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INTRODUCCION




1. INTRODUCION

1.1 Taxonomia de los ctenédmidos

Los ctendmidos son mamiferos placentarios pertenecientes al orden Rodentia;
suborden Histricomorfa (Woods, 1982) ubicandose en la familia Ctenomyidae que
contiene un Unico género viviente: Ctenomys, creado por Blainville (1826) en su

descripcién de C. brasilensis (Bidau, 2006).

1.2 Género Ctenomys

Es uno de los géneros de roedores mas diversos en nimero de especies,
comprende actualmente mas de 60 especies de roedores subterrdneos con una

amplia distribucion en América del Sur (Pearson, 1959; Nowak, 1999)

El origen del género ha sido atribuido al Plioceno Superior-Pleistoceno, hace
mas de tres millones de afios, en base a la descripciéon de ctendmidos fésiles en
formaciones del Terciario (Formacion Chapadmalalal) en la Provincia de Buenos
Aires (Verzi, 2002; Verzi et al., 2010). Posteriormente, a partir de una explosiva
cladogénesis, se originaria el gran numero de especies actuales, llegando a ser
dominantes en el nicho subterraneo en la regién Neotropical (Reig et al., 1990;
Cook y Lessa, 1998; Lessa y Cook, 1998; Mascheretti et al., 2000; Castillo et al.,

2005).



A este género pertenecen las especies de roedores cominmente conocidos
como tuco-tucos, tunduques u ocultos, debido a sus vocalizaciones y a su

caracteristico modo de vida subterrdneo (Wilson y Reeder, 1993).

Los ctendmidos se caracterizan por presentar una gran diversidad cariotipica
tanto interespecifica (desde 2n=10 en C. steinbachi hasta 2n=70 en C. pearsoni)
como intraespecifica (por ejemplo C. rionegrensis: 2n=48-56; C. perrensi: 2n=50-
58, entre otras) (Freitas, 1994). Este explosivo ritmo de especiacion ha sido
acompafiado por una de las tasas mas altas de evolucién cromosémica entre los

mamiferos (Reig et al., 1990; Reig et al., 1992; Bidau et al., 1996).

En la evolucion cariotipica de Ctenomys se han producido muchos
reordenamientos cromosémicos como translocaciones robertsonianas (Reig y
Kiblisky, 1969), inversiones pericéntricas (Freitas y Lessa, 1984), fusiones en
tandem y supresiones parciales o totales, y duplicaciones de segmentos
eucromaticos y heterocrométicos (Gallardo, 1991; Massarini et al., 1991; Massarini

et al., 2002)

La vida subterranea propicia el desarrollo de adaptaciones morfolégicas muy
similares entre los mamiferos cavadores, originando convergencias notables aun
entre clados no emparentados de regiones biogeogréaficas distintas (Nevo, 1979).
Ejemplos de estas adaptaciones son la reduccion orbitaria, la adquisicion de
hipsodoncia y demas adaptaciones para la excavaciéon, como es descripto a

continuacion.



1.3 Biologia de los ctendmidos

Estos roedores trascurren la mayor parte de su vida debajo de la superficie de
la tierra por un sistema de tuneles (Nowak 1999). El ecotopo subterraneo se
caracteriza por ausencia de luz, bajos niveles de oxigeno y altos niveles de diéxido
de carbono. (Lasey, 2000; Lessa, 1990; Nevo, 1999). Las adaptaciones
morfoldgicas relacionadas con su tipo de vida subterrdnea comprenden un torso
robusto y cilindrico, cabeza grande, cola corta, abertura bucal atrds de dos
incisivos y ufas fuertes. El cuello y los miembros son cortos y musculosos (Figl.1)

(Nevo 1979; Reig et al.,1990; Nowak, 1999).

Figura 1.1 Ejemplar de Ctenomys sp. (c.f. talarum)

capturado en la localidad de Lincoln.

Los roedores fosoriales han adoptado dos estrategias fundamentales de

excavacion: con los incisivos (“chisel-tooth digging”) o con los miembros anteriores



(“scratch-digging”) (Dubost, 1968; Lessa, 1990); las mismas pueden encontrarse
combinadas, con predominio de una u otra (Lessa, 1990; Reig y Quintana, 1992;

Quintana, 1994; Verzi, 2002).

A excepcion principalmente de C. sociabilis, estos animales son
mayoritariamente solitarios (Lacey, 2003), habitan cada uno en una Unica cueva y
forman poblaciones de baja densidad (Lasey et al. 2000). Estas son también
conocidas como tuqueras, tlneles subterraneos formados por una galeria principal
y varias ramificaciones. Busch y Antinuchi (2000) describieron la complejidad
estructural de las galerias para C. talarum, la cuales constan de un tunel principal
de 6m de longitud, un promedio de 8 ramificaciones y un Unico nido. Ademas a lo
largo de las galerias se encuentran camaras especializadas para el depdésito de
comida y defecacion (Nevo, 1979; Gallardo y Anrique, 1991; Altuna et al., 1991,
Busch et al., 2000). Las bocas de las cuevas generalmente permanecen cerradas
por tapones, de tal modo pueden mantener constante el microambiente en el

interior de los tuneles y protegerse frente a depredadores (Fig.1.2.).



Figura 1.2. Entrada de los tuneles, donde se observa la bifurcacion a las diferentes

ramificaciones.

Con respecto a su alimentacién, son herbivoros generalistas. Su principal
aporte esta dado por semillas, hojas, tallos y raices (De Oliveira y Bonvicino,
2006). A diferencia de los demas roedores subterrdneos, éstos salen de la
madriguera para alimentarse de la vegetacion que encuentran sobre el suelo,

como hierbas y raices (Justo et al., 2003).

En cuanto a la reproduccion, reconocen claramente sefiales quimicas

intraespecificas en la orina y las heces. Esto les permite identificar el estado



reproductivo de los individuos del sexo opuesto y seleccionar compafieros a través

de este tipo de sefiales (Zenuto y Fanjul, 2002; Zenuto, et al., 2004).

