San Juan y Estancia del Timote) y
otro a las localidades del sur oeste (Pan de Azlcar, Isla Patrulla
y Cuchilla de Polanco).

Estructuracion genética en relacion a los morfos

Las diferencias entre morfos dan cuenta del 56.23% de la
variacion total de la muestra estudiada de Grammostola
anthracina. La variacion entre las localidades de cada morfo
explican el 29.74% de la variacién total y la variacién
interpoblacional del 14.03% restante (Tabla 5). Los test de
Neutralidad de Tajima realizados separadamente para los
morfos negro y marron-rojo (Tabla 6) sugieren una posible
expansion demografica para el morfo marrén-rojo (D = -1.734, p
< 0.05). Sin embargo, la prueba de Fu aunque arroja valores
negativos éstos no son significativos.
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Figura 8. Red de haplotipos. Dentro de los circulos se indica el nimero
de haplotipo. El nimero de mutaciones esta indicado en las ramas. En
rojo y naranja se representan los haplotipos correspondientes a los
morfos marrén-rojo; en rosa, azul y verde los haplotipos
correspondientes a los morfos negros. En el mapa, se puede observar
la distribucion de los haplotipos.
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Tabla 5. Analisis de varianza molecular (AMOVA) de la diversidad
genética de Grammostola anthracina. F.;: coeficiente de diferenciacion
genética entre grupos, Fg.: coeficiente de diferenciacion genética entre
poblaciones dentro de los grupos, Fg: coeficiente de diferenciacion
genética entre poblaciones. **: p<0.001

FUENTE DE PORCEI)EE‘TAJE INDICE DE
VARIACION VARIACION FIJACION
Entre grupos 56,23 Fcr = 0,56232*
Entre las poblaciones 2074 Fec = 067952
dentro los grupos
Dentro de las 1403 Fer = 0,85973*

Poblaciones

Tabla 6. Test de Neutralidad para cada morfo. **: p<0.05

Grammostola anthracina| Grammostola anthracina
morfo negro morfo marrén-rojo
. 1,20213 -1,73465
Tajima

p=0,899 p=0,021**
-2,711745 -1,11295

Fu
p=0,18 p=0,344

3 Caracteres morfologicos

Ambos morfos de G. anthracina difieren en la morfologia de
sus apd6fisis tibiales a la vez que difieren en esta estructura de
G. burzaquensis, G. iheringi, G. pulchra y G. rosea. Todas las
especies presentan en sus apofisis tibiales dos ramas que
emergen de una misma base pero difieren en la presencia de
setas y espinas (Fig. 9 A-F). En todas las formas la rama
retrolateral es mas larga y presenta una espina en su parte
superior. Mientras, el morfo marrén-rojo presenta en ambas
ramas una serie de macrosetas, una mega espina en la base
de la rama prolateral y una espina retrolateral (Fig. 9A). El
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morfo negro de G. anthracina no presenta macrosetas y en la
base de la rama prolateral presenta una espina, y 0-2 espinas
tibiales retrolaterales (Fig. 9B). Los ejemplares de G. iheringi
presentan una espina basal en la rama prolateral y una mega
espina tibial retrolateral (Fig. 9C); G. burzaquensis presenta una
espina basal en la rama prolateral y 2 espinas retrolaterales
(Fig. 9D); y G. pulchra presenta una espina en la parte superior
de la rama prolateral y otra espina en la base, asi como una
espina tibial retrolateral (Fig. 9€). En los ejemplares de G. rosea
se observé una espina en la base de la rama prolateral y 1-2
espinas tibiales retrolaterales (Fig. 9F).

Figura 9. Vista ventral de la apdfisis tibial de la pata | izquierda de machos del
género Grammostola. A) G. anthracina morfo marrén-rojo. B) G. anthracina
morfo negro. C) G. iheringi. D) G. burzaquensis. E) G. pulchra. F) G. rosea. 1-
Macroseta, 2- Mega espina en la base de la rama prolateral, 3- Mega espina
retrolateral, 4- Espina en la superficie de la rama prolateral.
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DISCUSION

Esta tesis recolectd evidencia geografica, genética, vy
morfolGgica, para ser incluida a los datos ya conocidos de
diferencias cromatica y comportamentales, para clarificar el
estatus taxonomico de la especie nominal Grammostola
anthracina.

