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"Descifrar lo que estd delante de nuestros ojos
requiere una lucha constante”

George Orwell

La imagen de portada pertenece al libro “The Zoology of the Voyage of H.M.S. Beagle, under
the comand of Captain Fitzroy, R.N., during the years 1832 to 1836” de George R.
Waterhouse, curador de la Zoological Society de Londres, y a quien Charles Darwin le
confiara el estudio de los mamiferos colectados durante el viaje del H.M.S. Beagle.
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RESUMEN

El género Oxymycterus, endémico de la regiéon Neotropical, posee 17 especies que
habitan diversos ambientes, desde areas abiertas y pastizales hasta bosques tropicales y
yungas. Pocas han sido las revisiones taxondémicas exhaustivas que han intentado
dilucidar las relaciones filogenéticas existentes entre las especies, que hasta ahora
permanecen sin resolver. En Uruguay, dos especies habitan la zona sur y este del pais: O.
josei y O. nasutus. La primera fue descubierta en el afio 2002 por Hoffmann y
colaboradores, mientras que la segunda fue descripta por Waterhouse en 1837. Existe una
gran similitud morfoldgica entre estas dos especies, las cuales coexisten en simpatria y
sintopia en varias localidades de la zona sureste de Uruguay. El estudio que derivé en el
descubrimiento de O. josei se bas6 en el uso de caracteres morfométricos y moleculares,
utilizando solo un fragmento del gen del citocromo b, lo que llevé a que Garcia-Olaso
(2008) planteara la hipotesis de que ambas supuestas especies podrian en realizad
pertenecer a la misma entidad biolégica. El mismo autor propuso que podria ser un caso
de hibridacién seguida de introgresiéon mitocondrial, desde una tercera especie (O. rufus)
de distribucién adyacente a O. nasutus. El objetivo de esta tesina fue determinar qué
proceso actud sobre las tres especies involucradas, utilizando para tal fin un gen no ligado
al genoma mitocondrial: IRBP. Para esto, se seleccionaron individuos asignados al género
Oxymycterus depositados en las colecciones del Museo Nacional de Historia Natural de
Montevideo, procurando obtener una buena cobertura geografica y cromatica y se
secuenciaron los genes citocromo b e IRBP. Se obtuvieron también secuencias de todas las
especies del género de la base de datos de acceso libre GenBank. Los analisis filogenéticos
(Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud y Bayesiano) realizados para cada gen
independientemente coinciden fehacientemente con los resultados obtenidos con
anterioridad por Hoffmann et al. (2002), indicando que O. josei y O. nasutus son entidades
diferentes y alejadas filogenéticamente. Por otra parte, la relacion entre O. rufus y O. josei
debe revisarse a la luz de los resultados de los analisis, dado que, por un lado, los valores
de divergencia entre estas dos entidades son bajos, y que los andlisis recuperan a O. rufus
como parafilético, aunque no fue posible determinar con buen soporte la existencia de
ningun patron filogeografico. Por ultimo, desde la publicacion del libro de Gonzalez &
Martinez-Lanfranco (2010), varios individuos de Oxymycterus fueron colectados en
localidades del oeste y norte de Uruguay, indicando que el género podria distribuirse en
todo el territorio nacional. Ademas, los andlisis genéticos indicaron la presencia de O. josei

en la localidad de Platén (Rivera), al norte de Uruguay y a cinco kilémetros de la frontera
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con Brasil, lo que tiene implicancias biogeograficas y de conservacién y aumenta el

numero de localidades de simpatria con O. nasutus.



INTRODUCCION

El género Oxymycterus

El género Oxymycterus Waterhouse 1837, endémico de la regién Neotropical, se
distribuye desde sur del Rio Amazonas en Brasil (centro-sur de los Estados Para y
Amazonas) hasta el sur de la Provincia de Buenos Aires, Argentina, entre los 2° y 39° de
latitud sur (Hershkovitz 1994, Figura 1). Las 17 especies actualmente reconocidas del
género (Musser & Carleton 2005; Jayat et al. 2008, aunque véase también Patton et al
2015) (Cuadro 1) habitan una gran variedad de tipos de habitat diferentes, desde areas
abiertas de pastizales y bafiados a bosques tropicales, yungas y bosques subtropicales, en
un rango altitudinal comprendido entre el nivel del mar hasta los 4000 metros en el
altiplano Andino (Oliveira 1998). La caracteristica mas sobresaliente del género es la
elongacion rostral anterior a los dientes incisivos que implica a los premaxilares y nasales,
caracteristica que da origen tanto a su nombre comun (ratones hocicudos) como
cientifico: Oxymycterus deriva de O&vg (agudo) y Mukin{ (nariz) (Waterhouse 1837,
Figura 2). Ademas de dicha caracteristica, el género posee fuertes y largas garras,
especialmente las de las extremidades anteriores, que utiliza para excavar. Estudios de
dieta documentan que Oxymycterus es un género mayoritariamente insectivoro
(Hershkovitz 1994; Suarez 1994; Talamoni et al. 2008) aunque también consume otros
invertebrados y hasta carrofna. El género pertenece a la subfamilia Sigmodontinae,
comprendida dentro de la familia Cricétidae (Musser & Carleton 2005; Patton et al. 2015,
Cuadro 1).

Oxymycterus es un género morfolégicamente diverso, siendo el tamafio corporal un
importante componente de la variacion observada (Hershkovitz 1994; Oliveira 1998);
segun el primero, el género: “...range in size from about that of a large domestic mouse (Mus
musculus) to that of a large domestic rat (Rattus rattus)...”; gran parte de las descripciones
de nuevas especies se basaron en la diferenciacion de este caracter, sumado al patrén de
coloraciéon general, en comparacién con las restantes especies (e.g. Hinojosa et al. 1987;
Hershkovitz 1994). A pesar de dicha disparidad morfolédgica, citogeneticamente las
especies del género muestran un cariotipo idéntico, tanto en la morfologia de los
cromosomas como en los patrones de bandeo C-G, de 2n = 54 (Yonenaga 1975; Vitullo et

al. 1986; Svartman & Cardoso de Almeida 1993; Bonvicino et al. 1998, 2005, 2012).
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Figura 1. Distribucidn de las especies del género Oxymycterus en Sudameérica. Distribuciones extraidas
de NatureServe (http://infonatura.natureserve.org/), Jayat et al. 2008 (para Oxymycterus wayku) y
Gongalves & Oliveira 2004 (para los registros recientes de O. rufus en Brasil, [flecha]). Las especies mas
relevantes para este trabajo se destacan en negrita.



En cuanto a la coloracién de pelaje, el género presenta una gran uniformidad,
comprendida entre el aguti, marrén oscuro y rojizo, pudiendo encontrarse varios de estos
morfos en una misma poblacién o entre poblaciones de la misma especie (Hershkovitz

1994).

Clase Mammalia
“-Orden Rodentia
...Familia Cricetidae
Subfamilia Sigmodontinae
Tribu Akodontini
L.Género Oxymycterus
0. akodontius Thomas 1921
0. amazonicus Hershkovitz 1994
.. 0. angularis Thomas 1909
.. 0. caparoae Hershkovitz 1998
- 0. dasytrichus (Schinz 1821)
- 0. delator Thomas 1903
- 0. hiska Hinojosa, Anderson & Patton 1987
- 0. hispidus Pictet 1843
- 0. hucucha Hinojosa, Anderson & Patton 1987
- 0. inca Thomas 1900
- 0. josei Hoffmann, Lessa & Smith 2002
— 0. nasutus (Waterhouse 1837)
- 0. paramensis Thomas 1902
- 0. quaestor Thomas 1903
= 0. roberti Thomas 1901
= 0. rufus (Fischer 1814)
= 0. wayku Jayat, D'Elia, Pardinas, Miotti & Ortiz 2008

Cuadro 1. Clasificacién actual del género Oxymycterus, segun Carleton y Musser,
2005y Jayat et al. (2008) para O. wayku.

Recientemente, Oliveira y Gongalves (2015) proponen algunos cambios respecto a
la taxonomia representada en este cuadro. Ademds de las especies nombradas,
consideran a Oxymycterus juliacae Allen 1900 y O. nigrifrons Osgood 1944 como
buenas especies (antes consideradas subespecies de O. inca y 0. paramensis,
respectivamente). Por otra parte, eliminan de la lista a O. akodontius (sin6nimo de
0. paramensis), O. angularis, O. hispidus (sinénimos de 0. dasytrichus) y O. roberti
(sinénimo de O. delator) en base a caracteres morfométricos.




Figura 2. Craneo de Oxymycterus nasutus (ejemplar CA 615). Se destaca la elongacion rostral que implica

los premaxilares y nasales y que da nombre al género.

Todos los factores anteriormente enumerados influyeron en la dificultad histérica
y actual de clasificarlos taxonémicamente, sumado a que pocas han sido las revisiones
taxonomicas exhaustivas realizadas en pro de esto ultimo (por ejemplo Tullberg 1899,
Thomas 1909, Tate 1932, Ellerman 1941, Hershkovitz 1994, 1998, Oliveira 1998,
Hoffmann et al. 2002), y la mayoria de los trabajos nombrados se basan en el andlisis de
especimenes selectos y en las descripciones originales. Prueba de esto es el hecho de que
hasta 23 especies han sido asignadas al género (Oliveira 1998), nimero que ha fluctuado
ampliamente a consecuencia de los cambios en el estatus taxonémico de ciertas formas
nominales (Thomas 1909; Hershkovitz 1994, 1998; Oliveira 1998; Jayat et al. 2008; Patton
et al. 2015). Adicionalmente, seis especies han sido descriptas en los ultimos 20 afios:
Oxymycterus hiska y O. hucucha (Hinojosa et al. 1987), 0. amazonicus (Hershkovitz 1994)
0. caparoae (Hershkovitz 1998), 0. josei (Hoffmann et al. 2002) y O. wayku (Jayat et al.
2008). Otro factor no menos importante que ha influido fuertemente en la dificultad de
clarificar la taxonomia del género es la incertidumbre acerca de la procedencia del
material en el cual se basa la descripcién original de Oxymycterus rufus, 1a primera especie
descripta. Esta especie, cuyo ejemplar tipo fue recolectado en alguna localidad
comprendida entre el Departamento paraguayo de Misiones y la Provincia de Entre Rios
en Argentina (Musser & Carleton 1993; Hershkovitz 1994; Contreras & Teta 2003), fue
enviado a Félix de Azara, quien lo menciona en su primer obra (Azara 1801) y una vez
enviado al Museo de Historia Natural de Paris, descripto por Fischer (1814). Segun
Oliveira (1998), quien coincide con Hershkovitz (1994) y Musser & Carleton (1993), la
localidad tipica de O. rufus estaria ubicada en Entre Rios y su distribuciéon quedaria
restringida a Buenos Aires, Entre Rios y Cordoba, asignando las poblaciones del noreste de
Argentina y Sur de Paraguay a O. delator. Pero esta afirmacién es descartada por Contreras
& Teta (2003) en base a una critica y detallada revision bibliografica sobre la localidad
tipica de “le rat roux” de Azara. De todas maneras, esta incertidumbre ha generado cierto

grado de cuestionamiento respecto a la validez de algunos taxa descritos posteriormente
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en la zona del Este de Paraguay y Entre Rios (refiero a la obra anteriormente mencionada

por mas detalles).

A pesar de las repetidas revisiones de las que fue objeto el género Oxymycterus,
sigue siendo necesaria una revisiéon taxonémica completa (Musser & Carleton 2005) que
incluya un conjunto de datos con caracteres moleculares, morfolégicos, de todas las
especies actualmente validas, a modo de establecer los limites entre las especies del

género.

Especies uruguayas del género Oxymycterus: antecedentes

El estatus taxonomico del género Oxymycterus en Uruguay a lo largo de la historia,
al igual que en el resto de Sudamérica, no carecié de dinamismo. Desde que C. R. Darwin
colecto el ejemplar tipo de O. nasutus (Waterhouse 1837) en Maldonado, numerosos han
sido los cambios nomenclaturales sufridos por la especie, resumidos en el trabajo de
Hoffmann et al. (2002), pero todos hasta ese entonces habian coincidido en la presencia de
una unica especie en el pais. En 2002, Hoffmann y colaboradores realizaron un estudio
basado en una hipdtesis de Hershkovitz (1994), a su vez basado en Vaz Ferreira (1960),
que estipulaba que en Uruguay podrian estar presentes dos especies de Oxymycterus. Este
estudio derivd en el descubrimiento de una nueva especie para la ciencia: Oxymycterus
josei Hoffmann, Lessa y Smith 2002. Estos autores realizaron un estudio a nivel
morfologico y molecular de todas las especies validas del género, pero con énfasis en los
especimenes uruguayos, utilizando caracteres craneales morfologicos y morfométricos, asi
como caracteres moleculares, utilizando el gen mitocondrial citocromo-b. Los resultados
indicaron que entre estas dos especies existen pocas diferencias morfolégicas, entre las
que se encuentran unas placa cigomatica y raiz maxilar del arco cigomético mas anchos en
0. josei en comparacion con 0. nasutus, asi como sutiles diferencias en el patron de esmalte
dental. Por otra parte, el andlisis discriminante de caracteres morfométricos de craneo
mostrd diferencias significativas en muy pocas variables. Por ultimo, al contrario de lo que
cabria esperar dada la similitud morfologica entre estas dos especies, el andlisis
filogenético realizado con el gen mitocondrial citocromo b mostr6 una gran divergencia
entre las mismas: O. josei y O. nasutus son divergentes en un 8,2% (distancias pareadas no
corregidas), siendo O. rufus (especie cuya distribucién conocida abarca desde el sur de
Misiones hasta el sur de la Provincia de Buenos Aires, Argentina, al oeste del rio Uruguay

[Oliveira & Gongalves 2015], Figura 1) la especie hermana de la primera (1,9% de
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divergencia). Posteriormente, Garcia-Olaso (2008) retomd el andlisis de la diferenciacion
morfolégica re-evaluando los caracteres propuestos como diagnésticos por Hoffmann et
al. (2002). Garcia-Olaso valid6 el caracter ancho de placa zigomatica como el dnico
aplicable para la diferenciacién morfoldgica, aunque nuevamente resalta la existencia de
cierto grado de solapamiento en los rangos de variaciéon también en este caracter, por lo
que concluye que no es posible utilizarlo directamente en la determinacién de
especimenes. A su vez, descarta los pliegues dentarios que proponen Hoffmann et al
(2002) alegando que los caracteres se encontraban indistintamente en ejemplares de O.
nasutus y 0. josei. Poseer escasos caracteres diagndsticos morfolégicos, que son
exclusivamente internos y de evaluacién poco practica, es frecuente entre pares de
especies de sigmodontinos (por ejemplo ver D’Elia & Pardifias 2004). Esto dificulta la
identificacion morfoldgica de las especies, necesaria en la implementaciéon de una gran
variedad de estudios. Considerando que, ademas de la mencionada similitud morfolégica,
0. josei y O. nasutus coexisten en simpatria y sintopia en la zona centro-este de su
distribuciéon (Hoffmann et al. 2002), aumenta la dificultad a la hora de asignar una
identidad especifica a los individuos del género que se colectan con fines cientificos en en

Uruguay.