El comportamiento de apareamiento de Ctenomys depende en gran medida de
las vocalizaciones. S6lo los machos producen el caracteristico sonido "tuc" que
da origen al nombre comln de estos animales (tuco-tucos), lo que les permite
establecer sus dominios territoriales en las areas de distribucion de sus

poblaciones (Redford y Eisenberg, 1992).

1.4 Distribucion de Ctenomys

1.4.1 Distribucién en América del sur

La gran diversidad de especies de ctendmidos se distribuye desde el altiplano
de Perq, por debajo de los 10° de latitud sur hasta Tierra del Fuego, y poseen
representantes en Bolivia, Chile, Paraguay, Uruguay y el sureste de Brasil
(Fig.1.3). Ocupando una gran diversidad de habitats, desde el nivel de mar, hasta

mas de 5000 metros de altitud (Bidau, 2006).

Altuna (1991) correlacioné la amplia distribucion y adaptacion a diferentes
ambientes tan dispares como praderas, desiertos, dunas y bosques tropicales a
las condiciones estables de temperatura y humedad proporcionadas por la vida

subterranea en cuevas.



Distribucidn del
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Figura 1.3 Distribucion del género Ctenomys en América del Sur: desde Tierra del Fuego

(Argentina), hasta el Sur de Brasil y Per(, y en latitudes que van desde el nivel del mar hasta

mas de 4.000 metros en los Andes peruanos.

1.4.2 Distribucién en Argentina

Como se menciond anteriormente el género Ctenomys es mega diverso,

incluye especies con un amplio rango de fenotipos, como un amplio rango de color



de pelaje, por ejemplo negro para C. rionegrensis, y blancos para C. australis y
variacion del tamafio corporal, C. talarum (media de peso corporal de 130 g) y C.
australis (media de peso corporal de 380 g) se producen en parapatria a lo largo
de la costa de la provincia de Buenos Aires (Contreras y Reig 1965; Apfelbaum et
al.,, 1991), entre las ciudades de Necochea y Bahia Blanca. Las diferencias de
tamafio corporal se correlacionan con sus preferencias de hébitat: C. talarum
ocupa ambos habitats interdunares e interiores con suelos cada vez mas duros,
himedos y con vegetacion (Malizia et al 1991; Vassallo 1993, 1.998.); en
contraste, C. australis se limita a un estrecho héabitat de duna costera
caracterizada por suelos arenosos y baja cobertura de vegetacion (Kittlein et al.

2004).

Figura 1.4. Diversidad fenotipica de a) C. australis; b) C. talarum

A continuacion se muestra un mapa aproximado de la distribucion de las

especies de Ctenomys con respecto a las Eco-regiones Argentinas (Fig.1.5).
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1.4.3 Distribucion en la provincia de Buenos Aires

Se ha informado la presencia de tres especies pertenecientes al género
Ctenomys en la provincia de Buenos Aires (Galliari et al., 1991): Ctenomys
australis, distribuido en la costa atlantica, siendo abundante entre el rio Quequén
Salado y Punta Alta (Contreras y Reig, 1965), Ctenomys porteousi, comprende la
region centro-oeste de la provincia de Buenos Aires (Bidau et al., 2008), y
Ctenomys talarum, distribuido a lo largo de la costa de Buenos Aires pudiendo

llegar hasta la provincia de Santa Fe (Woods y Kilpatrick, 2005).

Esta dltima especie ha sido citada en localidades del centro y centro-oeste de
la provincia de Buenos Aires, pertenecientes a los partidos de Saladillo, Pehuajo, 9
de Julio y Lincoln (Galliari et al., 1991), aunque estas poblaciones ain no han sido
exhaustivamente estudiadas para definir su ubicacién taxonémica. Estudios
recientes basados en el marcador molecular citocromo b apoyan la hipotesis de
que los individuos de las poblaciones de Lincoln y Saladillo pertenecen a C.

talarum (Carovale, 2014; Farace et al., 2014)

A continuacion se muestra un diagrama ilustrativo de dicha distribucion
bonaerense, como asi también la ubicacion de las localidades de estudio del

presente trabajo, los partidos de Lincoln y Saladillo (Fig.1.6).
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C. porteousi ~ Mora y colaboradores (2013)

Figura 1.6. a) Distribucion de ctenémidos en la provincia de Buenos Aires. Se identifican las
localidades estudiadas en el presente trabajo para C. talarum: Cazén (CZ) y Lincoln (LN) y
aquellas estudiadas por Mora y colaboradores (2013): ED, El Destino; PI, Punta Indio; CG,

Cerro de la Gloria; SCL, San Clemente; PM, Punta Médanos; CPA, Estacion Celpa; MC, Mar
de Cobo; N, Necochea; SC, Balneario San Cayetano; R, Reta; RQS, Rio Quequén Salado;

SCH, Arroyo Sauce Chico; ELP, Estancia La Paloma; TOR, Tornquist; y CSZ, Coronel

Para Ctenomys talarum fueron descriptas tres subespecies morfolégicamente
similares, las cuales se distinguen sélo por la regién geogréafica que cada uno
ocupa: C. t. occidentalis a lo largo de la frontera oriental de la provincia de La
Pampa; C. t. recessus lo largo de la costa sur; y C. t. talarum lo largo de la costa
oriental de la provincia de Buenos Aires (Justo et al.,, 2003). Estudios mas
recientes de Mora y colaboradores, contribuyeron a la localizacion de otras
poblaciones de C. talarum en la regién bonaerense, citando la presencia de

poblaciones aisladas de estos roedores en el sur, centro oeste y noreste de



Buenos Aires (Mora et al.,, 2013). Actualmente existen grandes lagunas de
conocimiento acerca de la distribucion de estos mamiferos endémicos de la

Argentina en la provincia de Buenos Aires.