Luego de muestreos exhaustivos, no se encontraron
zonas de solapamiento de ambos morfos. Se observaron dos
situaciones en las que ambos morfos se encuentran en areas
muy cercanas (Fig. 8). En Paysandd, a unos kilémetros al norte
de la ciudad, ambos morfos se recolectaron en dos sitios
separados por 14 km. En Rivera ambos morfos se encontraron
a una distancia de 7 km. En ambos casos los individuos del
morfo marron-rojo, pertenecen a registros de coleccién. En el
trabajo a campo durante los afios 2011-2013, en dichas zonas,
se encontraron sélo individuos del morfo negro. La presencia
de ambos morfos en estas areas puede deberse al “efecto
borde”, donde ambos morfos se encuentran en baja densidad.
Otra posibilidad es que el morfo negro esté expandiéndose
ocupando nuevos ambientes, desplazando al morfo marrén-
rojo o viceversa. Los datos de coleccion del morfo marrén-rojo
son relativamente recientes, por lo que se deberia aumentar el
esfuerzo de muestreo en éstas areas “borde” para delimitar
con més exactitud la distribucién de los morfos en las mismas.

Las reconstrucciones filogenéticas recuperan a cada
morfo como un grupo monofilético. Al no recuperarse como
grupos hermanos, se refuerza la idea de que pertenecen a
especies diferentes. Grammostola burzaquensis es hermana

del clado que contiene al morfo marrén-rojo (en los andlisis de
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MP e IB); ésta Ultima es una arafia registrada en Uruguay para
los departamentos de Treinta y Tres, Canelones y Rivera, y en
Argentina. EI morfo negro es el grupo hermano de G. pulchra,
una arafia que se distribuye en el Sur de Brasil. Siguiendo la
metodologia de delimitacién de especies a través de métodos
basados en arboles, podemos decir que el morfo negro y el
marrdn-rojo, son dos especies diferentes.

Estudios realizados en arafias por Barrett y Hebert
(2005) revelaron que la distancia genética media minima y
maxima obtenidas para especies cogenéricas fue 6.5% y 23.1%
para Ghaphosa (Gnaphosidae) y Hypochylus (Hypochylidae),
respectivamente. Los valores de distancias genéticas obtenidas
entre diferentes especies del género Grammostola fueron de
10-15%, indicando que la divergencia encontrada entre los
morfos (10,3%) es del tenor observado en otros pares de
especies.

La evidencia morfolégica encontrada en las apdfisis
tibiales, permite una clara diferenciacion de los dos morfos.
Esta evidencia sumada a la evidencia cromética vy
comportamental (Costa & Pérez-Miles 2002, Postiglioni & Costa
2006) corrobora la hipotesis de trabajo de esta tesis. Las
poblaciones uruguayas asignadas a G. anthracina pertenecen
en realidad a dos especies bioldgicas distintas. El holotipo de
G. anthracina procede de Montevideo, Uruguay; aun cuando la
descripcion del taxdn carece de datos confiables sobre la
coloracion del tipo ni sobre la morfologia de las apdfisis
tibiales, se podria inferir que pertenece al morfo marrén-rojo
dado que Montevideo se encuentra incluido en el area de
distribucion de este morfo. Por lo tanto, en esta tesis se
restringe el nombre G. anthracina al morfo marrén-rojo. Esta

asignacion debe ser evaluada a luz del estudio directo del
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holotipo de G. anthracina que se encuentra depositado en el
British Museum of Natural History (BMNH 90.7.1.388).

En relacién a la identidad taxonémica del morfo negro,
dada la topologia de los arboles obtenidos, se compar6 este
morfo con la especie G. pulchra. Esta arafia habita en Brasil
(Platnick 2014) siendo su localidad tipo Uruguayana, Rio Grande
do Sul (Mello-Leitdo 1921), muy proximo al limite con Artigas
en Uruguay. Las caracteristicas morfoldgicas de las apdfisis
tibiales estudiadas aqui de G. pulchra permite diferenciarlo del
morfo negro. En las reconstrucciones filogenéticas, el morfo
negro y G. pulchra aparecen como grupos monofiléticos
reciprocos que difieren en el gen COl en mas de un 10 %. Este
alto nivel de divergencia, del orden del observado en otras
comparaciones interespecificas del género (Tabla 2), indica que
se podria tratar de dos especies hermanas. De igual forma, es
necesario revisar un numero mayor de ejemplares de las
colecciones.