ADN mitocondrial, introgresion y reparto incompleto de linajes

Desde el comienzo de la década de 1980, los estudios filogenéticos y
filogeograficos realizados para especies cercanamente relacionadas se han basado en el
uso de genes mitocondriales. Los primeros estudios que utilizaron la variaciéon en el ADN
mitocondrial (ADNmt) emplearon la técnica de polimorfismo en el largo de los fragmentos
de restricciéon (RFLP, por sus siglas en inglés) (Avise et al. 1979a; Avise et al. 1979b;
Brown & Wright 1979), que luego fue sustituida por el uso de andlisis de secuencias a
partir del trabajo publicado por Kocher et al (1989). Estos autores construyeron
oligonucledtidos que podian usarse para la amplificacion de fragmentos de ADNmt por la
Reacciéon en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés). Entre las
caracteristicas que hicieron al ADNmt tan popular en primera instancia, ademas de la
facilidad de amplificacion, es la herencia exclusivamente materna (Avise 1995): el ADNmt
paterno es eliminado antes, durante o después de la fecundaciéon (Moses 1961; Ursprung
& Schabtach 1965; Sutovsky et al. 1999; Xu 2005), lo que implica que el ADNmit de la
célula se mantiene como un dnico locus no recombinante, por lo que la genealogia es tinica

y refleja el patron de la dindmica poblacional de las hembras (Avise et al. 1987),
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facilitando la representacion y andlisis de la variacidon intraespecifica. Sumado a lo
anteriormente mencionado, se asume que principalmente se acumulan mutaciones
neutrales durante el paso del tiempo, por lo que el grado de divergencia observado entre
dos especies refleja el tiempo de divergencia entre las mismas (Galtier et al. 2009).
Asociado a esto ultimo, su relativamente alta tasa de sustitucion nucleotidica lo hace
adecuado para su uso como marcador molecular para lograr una buena resolucién en
tiempos recientes, lo que lo convierte en una excelente herramienta tanto para dataciéon
molecular como para reconstruccién filogenética en varios niveles taxonémicos (Avise et
al. 1987). Ademas, se destaca que no posee intrones y posee regiones intergénicas muy

cortas (Gissi et al. 2008).

Recientemente se ha puesto en dudas varias de las caracteristicas antes
mencionadas (ver Ballard & Whitlock 2004; Galtier et al. 2009 y referencias alli citadas),
pero particularmente, la presencia de introgresién mitocondrial causada por hibridacién
ha llevado a que se cuestione la idoneidad universal de este marcador, asi como también al
replanteamiento de hipotesis filogenéticas (Chan & Levin 2005; Near & Keck 2013). Un
hibrido es el resultante del cruzamiento de dos especies diferentes, mientras que la
introgresion es el movimiento de genes entre las mismas mediante hibridacion y
retrocruzamiento (Avise 2004). La introgresiéon de genes de una especie a otra
(unidireccional) requiere en primera instancia que los genes inmigrantes se inserten en el
genoma de la especie nativa evadiendo la seleccion en su contra (Chan & Levin 2005), para
posteriormente extenderse en la poblaciéon por medio de hibridos F1 que se entrecruzan
con los organismos nativos (Chan 2003). La hibridacién es hoy considerada una fuerza
evolutiva de importancia (Arnold 2004), si bien ya habia sido destacada anteriormente
como tal por Anderson (1949) y Stebbins (1959), tanto en plantas (Stace 1987) como
animales (Arnold 1997). La introgresién de ADNmt es una de las consecuencias mas
comunes de la hibridacién, con comparativamente bajos niveles de introgresiéon de ADN
nuclear (Avise 2004; Chan & Levin 2005) entre especies cercanamente emparentadas. La
hibridacién seguida de rapida introgresion puede ocurrir en un escenario de abundancias
dispares, donde los inmigrantes son una muy pequefia proporcién de la poblacidn nativa y
donde la seleccion de pareja por parte de la hembra es dependiente de la frecuencia, por lo
que los errores que dan lugar a parejas heteroespecificas se darian con facilidad (Chan &
Levin 2005). Esta introgresion de ADN de la linea matrilineal se da en este modelo con
mayor frecuencia y velocidad que los componentes heredados por linea paterna o
biparental, que es lo que se observa mas frecuentemente. En algunos casos, el ADNmt de

un taxén reemplaza completamente el del otro, sin ningun tipo de evidencia de
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A Especie 1 B Especie 1

Especie 2 Especie 3

Especie 3 Especie 2

Figura 3. Estructura (simplificada) de un par de arboles construidos en base a genes mitocondriales

(A) en comparaciéon con otro construido en base a morfologia o genes nucleares (coincidentes) (B)

cuando ocurre hibridacién seguida de introgresion, la que, en el ejemplo, habria involucrado a la

Especie 2 hacia la Especie 1. En este trabajo se espera que si ocurri6 un caso de hibridacién seguida de

introgresion se observen ambas topologias al comparar la filogenia obtenida en base a genes

mitocondriales y nucleares.
introgresion nuclear o sefial morfolégica (Ballard & Whitlock 2004). Es por esto que la
introgresion puede generar que el arbol de genes mitocondriales difiera
significativamente del construido con genes nucleares (Ballard & Whitlock 2004), lo que
ha sido evidenciado en varios taxa animales, entre ellos Invertebrados (e.g. Shaw 2002;
Linnen & Farrell 2007; Wahlberg et al. 2009); Peces (e.g. Bernatchez et al. 1995; Sullivan
et al. 2004; Bossu & Near 2009; Near & Keck 2013; Laakkonen et al. 2015); Mamiferos
(e.g., Patton & Smith 1994; Ruedi et al. 1997; Melo-Ferreira et al. 2005; Hailer 2015); Aves
(e.g- Shapiro et al. 2004); Reptiles (e.g. McGuire et al. 2007) y Anfibios (e.g. Lamb & Avise
1986). En todos estos trabajos se detect6 una correspondencia entre la filogenia
construida en base a genes nucleares y caracteres morfoldgicos, ejemplificado en la Figura
3, pero discordante en conjunto con el arbol construido con genes mitocondriales. Es por
ello que los resultados que arroja la utilizacién de un solo gen no deben ser interpretados
sin la debida precaucién debido a que existen casos de incongruencia entre los arboles de
genes y arbol de las especies (e.g. Pamilo & Nei 1988; Avise 1989; Maddison 1997; Feijoo
et al. 2010). En ausencia de introgresion, se espera que los genes mitocondriales alcancen
la monofilia reciproca mas rapidamente que los genes nucleares dado que el nimero
poblacional efectivo es un cuarto del de estos ultimos, pero si la introgresiéon mitocondrial
ha sido constante y reciente, esos arboles de genes podrian mostrar tantas o mas especies
no monofiléticas como los arboles de genes nucleares (Moore 1995; Palumbi et al. 2001;

Ballard & Whitlock 2004).

Por otra parte, el reparto incompleto de linajes (“incomplete lineage sorting”),
puede manifestarse durante la reconstruccion filogenética de manera similar al caso de
introgresién por hibridaciéon (Maddison 1997; Sang & Zhong 2000; Holder et al. 2001;
Huson et al. 2005; Buckley et al. 2006; Holland et al. 2008). Es un problema frecuente, que
ocurre cuando los polimorfismos ancestrales persisten a lo largo de varios eventos de

especiacion y la pérdida subsecuente o la falla en el muestreo de algunas de las formas del
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Figura 4. Esquema del proceso de reparto incompleto de linajes. Las letras A (circulo rojo), B (cuadrado
verde) y C (cruz azul) representan supuestas especies, cada terminal representa un individuo, las lineas
negras representan el arbol de especies y las azules la coalescencia de un lucus. En el diagrama de la
izquierda, el cladograma del locus de interés es concordante con el arbol de especies. A la derecha, el locus
exhibe un caso de reparto incompleto de linajes, resultando en una incongruencia entre el arbol de dicho

locus y el arbol de las especies. Tomado con permiso de Tenaillon et al. 2010.

gen en las diferentes especies puede resultar en arboles de genes incongruentes, en
particular cuando estos genes (especies) sufrieron una diversificacién reciente o una
historia caracterizada por intervalos de tiempo cortos entre eventos de diversificacion de
linajes, como en el caso de las radiaciones adaptativas (Tajima 1983; Maddison 1997)
(Figura 4). Este factor afecta en mayor medida la interpretacion cuando se trabaja con
genes nucleares que para genes mitocondriales, dado que el nimero poblacional efectivo
(Ne) para los loci mitocondriales es un cuarto del Ne para loci nucleares. Se espera que el
reparto de linajes progrese de manera mas veloz para los alelos mitocondriales (Funk &

Omland 2003).

Si bien es muy dificil discriminar entre el reparto incompleto de linajes y la
existencia de un evento de hibridacién e introgresiéon, ambos procesos pueden ser
distinguidos considerando los patrones espaciales de similitud de haplotipos entre las
especies, sumado a la comparacion entre arboles construidos en base a genes nucleares y
mitocondriales y considerando el tiempo de divergencia entre las especies contrastado
contra el tiempo estimado de arribo a la monofilia para el caso de reparto incompleto de
linajes. Por definicion, la divergencia de polimorfismos ancestrales debe preceder la
divergencia entre especies (Edwards & Beerli 2000). Cuando dos especies comparten un
haplotipo idéntico, puede explicarse por reparto incompleto de linajes solo si la

especiacion ocurrid tan recientemente que no hubo tiempo para que ocurriera divergencia

14



genética. Entonces, si el reparto aleatorio de polimorfismos ancestrales es responsable de
la similitud de los haplotipos entre las especies descendientes, se espera que dichos
haplotipos se encuentren aleatoriamente distribuidos en las poblaciones, en cambio, si la
similitud de haplotipos entre las especies es generada por hibridacidn reciente, entonces
dicha similitud deberia ser observada en poblaciones simpatridas, zonas hibridas o limites
de las especies involucradas (Barbujani et al. 1994; Hare & Avise 1998; Masta et al. 2002).
Por otra parte, si desde el evento de hibridacién pasé un tiempo suficiente como para que
la variante incorporada se fijara en la poblaciéon receptora, entonces la manera de
diferenciar entre un antiguo evento de introgresiéon mitocondrial y un caso de reparto
incompleto de linajes reside en contrastar el tiempo desde la divergencia estimado entre
las especies bajo la hipdtesis de introgresion o de reparto incompleto de linajes para el gen
mitocondrial en comparacién con el tiempo desde la divergencia estimado con los genes

nucleares (Avise & Ball 1990; Funk and Omland 2003; Peters et al. 2007).

Importancia de las investigaciones en sistematica y sus aplicaciones a la

conservacion

Un mejor conocimiento de la sistematica y la generacion de un marco teérico sobre
la biologia, ecologia y distribucién de las especies, y la posibilidad de identificar
ejemplares o sus partes se tornan fundamentales para una aproximacion cientifica a su
conservacién y uso sustentable (Cracraft 2002). Los roedores no son considerados
mamiferos "carismaticos" y cuentan con muy poco aprecio entre el publico en general, lo
que explica el por qué se pase por alto tanto su papel ecoldgico como los problemas de
conservacion (Amori & Gippoliti 2003). Aunque los roedores no figuren entre los
mamiferos con mayor amenaza de extincién, existen pruebas histéricas que demuestran la
vulnerabilidad de diversos linajes filogenéticos (Ceballos & Brown 1995; MacPhee &
Flemming 1999). Es de destacar que el orden Rodentia representa el 51-52% de las
extinciones de mamiferos en los ultimos 500 afios (Ceballos & Brown 1995).La
conservacion de estos y otros grupos depende y estd estrechamente vinculada al
conocimiento de las relaciones filogenéticas y la taxonomia de los grupos bioldgicos
(Amori & Gippoliti 2003). Entre las especies objetivo de este estudio, O. josei se considera
dentro de la categoria “En Peligro” (EN) para la IUCN (International Union for Conservation
of Nature), por considerarse que habita en un area restringida, de pocas localidades
conocidas, y que la conservacion de su habitat estd seriamente comprometida por la

expansion urbana y el desarrollo del turismo -aunque esta informacién ha de ser re-

15



evaluada (Queirolo & Geise 2008). En el contexto de nuestro pais, O. josei es considerada
una especie prioritaria para la conservacién para el SNAP (Sistema Nacional de Areas
Protegidas), por ser un mamifero endémico nacional y de distribucién restringida
(Soutullo et al. 2009; Gonzalez et al. 2013), lista a la cual recientemente se ha incluido O.
nasutus, especie considerada endémica regional (Gonzalez et al. 2013). Por lo tanto, es una
prioridad la actualizacion regular de la sistematica, que refina el conocimiento sobre la
diversidad y relaciones filogenéticas entre roedores (u otros grupos), para su

conservacidn (Ostfield & Keesing 2000; Amori & Gippoliti 2003).
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HIPOTESIS

Para este trabajo y en base a los antecedentes mencionados anteriormente, se

plantean dos hipotesis:

1) EI género Oxymycterus en Uruguay esta representado por una unica especie
biolégica en la que existen dos linajes mitocondriales bien diferenciados
(Garcia-Olaso 2008). Esta discrepancia podria ser resultado de reparto
incompleto de linajes, o de hibridacion con otra especie seguida de
introgresion de ADNmt, proceso que podria haber involucrado a O. rufus,

especie de distribucién adyacente a O. nasutus.

2) El género Oxymycterus en Uruguay estd representado por dos especies, tal
como apuntan Hoffmann et al. (2002), las cuales estan diferenciadas

filogenéticamente.

Respecto a la hipdtesis 1, si la introgresiéon mitocondrial o el reparto incompleto de
linajes ha sido prevalente en la historia de las especies objetivo, se esperan los siguientes
patrones filogenéticos:

1. No monofilia de O. nasutus en el arbol de genes mitocondrial.
2. Discordancia entre el arbol de genes mitocondrial y nuclear.
3. Concordancia entre la evidencia morfolégica y la filogenia en base a genes

nucleares.

Para determinar si estd ocurriendo introgresion, es necesario que las tres
condiciones expresadas anteriormente se cumplan, dado que si la introgresion involucra el
genoma nuclear (o al menos el gen nuclear bajo estudio), toda sefial es borrada y la
genealogia génica podria no reflejar la historia previa de la divergencia entre los taxa.
Ademas, otro tipo de evidencia no filogenética debe adicionarse a los andlisis para
distinguir entre introgresién y reparto incompleto de linajes como explicacién para estos
patrones (Maddison 1997; Funk & Omland 2003), dado que es dificil distinguir entre el
patrén resultante de un caso de introgresion por hibridacién reciente de aquel generado
por polimorfismo ancestral y reparto incompleto de linajes de genealogias de genes tinicos
(Nielsen & Wakeley 2001). En este caso se recurriria a la evaluacién de los patrones

geograficos de los polimorfismos entre O. josei y O. rufus.
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Por otra parte, en el caso de la hipétesis 2, el patréon observado en el arbol de genes
construido en base a genes mitocondriales podria corresponderse con la verdadera
historia de las especies, lo cual implicaria la presencia de dos especies morfolégicamente
muy similares, y alejadas filogenéticamente, en el pais. En ese caso, se esperan los
siguientes resultados:

1. Concordancia en cuanto a la topologia de los arboles obtenidos mediante las

dos matrices de datos (gen nuclear y mitocondrial).

2. Monofilia reciproca entre las dos especies blanco.

3. Existencia de algin caracter morfoldgico que permita su discriminacién, que se

haya pasado por alto en estudios anteriores.

OBJETIVOS

El objetivo general de este estudio fue determinar la diversidad de ratones
hocicudos presentes en Uruguay, a modo de discriminar si estamos ante dos especies
biolégicas o ante una sola especie. Los objetivos especificos fueron estudiar nuevos
caracteres no ligados al genoma mitocondrial (ADN nuclear) a modo de determinar si los
resultados se corresponden o no con los arrojados por los andlisis realizados para ADNmt.
Por otra parte, si los resultados coinciden con la primera hip6tesis, se propone determinar
qué proceso actud sobre la historia de las especies: hibridacién o reparto incompleto de

linajes.