En comparacién con otras especies distribuidas en la provincia de Buenos
Aires (como C. australis), C. talarum prefiere suelos mas firmes, mas organicos,
que tienden a albergar una composicion mas densa de vegetacion (Redford y
Eisenberg, 1992; Schleich y Antinuchi, 2004). Esto se contrapone al tipo de suelo
gue ocupa C. australis, el cual se distribuye en la primera linea de dunas contiguas

a la playa, con muy baja cobertura vegetal (Bidau, 2006)

En cuanto a C. porteousi, se ha citado una pequefia poblacion en el partido de
Guamini que ocupa una area aproximadamente 509 km cuadrados, en el centro

este de la provincia (Mapelli y Kittlein, 2009; Mapelli, et al., 2011, 2012).

1.5 Diversificacién y caracteristicas poblacionales

Una caracteristica a resaltar de estos mamiferos es su baja vagilidad con
restringida capacidad de dispersion. Las poblaciones de Ctenomys se componen
por demes semi aislados, ocupando parches en el habitat determinados por la
dureza del suelo y el tamafio de las particulas adecuadas para la actividad fosorial
(Busch et al., 2007). Esto conlleva a la formacion de pequefas poblaciones
fragmentadas constituidas por pequefias unidades genéticas caracterizadas por
una baja variabilidad genética intrapoblacional y una alta variabilidad genética

interpoblacional (Lacey et al.,1999; Steinberg y Patton, 2000; Mora et al., 2007).



La diversificacion del grupo estaria facilitada por la acciébn de la deriva
genética, citada como la principal fuerza evolutiva actuando sobre estos demes
aislados, caracteristicos de la estructura poblacional de la mayoria de las especies
de tuco-tucos (Reig et al., 1990; Busch et al., 2000; Fernandez-Stolz et al., 2007,
Mora et al., 2013). En este sentido el género constituye un excelente modelo para
poner a prueba hipétesis evolutivas y estudiar la dinamica de la evolucién

cromosomica y génica a través del tiempo y del espacio.

1.6 Problematica de estudio

Existe un area vacante en relacion al conocimiento de la biodiversidad no sélo
a nivel de especies, sino también de los procesos evolutivos que llevaron a la
distribucién de la variabilidad genética intraespecifica en estos roedores. El énfasis
se pondrd en la caracterizacion de la variabilidad genética y la recuperacion de las

relaciones filogeograficas (componente intraespecifico de la variabilidad genética).

Auln no se han dilucidado los procesos evolutivos que habrian actuado sobre
las poblaciones de estos pequefios mamiferos bonaerenses, modelando la

distribucion de sus caracteristicas genéticas y morfoldgicas.

Los marcadores moleculares de ADN mitocondrial (ADNmt) han demostrado
ser eficaces para develar la estructura genética de las poblaciones y su historia

evolutiva (Avise 1998, Mora et al., 2007).



1.7 Estudio filogeogréfico a través de marcadores moleculares de ADN

mitocondrial

John Avise y sus colaboradores, introdujeron el concepto de filogeografia en
1987 cuando pudieron asociar las ramas de algunos arboles de genes

intraespecificos con un patrén geografico (Avise et al., 1987).

Actualmente se define como el conocimiento y aplicacion de marcadores
genéticos moleculares para explorar preguntas y problemas en ecologia y

evolucion (Hernandez et al., 2007).

Avise sentd las bases que idealmente deberia tener una molécula para ser
utilizada en los andlisis filogenéticos. Tales caracteristicas colocan a la molécula
de ADNmt como una excelente herramienta para la realizacion de estudios

poblacionales.

1.7.1 Marcador molecular mitocondrial: Regién control

La molécula de ADN mitocondrial consiste en material genético citoplasmético
circular de ADN bicatenario, localizado en el interior de las mitocondrias. Este
genoma contiene un pequefio nimero de genes, distribuidos entre la cadena H
(pesada) y la cadena L (liviana), debido a su diferente densidad cuando son

centrifugadas en gradiente de cloruro de cesio (CsCl).

Este genoma posee alrededor de 16.500 pb y contiene informacion de genes

que codifican para rRNA (12S y 16S), tRNAs, y genes estructurales, los cuales



codifican diferentes subunidades de los complejos enzimaticos del sistema de

fosforilacion oxidativa. (Fig.1.7).
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Figura 1.7 Diagrama del genoma de ADN circular bicatenario

mitocondrial. (Modificada de Pereira, 200)

En términos filogeograficos las propiedades mas importantes son su alta tasa
de evolucién (sustitucién) a nivel de secuencias de nucleétidos, su practicamente
nula recombinacion, su gran variacién intraespecifica, y sobre todo su herencia

estrictamente materna.



De este modo la historia de los eventos mutacionales matrilineales es
dilucidada a través de los diferentes haplotipos del ADNmt registrados en una
poblacion dada. Estos pueden a su vez sobreponerse a la distribucion geografica
del grupo de estudio, a fin de interpretar los procesos evolutivos responsables de

la distribucion actual de la especie o grupo de especies (Avise, 2000).



HIPOTESIS Y OBJETIVOS




2. HIPOTESIS DE TRABAJO

Dadas las caracteristicas comportamentales observadas para estos roedores
subterraneos (alta agregacion en el espacio y baja vagilidad) las poblaciones de
ctendmidos estudiadas seran aisladas y de tamafio reducido, con una baja
variabilidad genética intrapoblacional y una alta diferenciacion genética entre

poblaciones.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Generales:

Estudiar e identificar patrones de variabilidad genética para los tuco-tucos del
noroeste de la provincia de Buenos Aires a través de un marcador genético

molecular mitocondrial (regién contral).