El morfo marrén-rojo (i.e., G. anthracina sensu stricto)
es genéticamente menos diverso (1.3%) que el morfo negro
(5.5%). EI morfo marrén-rojo presenté evidencia de una posible
expansion demografica reciente, aunque una de los dos
pruebas realizadas no apoya este resultado. De esta forma,
existen varios haplotipos compartidos entre diferentes
localidades de este morfo, lo que es congruente con una
expansion de rango reciente. Por otra parte, el morfo negro
presenta poblaciones mas estructuradas y aisladas
genéticamente con todos los haplotipos exclusivos para cada
localidad. Un muestreo geografico mas intenso permitird
plantear un escenario demogréfico méas detallado para ambos
morfos.
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CONCLUSION

El estudio basado en secuencias de ADN y morfologia de la
especie nominal Grammostola anthracina permitié constatar
que la misma esta constituida por mas de una especie
bioldgica. Esto se evidenci6 con una clara diferenciacion
genealdgica congruente con la delimitacion de dos grupos
morfoldgicos geograficamente segregados. Las genealogias
obtenidas a partir de los haplotipos mostraron a los morfos
marrén-rojo y negro como grupos monofiléticos que no son
hermanos. Por Gltimo, e importante a destacar, se encontraron
nuevos caracteres diagnosticos en las apdfisis tibiales de los
machos, que permiten discriminar ambas especies.
Grammostola anthracina corresponde a los ejemplares
del morfo marrén-rojo. Grammostola sp “morfo negro”
pertenece a una especie diferente a las que se estudiaron aqui.
Habra que hacer una revision exhaustiva del género, para ver
Si se trata de una nueva especie para la ciencia o pertenece a
alguna especie ya descripta. Al momento, podemos decir que
en Uruguay existen 5 especies para el género Grammostola: G.
andreleetzi, G. anthracina, G. burzaguensis, G. iheringi, y G. sp
“morfo negro”. La perspectiva inmediata de este trabajo es
realizar la determinacion a nivel de especie del morfo negro. A
mediano plazo habria que contemplar la actualizacién de una
clave de identificacion de especies del Uruguay. Por dltimo, y a
mas largo plazo seria necesario ampliar el ndmero de
ejemplares, localidades y especies del género, en particular
incluir ejemplares de G. acteon y G. grossa, para poder tener

una filogenia completa del género tan complejo. A su vez, se
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deberdn incluir mas genes y métodos de morfologia
comparativa.

sl T
A’

. i.s ‘ - 1:; 2
G. sp “morfo negro
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ANEXO |

Protocolo de Extraccion de DNA para tejidos animales DNeasy®
Blood & Tissue Kit.

En un tubo de centrifuga de 1.5 ml: 10 mg de tejido +
180 ul ATL Buffer

Agregar 20 ul de proteinasa K. Mezclar con vortex.
Incubar a 56 °C con agitacion hasta que el tejido esté
lisado completamente. Pasar por vortex de a ratos
para dispersar la muestra. El tiempo de lisis puede
variar entre 1 - 3 horas, 6 - 8 horas para cola de ratén,
o0 dejar toda la noche. Opcional: agregar 4 ul de RNasa
A (mezclar con vortex), incubar a temperatura
ambiente por dos horas.

Pasar por vortex 15 segundos. Agregar 200 ul de AL
Buffer a la muestra, mezclar con vortex. Agregar 200 ul
de etanol, mezclar con vortex.

Colocar la mezcla anterior en las columnas de DNeasy
Mini colocadas en el tubo colector. Centrifugar a > 6000
X g (8000 rpm) por 1 minuto. Descartar tubo colector
con contenido.

Colocar nuevo tubo colector. Agregar 500 ul de AW1
Buffer. Centrifugar durante 1 minuto a > 6000 x g (8000
rpm). Descartar tubo colector.

Colocar nuevo tubo colector. Agregar 500 ul de AW2
Buffer. Centrifugar durante 1 minuto a 20000 x ¢
(14000 rpm). Descartar tubo colector.