18



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Las muestras de tejido (musculo y/o higado preservado en etanol 95°) fueron
obtenidas de las colecciones del Museo Nacional de Historia Natural de Montevideo y del
Laboratorio de Evolucién (Facultad de Ciencias). La seleccién de ejemplares intentd
maximizar la representatividad geografica y diversidad cromadtica dentro de las
poblaciones (Tabla 1, Figura 5, Figura 6). Al conjunto de secuencias de O. josei y O. nasutus
obtenidas en este trabajo, se agregaron las secuencias disponibles en GenBank para los
genes IRBP y Citocromo b de todas las especies del género (incluyendo las especies
focales) (Tabla 2, ver demdas Apéndice 1 por la lista completa de ejemplares depositados
en colecciones nacionales) Lamentablemente, no se pudieron incluir secuencias de los
holotipos de 0. nasutus y de O. josei, aunque se cuenta con secuencias de ejemplares
colectados en las localidades tipicas de ambos taxones (Barra de Maldonado y Las Flores,

respectivamente).

Tomando como referencia el trabajo de D’Elia (2003) y Salazar-Bravo et al. (2013),
se eligieron como grupo externo para los andlisis filogenéticos por su proximidad
filogenética con el género de estudio, las siguientes especies la tribu Akodontini: Necromys
obscurus (sélo Citocromo b), N. lenguarum (s6lo Citocromo b), Akodon montensis, A.
azarae, Deltamys kempi, Thaptomys nigrita, Bibimys chacoensis (s6lo IRBP), B. labiosus y

Juscelinomys haunchacae. Dichas secuencias fueron extraidas de GenBank (Tabla 2).

Extraccion de ADN, amplificacién y secuenciacion.

La extraccion de ADN se realizé segun el protocolo propuesto por Miller et al
(1988) con modificaciones, el cual involucra la digestion del tejido con dodecil sulfato de
sodio (SDS, por sus siglas en inglés) y proteinasa K, precipitacion de proteinas con cloruro
de sodio (NaCl) y finalmente precipitacion de ADN con isopropanol. Las muestras fueron

diluidas en TE 1X y almacenadas a -20 °C hasta su utilizacion.

A partir de las diluciones de extracciones de ADN (aproximadamente 4 ng/uL de
concentracién), se amplificé un fragmento de 801 pares de bases (pb) del extremo 5’ del

gen de citocromo b del genoma mitocondrial, por la técnica de la Reaccién en Cadena de la
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Tabla 1. Lista de ejemplares secuenciados.

Ejemplar® Ndecampo® Pais Departamento Localidad Cédi.go dec Ger.l 4
localidad ® secuenciado
MNHN 7297 - Uruguay Rocha Parque Nacional San Miguel 3 Cit-b
MNHN 6253 SCV 035 Uruguay Rocha Refugio de Fauna Laguna de Castillos 6 Cit-b; IRBP
- CA614 Uruguay Rocha Ruta 15 km 10 Arroyo la Paloma 11 Cit-b
MNHN 6206 EMG 1909  Uruguay Treintay Tres Quebradadelos Cuervos 14 Cit-b
MNHN 5009 GF 351 Uruguay Maldonado Barra de Maldonado 18 Cit-b
- GD 723 Uruguay Maldonado Barra del Arroyo Maldonado 18 Cit-b
MNHN 7249 JAML 022 Uruguay Maldonado Arroyo San Carlos, Establecimiento "El Quijote" 19 Cit-b
- CA 480 Uruguay Maldonado El Pefiasco 20 Cit-b
MNHN 3849 CA 689 Uruguay Maldonado Las Flores, W Arroyo Tarariras 26 Cit-b
MNHN 5615 EMG 1567  Uruguay Canelones Balneario San Luis 31 Cit-b; IRBP
MNHN 6313 EMG 1729  Uruguay Rivera Platén 35 IRBP
MNHN 6319 EMG 1733  Uruguay Rivera Platon 35 Cit-b; IRBP
MNHN 6320 EMG 1728  Uruguay Rivera Platon 35 Cit-b; IRBP
MNHN 4270 EV 988 Uruguay San]osé 5 Km NE de Ecilda Paulier, Estancia "El Relincho" 39 IRBP
MNHN 4284 EV 1021 Uruguay San]osé 5 Km NE de Ecilda Paulier, Estancia "El Relincho" 39 Cit-b

Se indican los numeros de catalogo correspondientes a cada ejemplar secuenciado.

a2 Numero de catdlogo de la colecciéon donde se encuentra depositado el ejemplar. En los casos en que el
ejemplar no ha sido ingresado a la coleccién se indica con “-“. MNHN: Museo Nacional de Historia Natural de
Montevideo.

b Nimero de catalogo de campo de cada ejemplar. Los acréonimos corresponden a: CA: Carlos Altuna; EMG:
Enrique Gonzalez; EV: Laboratorio de Evolucién (Facultad de Ciencias); GD: Guillermo D’Elia; GF: Gustavo
Fregueiro; JAML: Juan A. Martinez-Lanfranco; SCV: Santiago Cruces.

¢ Corresponde a los codigos de localidad de las Figuras 5.

d Cit-b: Citocromo b; IRBP: Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein

Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) (Saiki et al. 1988). Se utilizaron los
oligonucleétidos MVZ 05 y MVZ 16 (Smith & Patton 1991, 1993; respectivamente). El
volumen total de reaccién para la PCR fue de 25 pl compuestos por 12,5 pl de dilucién de
ADN y 12,5 ul de reactivos en las siguientes concentraciones: Buffer 1X, dNTPs 0,3 mM,
oligonucleédtidos 0,2 pM, MgCI2 3,0 mM y Taq polimerasa 0,08 u/ul. La amplificacion fue
realizada bajo las siguientes condiciones de ciclado: 3 minutos de desnaturalizacion inicial
a 95°C, 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C, asociacién a 45°C y extensién a 72°C por 30
segundos cada uno, finalizando con una fase de extensién a 72°C por 5 minutos. Todas las

reacciones de PCR incluyeron un control negativo.

De la misma manera que se amplifico el gen citocromo b, se partié de las diluciones
de ADN a 4 ng/uL y se amplificé un fragmento de 759 (pb) del primer exén del gen nuclear
IRBP (Interphotoreceptor Retinoid-Binding Protein) por la técnica de PCR, utilizando en
este caso los oligonucledtidos Al y F1 (Jansa & Voss 2000). El volumen total de reacciéon
fue de 25 ul compuestos por 12,5 pl de dilucion de ADN y 12,5 pl de reactivos en las
siguientes concentraciones: Buffer 1X, dNTPs 0,2 mM, oligonucleé6tidos 0,2 uM, MgCl2 2m

M y Taq platinum 0,04 u/pl. La amplificaciéon fue realizada utilizando un protocolo de
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Figura 5. Localidades de los ejemplares secuenciados. Los numeros coinciden con los de la Figura 6. Ver

ademaés Tabla 1.

“touch-down” de cuatro etapas. La primera consistié en 5 ciclos de desnaturalizacion
inicial a 94°C por 20 s, asociacidn a 62°C por 15 s y extension a 72°C por 1 min. Al igual
que la primera, la segunda y la tercera etapa mantuvieron las temperaturas y tiempos de
desnaturalizaciéon y extension, del mismo modo que la cantidad de ciclos, pero la
temperatura de asociacion fue de 60 y 58°C respectivamente. En la etapa final, la
temperatura de asociaciéon fue de 52°C, manteniendo las temperaturas de
desnaturalizacidn y extension pero en este caso por 23 ciclos. La reaccién de amplificacion
comenzd con una etapa de desnaturalizaciéon de ADN a 94°C por 5 minutos y finaliz6é con
una etapa de extension a 72°C por 3 minutos. En todos los experimentos fueron incluidos
controles negativos de amplificacion para descartar la ausencia de contaminacion.

El control de los productos de la amplificacion se llevé a cabo mediante corridas
electroforéticas en geles de agarosa al 0,8% en TBE 1X, tefiidos en solucién de bromuro de
etidio (BrEt) 5mg/ml y visualizados en un transluminador UV. Los productos que
mostraron una dnica banda una intensidad similar al fragmento de 800 pb (tanto para
citocromo b como IRBP) del estandar de peso molecular (100bp DNA Ladder
Fermentas™), fueron seleccionados para su secuenciacién. Los productos de PCR fueron
enviados a la empresa Macrogen Inc. (Corea) para su purificacion y posterior

secuenciacién a partir de los oligonucleétidos MVZ 05 (en un sentido) para citocromo b y
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Figura 6. Localidades de los ejemplares depositados en colecciones nacionales.. Los nimeros coinciden

con los de la Figura 5. Ver Anexo 1.

A1y F1 (ambas cadenas) para IRBP. Todas las secuencias generadas en este trabajo seran
eventualmente depositadas en GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Los
genes mencionados fueron elegidos teniendo en cuanta la disponibilidad de secuencias de
las especies del género depositadas en GenBank, a modo de poder realizar los analisis

filogenéticos con la mayor cantidad de especies posible.

Edicion de secuencias

Las secuencias fueron editadas a partir de los cromatogramas, utilizando el
programa ProSeq versién 3.2 (Filatov 2009). Se utiliz6 la herramienta online BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al. 1990) para comparar cada una de las
secuencias con la base de datos GenBank, a modo de corroborar la identidad de las mismas
como pertenecientes al género Oxymycterus. Debido a que no se han documentado ni se
encontraron inserciones, deleciones o gaps internos y a que las secuencias de estudio
tienen un grado de divergencia relativamente pequefio, fue posible realizar el
alineamiento de secuencias de forma manual, utilizando para tal fin el programa ProSeq.
Aquellas secuencias cuyo tamafio fuera inferior a 801, se las completé con el nucledtido
genérico “N”.
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Tabla 2. Lista completa de secuencias utilizadas para los anélisis filogenéticos.

Especie o ejemplar Denominacion * N° Acceso "
IRBP

Grupo interno

MNHN 4270 EV_988 *
MNHN 5615 EMG_1567 *
MNHN 6253 SCV_035 *
MNHN 6313 EMG_1729 *
MNHN 6319 EMG_1733 *
MNHN 6320 EMG_1728 *

0. nasutus 1 O_nasutus_1 KC953431.1
0. nasutus 2 O_nasutus_2 EF661855.1
0. nasutus MVZ 182701 O_nasutus_MVZ182701 AY277468.4
O. rufus 1 O_rufus_1 AY277470.1
O. rufus 2 O_rufus_2 AY277469.1
Oxymycterus delator 0_delator AY277466.1
0. hiska 1 O_hiska_1 KC953430.1
0. hiska 2 O_hiska_2 AY277467.1
Grupo externo

Thaptomys nigrita T_nigrita AY277482.1
Akodon azarae A_azarae AY277422.1
A. montensis A_montensis EF626796.1
Bibimys chacoensis B_chacoensis AY277435.4
B. labiosus B_labiosus AY277436.1
Juscelinomys huanchacae J_huanchacae AY277452.1
J. huanchacae J_huanchacae_2 AY277452.1
Deltamys kempi D_kempi AY277444.1
Cit-b

Grupo interno

MNHN 3849 CA_689 *
MNHN 4284 EV_1021 *
MNHN 5009 GF_351 *
MNHN 5615 EMG_1567 *
MNHN 6206 EMG_1909 *
MNHN 6253 SCV_035 *
MNHN 6319 EMG_1733 *
MNHN 6320 EMG_1728 *
MNHN 7249 JAML_022 *
MNHN 7297 MNHN_7297 *

CA 480 CA_480 *
CA614 CA_614 *

GD 723 GD_723 *

23



Tabla 2 (continuacién). Lista completa de secuencias utilizadas para los analisis
filogenéticos.

Especie o ejemplar Denominacién ? N° Acceso "
Oxymycterus josei (MVZ 183264) 0_josei_MVZ183264 AF175288.1

0. josei (MVZ 183265) 0_josei_MVZ183265 AF175289.1
O. nasutus O_nasutus EF661854.1
0. nasutus (CA 695) O_nasutus_CA_695 AF175287.1
0. nasutus (GD 577) O_nasutus_GD_577 DQ518258.1

0. nasutus (MVZ 182701) O_nasutus_MVZ_182701 AF175286.1

0. nasutus (PM 66) O_nasutus_PM_66 KJ936958.1
O. rufus 1 O_rufus_1 AF516669.1
O. rufus 2 O_rufus_2 AF516668.1
O. rufus 3 O_rufus_3 AF516667.1
O. rufus 4 O_rufus_4 AF516666.1
O. rufus 5 O_rufus_5 AF516651.1
O. rufus 6 O_rufus_6 AF454775.1
O. rufus 7 O_rufus_7 AF454776.1
O. rufus 8 O_rufus_8 AF454777.1
O. rufus 9 O_rufus_9 AF516652.1
O. rufus 10 O_rufus_10 AF516653.1
O. rufus 11 O_rufus_11 AF516654.1
O.rufus 13 O_rufus_13 AY275127.1
O. rufus 14 O_rufus_14 AY275126.1
0. amazonicus O_amazonicus AF454765.1
0. dasytrichus 1 O_dasytrichus_1 AF516665.1
0. dasytrichus 2 0_dasytrichus_2 AF516664.1
0. dasytrichus 3 O_dasytrichus_3 AF454768.1
0. dasytrichus 4 0_dasytrichus_4 AF454769.1
0. dasytrichus 5 O_dasytrichus_5 AF454770.1
0. dasytrichus 6 0_dasytrichus_6 AF454771.1
0. delator 1 0O_delator_1 DQ518256.1
0. delator 2 O_delator_2 AF454766.1
0. delator 3 0_delator_3 AF454767.1
0. delator 4 O_delator_4 AY275125.1
0. delator 5 O_delator_5 U03525.2

O. hiska O_hiska U03542.3

0. judex 1 O_judex_1 AF454773.1
0. judex 2 0_judex_2 AF454774.1
0. misionalis O_misionalis DQ518257.1
0. misionalis 2 O_misionalis_2 EU449517.1
0. paramensis 1 O_paramensis_1 DQ518259.1
0. paramensis 4 O_paramensis_4 U03536.2

0. quaestor 1 0_quaestor_1 AF454772.1
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Tabla 2 (continuacién). Lista completa de secuencias utilizadas para los analisis

filogenéticos.

Especie o ejemplar Denominacion N° Acceso ”
0. quaestor 2 0_quaestor_2 AF516660.1
0. wayku 0_wayku DQ518262.1
Grupo externo

Thaptomys nigrita T_nigrita KF815393.1
Akodon azarae A_azarae AY702963.1
A. montensis A_montensis ]X538380.1
B. labiosus B_labiosus DQ444329.1
Necromys lenguarum N_lenguarum EF531680.1
N. obscurus N_obscurus DQ683183.1
Brucepattersonius iheringi B_iheringi AF108667.1
Juscelinomys huanchacae J_huanchacae ]Q898083.1
J. huanchacae J_huanchacae ]Q898082.1
Deltamys kempi D_kempi AY195861.1

a Denominacién utilizada en las reconstrucciones.
b Los nimeros refieren al nimero de acceso de GenBank. *, secuencias generadas en este
estudio

Analisis de secuencias

Los andlisis descriptivos de las secuencias fueron realizadas con el programa MEGA 6.06

(Tamura et al. 2013).

Se realizaron los siguientes andlisis filogenéticos en ambos sets de datos (Cit-b e
IRBP) por separado: Maxima Parsimonia (MP; Farris 1982), Maxima Verosimilitud (MV;
Felsenstein 1981) y Analisis Bayesiano (AB; Rannala & Yang 1996).

Para la inferencia filogenética en base al gen IRBP se utilizaron 22 secuencias de
Oxymycterus mas el grupo externo, en cambio para el gen citocromo b se utilizaron 65
secuencias, las cuales incluyen el género Oxymycterus y el grupo externo (Tabla 2). Las
diferencias en tamafio de muestra responden a la disponibilidad de dichas secuencias en
las bases de datos (GenBank). En el analisis de MP, los caracteres fueron tratados como no
ordenados y de igual peso. Se utilizé el programa MEGA 6.06. Como método de busqueda
del arbol mas parsimonioso se utiliz6 el algoritmo de buisqueda heuristica Tree Bisection

Reconection (TBR), construyendo 100 arboles iniciales obtenidos mediante la adicion
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aleatoria de secuencias. Diez mil (1x104) réplicas de bootstrap (BP) fueron realizadas para

determinar el apoyo estadistico de los nodos.