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar la variabilidad genética para poblaciones de tuco-tucos del
noroeste de la provincia de Buenos Aires para el marcador mitocondrial
region control;

2. Comparar los patrones de variabilidad genética obtenidos para estas
poblaciones con los de otras poblaciones de tucos de la provincia de
Buenos Aires y de otras regiones del Bioma Pampa;

3. Utilizar la informacion genética obtenida para poder ubicarlas
taxondmicamente, ya sea dentro de alguna de las especies ya descriptas

para esta regién, o bien proponerlas como una nueva especie.
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4. MATERIALES Y METODOS

Con la finalidad de poner a prueba las hipétesis evolutivas y de alcanzar cada
uno de los objetivos propuestos se han desarrollado tres tipos actividades y

metodologias: de campo, de laboratorio y analisis de los datos colectados.

4.1 Trabajo de campo

En la region noroeste de la provincia de Buenos Aires fueron realizadas 3
campanfas para la identificacion de las poblaciones de tuco-tucos, asi como para la

colecta de material biolégico para su posterior analisis.

Las localidades de muestreo fueron: Lincoln (Coordenadas 34° 51" 0 S, 61°
31°0 W), Saladillo (Coordenadas 35°38'00"S 59°46'00"0) y Cazén (coordenadas:
35°35'00"S 59°40'00"0). Realizandose un viaje de campafa para la localidad de

Lincoln, y dos viajes de campafia para el partido de Saladillo.

La identificaciéon de la presencia de los animales se hizo a través de un
indicador de su actividad reciente, la acumulacion de tierra fresca en la entrada de
los tineles. Para cada tanel con actividad registrada se colocé una trampa Oneida
Victor n°0 (Oneida Victor, Inc., Ltd., Eastlake, Ohio), de uso comun para la captura
de estas especies a las cuales se les colocé una cubierta de goma para evitar
dafar o herir a los animales. Este procedimiento no afecta a la supervivencia ni
disminuye el desempefio de los individuos. Los animales fueron liberados y

devueltos a su madriguera original luego de la captura.



Como los individuos de la localidad de Cazoén fueron mas pequefios de lo
esperado, lo cual dificulté su captura en el primer viaje de campafia, se utilizaron
trampas adaptadas y cedidas por Matias Mora para la segunda campafia a dicha

localidad.

Figura 4.1. a) Trampas Victor Oneida b) Trampas cilindricas con un sistema de una Unica entrada.

Estas Ultimas fueron puestas en préactica en el segundo viaje de campafia a la localidad de Cazén.

Las muestras de tejido fueron tomadas mediante el corte de una minima
porcién de la cola, con tijeras previamente esterilizadas con etanol al 95% y calor
en el momento de la toma de la muestra. Las posibles infecciones se previnieron
mediante la aplicacion nitrato de plata en aerosol (antiséptico y cicatrizante) en el

sitio de corte.



El tejido fue transportado en tubos Falcon de 30 ml. con etanol al 95%. al
Centro de Bioinvestigaciones (CEBIO). Las muestras fueron conservadas en

freezer a -20°C.

En la localidad Lincoln se obtuvo un n=7 individuos y en la de Cazén un n=1
individuo, en el primer viaje de campafia. En la segunda campafa realizada al
partido de Saladillo, nos encontramos con demes muy acotados, sin resultados
favorables en la captura, tanto en las localidades de Caz6on como de Saladillo.
Para esta Gltima localidad, se encontré que el principal punto de colecta habia sido

edificado, eliminando por completo a las poblaciones locales.

4.2 Actividades de laboratorio

4.2.1 Extraccion de ADN
La extraccion de ADN (&cido desoxirribonucleico) fue realizada a través del
método de extraccion con NaCl (Medrano et al., 1990) y las muestras de ADN,

debidamente rotuladas fueron almacenadas en freezer a -20°C.

La verificacion de la extraccion fue realizada mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio (BrEtd), sembrandose 3 pl (micro
litros) de muestra junto a 3 pl de buffer de corrida por calle. Las condiciones
electroforéticas fueron las siguientes: 100 V (voltios) por 50 minutos

aproximadamente.

4.2.2 Amplificacion de los fragmentos de interés



A través del método de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se llevé a
cabo la amplificacién de un fragmento de aproximadamente 400 pares de bases
(pb) de la regién control mitocondrial, correspondiente a la regién hipervariable 57,
comprendida entre el locus tRNApro y el dominio central conservado. Con esta

finalidad fueron empleados los siguientes primers:

e Forward: TucoPro (5"- ACT TTC GTT TAT TGC TTA ATT - 3"; Tomasco y
Lessa, 2007)
e Reverse: TDKD (5°- CCT GAA GTA GGA ACC AGA TG -3’; Kocher et al.,

1989).

El volumen final de la mezcla de reaccién fue de 20 pl, conteniendo entre 25-
100 ng de ADN; Cl,Mg 1,5mM; primer forward 0,2 ul; primer reverse 0,2ul; dNTPs

0,2mM, Buffer de reaccion 1X; Tag T-Plus DNA polimerasa (INBIO) 0,5U y

cantidad necesaria de agua estéril ultrapura para llevar a volumen final.

El programa ingresado en el termociclador (Gene Pro Thermal Cycler -Bioer
Technology CO., LTD-) para la amplificacion del fragmento de interés comprendio

las siguientes condiciones de reaccion:

o Desnaturalizacion inicial: 94°C por 5 minutos,

e 34ciclos de:
- Desnaturalizacién a 94°C durante 30 segundos,
- Annealing: 47°C por 30 segundos
- Extension a 74°C por 45 segundos

e Extension final: 74°C durante 5 minutos



4.2.3 Verificacién de la eficiencia de la amplificacion

El resultado de la amplificacion fue visualizado mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% m/v tefiido con bromuro de etidio. Las condiciones
electroforéticas fueron las siguientes: 100 V (voltios) por 50 minutos
aproximadamente y observado bajo luz ultravioleta del transiluminador.

Para inferir el tamafio de los fragmentos amplificados fue utilizado un marcador
de peso molecular de 100 pb (PB-L) (Fig.4.2.). El gel fue fotografiado mediante
una fotografia de alta resolucion, para luego poder determinar la concentracion de
cada muestra a través de un programa de procesamiento de imagen digital:

ImageJ (Abramoff et al., 2004).