Colocar la columna en un nuevo tubo de centrifuga.
Pipetear 75 ul de AE Buffer. Incubar por 1 minuto a
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temperatura ambiente. Centrifugar por 1 minuto a
6000 x g (8000 rpm) para la extraccion. No tirar tubo
de centrifuga, alli esta nuestro DNA. La extracciéon con
200 ul de AE disminuye la concentracion de ADN.

8- Recomendacion: repetir paso 7 para obtener mas ADN.
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ANEXO I

Protocolo de Extraccion de ADN (Medrano et al. 1990)

Soluciones necesarias: Buffer de lisis (50 mM de Tris HCI, 50
mM EDTA ph 8, 1% de SDS y 50 mM de NaCl), Proteinasa K (10
mg/ml), NaCl (5M), TE 1X ph 8 (autoclavado), etanol o
isopropanol absolutos a -20°C y opcionalmente RNasa A (10
mg/ml).

1-  Colocar una pequefia muestra de tejido (unos 20 mg)
en un Eppendorf de 1.5 0 2 ml.

2- Opcional: Enjuagar brevemente con agua destilada.

3-  Agregar 500 ul de buffer de lisis y 10 ul de proteinasa
K.

4- Incubar a 55 °C, preferentemente con agitacién, por
un minimo de 2 horas o hasta toda la noche.

5-  Opcional: una hora antes de finalizar, agregar 5 ul de
RNasa A.

6- Centrifugar al maximo (por ej., 15.000 rpm) por 15
minutos.

7- Pipetear 500 ul del sobrenadante a un tubo limpio.
Evitar acarrear la fraccion sélida del fondo, asi como la
capa superficial oleosa (si existiese).

8- Agregar 300 ul de cloruro de sodio, agitar brevemente
y centrifugar al maximo por 15 minutos.

9- Pipetear 500-600ul del sobrenadante a un tubo limpio.
Agregar igual volumen de isopropanol a -20 °C o el
doble de etanol a -20 °C. Agitar lentamente primero,

luego mezclar completamente.
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11-

12-

13-

Opcional: para recuperar mayor cantidad de ADN,
colocar a -20 °C por dos horas o toda la noche.
Centrifugar al maximo por 15 minutos. Descartar todo
el liquido sobrenadante con cuidado de no tirar el
pellet.

Lavar breve y cuidadosamente con unos 750 ul de
etanol 70 ©, evitando perder o disgregar el pellet.
Descartar el alcohol. Secar en estufa a 37 °C (lleva
unas dos horas).

Resuspender en 100ul de 1 x TE. Agitar, y
opcionalmente incubar a 55 °C por 2 horas (0 menos).
Guardar a -20 °C.
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S50

550

T 1TGGCTGGTGCAATTACTATATTGCTGT

Acho11

T 1T GGCTGGTGCGATTACTATGTTITGT

T

Are054
Are055
Are057.

C G CTGGITGCGATTITACTATGTTITGT

T 1T GGCTGGTGCAATTACTATGTTITGT

T 1T GGCTGGTGCGATTITACTATGTTITGT

Are093

T 1TGGCTGGTGCAATTACTATGTTITGT

Bay037

T T GGCTGGTGECGATTACTATATTAT

Bra070

T 1T GGCTGGTGECCATTACCATATTAT
CTGGCTGGGGCTATTACTATATTGT
T T AGCGGGGGCAATTACAATATTITAT

Ceunic
Chuahi
Cschi

T 1T GGCTGGTGCAATTACTATGC CT T T
T 1TGGCTGGTGCAATTACTATGC CTTT

Flo082
Fl0083

T 1TGGCTGGTGCAATTACTATATTITGCTGN

T 1TGGCTGGTGCAATTACTATATTITGCNNN

T 1T GGCTGGTGCTATTACTATATTITAT
T 1T GGCCGGTGCGATTACTATGTTITGT

Mas002
Mas007

CTGGCTGGTGCTATTACTATATTGT

Sep0%4

T 1TGGCTGGTGCAATTACTATGTTGT
T 1TGGCTGGTGCAATTACTATGTTGT

VaE023

VaE024

G T

T 1TGGCTGGTGCAATTACTATGTTGTT

VaE026
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ANEXO IV

Haplotipos de Grammostola anthracina (excluyendo datos

faltantes).
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