Para determinar el modelo de sustitucion nucleotidica al que las secuencias mejor
se ajustan, se utilizé el programa jModelTest 2.1.7 (Darriba et al. 2012) y se eligi6 el
modelo de sustitucion en base al Criterio de Informacién de Akaike (AIC; Akaike 1974) y al
Criterio de Informacion Bayesiano (BIC, Schwarz 1978). El modelo de sustitucién elegido
para IRBP por el AIC fue TPM1 (R[AC]= R[GT]=1.00; R[AG]= R[CT]=3.7536; sin sitios
invariables ni distribucion Gama), el modelo K80 fue elegido por BIC. Para los analisis
posteriores se escogié TPM1 dado que K80 es un modelo anidado dentro del primero. De
todos modos, se realizaron los analisis para estos dos modelos a modo de verificar la
concordancia de los resultados. El modelo de sustitucién elegido para citocromo b fue
HKY+I+G, seleccionado tanto por AIC como por BIC. El andlisis de MV se realizé en PhyML
3.1 (Guindon et al. 2009). El apoyo estadistico de los nodos fue determinado calculando los

valores de bootstrap (Felsenstein 1985), con mil réplicas.

El Analisis Bayesiano fue llevado a cabo en BEAST 1.8.0 (Drummond & Rambaut
2007), utilizando el mismo modelo de sustitucion nucleotidica obtenido anteriormente
para cada gen por separado. La probabilidad posterior fue estimada por MCMC en tres
corridas independientes, de 90 millones de generaciones con muestreo de parametros
cada 9.000 generaciones para cit-b, y de cinco corridas de 20 millones de generaciones
cada una con muestreo cada 2.000 generaciones en IRBP. El 10% inicial fue descartado
como burn-in (9 millones) en cit-b y 12,5% (2.500.000) para IRBP y se utiliz6 el programa
TRACER 1.6.0 (Rambaut et al. 2014) para verificar la convergencia de los resultados, y que
para todos los indicadores el valor de ESS (Effective Sample Size) fuera superior a 200,
para cada corrida independiente y para la combinacién de las corridas, gestionadas en el
programa LogCombiner 1.8.0 (Rambaut & Drummond 2013). El parametro modelo de
reloj molecular fue inicialmente establecido en Estricto a modo de evaluar la eficiencia de
la MCMC en ambos sets de datos. Dado que los valores de ESS fueron en todos los casos
mayores a 200 (para este andlisis se corrié una MCMC de 1 millén de generaciones para
IRBP y una MCMC de 10 millones para cit-b), se estableci6 la siguiente corrida un modelo
mas complejo que incluy6 establecer el reloj molecular en lognormal relajado (si los
valores de ESS hubieran sido bajos para esta primera corrida, se consideraria que un
modelo ain mas complejo no podria ser llevado a cabo en el programa y se deberia
aumentar el numero de generaciones), esta vez con una MCMC de 10 millones de

generaciones para IRBP, 20 millones para cit-b. En todos los casos, la tasa de sustitucién
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fue estimada por el programa, restringiendo el espacio a explorar una distribucién
uniforme y siendo el maximo de dicha distribucién el valor de la tasa de sustitucion
mitocondrial para roedores de pequefio tamafio corporal y tiempo generacional para IRBP
(0,0230 substituciones por millon de aiios; Welch et al. 2008; Horn et al. 2011) y una
distribuciéon normal de media y valor inicial de 0,0230, desvio estdndar 0,01, minimo 0 y
maximo 1 para cit-b. En las corridas de IRBP, el valor estimado del parametro ucld.stdev
(parametro que indica a qué modelo de reloj molecular ajustan mejor los datos) para la
segunda corrida fue de 0,307, por lo tanto, para las siguientes corridas se especificé un
reloj estricto, dado que valores cercanos a cero del parametro ucld.stdev indican que los
datos exhiben una baja heterogeneidad en la tasa de sustituciéon entre los linajes. De igual
forma, el mismo parametro en cit-b obtuvo un valor superior a 1 (1,34) que indica que los
datos exhiben una significativa heterogeneidad en la tasa de sustitucion entre los linajes.
En Logcombiner también se combinaron los arboles de las diferentes corridas. Por tltimo,
con TreeAnotator 1.8.0 (Rambaut & Drummond 2013) se resumié la informacion
contenida en los arboles muestreados de las corridas independientes en un solo arbol. El
arbol obtenido corresponde al que maximiza el producto de la probabilidad posterior para

todos los nodos.
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RESULTADOS

Descripcion de las secuencias

El conjunto de secuencias del gen IRBP, de 759 sitios, mostré 16 sitios variables, de
los cuales 9 fueron informativos segun el criterio de parsimonia. No se observaron
marcados sesgos de composicion nucleotidica de este gen (Tabla 3), como ya habia sido
apreciado en otros estudios (D’Elia 2003). Los niveles de divergencia nucleotidica
(distancia genética) entre pares de haplotipos, representados como niimero de bases
diferentes y como distancia Kimura-2-parametros (K2P) se encuentran en el Anexo 2,
Tabla A. Los valores de divergencia entre pares de haplotipos para las secuencias de
especimenes uruguayos estuvieron comprendidas entre 0 y 7 sustituciones nucleotidicas o
0 a 1% en distancia K2P pudiéndose apreciar dos grupos: uno (G1) cuyas secuencias son
idénticas (distancia igual a cero) que comprende los ejemplares EMG 1728, EMG 1733 y
EV 988 y una segunda (G2) compuesta por EMG 1567, EMG 1729 y SCV 035 con menos de
cuatro sustituciones de distancia (0,1 a 0,6%) entre los ejemplares que comprenden el
grupo. Entre estos dos grupos, en cambio, existen diferencias del orden de 4 a 7
sustituciones (0,6 a 1%). Es de destacar que el ejemplar SCV 035 posee los maximos
valores de distancia con otros ejemplares dentro del género Oxymycterus, que se debe a
una mayor cantidad de sustituciones tnicas (tres sitios singletones contra uno en EV 988 o
cero con los restantes). Cuando se considera las secuencias obtenidas de Genbank de las
especies 0. nasutus y O. rufus, el grupo G1 posee una distancia genética globalmente menor
con O. rufus que con 0. nasutus (1 sustitucion; 0,1%), e inversamente, G2 con O. nasutus (0
a 3 sustituciones; 0 a 0,4%). No se detectaron polimorfismos entre las secuencias de IRBP

pertenecientes al mismo grupo de ejemplares uruguayos.

Tabla 3. Composicién nucleotidica de las secuencias utilizadas (género Oxymycterus).

C A G T
IRBP Total 27,4 23,0 27,9 21,7
Primera 27,8 25,0 34,7 12,5
Segunda 21,2 28,5 18,6 31,7
Tercera 33,2 15,6 30,3 20,9
Cit-b Total 23,0 27,9 21,7 27,4
Primera 23,5 28,7 22,2 25,6
Segunda 25,1 20,9 13,4 40,5
Tercera 43,2 36,3 1,9 18,6
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Algunas de las secuencias de citocromo b obtenidas fueron de largo inferior a 801
pb, a causa de que el cromatograma no mostré una buena resolucién en el extremo 5’. De
todos modos, se verificé que pertenecieran al fragmento de interés mediante la traduccién
de los codones a aminoacidos, la determinacién de la composicion nucleotidica y el
alineamiento de las secuencias entre si y contra otros Sigmodontinos. Se corroboré la no
existencia de codones de terminaciéon dentro de los marcos abiertos de lectura de las
secuencias mediante la traduccion de los codones a aminoacidos. Las secuencias de cit-b
mostraron 316 sitios variables y 262 sitios parsimoniosamente informativos. Como ya ha
sido destacado repetidas veces en la bibliografia para mamiferos y especialmente para
Sigmodontinos (Irwin et al. 1991; Johns & Avise 1999; D’Elia 2003), se observé en este gen
un fuerte sesgo en la composicion nucleotidica, manifestado por un marcado déficit de
guanina en las posiciones 2 y 3 de los codones (Tabla 3), rasgo que es tipicamente
encontrado en secuencias codificantes de ADN mitocondrial animal (Brown 1985). Los
niveles de divergencia nucleotidica (distancia genética) entre pares de haplotipos,
representados como numero de bases diferentes y como Kimura-2-parametros se
encuentran en el Anexo 2, Tabla B. Los valores de divergencia entre pares de haplotipos
para las secuencias de especimenes uruguayos estuvieron comprendidos entre 0 y 47
sustituciones nucleotidicas, 0 a 7,0 % en distancia K2P. Del mismo modo que con IRBP, se
pueden diferenciar dos grupos. El primero (G1) compuesto por los ejemplares 44 a 49, 51
y 54 de la Tabla 5, que se diferencian entre si por hasta cinco sustituciones (entre 0,14 y
0,7%) y un segundo grupo (G2), compuesto por los ejemplares 50, 52, 53, 55 y 56 (de la
misma tabla), con una variacién intragrupo de maximo 5 sustituciones (0,1%), siendo
algunos idénticos entre si. La distancia entre estos grupos varia entre 6,2-7,1% (43-47
sustituciones), distancias similares a las reportadas en otros estudios que comparan otras

especies reconocidas de mamiferos (Bradley & Baker 2001; Smith & Patton 1993).

Respecto a otras especies del género, O. rufus presenta en promedio 10
sustituciones (1,26%) de diferencia entre individuos, siendo el minimo 0 y el maximo 22
sustituciones, o 0-2,9% en rango. Otras especies como O. dasytrichus, O. misionalis, O.
delator y O. judex presentan distancias genéticas intraespecificas que en promedio no
superan el 1% (ver Tabla 4). Para otras especies del género esta informacién no pudo ser

analizada a causa de la escasez de ejemplares disponibles.
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Tabla 4. Distancias intraespecificas (Kimura 2
parametros y numero de sustituciones) de
especies de Oxymycterus (no incluidas O. nasutus
y O. josei) utilizando el gen citocromo b.

K2P N. Sustituciones

O. rufus 1,2 (0-2,9) 10 (0-22)
O. dasytrichus 0,9 (0,1-1,6) 7 (1-13)
O. delator 0,2 (0-0,5) 2 (0-4)
O. misionalis 0,5 4

O. paramensis 6 51
O. wayku -

0. amazonicus - -

O. judex 0 0

O. quaestor 1,2 8

O. hiska - -

Anotado como: promedio y rango entre
paréntesis.

Para las especies para las que se dispone de muy
pocos especimenes no pudo ser realizado.

Analisis filogenéticos: IRBP

El andlisis del set de datos de 22 secuencias de 759 pares de bases del gen nuclear
IRBP mediante el método de parsimonia dio como resultado 89 arboles filogenéticos
igualmente parsimoniosos, representados por el arbol consenso estricto (los nodos
representados en menos de 50% de los arboles obtenidos con las 10000 réplicas de
bootstrap fueron colapsados) en la Figura 7. El largo de los arboles fue de 63 pasos, el
indice de consistencia fue de 0,95 y el de retenciéon de 0,97. Estos valores altos de los
indices de consistencia y retenciéon indican un bajo grado de homoplasia en la matriz
analizada, lo que permite tener una alta confiabilidad en los resultados obtenidos por este

método de analisis filogenético (aunque ver Discusion).

Se definieron tres clados que invariablemente aparecen en todos los arboles
igualmente parsimoniosos, en el arbol construido con el método de Maxima Verosimilitud
(Figura 8) y en el construido mediante Analisis Bayesiano (Figura 9): el clado 1
(conformado por O_nasutus_1, O_nasutus_2, O_nasutus_MVZ182701 y tres de los
ejemplares uruguayos secuenciados), el clado 2 (conformado por O. rufus mas tres
ejemplares uruguayos) y el clado 3 O. delator-Juscelinomys. El arbol de maxima
verosimilitud por su parte obtuvo un valor de Logaritmo de verosimilitud de -1458,31, y la

probabilidad posterior del arbol construido mediante el método de Analisis Bayesiano
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obtuvo un valor de -1706,04. En todos los andlisis se recupera a Oxymycterus como grupo
parafilético, incluyendo en el mismo clado al género Juscelinomys (Bootstrap del andlisis
de parsimonia [BP]= 96; bootstrap del andlisis de Maxima verosimilitud [BMV]=96 y
probabilidad posterior [PP]=1). El soporte del clado 1 fue de BP= 79, BMV= 76 y PP=1. El
soporte del clado 2 fue de BP= 88, BMV= 85 y PP=1. Para el clado 3, por ultimo BP= 58,
BMV= 50y PP=0,95.

SCV_035

0 _nasutus_2
79— 0_nasuius MVZ182701
0 _nasutus_1

52 ——EMG 1729

EMG_1567

O _hiska_1
{ 0_hiska_2

73 0 rufus 1
36 { 0 _rufus 2
EV_988
EMG 1733

EMG 1728
0 _delator

53 [_huanchacae
{Lhmncﬁamej’
95 A_azarae
{A_montensis
D kempi
{ T_nigrita

— B chacoensis
ml—_ B labiosus

a2

93

Figura 7. Consenso de los arboles obtenidos del andlisis filogenético de maxima parsimonia del gen
nuclear IRBP de las especies del género Oxymycterus. Los valores adyacentes a los nodos corresponden
con el valor de bootstrap obtenido para cada nodo. En color verde se remarca el “clado 1”, en rojo el
“clado 2” y en azul el “clado 3” (ver texto). Los ejemplares EMG 1733, EMG 1728, EV 988, EMG 1567,
EMG 1729 y SCV 035 son ejemplares uruguayos secuenciados en el marco de este trabajo (ver Tabla 1y
Figura 5). Los primeros tres mencionados se encuentran mas proximos filogenéticamente a ejemplares
de O. rufus y alejados de los restantes, los cuales se asocian a ejemplares identificados como O. nasutus.
EMG 1733, EMG 1728 y EMG 1729 fueron recolectados en el departamento de Rivera (Uruguay) y los

restantes al sur del pais (Tabla 1).
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0% J_huanchacae_2
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|_huanchacae

100 | B_labiosus

B_chacoensis

D_kempi

T_nigrita

—— A_montensis
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Figura 8. Arbol obtenido del analisis filogenético de maxima verosimilitud del gen nuclear IRBP de las
especies del género Oxymycterus. Los valores adyacentes a los nodos corresponden con el valor de
bootstrap obtenido para cada nodo. En color verde se remarca el “clado 1”, en rojo el “clado 2” y en azul
el “clado 3” (ver texto). Los ejemplares EMG 1733, EMG 1728, EV 988, EMG 1567, EMG 1729 y SCV 035
son ejemplares uruguayos secuenciados en el marco de este trabajo (ver Tabla 1 y Figura 5). Los
primeros tres mencionados se encuentran mas préximos filogenéticamente a ejemplares de O. rufus y
alejados de los restantes, los cuales se asocian a ejemplares identificados como 0. nasutus. EMG 1733,
EMG 1728 y EMG 1729 fueron recolectados en el departamento de Rivera (Uruguay) y los restantes al
sur del pais (Tabla 1).
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Figura 9. Arbol obtenido del anélisis filogenético bayesiano del gen nuclear IRBP de las
especies del género Oxymycterus. Los valores adyacentes a los nodos corresponden con el valor
de probabilidad posterior obtenido para cada nodo. En color verde se remarca el “clado 1”, en
rojo el “clado 2” y en azul el “clado 3” (ver texto). Los ejemplares EMG 1733, EMG 1728, EV 988,
EMG 1567, EMG 1729 y SCV 035 son ejemplares uruguayos secuenciados en el marco de este
trabajo (ver Tabla 1 y Figura 5). Los primeros tres mencionados se encuentran mas préximos
filogenéticamente a ejemplares de O. rufus y alejados de los restantes, los cuales se asocian a
ejemplares identificados como O. nasutus. EMG 1733, EMG 1728 y EMG 1729 fueron

recolectados en el departamento de Rivera (Uruguay) y los restantes al sur del pais (Tabla 1).
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Analisis filogenéticos: cit-b

El andlisis mediante el método de parsimonia de los datos de citocromo-b,
constituido por 65 secuencias de 801 pares de bases, arrojé como resultado dos arboles
igualmente parsimoniosos de 962 pasos de largo, con un indice de consistencia de 0,40 y
el indice de retencién de 0,79 (Figura 10). En este caso, el género Oxymycterus se recupera
como monofilético respecto al grupo externo con un soporte de Bootstrap de 92%, y
Juscelinomys aparece como género hermano del primero en los dos arboles igualmente
parsimoniosos, nodo que obtiene un soporte de 99%. De los clados definidos
anteriormente con el gen IRBP, solo dos vuelven a recuperarse: el clado 1 formado por
ejemplares de 0. nasutus y ocho ejemplares secuenciados en este trabajo, y el clado 2,
conformado por O. rufus, secuencias de O. josei obtenidas de Genbank y cinco ejemplares
nuevos. Estos grupos obtienen soportes de bootstrap altos: 99% para el clado 1 y 100%

para el clado 2.