Las muestras de amplificado del locus regiéon control con concentraciones
menores a 30 ng fueron reamplificadas para obtener la concentracion requerida

para su posterior secuenciacion.

4.2.4 Secuenciacién de los fragmentos amplificados

Los productos de PCR (reaccibn en cadena de la polimerasa) fueron
purificados a través del método enzimatico, utilizando exonucleasa y fosfatasa
alcalina (exo-sap) en el termociclador Gene Pro Thermal Cycler (Bioer Technology

CO., LTD). Las condiciones de purificacion fueron las siguientes:

e 10U de Exonucleasa | (Thermo Scientific)

e 1U de FastAP Fosfatasa alcalina termosensible (Thermo Scientific)



e Posterior incubacion de las muestras con las enzimas a 37°C durante 15
minutos y luego a 85°C por otros 15 minutos para detener la reaccion
enzimatica.

Los amplicones fueron enviados a la Empresa MACROGEN, Inc., Seoul,
Korea, junto a los primers empleados para la PCR para su secuenciacion
mediante secuenciacién estandar a través del secuenciador automatico ABI
3730XL (Applied Biosystems) que utiliza un sistema de electroforesis capilar para

el analisis de fluorescencia de los fragmentos de ADN marcados.

4.3 Andlisis de los datos

Las secuencias obtenidas (Tabla 4.1) fueron visualizadas y corregidas usando
el programa BioEdit (Hall, 2004). El alineamiento global se realizé junto a otras
secuencias obtenidas del GenBank, pertenecientes a la region control mitocondrial
de especies de Ctenomys a las que podrian pertenecer las poblaciones

muestreadas: Ctenomys talarum y C. porteousi.



Tabla 4.1. Secuencias obtenidas (n=8) por localidad con su respectiva nomenclatura
empleada para el anélisis

Localidad Abreviatura Nomenclatura

Lincoln LN C.sp. 1

Lincoln LN .Sp. 2

Lincoln LN . Sp.

Lincoln LN . Sp.

Lincoln LN . Sp.

Lincoln LN . Sp.

Lincoln LN . Sp.

Cazon Ccz . Sp.

Para el analisis fue incluido un grupo de secuencias poblacionales obtenidas
del set de secuencias (pop set) analizadas en el trabajo de Mora et al., 2013, y
Mora et al., 2007 el cual nos brinda todas las secuencias de las poblaciones de C.

talarum estudiadas hasta ahora en la provincia de Buenos Aires (Tabla 4.2).



Tabla 4.2 Haplotipos obtenidos de GenBank para C. talarum utilizados en el andlisis filogenético y

haplotipico. Se indica el nimero de acceso correspondiente a cada uno.

Nomenclatura

Localidad

Abreviatura

NUmero de
Acceso

Referencia

C.ta-EF531719.1

Balneario San
Cayetano

Necochea

EF531719.1

Mora et al., 2007

C.ta-EF531739.1

Rio Quequén
Salado

Reta

EF531739.1

Mora et al, 2007

C.ta-JX297348.1

Punta Médanos

San Clemente

JX297348.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297353.1

Tornquist

JX297353.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297354.1

Tornquist

Estancia La Paloma

JX297354.1

Mora et al, 2007

C.ta-JX297355.1

Punta Indio

El Destino

JX297355.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297357.1

Arroyo Sauce Chico

JX297357.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297358.1

Cerro de la Gloria

JX297358.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297359.1

Coronel Suéarez

JX297359.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297361.1

El Destino

JX297361.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297366.1

Mar de Cobo

JX297366.1

Mora et al, 2013

C.ta-JX297371.1

Estacion Celpa

JX297371.1

Mora et al, 2013




Para la recuperacion de las relaciones filogenéticas fueron incluidos los
haplotipos obtenidos para las localidades de Lincoln y Cazén (Tabla 4.1) en
conjunto con los de C. talarum (tabla 4.2), y aquellos publicados para las otras
especies de ctendémidos de provincia de Buenos Aires C. porteousi (tabla 4.3), y
C. australis (Tabla 4.4), asi como para el grupo de secuencias utilizado como
grupo externo correspondientes a C. torquatus. (Tabla 4.5). El alineamiento
multiple fue logrado mediante el algoritmo ClustalX a través del programa MEGA6

(Tamura et al., 2013).

Tabla 4.3Nomenclatura empleada con su respectivo nimero de acceso
para las secuencias utilizadas de C. porteousi en el andlisis filogenético

Nomenclatura Acceso de GenBank (gb)

C.p-JN196443.1

JN196443.1

C.p-JN196442.1

JN196442.1

C.p-IJN196441.1

JN196441.1

C.p-JN196440.1

JN196440.1

C.p-JN196439.1

JN196439.1

C.p-JN196438.1

JN196438.1

C.p-JN196437.1

JN196437.1

C.p-JN196436.1

JN196436.1

C.p-JN196435.1

JN196435.1

C.p-JN196434.1

JN196434.1

C.p-JN196433.1

JN196433.1

C.p-JN196432.1

JN196432.1



Nomenclatura

Entrada de GenBank (gb)

C.a-DQ416740.1

DQ416740.1

C.a-DQ416739.1

DQ416739.1

C.a-DQ416738.1

DQ416738.1

C.a-DQ416737.1

DQ416737.1

C.a-DQ416736.1

DQ416736.1

C.a-DQ416735.1

DQ416735.1

C.a-DQ416734.1

DQ416734.1

C.a-DQ416733.1

DQ416733.1

C.a-DQ416732.1

DQ416732.1

C.a-DQ416731.1

DQ416731.1

C.a-DQ416730.1

DQ416730.1

C.a-DQ416729.1

DQ416729.1

C.a-DQ416728.1

DQ416728.1

C.a-DQ416727.1

DQ416727.1

C.a-DQ416726.1

DQ416726.1

C.a-DQ416725.1

DQ416725.1

C.a-DQ416724.1

DQ416724.1

C.a-DQ416723.1

DQ416723.1

C.a-DQ416722.1

DQ416722.1

C.a-DQ416721.1

DQ416721.1

C.a-DQ416720.1

DQ416720.1

C.a-DQ416719.1

DQ416719.1

C.a-DQ416718.1

DQ416718.1

C.a-DQ416717.1

DQ416717.1



Tabla 4.5 Nomenclatura empleada con su respectivo nimero de acceso
para las secuencias utilizadas de C. torquatus en el analisis filogenético