Los nodos internos no fueron adecuadamente resueltos, lo que se traduce en una
politomia que no permite determinar la mayoria de las relaciones dentro de las especies
del género. Al contrario de los resultados obtenidos con IRBP, O. hisca no se recupera
como especie hermana de O. nasutus. O. delator y O. amazonicus son recuperados como
especies hermanas (BP=96), y O. quaestor como especie hermana del clado conformado
por O. misionalis y O. judex, siendo O. misionalis parafilético. Contrariamente a lo que
cabria esperar, los dos individuos de O. paramensis no forman un grupo monofilético, sino
que aparecen independientemente formando parte de la politomia basal. Es de destacar,
como se muestra en la Tabla B del Anexo 2 que entre estos dos individuos existe una
distancia genética de 6% o 51 sustituciones, lo que explica tales resultados. Al revisar las
secuencias utilizadas en este trabajo no se constat6 gran cantidad de datos perdidos. Estos
resultados podrian deberse a un error de identificacién de los ejemplares por el colector, o
que la entidad 0. paramensis requiere una revision mas exhaustiva (Oliveira & Gongalves
2015). Un resultado similar ya habia sido obtenido por Jayat et al. (2008) utilizando varios
individuos de esta especie (4,4-6,5%) e incluso sugieren que podria tratarse de un
complejo de especies. Los resultados obtenidos con Maxima Verosimilitud son similares a
los obtenidos con el método anterior (Figura 11). Oxymycterus vuelve a recuperarse como
monofilético, siendo Juscelinomys su género hermano. Los nodos internos dentro del
género son resueltos pero con bajo soporte (debajo de 70%). Los clados 1 y 2 obtienen en
este caso un soporte de 100%. Oxymycterus misionalis es recuperado nuevamente como
parafilético, soportado por un valor de 78%. En este caso, los dos individuos de O.

paramensis aparecen unidos en un nodo con bajo soporte (34%).

34



— O_rufus_1
—— 0_rufus_6
0O_rufus_2

—— O_rufus_7

73

\—— O_rufus_4
O_rufus_13
0_rufus_8
O_rufus_14
0_rufus_3
— O_rufus_5
100 —— O_rufus_11
97— O_rufus_9
L—— O_rufus_10
%8 0_josei_MVZ183264
{ 0_josei_MVZ183265
—— EMG_1728
—— CA_480
EV_1021
—— CA_689
L—— EMG_1733
100 0_quaestor_1
: 0_quaestor_2
99 O_misionalis_2
s O_misionalis
59 0_judex_1
99 0_judex_2
0_wayku

O_paramensis_1
0_hiska
O_paramensis_4
O_nasutus_PM66
O_nasutus
—— O_nasutus_CA695
aqg—— GD_723
—— JAML_022
L—— GF_351
MNHN_7297
——— O_nasutus_GD577
2 CA_614
L SCV_035
O_nasutus_MVZ182701
EMG_1567
EMG_1909
97 0_dasytrichus_3
99 { 0_dasytrichus_4

100 —— 0O_dasytrichus_6

92

0_dasytrichus_5
0_dasytrichus_1
L—— O_dasytrichus_2

0_amazonicus

0O_delator_1
— O_delator_4
—— O_delator_5
52— O_delator_2
L—— O_delator_3

— J_huanchacae
100L—— J_huanchacae_2

a9 N_obscurus
—: N_lenguarum
D_kempi
93 ——————— T_nigrita

A_azarae
—sa: A_montensis
— B_labiosus
0l B_iheringi

Figura 10. Consenso de arboles obtenidos del andlisis filogenético de maxima parsimonia del gen mitocondrial
citocromo-b de las especies del género Oxymycterus. Los valores adyacentes a los nodos corresponden con el valor de
bootstrap obtenido para cada nodo. Los ejemplares secuenciados en este trabajo se representan acrénimo y nimero, sin
asignar identidad especifica. Las localidades de colecta se encuentran detalladas en la Tabla 1 y Anexo 1. Ver también
Figura 5.
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El Andlisis Bayesiano (Figura 12), por su parte, arroja resultados levente diferentes
a los andlisis anteriores. Al igual que el caso de IRBP, el andlisis en discusion indica que
Oxymycterus seria parafilético, nuevamente Juscelinomys y (O. delator; O. amazonicus)
forman un clado, pero que recibe bajo soporte (0,50 de probabilidad posterior [PP]). Se
recuperan los clados 1 y 2 con muy buen soporte (PP=1), a diferencia de algunos de los
nodos internos del género. El clado O. judex - O. misionalis también obtiene un buen

soporte, pudiéndose inferir la misma hipdtesis que con los analisis anteriores.

Otro aspecto a considerar es el clado O. rufus - O. josei. El analisis de MP no logro
resolver las relaciones entre estas especies (Figura 10), resultando en una politomia. En
cambio, tanto MV (Figura 11) como AB (Figura 12) resuelven esta politomia mostrando
que O. rufus y O. josei no son reciprocamente monofiléticos. En ambos casos (y también en
MP), O. josei se recupera como monofilético con gran soporte: BMP=86; BMV=98; PP=1. En
los andlisis de MV y AB O. rufus es parafilético, constituido por dos clados: uno (A) formado
por los ejemplares rufus5, rufus9, rufus10 y rufusll y el otro (B) por los restantes. El
clado A seria hermano de O. josei, como asi lo afirman los andlisis de MV y AP. De todos
modos, el nodo que une josei con el clado A recibe bajo soporte en ambos casos: BMV=48 y
PP=0,6. Respecto a la localidad de colecta de los ejemplares del clado A, tres de ellos
(rufus5, rufus9 y rufus10) pertenecen a la localidad de Vicosa, en Minas Gerais, Brasil,
mientras que rufusll es de Ensenada, Buenos Aires, Argentina. Los pertenecientes al

clado B pertenecen a Céordoba y Buenos Aires.

Actualizacion de la distribucion geografica del género en Uruguay

Para el afio 2002, las localidades conocidas del género Oxymycterus en Uruguay
estaban restringidas al sur y este del pais (Gonzalez 2001; Hoffmann et al. 2002). Durante
los afios subsiguientes, varios investigadores hallaron ejemplares del género fuera de
estos limites y extendieron su area de distribucion hacia el norte, centro y oeste del pais
(Figura 13, Apéndice 1. Dado que durante los afios comprendidos entre dichas colectas y el
trabajo de Hoffmann et al. (2002) no se realizaron analisis moleculares para confirmar la
identidad de los ejemplares nuevos, se les asignd tentativamente una identidad especifica
en funcion de la cercania geografica a la distribucién conocida de cada una de las especies
(Gonzdlez & Martinez-Lanfranco 2010, Figura 13). En este sentido, los ejemplares

colectados en Platén (Rivera), a unos 5-10 km de la frontera con Brasil, fueron asignados a
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Figura 11. Consenso de arboles obtenidos del analisis filogenético de maxima verosimilitud del gen mitocondrial citocromo de las especies del género Oxymycterus. Los valores

adyacentes a los nodos corresponden con el valor de bootstrap obtenido para cada nodo. Los ejemplares secuenciados en este trabajo se representan acrénimo y nimero, sin

asignar identidad especifica. Las localidades de colecta se encuentran detalladas en la Tabla 1 y Anexo 1. Ver también Figura 5.

37



——

¢

0,68

09

0,12

092

5l

I_&C
10,59,

0_rufus 9
0_rufus_11
0_rufus_10
0_rufus 5
0_josei_MVZ183265
0_josei_ MVZ183264
EV_1021
EMG_1733

02EMG_1728
CA_689
CA_480
0O_rufus_3
0_rufus_14

lu!m 6

_rufus_7
0_rufus_1
0_rufus_4
0_quaestor_1
0 quaestor 2

074

0,9¢

046

EH(D 723
TF_351

i OJudu 2

0_judex_1
0_misionalis_2
0_hiska
0_paramensis_4
0 pamm(nsls,l
0_wayku
\MI 022
nasutus_CA695

EMG_1567
O_nasutus_MVZ182701
EMG_1909

() _nasutus_GD577

MNHN_7297
O_nasutus
O_nasutus_PM66
0 ,d'l lrl(hu\ 4

0 th_\'ll’id“Hﬁ
0_dasytrichus_2
0_dasytrichus_1
U _dasy! mchus 5

0,96

0,75

—

i T

0,47

l 097 .2

us
0 _delator_3
0_delator_4
,dulalur_S
_delator_2
0_delator_1
] huanchacae
J_huanchacae_2
N_obscurus
N_lenguarum
D_kempi

{ 099

0

03

A
A_azarae
T_nigrita
B_labiosus
B_iheringi

Figura 12. Consenso de arboles obtenidos del analisis filogenético bayesiano del gen mitocondrial citocromo de las especies del género Oxymycterus. Los valores adyacentes a

los nodos corresponden con el valor de la probabilidad posterior obtenido para cada nodo. Los ejemplares secuenciados en este trabajo se representan acrénimo y nimero, sin

asignar identidad especifica. Las localidades de colecta se encuentran detalladas en la Tabla 1 y Anexo 1. Ver también Figura 5.
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la especie O. nasutus dado que la distribucién conocida de esta especie se encontraba mas
préxima. Del mismo modo, la distribucion de O. josei fue extendida hacia el oeste cuando
se hallaron ejemplares en el departamento de Soriano (Gonzalez & Martinez-Lanfranco

2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo modifican radicalmente la distribucién de
0. josei al encontrar un ejemplar, identificado mediante técnicas moleculares, localizado en
la localidad de Platén (Rivera) (Figura 5). Esto implica una nueva localidad de simpatria
entre las especies presentes en el pais y una expansién de mas de 300 km al norte del
limite de distribucién potencial anteriormente propuesto. El hallazgo de ejemplares en los
departamentos de Paysandd, Tacuarembd y Artigas (Clara com. pers.), sumado a la
presencia de restos dseos en egagropilas de lechuza de campanario (Tyto alba) (Gonzalez
et al. 2011; Rodriguez-Cajarville & Bessonart 2011, Figura 6) a su vez, expande la
distribuciéon del género a todo el territorio nacional, aunque la identidad especifica de

estos ejemplares es aun desconocida.
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[ Umite Contestado
Gonzdlez & Martinez, 2012
Q. josei
O. nosutus

Zona de contocto
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Figura 13. Distribucién de Oxymycterus josei y O. nasutus en Uruguay segun Gonzalez & Martinez-
Lanfranco 2010. Se representan las localidades en las que se han recolectado Oxymycterus posterior a
2002 y las secuenciadas en este trabajo en color azul, mientras que registros en egagrépilas se

representan en rojo. Los numeros corresponden con los cédigos de localidad del Anexo 1 y la Figura 6.
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DISCUSION

El género Oxymycterus, con 17 especies reconocidas en Sudamérica y dos
presentes en Uruguay (sensu Carleton & Musser 2005, aunque ver también Oliveira &
Gongalves 2015), presenta una historia taxonémica compleja (ver revisiones en Oliveira
1998 para el género todo y Hoffmann et al. 2002 para las especies en Uruguay), como
muchos otros géneros de Sigmodontinos. Varias especies han sido descriptas
recientemente (Hinojosa et al. 1987, Hershkovitz 1994, Hershkovitz 1998, Hoffmann et al.
2002 y Jayat et al. 2008) y ninguna revision hasta el momento ha logrado elucidar los
limites entre las especies ni atribuir sinénimos con un criterio objetivo. Destaca el
complejo caso de O. rufus, que no presenta ejemplar tipo (el original que le lleg6 a Félix de
Azara recolectado por Pedro Blas Noceda [Contreras & Teta 2003], enviado originalmente
al Museo de Historia Natural de Paris se perdié [Gyldenstolpe 1932]) y que ademas se
desconoce con certeza su localidad tipica, lo cual ha generado cierto grado de
cuestionamiento respecto a la validez de algunos taxa descritos posteriormente en la zona
del Este de Paraguay y Entre Rios (Contreras & Teta 2003). De las especies descritas en
estos ultimos afios que denotan el desconocimiento sobre los limites entre las especies del
género y destacan la necesidad de llevar a cabo revisiones exhaustivas, se encuentra O.
josei, especie muy similar a O. nasutus y que, analisis moleculares presentados con
anterioridad, y que también se recuperan en este trabajo, sugieren una mayor afinidad
filogenética con O. rufus, a pesar de su aparente divergencia morfolégica (Hoffmann et al.
2002). Tal disparidad morfolégica llevd a que, en 2008, Garcia-Olaso propusiera la
hipotesis de hibridacion seguida de introgresién mitocondrial, que habria involucrado a O.

nasutus.

El presente trabajo representa una contribucion mas al conocimiento de las
especies del género Oxymycterus que habitan en territorio uruguayo. Responde ciertas
preguntas sobre la validez de O. josei como especie, y aporta nuevos datos de localidades
para la misma, utilizando para tal fin una cobertura geografica adecuada, y la adicién de un
nuevo gen a los analisis moleculares, que aporta informacién independiente de la historia

evolutiva de las especies en estudio.
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Sobre las especies del género Oxymycterus que se distribuyen en Uruguay

Los resultados confirman la presencia de dos especies de Oxymycterus en Uruguay.
Las hipétesis filogenéticas planteadas en este trabajo coinciden con las planteadas en 2002
por Hoffmann y colaboradores (aunque ver mas adelante), tanto al aumentar la
representatividad geografica y taxondmica para el gen mitocondrial citocromo-b, como al
agregar al estudio el gen nuclear IRBP. Si bien la aproximacién tradicional en la
reconstruccion filogenética ha sido la de maximizar el nimero de taxa utilizando un gen (o
dos), se ha probado que al aumentar el nimero de genes se obtiene un significativo efecto
positivo en la precision filogenética, en comparaciéon con aumentar el nimero de taxa
(Pluzhnikov & Donnelly 1996; Felsenstein 2006; Heled & Drummond 2010). Es sabido que
la reconstruccidn filogenética realizada en base a un tinico gen no necesariamente refleja
el arbol de especies (Maddison 1997), y que el arbol génico responde a la historia de un
Unico gen, la cual pudo haber sido influenciada por transferencia horizontal de genes via
hibridacién, reparto incompleto de linajes, duplicaciéon génica, etc. (Takahata 1989;
Maddison 1997; Nichols 2001; Degnan & Rosenberg 2006). Estos problemas asociados al
uso de un solo gen son resueltos mediante el uso de mas genes. Los genes utilizados
fueron suficientemente informativos como para lograr una buena resolucién a nivel de
estas dos especies, si bien el gen IRBP, dada la escasa representacion taxon6mica, no pudo
utilizarse para responder algunas preguntas a nivel del género. En ambas matrices de
datos independientes, los resultados muestran con un buen soporte, la existencia de dos
clados reciprocamente monofiléticos: uno conformado por las secuencias de 0. nasutus y
algunos individuos uruguayos y el segundo conformado por O. rufus-O. josei, conformado
por las secuencias utilizadas por Hoffmann et al. (2002) para describir a la especie y un
porcentaje de las secuencias obtenidas en este trabajo. Por lo tanto, se descarta la
hipotesis de hibridacién entre O. nasutus y O.rufus en el pasado, seguida de introgresion
mitocondrial, asi como también se descarta que se trate de un caso de reparto incompleto

de linajes.

Para la elecciéon de los especimenes que se utilizarian en los analisis filogenéticos
se procurd abarcar la mayor representatividad geografica dentro del territorio uruguayo,
y abarcar la diversidad cromatica dentro de las poblaciones. Bajo este lineamiento se
secuenciaron tres individuos de la localidad de Platdn, Rivera, que originalmente se los
asignd la identidad especifica O. nasutus dada la cercania geografica de esta nueva
localidad a las localidades conocidas de la especie (Gonzalez & Martinez-Lanfranco 2010).
De los tres ejemplares, el EMG 1733 y EMG 1728 fueron identificados como O. josei en base

a los dos genes utilizados en este trabajo. Esto tiene implicancias tanto biogeograficas
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como a efectos de su estado de conservacion. Primero, el hallazgo de la especie en Rivera
implica una expansién en su rango de distribucién entre 300-400 km al norte, y lo ubica
muy cerca de la frontera con Brasil (aproximadamente 5 km), limite que no posee barreras
geograficas evidentes (no hay rios o arroyos caudalosos, ni otros accidentes topograficos).
Esta expansion en el rango de distribucion implica el alejamiento de las zonas costeras,
ambiente fuertemente amenazado en el pais a causa de la urbanizacién (GEO 2008) y que
tanto Gonzalez et al. (2013) como Queirolo & Geise (2008) lo utilizan como criterio de
amenaza. Tanto es asi que es considerada una especie Prioritaria para la Conservacion en
Uruguay (Gonzalez et al. 2013), catalogada como Amenazada en Uruguay por Gonzalez &
Martinez-Lanfranco (2010) y considerada En Peligro por la Unién Internacional para la

Conservacion de la Naturaleza (UICN, Queirolo & Geise (2008)).

Por otra parte, el hallazgo de O. josei en una localidad tan préxima al limite con
Brasil podria implicar que la especie no es endémica de Uruguay. Dado que pocos estudios
existen sobre las especies de Oxymycterus del sur de Brasil y ninguno de ellos ha hecho
énfasis en determinar la identidad genética de los ejemplares de esta especie (dado que no
se han encontrado diferencias morfolégicas externas entre estas dos especies) que se
encuentran en las localidades limitrofes, no seria raro que se esté asumiendo una
identidad especifica (0. nasutus u otra especie) en base a cercania geografica de las
localidades conocidas. No seria la primera vez que esto sucede (ver por ejemplo Francés &

D’Elfa 2006).

Alaluz de estos hechos, es necesario revisar el estatus de conservacion de 0. josei,
dado que su estatus de amenaza ha sido definido tradicionalmente en base a su afinidad
con los amenazados ambientes costeros y su limitada distribuciéon geografica,
supuestamente endémica de Uruguay. Por otra parte, se requiere revisar los ejemplares
del género Oxymycterus recolectados en la zona sur de Brasil, a modo de corroborar su

identidad especifica y descartar identificaciones erréneas.

Sobre la sistematica de Oxymycterus josei y Oxymycterus rufus

Relacionado a esta ultima hipotesis, los resultados (aunque con poco soporte)
sugieren que O. josei estaria mas emparentado con un grupo de ejemplares de O. rufus de
Minas Gerais, Brasil. La distribucion de O. rufus cambid radicalmente después de la
publicacién de Gongalves & Oliveira (2004), al corroborar la identidad especifica de unos

especimenes de Oxymycterus presentes en Vigcosa, mediante analisis moleculares como
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morfolégicos, si bien en este tltimo caso se observan diferencias respecto a los ejemplares
argentinos. Respecto a esta tltima afirmacion, los autores mencionados hacen alusién a las
diferencias en la coloracion de los ejemplares argentinos y los brasileros, siendo que estos
ultimos presentaban altos niveles de eritrismo, con pelos coloreados por una banda sub-
apical naranja intensa y banda apical mas oscura. Un patrén similar al mencionado se
observa en uno de los ejemplares de Rivera (MNHN 6319), aunque en los restantes

encontrados en dicha localidad, este patrén no se presenta.

La hipotesis filogeografica planteada por Gongalves & Oliveira (2004) se construye
en base a un unico gen (cit-b). Como se ha resaltado anteriormente, los resultados que
arroja el uso de un dnico gen (o varios genes ligados) no deben ser tomados sin la debida
precaucion, a causa de la posible incongruencia entre los arboles de genes y el arbol de
especies (Pamilo & Nei 1988; Avise 1989; Maddison 1997). Si bien en este trabajo se
utiliz6 también el gen IRBP para probar la hipétesis de introgresién, no fue lo
suficientemente variable como para responder preguntas a nivel de las relaciones entre O.
rufus y O. josei ni posee la cobertura taxonémica y geografica amplia lograda con cit-b. Por
otro lado, no se dispone en las bases de datos de acceso libre de otro gen que pudiera ser
utilizado en este trabajo y que tuviera la cobertura taxondmica y geografica (de las
especies de interés) similar a la de cit-b, para poder realizar las comparaciones
pertinentes. Si bien la cobertura geografica de las muestras es buena respecto al
conocimiento actual de la distribucion de O. rufusy O. josei, pero dado que es evidente que
esta lejos de ser la distribucidn real de las especies (al menos esto es probablemente cierto
para O. rufus por la distancia comprendida entre los registros de Brasil y los de Argentina),
la hipétesis filogenética obtenida debe ser interpretada con precaucién. De todas maneras,
es la mejor hipotesis filogenética con la que se cuenta hasta el momento y servira como
herramienta sobre la cual basar nuevas investigaciones. Igualmente, se recomienda
complementar los analisis utilizando otros genes, nucleares y mitocondriales, a modo de
testear la congruencia de dichos analisis con los resultados obtenidos en este trabajo. Por
supuesto, conocer mas acerca de la filogeografia y la variacidn entre las poblaciones de O.
rufus y su distribucion brindara claves esenciales para responder preguntas acerca del

origen de O. josei.

Otro aspecto a considerar es que los andlisis filogenéticos realizados no lograron
resolver las relacién entre O. josei y O. rufus (Figura 10, 11 y 12). Si bien O. josei se
recupera como monofilético con gran soporte (ver Resultados), al contrario de lo esperado
0. rufus es parafilético con respecto a O. josei, aunque el soporte para los nodos es bajo

tanto en el andlisis de MP, MV como AB, para el gen citocromo-b. Este resultado no habia
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sido obtenido anteriormente (Hoffmann et al. 2002; Gongalves & Oliveira 2004; Jayat et al.
2008), probablemente a causa del uso de una cantidad reducida de ejemplares de estas
dos especies. De todas formas, Hoffmann y colaboradores (2002) constatan que ambas
especies son distinguibles a nivel morfométrico y morfoldgico, por lo que podria

descartarse que se trate de una entidad tnica.

Sobre el género Oxymycterus

Respecto a la monofilia del género Oxymycterus, tanto algunos de los resultados
obtenidos con el gen cit-b (andlisis bayesiano) y con IRBP indican que Oxymycterus
constituye un género parafilético respecto al género Juscelinomys. De todos modos, son
resultados que deben tomarse con cautela, ya que, si bien el analisis de IRBP lo afirma con
elevado soporte en todos los casos, la representatividad taxondmica es escasa. Por otra
parte, solo el andlisis bayesiano del gen cit-b lo incluye dentro del género Oxymycerus,

pero con bajo soporte (PP=0,8).

Poco se sabe acerca de este elusivo género, descrito por primera vez en 1965 por
Moojen, y al que histéricamente se ha asociado con Oxymycterus. Conocido inicamente por
nueve individuos de la serie tipo, dos recolectados en 1995 y 1997 y 18 recientemente
recolectados (Emmons & Patton 2012), tres especies han sido descriptas: J. huanchacae
Emmons 1999, J. guaporensis Emmons 1999 y J. candango (Moojen 1965). La ultima se
considera extinta, y la primera ha sido sinonimizada con la segunda, frente al hecho de que
analisis posteriores no encontraron diferencias morfologicas (Emmons & Patton 2012). De
estas especies, s6lo de J. huanchacae existen secuencias disponibles. Los dos géneros
comparten varios caracteres morfolégicos en comun, asi como varias diferencias
(recopiladas en Emmons 1999 y Emmons & Patton 2012, estos autores comparan todos
los especimenes de Juscelinomys contra tres especies de Oxymcyterus: 0. amazonicus (2), O.
paramensis (2) y O. dasytrichus (7)). En ese sentido, Emmons (1999) destaca que la fosa
pterigoidea en Juscelinomys posee una morfologia particular que la diferencia de la
mayoria de las especies de Oxymycterus, salvo de O. dasytrichus. Estudios anteriores que
soportan la hipétesis de que Oxymycterus y Juscelinomys constituyen géneros hermanos en
general trabajan con una representatividad taxonémica menor que en este trabajo. Por
ejemplo, Emmons (1999) presenta una hipdtesis filogenética en la cual incluye secuencias
de ocho especies de Oxymycterus y una de Juscelinomys (soporte bootstrap de 100); por su
parte, Hoffmann et al. (2002) incluyen a Juscelinomys en el andlisis de parsimonia junto

con 10 especies de Oxymycterus y obtienen un soporte de bootstrap=100 para la hipotesis
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de monofilia del género y Juscelinomys como género hermano; aun asi, obtienen por MV un
arbol que incluia Juscelinomys en Oxymycterus, pero las diferencias entre este arbol y el
obtenido por parsimonia, que considera géneros hermanos, fueron no significativas.
Posteriormente, D’Elia (2003) incluye 4 especies de Oxymycterus y nuevamente recupera
la monofilia del género con buen soporte (jackknife=100%). En 2008, Jayat y
colaboradores obtienen por MV el mismo resultado que se presenta en este trabajo, y
utilizando la misma cantidad de especies, obtienen la misma topologia observada en las

Figuras 6, 7,8y 11, que incluye a Juscelinomys dentro de Oxymycterus.

Los resultados presentados en este trabajo, lejos de ser concluyentes, exhortan a
mejorar la cobertura taxondémica de Oxymycterus y Juscelinomys, e incluir una mayor
diversidad de genes a los analisis, a modo de esclarecer las relaciones filogenéticas de

estos dos géneros.

Respecto a las relaciones dentro del género, los resultados coinciden con los
publicados por Jayat et al. (2008). Estos autores, que utilizan un mayor ndmero de
individuos de la especie 0. paramensis, la recuperan como monofilética en los analisis de
MP, aunque como ya fue resaltado en Resultados, estos autores sugieren revisar el estatus

taxonomico esta especie dado que podria tratarse de un complejo de especies biolédgicas.

Respecto a 0. misionalis-0. judex, en el trabajo de Jayat y colaboradores resaltan la
baja divergencia genética observada entre las dos especies (0,5%), utilizando tinicamente
un ejemplar de cada una, y resaltan la necesidad de profundizar estudios que esclarezcan
los limites entre estas especies. En el presente trabajo se utilizaron dos secuencias de cada
especie (s6lo disponible cit-b) y los resultados confirman dicha inquietud. Todos los
analisis: MP (Figura 10), MV (Figura 11) y AB (Figura 12) recuperan a 0. misionalis como
parafilético, incluyedo a O. judex (((0.judex-0.judex)0.misionalis)O.misionalis). Respecto a
este resultado, Musser & Carleton (2005) y Oliveira & Gongalves (2015) consideran a O.
misionalis y O. judex como sin6nimos junior de O. quaestor, alegando que, si bien Hoffmann
et al. (2002) tratan a las tres como especies buenas, las tres coinciden sustancialmente en
el espacio morfométrico y existe una alta tasa de clasificacién errénea a posteriori, sumado
a que O. judex y O. quaestor forman un clado en el cual los niveles de divergencia genética
son comparables a los niveles de divergencia intraespecificos presentes en otras especies
como O. dasytrichus, O. delator y O. rufus. Este mismo resultado es obtenido en este
trabajo: entre 0. misionalis y O. judex existe una distancia genética de 0,5-0,8% (4-6
sustituciones). El clado (0.quaestor(O.misionalis(0.judex-O.misionalis) es recuperado

también en todos los andlisis, con elevado soporte (BP=99; BMV=99;PP=1), existiendo
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entre 2,3y 2,6% de divergencia entre O. quaestor y las otras dos especies. Los resultados
parecen indicar que los individuos identificados como O. misionalis y O. judex pertenecen a
una misma especie biologica, definida en ese caso como O. judex por el Principio de
Prioridad (judex Thomas, 1909; misionalis Sanborn, 1931). Sobre la sinonimia de estas
entidades con 0. quaestor, los datos disponibles no son suficientes para responder esa

pregunta.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Desde la descripcion de Oxymycterus josei en 2002 por Hoffmann y colaboradores,
solo un autor (Garcia-Olaso 2008) plante6 la posibilidad de que, dada la extrema similitud
morfoldgica existente entre esta especie y O. nasutus, con la cual comparte muchas
localidades de simpatria, sean una tnica especie bioldgica. Los resultados arrojados por
los andlisis llevados a cabo en este trabajo, en el que se contrastan los resultados
obtenidos considerando dos marcadores independientes, descartan dicha hipo6tesis con un

elevado soporte.

La gran similitud morfolédgica existente entre O. josei y O. nasutus sigue generando
incégnitas respecto a los procesos que dieron lugar a esta convergencia, siendo que los
ambientes habitados por estas especies y O. rufus son muy similares y continuos
geograficamente (pampas y campos). Nuevos estudios que abarquen aspectos ecolégicos
de estas especies posiblemente ayuden a dilucidar la historia evolutiva de las mismas. Por
otro lado, sigue siendo necesarios estudios que no solo se enfoquen en caracteres
moleculares, sino dirijan los objetivos a caracterizar de manera detallada, las diferencias
morfolégicas existentes entre las especies uruguayas, para detectar posibles diferencias
que se hayan pasado por alto en estudios anteriores. Durante la realizacion de este trabajo,
se constatd la presencia de un caracter cromatico diagndstico y consistente, que podria
utilizarse para diferenciar las especies que habitan en territorio uruguayo. Explorar la
técnica de morfometria geométrica (Rohlf & Marcus 1993) (incluyendo a O. rufus) para
detectar otros caracteres en estructuras 6seas e incluso explorar caracteres en 6rganos
diferentes a los previamente estudiados podrian arrojar pistas sobre la historia de las

especies.

Por otra parte, se desprende de los resultados presentados que en ciertas zonas de
Uruguay el muestreo de la diversidad alfa de roedores es insuficiente, y que el género, al
contrario de lo que se conocia hasta el momento, podria habitar en todo el pais. La
identidad especifica de los individuos de las localidades de Artigas, Paysandu y
Tacuarembd debera ser asignada, por ahora, mediante técnicas moleculares, para
esclarecer los limites de la distribucién geografica de O. josei y O. nasutus. Brasil no parece

estar exento del mismo problema, principalmente en el estado de Rio Grande do Sul,
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donde podria habitar también O. josei, al cual se lo pudo haber confundido con O. nasutus

dada la ya mencionada similitud morfolégica.