Nomenclatura Entrada de GenBank (gb)

C.10-JQ389107.1

JQ389107.1

C.t0-JQ389106.1

JQ389106.1

C.t0-JQ389105.1

JQ389105.1

C.t0-JO389104.1

JQ389104.1

C.10-JQ389102.1

JQ389102.1

C.to-JQ389101.1

JQ389101.1

C.t0-JQ389100.1

JQ389100.1

C.t0-JQ389099.1

JQ389099.1

C.t0-JQ389098.1

JQ389098.1

C.t0o-JQ389097.1

JQ389097.1

C.t0-JQ389096.1

JQ389096.1

C.t0-JQ389095.1

JQ389095.1

C.t0-JQ389094.1

JQ389094.1

C.t0-JQ389093.1

JQ389093.1

C.t0-JQ389092.1

JQ389092.1

C.t0-JQ389091.1

JQ389091.1

C.t0-JQ389090.1

JQ389090.1

C.t0-JQ389089.1

JQ389089.1

C.t0-JQ389088.1

JQ389088.1

C.t0-JQ389087.1

JQ389087.1

C.t0-JQ389086.1

JQ389086.1

C.toJQ389085.1

JQ389085.1

C.t0-JQ389084.1

JQ389084.1

C.t0-JQ389083.1

JQ389083.1

C.to-AY755460.1

AY755460.1

C.to-AY755459.1

AY755459.1




Los arboles filogenéticos generados a partir del alineamiento a través de las
metodologias de reconstruccion filogenética, neighbor joining (NJ) y méaxima
verosimilitud (MV) fueron obtenidos empleando las opciones recomendadas por el
programa MEGA6 (Tamura et al., 2013). La determinacion de los limites de
confianza para la monofilia de cada nodo, fue realizada a través de un analisis de

bootstrap (Felsenstein, 1985) con 1000 réplicas.

Un tercer arbol filogenético se obtuvo con el método de inferencia bayesiana

empleando el programa BEAST 1.8.1 (Drummond y Rambaut, 2007).

Los parametros empleados en el analisis bayesiano fueron los de Shapiro y
colaboradores (2006): un arbol de especiacion Yule y un reloj molecular relajado
(uncorrelted lognormal), la busqueda fue realizada con el modelo HKY+I+G el
modelo de sustitucion SRDO06, utilizando 30 millones de generaciones, tomando
arboles cada mil generaciones. Las corridas independientes fueron resumidas en
TreeAnnotator 1.6.2 (Drummond y Rambaut, 2007); los primeros 3 mil arboles (el
10%) fueron descartados y los restantes fueron utilizados para obtener un arbol

consenso en FigTree 1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

La variabilidad genética fue estimada a través del numero de sitios
polimérficos, el numero de haplotipos y la diversidad nucleotidica y haplotipica

para la cual se utiliz6 el programa DNASP5 (Librado y Rozas, 2009).

A través del programa Network 4.6.1.2. (www.fluxus-engineering.com) se

obtuvieron las relaciones haplotipicas mediante el algoritmo Median Joining

(Bandelt et al., 1999).


http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
http://www.fluxus-engineering.com/

RESULTADOS




5. RESULTADOS
5.1 Analisis de secuencias

Una vez obtenido el alineamiento multiple de las secuencias para el fragmento
de la regién control mitocondrial (390pb) pertenecientes a la localidad de Lincoln
(n=7), Cazén (n=1) y secuencias de C. talarum obtenidas de GenBank (n=12) , fue
analizada la variacién para dicho conjunto de secuencias (n=20) (ver tablas 4.1y
4.2). Las mismas fueron agrupadas en 13 haplotipos, uno de los cuales agrup6 a
las secuencias de Lincoln con un haplotipo perteneciente a la Localidad de Mar de

Cobo. (Tabla 5.1).

Tabla 5.1 Detalle de los haplotipos obtenidos al analizar un fragmento
de 390 pb de la regién control mitocondrial para Ctenomys talarum
(n=20), provincia de Buenos Aires

Haplotipo | Frecuencia Secuencias
Hap_1 8 C.sp.1,C.sp.2;C.sp. 3;C.sp. 4, C.sp. 5
C. sp. 6; C. sp. 7; C.ta-JX297366.1
Hap_2 1 C.sp. 8
Hap_3 1 C.ta-JX297354.1
Hap 4 1 C.ta-JX297357.1
Hap_5 1 C.ta-JX297361.1
Hap_6 1 C.ta-JX297355.1
Hap 7 1 C.ta-JX297358.1
Hap_8 1 C.ta-JX297348.1
Hap 9 1 C.ta-JX297371.1
Hap_10 1 C.ta-JX297359.1
Hap 11 1 C.ta-JX297353.1
Hap_ 12 1 C.ta-EF531739.1
Hap_ 13 1 C.ta-EF531719.1




En este analisis se identificaron 30 sitios variables (polimdrficos) para un total
de 31 mutaciones, con un valor de diversidad haplotipica (Hd) de 0,853. La
diversidad nucleotidica (Pi) fue de 0,011 mientras que el promedio de diferencias

nucleotidicas (k) fue 4,289.

Los sitios variables para cada haplotipo se detallan en la Tabla 5.2.



Tabla 5.2 Posiciones variables encontradas para un fragmento de 390 pb de regioén control, correspondientes a 13 haplotipos C.
talarum encontrados en la provincia de Buenos Aires.




5.2 Andlisis filogenético

Se construyeron 3 arboles filogenéticos a partir de los métodos de maxima

verosimilitud, MV (Fig. 5.1), Neighbor Joining, NJ e inferencia bayesiana (Fig 5.2).

El andlisis por el método MV arrojo resultados similares al NJ (por tal motivo
solo se incluye en andlisis por el método MV), un clado mayor y otro menor con
igual nivel de confianza (bootstrap 0.94), distinguiéndose del primero por la
diferenciacion en dos clados més basales a las especies C. porteousi y C.
australis. Al igual que el método NJ, los individuos de la poblacion de Lincoln son
agrupados con los de la poblacién de Mar de Cobo (JX297366.1) que poseen el

haplotipo 1 realizado por el DNAsp (ver tabla 5.1)

El método bayesiano separa el conjunto de secuencias en dos clados
principales, agrupando por un lado a C. australis y C. torquatus y por otro a C.
talarum y C. porteousi. Al analizar los clados de C. talarum presenta dos clados,
uno menor correspondiente a haplotipos que se encuentran en el noreste de la
provincia de Buenos Aires,y uno mayor que a su vez se subdivide en dos, uno de
ellos el mas basal, pertenece al individuo de Cazdn, lo que marca nuevamente su
mayor ancestralidad con respecto a los demas del mismo grupo. En este caso las
secuencias pertenecientes a los ejemplares de la poblaciéon de Lincoln fueron
agrupados con un haplotipo perteneciente de la poblacién de ctenémidos de Mar

de Cobo.
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Figura 5.1 Arbol filogenético obtenido por méaxima parsimonia a partir de un
fragmento de 390 pb de la region control para C. talarum, C. porteousi, C.

australis y C. torquatus
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Figura 5.2 Arbol filogenético obtenido por inferencia bayesiana a partir de un
fragmento de 390 pb de la region control para C. talarum, C. porteousi, C.

australis y C. torquatus



5.3 Relaciones haplotipicas

Los analisis realizados con Network para las relaciones haplotipicas (a partir de
un abordaje de parsimonia) son congruentes con los resultados mostrados

anteriormente (Fig. 5.3).

El haplotipo con mayor frecuencia es el H1, compartido con las poblaciones de
Lincoln y Mar de Cobo. De alli a partir de una Unica mutacion se desprende el
haplotipo H9, presente en la poblaciéon de tuco-tucos de la Estacion Celpa. Este
haplotipo da origen a 8 haplotipos mas: los haplotipos H5, H10, H11, H12 y H13 se
diferencian de H9 a través de 3 mutaciones, mientras que los haplotipos H2 y H4
se diferencian a través de 2 mutaciones. El haplotipo H3 se diferencia del H9 y del

H4 por una sola mutacioén y por dos mutaciones del H11. .

El haplotipo H2 presente en la localidad de Cazén es el méas divergente,
diferenciandose de H1 a través de 9 mutaciones, sugiriendo tratarse de un

polimorfismo ancestral, al igual que en los arboles previamente analizados.

Los haplotipos H6 y H8, correspondientes a El Destino y Punta Indio, y San

Clemente y Punta Médano respectivamente, divergen por 4 mutaciones.
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6. DISCUSION

Las poblaciones de tuco-tucos del noreste de la provincia de Buenos Aires, en
particular aguellas pertenecientes a los partidos de Saladillo y Lincoln, no han sido
ampliamente estudiadas para definir su ubicacion taxonémica y menos adn su

variabilidad genética en relacién a otras poblaciones de la provincia.

Galliari y colaboradores (1991) han citado C. talarum en estas localidades a
partir de sus caracteristicas morfolégicas, remarcando la falta de un estudio

exhaustivo para ubicar taxonémicamente a estas poblaciones como dicha especie.

Trabajos previos realizados con citocormo b (Carnovale, 2014; Farace et al.,
2014) arrojaron una primera aproximacion de la ubicacién taxondmica de las
poblaciones de Lincoln y Cazén; sugiriendo que ambas pertenecerian a C.

talarum.

El presente trabajo aporta nuevos conocimientos para estas poblaciones, con
un enfoque filogeografico al compararlos con otras poblaciones de la provincia de

Buenos Aires estudiadas hasta el momento.

Los estudios para el marcador region control fueron coincidentes con los
realizados para citocromo b, todos los individuos de la poblacién de Lincoln se
agruparon en un unico haplotipo, lo que corrobora la hipotesis de la baja
variabilidad genética intrapoblacional. Los resultados son coherentes al
compararlos con el contexto del paisaje del lugar de la colecta, el cementerio
municipal Lincoln, donde se observé una marcada situacion de aislamiento y de

hébitats fragmentados debido a la infraestructura y actividad humana.



Sorprendentemente cuando se compararon las secuencias y se obtuvieron los
haplotipos, el total de la poblacién de Lincoln fue reunida junto con un haplotipo de
la poblacion de la localidad de Mar de Cobo del trabajo de Mora y colaboradores

(2013), en un Unico haplotipo H1.

Dado el marcador molecular utilizado creemos poco probable que la homologia
observada entre ambas secuencias se deba a homoplasia sino a una

ancestralidad comun.

Una explicacion para que dos poblaciones de regiones geogréficas tan
distantes compartan el mismo haplotipo esta dado por la propia evolucion

geomorfologica de la provincia de Buenos Aires.

En este sentido los principales cambios climaticos que se produjeron en la
region pampeana durante el Pleistoceno y Holoceno influenciaron en las

fluctuaciones de las trayectorias demograficas de las poblaciones de C. talarum.

Con respecto al Pleistoceno en la Pampa parece haber sido en su mayoria
arido y frio, con cortos periodos de humedad (Quattrocchio et al., 2008; Tonni et
al., 1999), donde la aridez y la actividad edlica intensiva podrian haber evitado la
propagacion de habitats hUmedos con pastizales (Ledn y Anderson 1973; Tonni et
al., 1999). La transicion Pleistoceno-Holoceno en la provincia de Buenos Aires se
caracteriza por el aumento de la estabilidad y la formacién del suelo, lo que
sugiere una mayor humedad relativa y condiciones climaticas mas calidas en

comparacion al Pleistoceno (Rabassa, 1987).