Respecto a las relaciones de parentesco entre O. rufus y O. josei, podrian elucidarse
aumentando la representatividad geografica en ambas especies, a la luz de estos

resultados, incluyendo ejemplares de Vigosa y de localidades cercanas.

Por ultimo, sigue siendo necesaria una revision taxonémica completa, que abarque
tanto una revisién exhaustiva de la morfologia como una mejor cobertura de marcadores

moleculares y taxa, a modo de resolver la compleja sistematica del género Oxymycterus.

Finalizando, conviene resaltar la importancia de las colecciones bioldgicas en el
mantenimiento de la informacién bioldgica necesaria para la realizaciéon de este tipo de
estudios, que serian virtualmente imposibles de realizar de no haber sido los especimenes

y sus tejidos, recabados y mantenidos durante afios.
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Anexo 1. Lista de localidades donde han sido colectados ejemplares de Oxymycterus en Uruguay. El cédigo

de localidad corresponde con el de la Figura 6.

Latitud Longitud Localidad Cddigo
-33,89493  -53,51556 La Coronilla 1
-34,00662  -53,53879 Parque Santa Teresa 2
-33,70453  -53,55539 Parque Nacional San Miguel 3
-33,90845  -53,72609 Bocas del Sarandi 4
-34,27371  -53,78183 Aguas Dulces 5
-34,36243 -53,8697 Refugio de Fauna Laguna de Castillos 6
-34,25304  -53,96206 Sarandidel Concejo 7
-33,79377 -54,01662 Ruta 14, 22 km al W de Lascano 8
-32,63062 -54,02551 Rio Tacuari 9
-34,59247 -54,1253 LaPedrera 10
-34,58636  -54,17892 Ruta 15km 10 Arroyo la Paloma 11
-34,5485 -54,25204 Laguna de Rocha. Desembocadura del Arroyo Las Conchas 12
-33,13551  -54,38879 Arroyo Las Piedras 13
-32,91885  -54,45823 Quebrada de los Cuervos 14
-34,84163 -54,6371 Jose Ignacio 15
-34,36177 -54,63776 Sierra de los Coronillas 16
-34,8139 -54,67144 5 Km NNW Faro Jose Ignacio 17
-34,91167 -54,86428 Arroyo Maldonado 18
-34,81575  -54,91717 Arroyo San Carlos 19
-34,84283  -54,94136 EIl Penasco 20
-34,78009 -55,20089 Arroyo El Renegado 21
-34,8903 -55,22104 Punta Negra 22
-34,80682  -55,25779 Cerro Pan de Azucar 23
-34,8645 -55,26892 Piriapolis 24
-34,75623  -55,30086 Sierra de Animas 25
-34,81307 -55,3173 Las Flores. Arroyo Tarariras 26
-31,16667 -55,35  COFUSA 27
-34,80376  -55,35857 Balneario Bella Vista 28
-34,77842  -55,38676 Balnearios Solis. Ruta Int. Km 82.5 29
-34,78902  -55,46533 Balneario Santa Ana 30
-34,77003  -55,57707 San Luis 31
-34,76876  -55,60077 Barra del Arroyo del Bagre del Plata 32
-34,7562 -55,66619 Costa Azul. Arroyo Sarandi 33
-34,66658 -55,6762 Arroyo Mosquitos 34
-31,00002 -55,68333 Platon 35
-34,77986  -55,86932 Arroyo Tropa Vieja 36
-34,80086  -55,94984 Carretera Interbalneariaen el km 27.5 37
-34,55573  -56,99555 Puerto Arazati. Arroyo Pereira 38
-34,33384  -56,99987 Ecilda Paulier 39
-33,28035 -57,14401 Grutas del Palacio 40
-33,87237  -57,32292 Cardona 41
-34,40272  -57,51545 Estancia Tape. entre Juan Lacaze y Astillero 42
-34,288314 -55,269001 Parque Arequita 43
-33,97777 -58,284604 Carmelo 44
-32,249456 -58,059342 Arroyo San Francisco 45
-33,739953 -55,530056 Arteaga 46
-33,849994 -56,883322 Costas de San Jose 47
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Anexo 2. Tabla A. Tabla de distancias Kimura 2 pardmetros (diagonal inferior) y ntimero de diferencias nucleotidicas (diagonal superior) para el gen IRBP.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 EMG_1567 4 1 4 3 4 3 5 5 0 0 0 5 5 6 6 17 11 12 11 19 19
2 EMG_1728 0,006 5 0 7 0 5 5 5 4 4 4 1 1 6 6 17 11 12 11 19 19
3  EMG_1729 0,001 0,007 5 4 5 4 6 6 1 1 1 6 6 7 7 18 12 13 12 20 20
4 EMG_1733 0,006 0,000 0,007 7 0 5 5 5 4 4 4 1 1 6 6 17 11 12 11 19 19
5 SCV_035 0,004 0,010 0,006 0,010 7 6 8 8 3 3 3 8 8 8 8 20 14 15 14 22 22
6 EV_988 0,006 0,000 0,007 0,000 0,010 5 5 5 4 4 4 1 1 6 6 17 11 12 11 19 19
7  O_delator 0,004 0,007 0,006 0,007 0,009 0,007 6 6 3 3 3 6 6 5 5 18 12 13 12 20 20
8 O_hiska_1 0,007 0,007 0,009 0,007 0,012 0,007 0,009 0 5 5 5 6 6 7 7 18 12 13 12 20 20
9  0O_hiska_2 0,007 0,007 0,009 0,007 0,012 0,007 0,009 0,000 5 5 5 6 6 7 7 18 12 13 12 20 20
10  O_nasutus_1 0,000 0,006 0,001 0,006 0,004 0,006 0,004 0,007 0,007 0 0 5 5 6 6 17 11 12 11 19 19
11 O_nasutus_2 0,000 0,006 0,001 0,006 0,004 0,006 0,004 0,007 0,007 0,000 0 5 5 6 6 17 11 12 11 19 19
12 O_nasutus_MVZ182701 0,000 0,006 0,001 0,006 0,004 0,006 0,004 0,007 0,007 0,000 0,000 5 5 6 6 17 11 12 11 19 19
13 O_rufus_1 0,007 0,001 0,009 0,001 0,012 0,001 0,009 0,009 0,009 0,007 0,007 0,007 0 7 7 18 12 13 12 20 20
14  O_rufus_2_ 0,007 0,001 0,009 0,001 0,012 0,001 0,009 0,009 0,009 0,007 0,007 0,007 0,000 7 7 18 12 13 12 20 20
15 ]_huanchacae 0,009 0,009 0,010 0,009 0,012 0,009 0,007 0,010 0,010 0,009 0,009 0,009 0,010 0,010 0 19 13 14 13 21 21
16 ]_huanchacae_2 0,009 0,009 0,010 0,009 0,012 0,009 0,007 0,010 0,010 0,009 0,009 0,009 0,010 0,010 0,000 19 13 14 13 21 21
17  T_nigrita 0,025 0,025 0,026 0,025 0,029 0,025 0,026 0,026 0,026 0,025 0,025 0,025 0,026 0,026 0,028 0,028 12 13 12 24 24
18 A_montensis 0,016 0,016 0,017 0,016 0,020 0,016 0,017 0,017 0,017 0,016 0,016 0,016 0,017 0,017 0,019 0,019 0,017 1 6 18 18
19 A_azarae 0,017 0,017 0,019 0,017 0,022 0,017 0,019 0,019 0,019 0,017 0,017 0,017 0,019 0,019 0,020 0,020 0,019 0,001 7 19 19
20 D_kempi 0,016 0,016 0,017 0,016 0,020 0,016 0,017 0,017 0,017 0,016 0,016 0,016 0,017 0,017 0,019 0,019 0,017 0,009 0,010 17 17
21 B_chacoensis 0,028 0,028 0,029 0,028 0,032 0,028 0,029 0,029 0,029 0,028 0,028 0,028 0,029 0,029 0,031 0,031 0,035 0,026 0,028 0,025 0
22 B_labiosus 0,028 0,028 0,029 0,028 0,032 0,028 0,029 0,029 0,029 0,028 0,028 0,028 0,029 0,029 0,031 0,031 0,035 0,026 0,028 0,025 0,000