La edafogénesis holocénica con ciclos independientes de formacion de dunas
(Isla et al., 2001; Mora et al., 2006), habria permitido la expansién poblacional de

los tuco-tucos a estos nuevos habitats favorables.

Posiblemente la poblacién de Lincoln constituye una evidencia para apoyar la
hipotesis de que las poblaciones costeras se podrian haber originado a partir de
la parte central de la provincia de Buenos Aires, posiblemente en diferentes

momentos y siguiendo las riberas de los rios (Mora et al., 2013).

Examinando las conexiones hidrograficas observamos que el Rio Salado que
comunica el noroeste con el noreste de la provincia de Buenos Aires podria haber

facilitado la dispersién de los tuco-tucos entre Lincoln y Mar de Cobo.

Cuando analizamos la poblacion de Cazon, localidad ubicada en el centro de la
provincia encontramos un haplotipo altamente divergente (9 mutaciones de
diferencia con el haplotipo mas cercano) por lo que podria tratarse de un
polimorfismo ancestral, aparentemente perdido en otras poblaciones. Esto puede
ser explicado a través del fuerte aislamiento geografico de la poblacion de Cazoén
y/o el déficit actual de muestreos para esta region de estudio. Tal vez como
muchas otras de las poblaciones actuales de C. talarum, la poblacion de Cazén

sea un relicto de una distribucion histérica mas amplia.

El avance de las fronteras urbana y rural esta teniendo un impacto negativo
sobre las poblaciones silvestres de ctendmidos en general. Esto fue puesto en
evidencia en la localidad de Saladillo, luego de 4 meses del primer viaje de

prospeccion, donde se observd edificacion en el sitio en el cual habia sido



identificada la presencia de tuco-tucos. De hecho la extincion local ya fue
reportada en otras poblaciones de C. talarum en el centro sur de la provincia de

Buenos Aires (Quinta, 2004; Mora et al., 2007; Mora et al., 2013).

Los resultados del presente trabajo apoyarian el escenario evolutivo propuesto
para las poblaciones de C. talarum por Mora y colaboradores (2013), pero faltaria

un muestreo mas exhaustivo de la provincia para poder confirmarla.
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7. CONCLUSIONES

A partir de la informacién genética obtenida para la regidn control mitocondrial
se ha confirmado la ubicacion taxondmica de los individuos de las poblaciones de

Lincoln y Cazén a la especie C. talarum.

Con respecto a la poblacién de la localidad de Lincoln podemos confirmar la
hipotesis de baja variabilidad genética intrapoblacional en poblaciones aisladas de
ambientes fragmentados. La presencia de un haplotipo compartido (H1) entre dos
poblaciones geograficamente tan distantes como Lincoln y Mar de Cobo, nos lleva
a inferir la existencia de estabilidad demogréfica que le permitiria a ese haplotipo

permanecer a lo largo del tiempo evolutivo de esta especie.

En cuanto a la poblacién de Cazén podemos confirmar una gran divergencia
con respecto a las poblaciones estudiadas, verificandose la presencia de

polimorfismos ancestrales
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9.RESUMEN

El género Ctenomys, uno de los mas diversos en nimero de especies,
constituye un grupo de roedores que han llegado a ser dominantes en el nicho
subterraneo de la regién Neotropical. El origen del género ha sido atribuido al
Plioceno Superior-Pleistoceno, hace mas de tres millones de afios a partir de
una explosiva cladogénesis, en la que se originaria el gran numero de

especies actuales.

Estos roedores trascurren la mayor parte de su vida debajo de la superficie
de la tierra dentro de un sistema de tluneles. Se caracterizan por su baja
vagilidad, lo que conlleva a la formacion poblaciones fragmentadas constituidas
por pequefias unidades genéticas, con una baja variabilidad genética

intrapoblacional y una alta variabilidad genética interpoblacional.

Se han reportado poblaciones de Ctenomys talarum a lo largo de la costa
de la provincia de Buenos Aires y, mas recientemente, en localidades del
centro y centro-oeste de dicha provincia. Su presencia en los partidos de
Saladillo y Lincoln ha sido reportada en base a caracteristicas morfolégicas,
planteando la necesidad de estudios mas detallados para definir su ubicacion

taxondmica.

Para el presente trabajo se muestrearon dos poblaciones de ctendmidos

pertenecientes a las localidades de Lincoln y Cazén (partido de Saladillo).

Los andlisis filogenéticos y haplotipicos se realizaron a partir de un

fragmento de 390 pb de la region control del ADN mitocondrial utilizando



secuencias de las poblaciones muestreadas asi como de un grupo de
secuencias generadas en estudios anteriores para las diferentes poblaciones

de C. talarum estudiadas hasta el momento.

Los arboles filogenéticos obtenidos a través diferentes metodologias
(neighbour joining, maxima parsimonia y andlisis bayesiano) apoyan los
resultados obtenidos en estudios anteriores, indicando que los individuos de

las poblaciones de Lincoln y Cazon pertenecen a la especie C. talarum.

En el analisis haplotipico se obtuvieron 13 haplotipos, uno de los cuales
(H1) fue compartido por dos poblaciones de regiones geogréficas distantes,
Lincoln (centro-oeste) y Mar de Cobo (litoral). Esta coincidencia podria estar
dada por la propia edafogénesis de la provincia de Buenos Aires y apoyaria la
hipotesis de que las poblaciones costeras se habrian originado a partir de la

parte central de la provincia de Buenos Aires.

El haplotipo encontrado para el individuo de la poblaciéon de Cazén (H2) fue
altamente divergente (9 mutaciones de diferencia con el haplotipo mas

cercano) por lo que podria tratarse de un polimorfismo ancestral.
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