En negrita se remarcan datos relevantes mencionados en el texto.
El sombreado gris incluye al grupo externo.
Los nombres de los ejemplares coinciden con los utilizados en los arboles filogenéticos
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Anexo 2, Tabla B. Tabla de distancias Kimura 2 pardmetros (diagonal inferior) y niimero de diferencias nucleotidicas (diagonal superior) para el gen citocromo b.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
1 Orufus 1 0 2 0 52 52 47 57 42 49 61 49 48 11 12 57 56 58 52 52 51 57 44 44 0 0 2 46 49 11 14 12 14 46 44 2 2 56 41 45 56 46 47 49 46 48 47 49 12 48 11 12 49 11
2 O_rufus2 0,000 2 0 52 52 47 57 42 49 61 49 48 11 12 57 56 58 52 52 51 57 44 44 0 0 2 46 49 11 14 12 14 46 44 2 2 56 41 45 56 46 47 49 46 48 47 49 12 48 11 12 49 11
3 O_rufus3 0,003 0,003 2 50 S0 45 55 40 47 59 49 46 9 10 55 54 56 50 50 49 55 42 42 2 2 0 44 47 9 12 10 12 44 42 0 0 54 39 43 54 44 45 47 44 46 45 47 10 46 9 10 47 9
4 O_rufus. 4 0,000 0,000 0,003 52 52 47 57 42 49 61 49 48 11 12 57 56 58 52 52 51 57 44 44 0 0 2 46 49 11 14 12 14 46 44 2 2 56 41 45 56 46 47 49 46 48 47 49 12 48 11 12 49 11
5 0_dasytrichus_1 0,078 0,078 0,075 0,078 2 45 38 41 44 56 41 44 48 52 40 37 37 8 6 1 11 42 42 52 52 50 41 44 48 54 52 54 46 44 50 50 37 41 42 37 49 42 44 43 43 42 44 49 43 50 49 44 50
6 0_dasytrichus 2 0,078 0,078 0,075 0,078 0,003 45 38 41 44 56 41 44 48 52 40 37 37 8 6 1 9 43 43 52 52 50 41 44 48 54 52 54 46 44 50 50 37 41 42 37 49 42 44 43 43 42 44 49 43 50 49 44 50
7 O_nasutus_PM_66 0,071 0,071 0,067 0,071 0,067 0,067 44 40 13 51 42 44 45 46 48 43 45 43 41 44 48 42 42 47 47 45 12 13 45 48 46 48 47 45 45 45 43 37 7 43 45 11 13 10 12 12 13 46 12 45 44 13 45
8 0_delator_1 0,087 0,087 0,083 0,087 0,056 0,056 0,066 46 43 49 36 46 53 55 16 1 3 3 34 37 39 46 46 57 57 55 42 47 53 57 55 57 50 48 55 55 1 46 41 1 51 43 47 44 42 43 47 54 42 55 54 47 55
9 O_misionalis 0,063 0,063 0,059 0,063 0,061 0,061 0,059 0,069 43 53 42 48 38 42 48 45 45 41 39 40 42 4 4 42 42 40 40 43 38 44 42 44 18 16 40 40 45 4 37 45 41 41 43 40 42 41 43 41 42 40 39 43 40
10  O_nasutus_GD_577 0,074 0,074 0,071 0,074 0,066 0,066 0,019 0,064 0,064 45 36 42 46 47 45 42 44 42 40 43 45 45 45 49 49 47 3 6 46 49 47 49 48 46 4T 47 42 40 8 42 43 2 6 3 1 3 6 47 1 46 45 6 46
11 O_paramensis_1 0,093 0,093 0,090 0,093 0,085 0,085 0,077 0,074 0,080 0,067 41 48 57 61 53 48 50 56 54 55 53 S5 55 61 61 59 45 48 57 63 61 63 59 57 59 59 48 53 46 48 45 46 48 47 46 46 48 60 46 59 58 48 59
12 O_paramensis_4 0,074 0,074 0,074 0,074 0,061 0,061 0,063 0,053 3 0,061 41 45 51 43 35 35 39 37 40 40 42 42 49 49 49 36 39 45 53 51 53 48 46 49 49 35 42 37 35 44 37 39 38 37 37 39 48 37 47 46 39 47
13 O_wayku 0,072 0,072 0,069 0,072 0,065 0,065 0,066 0,069 0,072 0,062 0,072 0,061 46 51 50 45 47 42 40 43 45 50 50 48 48 46 39 44 46 52 51 53 54 52 46 46 45 48 40 45 43 40 44 41 41 40 44 49 41 48 47 44 48
14 0_josei_MVZ_183264 0,016 0,016 0,013 0,016 0,072 0,072 0,067 0,080 0,056 0,069 0,087 0,067 0,069 11 53 52 54 48 48 47 53 40 40 11 11 9 43 46 0 13 11 13 44 42 9 9 52 37 42 52 45 44 46 43 45 44 46 3 45 2 3 46 2
15 O_rufus5 0,017 0,017 0,014 0,017 0,078 0,078 0,069 0,083 0,063 0,071 0,093 0,077 0,077 0,016 55 54 54 52 52 51 57 44 44 12 12 10 44 47 11 4 0 2 46 44 10 10 54 41 43 54 46 45 47 44 46 45 47 8 46 9 10 47 9
16 0_amazonicus 0,087 0,087 0,083 0,087 0,059 0,059 0,072 0,023 0,072 0,067 0,080 0,064 0,075 0,080 0,083 15 17 38 36 39 39 48 48 57 57 S5 44 49 53 57 55 57 52 50 55 55 15 50 43 15 55 45 49 46 44 45 49 54 44 55 54 49 55
17 O_delator_2 0,085 0,085 0,082 0,085 0,054 0,055 0,064 0,001 0,067 0,063 0,072 0,052 0,067 0,078 0,082 0,022 2 35 33 36 38 45 45 56 56 54 41 46 52 56 54 56 49 47 54 54 0 45 40 0 50 42 46 43 4 42 46 53 41 54 53 46 54
18 O_delator_3 0,088 0,088 0,085 0,088 0,054 0,055 0,067 0,004 0,067 0,066 0,075 0,052 0,070 0,082 0,082 0,025 0,003 35 33 36 38 45 45 58 58 56 43 48 54 56 54 56 51 49 56 56 2 45 42 2 50 44 48 45 43 44 48 55 43 56 55 48 56
19 0_dasytrichus_3 0,078 0,078 0,075 0,078 0,011 0,011 0,064 0,053 0,061 0,063 0,085 0,058 0,062 0,072 0,078 0,056 0,051 0,051 2 7 11 43 43 52 52 50 39 42 48 54 52 54 46 44 50 50 35 41 40 35 49 40 42 41 41 40 42 49 41 50 49 42 50
20 O_dasytrichus_4 0,078 0,078 0,075 0,078 0,009 0,009 0,061 0,050 0,058 0,059 0,082 0,055 0,059 0,072 0,078 0,053 0,048 0,048 0,003 5 9 41 41 52 52 50 37 40 48 54 52 54 44 42 50 50 33 39 38 33 47 38 40 39 39 38 40 49 39 50 49 40 50
21 0_dasytrichus_5 0,077 0,077 0,073 0,077 0,001 0,001 0,066 0,055 0,059 0,064 0,083 0,059 0,064 0,070 0,077 0,058 0,053 0,053 0,010 0,007 10 42 42 51 51 49 40 43 47 53 51 53 45 43 49 49 36 40 41 36 48 41 43 42 42 41 43 48 42 49 48 43 49
22 O_dasytrichus_6 0,086 0,086 0,083 0,086 0,016 0,013 0,072 0,058 0,062 0,067 0,080 0,059 0,067 0,080 0,086 0,058 0,056 0,056 0,016 0,013 0,014 44 44 57 57 55 44 47 53 59 57 59 47 45 55 55 38 42 45 38 52 45 47 46 46 45 47 54 46 55 54 47 55
23 0_judex_1 0,066 0,066 0,063 0,066 0,062 0,064 0,062 0,069 0,006 0,067 0,084 0,062 0,075 0,059 0,066 0,072 0,067 0,067 0,064 0,061 0,062 0,065 0 44 44 42 42 45 40 46 44 46 18 16 42 42 45 6 39 45 43 43 45 42 44 43 45 43 44 42 41 45 42
24 0_judex_2 0,066 0,066 0,063 0,066 0,062 0,064 0,062 0,069 0,006 0,067 0,084 0,062 0,075 0,059 0,066 0,072 0,067 0,067 0,064 0,061 0,062 0,065 0,000 44 44 42 42 45 40 46 44 46 18 16 42 42 45 6 39 45 43 43 45 42 44 43 45 43 44 42 41 45 42
25  O_rufus_6 0,000 0,000 0,003 0,000 0,078 0,078 0,071 0,087 0,063 0,074 0,093 0,074 0,072 0,016 0,017 0,087 0,085 0,088 0,078 0,078 0,077 0,086 0,066 0,066 0 2 46 49 11 14 12 14 46 44 2 2 56 41 45 56 46 47 49 46 48 47 49 12 48 1 12 49 11
26 O_rufus_7 0,000 0,000 0,003 0,000 0,078 0,078 0,071 0,087 0,063 0,074 0,093 0,074 0,072 0,016 0,017 0,087 0,085 0,088 0,078 0,078 0,077 0,086 0,066 0,066 0,000 2 46 49 11 14 12 14 46 44 2 2 56 41 45 56 46 47 49 46 48 47 49 12 48 11 12 49 11
27 O_rufus 8 0,003 0,003 0,000 0,003 0,075 0,075 0,067 0,083 0,059 0,071 0,090 0,074 0,069 0,013 0,014 0,083 0,082 0,085 0,075 0,075 0,073 0,083 0,063 0,063 0,003 0,003 44 47 9 12 10 12 4 42 0 0 54 39 43 54 44 45 47 44 46 45 47 10 46 9 10 47 9
28  O_nasutus_MVZ182701 0,069 0,069 0,066 0,069 0,061 0,061 0,017 0,063 0,059 0,004 0,067 0,053 0,058 0,064 0,066 0,066 0,061 0,064 0,058 0,055 0,059 0,066 0,063 0,063 0,069 0,069 0,066 5 43 46 44 46 45 43 44 44 41 37 5 41 40 1 5 2 2 1 5 4 2 43 42 5 43
29  O_nasutus_CAG95 0,074 0,074 0,071 0,074 0,066 0,066 0,019 0,071 0,064 0,009 0,072 0,058 0,066 0,069 0,071 0,074 0,069 0,072 0,063 0,059 0,064 0,071 0,067 0,067 0,074 0,074 0,071 0,007 46 49 47 49 48 46 47 47 46 40 8 46 43 4 0 3 5 5 0 47 5 46 45 0 46
30  0_josei_ MVZ183265 0,016 0,016 0,013 0,016 0,072 0,072 0,067 0,080 0,056 0,069 0,087 0,067 0,069 0,000 0,016 0,080 0,078 0,082 0,072 0,072 0,070 0,080 0,059 0,059 0,016 0,016 0,013 0,064 0,069 13 11 13 44 42 9 9 52 37 42 52 45 44 46 43 45 44 46 3 45 2 3 46 2
31 O_rufus9 0,020 0,020 0,017 0,020 0,081 0,081 0,072 0,086 0,066 0,074 0,097 0,080 0,078 0,019 0,006 0,086 0,085 0,085 0,081 0,081 0,080 0,090 0,069 0,069 0,020 0,020 0,017 0,069 0,074 0,019 4 6 50 48 12 12 56 43 45 56 47 47 49 46 48 47 49 12 48 13 14 49 13
32 O_rufus 10 0,017 0,017 0,014 0,017 0,078 0,078 0,069 0,083 0,063 0,071 0,093 0,077 0,077 0,016 0,000 0,083 0,082 0,082 0,078 0,078 0,077 0,086 0,066 0,066 0,017 0,017 0,014 0,066 0,071 0,016 0,006 2 46 44 10 10 54 41 43 54 46 45 47 44 46 45 47 8 46 9 10 47 9
33 O_rufus_11 0,020 0,020 0,017 0,020 0,081 0,082 0,072 0,087 0,066 0,074 0,097 0,080 0,080 0,019 0,003 0,087 0,085 0,085 0,082 0,082 0,080 0,090 0,069 0,069 0,020 0,020 0,017 0,069 0,074 0,019 0,009 0,003 48 46 12 12 56 43 45 56 48 47 49 46 48 47 49 10 48 11 12 49 11
34 0_quaestor_1 0,069 0,069 0,066 0,069 0,069 0,069 0,070 0,075 0,026 0,072 0,090 0,072 0,082 0,066 0,069 0,078 0,073 0,077 0,069 0,065 0,067 0,070 0,026 0,026 0,069 0,069 0,066 0,067 0,072 0,066 0,075 0,069 0,072 4 44 44 49 18 44 49 48 46 48 45 47 46 48 45 47 44 43 48 44
35  0_quaestor_2 0,066 0,066 0,062 0,066 0,065 0,065 0,067 0,072 0,023 0,069 0,087 0,069 0,078 0,062 0,066 0,075 0,070 0,073 0,065 0,062 0,064 0,067 0,023 0,023 0,066 0,066 0,062 0,064 0,069 0,062 0,072 0,066 0,069 0,006 42 442 44 16 42 47 46 44 46 43 45 44 46 43 45 42 41 46 42
36 O_rufus 13 0,003 0,003 0,000 0,003 0,075 0,075 0,067 0,083 0,059 0,071 0,090 0,074 0,069 0,013 0,014 0,083 0,082 0,085 0,075 0,075 0,073 0,083 0,063 0,063 0,003 0,003 0,000 0,066 0,071 0,013 0,017 0,014 0,017 0,066 0,062 0 54 39 43 54 44 45 47 44 46 45 47 10 46 9 10 47 9
37 O_rufus_14 0,003 0,003 0,000 0,003 0,075 0,075 0,067 0,083 0,059 0,071 0,090 0,074 0,069 0,013 0,014 0,083 0,082 0,085 0,075 0,075 0,073 0,083 0,063 0,063 0,003 0,003 0,000 0,066 0,071 0,013 0,017 0,014 0,017 0,066 0,062 0,000 54 39 43 54 44 45 47 44 46 45 47 10 46 9 10 47 9
38  O_delator_4 0,085 0,085 0,082 0,085 0,054 0,055 0,064 0,001 0,067 0,063 0,072 0,052 0,067 0,078 0,082 0,022 0,000 0,003 0,051 0,048 0,053 0,056 0,067 0,067 0,085 0,085 0,082 0,061 0,069 0,078 0,085 0,082 0,085 0,073 0,070 0,082 0,082 45 40 0 50 42 46 43 41 42 46 53 41 54 53 46 54
39  O_misionalis 2 0,061 0,061 0,058 0,061 0,061 0,061 0,055 0,069 0,006 0,059 0,080 0,062 0,072 0,055 0,061 0,075 0,067 0,067 0,061 0,058 0,059 0,062 0,009 0,009 0,061 0,061 0,058 0,055 0,059 0,055 0,064 0,061 0,064 0,026 0,023 0,058 0,058 0,067 34 45 40 38 40 37 39 38 40 40 39 39 38 40 39
40 O_nasutus 0,067 0,067 0,064 0,067 0,062 0,063 0,010 0,061 0,055 0,011 0,069 0,055 0,059 0,063 0,064 0,064 0,059 0,063 0,059 0,056 0,061 0,067 0,058 0,058 0,067 0,067 0,064 0,007 0,011 0,063 0,067 0,064 0,067 0,066 0,062 0,064 0,064 0,059 0,050 40 4 6 8 5 7 6 8 43 7 4 4 8 4
41 0_delator_5 0,085 0,085 0,082 0,085 0,054 0,055 0,064 0,001 0,067 0,063 0,072 0,052 0,067 0,078 0,082 0,022 0,000 0,003 0,051 0,048 0,053 0,056 0,067 0,067 0,085 0,085 0,082 0,061 0,069 0,078 0,085 0,082 0,085 0,073 0,070 0,082 0,082 0,000 0,067 0,059 50 42 46 43 41 42 46 53 41 54 53 46 54
42 O_hiska 0,069 0,069 0,066 0,069 0,074 0,074 0,068 0,077 0,061 0,064 0,067 0,066 0,064 0,067 0,069 0,084 0,075 0,075 0,074 0,071 0,072 0,079 0,064 0,064 0,069 0,069 0,066 0,060 0,064 0,067 0,071 0,069 0,072 0,072 0,069 0,066 0,066 0,075 0,059 0,061 0,075 41 43 42 42 41 43 48 42 47 48 43 47
43 EMG1567 0,071 0,071 0,067 0,071 0,062 0,063 0,016 0,064 0,061 0,003 0,069 0,055 0,059 0,066 0,067 0,067 0,063 0,066 0,059 0,056 0,061 0,067 0,064 0,064 0,071 0,071 0,067 0,001 0,006 0,066 0,070 0,067 0,071 0,069 0,066 0,067 0,067 0,063 0,056 0,009 0,063 0,061 4 1 1 1 4 45 1 4 43 4 44
44 JAML022 0,074 0,074 0,071 0,074 0,066 0,066 0,019 0,071 0,064 0,009 0,072 0,058 0,066 0,069 0,071 0,074 0,069 0,072 0,063 0,059 0,064 0,071 0,067 0,067 0,074 0,074 0,071 0,007 0,000 0,069 0,074 0,071 0,074 0,072 0,069 0,071 0,071 0,069 0,059 0,011 0,069 0,064 0,006 3 5 5 0 47 5 46 45 0 46
45 MNHN7297 0,069 0,069 0,066 0,069 0,064 0,064 0,014 0,066 0,059 0,004 0,071 0,056 0,061 0,064 0,066 0,069 0,064 0,067 0,061 0,058 0,063 0,069 0,063 0,063 0,069 0,069 0,066 0,003 0,004 0,064 0,069 0,066 0,069 0,067 0,064 0,066 0,066 0,064 0,055 0,007 0,064 0,063 0,001 0,004 2 2 3 4 2 43 42 3 43
46 SCVO35A 0,072 0,072 0,069 0,072 0,064 0,064 0,017 0,063 0,063 0,001 0,069 0,055 0,061 0,067 0,069 0,066 0,061 0,064 0,061 0,058 0,063 0,069 0,066 0,066 0,072 0,072 0,069 0,003 0,007 0,067 0,072 0,069 0,072 0,070 0,067 0,069 0,069 0,061 0,058 0,010 0,061 0,063 0,001 0,007 0,003 2 5 4 0 45 44 5 45
47 EMG1909 0,071 0,071 0,067 0,071 0,062 0,062 0,017 0,064 0,061 0,004 0,069 0,055 0,059 0,066 0,067 0,067 0,063 0,066 0,059 0,056 0,061 0,067 0,064 0,064 0,071 0,071 0,067 0,001 0,007 0,066 0,070 0,067 0,071 0,069 0,066 0,067 0,067 0,063 0,056 0,009 0,063 0,061 0,001 0,007 0,003 0,003 5 45 2 44 43 5 44
48 GF351 0,074 0,074 0,071 0,074 0,066 0,066 0,019 0,071 0,064 0,009 0,072 0,058 0,066 0,069 0,071 0,074 0,069 0,072 0,063 0,059 0,064 0,071 0,067 0,067 0,074 0,074 0,071 0,007 0,000 0,069 0,074 0,071 0,074 0,072 0,069 0,071 0,071 0,069 0,059 0,011 0,069 0,064 0,006 0,000 0,004 0,007 0,007 47 5 46 45 0 46
49 CA_480 0,017 0,017 0,014 0,017 0,073 0,073 0,069 0,082 0,061 0,071 0,092 0,072 0,073 0,004 0,011 0,082 0,080 0,083 0,073 0,073 0,072 0,081 0,064 0,064 0,017 0,017 0,014 0,066 0,071 0,004 0,017 0,011 0,014 0,067 0,064 0,014 0,014 0,080 0,059 0,064 0,080 0,072 0,067 0,071 0,066 0,069 0,067 0,071 46 1 2 47 1
50 CA614 0,072 0,072 0,069 0,072 0,064 0,064 0,017 0,063 0,063 0,001 0,069 0,055 0,061 0,067 0,069 0,066 0,061 0,064 0,061 0,058 0,063 0,069 0,066 0,066 0,072 0,072 0,069 0,003 0,007 0,067 0,072 0,069 0,072 0,070 0,067 0,069 0,069 0,061 0,058 0,010 0,061 0,063 0,001 0,007 0,003 0,000 0,003 0,007 0,069 45 44 5 45
51 CA_689 0,016 0,016 0,013 0,016 0,075 0,075 0,067 0,083 0,059 0,069 0,090 0,070 0,072 0,003 0,013 0,083 0,082 0,085 0,075 0,075 0,073 0,083 0,062 0,062 0,016 0,016 0,013 0,064 0,069 0,003 0,019 0,013 0,016 0,066 0,062 0,013 0,013 0,082 0,058 0,063 0,082 0,071 0,066 0,069 0,064 0,067 0,066 0,069 0,001 0,067 1 46 0
52 EV_1021 0,017 0,017 0,014 0,017 0,073 0,073 0,066 0,082 0,058 0,067 0,088 0,069 0,070 0,004 0,014 0,082 0,080 0,083 0,073 0,073 0,072 0,081 0,061 0,061 0,017 0,017 0,014 0,063 0,067 0,004 0,020 0,014 0,017 0,064 0,061 0,014 0,014 0,080 0,056 0,061 0,080 0,072 0,064 0,067 0,063 0,066 0,064 0,067 0,003 0,066 0,001 45 1
53 GD_723 0,074 0,074 0,071 0,074 0,066 0,066 0,019 0,071 0,064 0,009 0,072 0,058 0,066 0,069 0,071 0,074 0,069 0,072 0,063 0,059 0,064 0,071 0,067 0,067 0,074 0,074 0,071 0,007 0,000 0,069 0,074 0,071 0,074 0,072 0,069 0,071 0,071 0,069 0,059 0,011 0,069 0,064 0,006 0,000 0,004 0,007 0,007 0,000 0,071 0,007 0,069 0,067 46
54 EMG1728 0,016 0,016 0,013 0,016 0,075 0,075 0,067 0,083 0,059 0,069 0,090 0,070 0,072 0,003 0,013 0,083 0,082 0,085 0,075 0,075 0,073 0,083 0,062 0,062 0,016 0,016 0,013 0,064 0,069 0,003 0,019 0,013 0,016 0,066 0,062 0,013 0,013 0,082 0,058 0,063 0,082 0,071 0,066 0,069 0,064 0,067 0,066 0,069 0,001 0,067 0,000 0,001 0,069
55 EMG1733 0,016 0,016 0,013 0,016 0,075 0,075 0,067 0,083 0,059 0,069 0,090 0,070 0,072 0,003 0,013 0,083 0,082 0,085 0,075 0,075 0,073 0,083 0,062 0,062 0,016 0,016 0,013 0,064 0,069 0,003 0,019 0,013 0,016 0,066 0,062 0,013 0,013 0,082 0,058 0,063 0,082 0,071 0,066 0,069 0,064 0,067 0,066 0,069 0,001 0,067 0,000 0,001 0,069 0,000

Los nombres de los ejemplares coinciden con los utilizados en los arboles filogenéticos
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