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RESUMEN

Los ctendmidos son los roedores subterrdneos con mayor nimero de especies
de América del Sur, y se encuentran ampliamente distribuidos en una gran variedad de
habitats. El grupo talarum ocupa la Regidon Pampeana de Argentina e incluye a las
especies Ctenomys talarum y C. pundti. Las investigaciones sobre las pulgas (Insecta:
Siphonaptera) pardsitas del género Ctenomys en general, se limitan a unos pocos
estudios basados en muestras de un pequeiio nimero de individuos hospedadores,
menciondndose principalmente pulgas pertenecientes al género Polygenis
(Rhopalopsyllidae: Malacopsylloidea). De éstas, en particular del grupo talarum se
mencionan sdlo dos registros. El objetivo de este trabajo fue ampliar el conocimiento
taxondmico sobre el género de pulgas Polygenis, mediante la caracterizacién
morfoldgica y molecular, de especimenes parasitos de ctenémidos del grupo talarum,
empleando el marcador mitocondrial Citocromo Oxidasa | (COIl), y dar a conocer la
diversidad de pulgas parasitas de ctendmidos del grupo talarum. Con esta finalidad se
analizaron morfolégicamente 36 ejemplares (16 machos y 20 hembras) de pulgas
obtenidas de distintas poblaciones de roedores del grupo talarum de la Regién
Pampeana (provincias de Buenos Aires, La Pampa y Cérdoba). El estudio morfoldgico
realizado, examinando las caracteristicas diagndsticas, permitid la identificaciéon de una
Unica especie de pulga, Polygenis (Polygenis) acodontis. El estudio molecular se realizé
sobre 22 ejemplares de pulgas (14 machos y 8 hembras), de los cuales se pudo extraer
exitosamente el ADN para la posterior amplificacién y secuenciacién de un fragmento
de 453 pb de COI. A partir de éstas se determind el nimero de haplotipos, y se estimaron
los indices de diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (Pi). Por ultimo, se realizaron
analisis filogenéticos mediante inferencia bayesiana y maxima verosimilitud, empleando
11 secuencias de la familia Rhopalospsyllidae, y una de Panorpa meridionalis (Insecta:
Mecoptera) utilizada como outgroup. Se obtuvieron 6 haplotipos, con 5 sitios variables,
Hd=0,758 y Pi=0,005, indicando la existencia de baja a moderada variabilidad genética.
Filogenéticamente, las secuencias obtenidas en este trabajo se agruparon en un clado,
lo que coincide con lo hallado a partir del estudio morfoldgico, indicando la existencia
de una Unica especie de Polygenis. Se sugiere que las caracteristicas bioldgicas y

ecoldgicas de estos roedores podrian influir en la baja variabilidad/riqueza de especies



de pulgas que lo acomparfan en su distribucién. Sin embargo, es necesario ampliar los
muestreos a otras localidades, asi como utilizar otros marcadores moleculares
independientes para conocer la variabilidad genética de esta especie de pulga, y otras

potenciales especies parasitas de Ctenomys.



INDICE

1.

INTRODUCCION ...coveiimiriniettiseieeieese ettt 8
1.1  Generalidades de Siphonaptera, “pulgas”......cccccvvciieeiiiiiiieeiiriee e 8
1.1.1 Biologia y ecologia de 1as pulgas ........cccoevveeeiiiiieiiiniiee e 8
1.1.2 1T g o] Lo} (- [P USRS 12
1.1.3  Clasificacion taXONOMICa .......ccueeeiieiiiiiieiiee ettt 15
1.1.4  El género Polygenis, Jordan 1939 (Rhopalopsyllidae: Rhopalopsyllinae) 17
1.2  Roedores hospedadores, ENEro CtENOMYS .........ccccueeeeeecuveeeeeiiieeeeeiireee e e 18
1.2.1 GrUPO LAIAIUM ..ottt e e s rbe e e e e saraeeeeans 22
1.3 ADN mitocondrial y gen COl como marcador molecular ........occccvvvveeeereennnes 23
HIPOTESIS ¢.eveteeeesteeese ettt ennes 28
OBJETIVOS ..ttt ettt ettt et e st e s bt e s bt e e b e e sseeeneenaneenne 28
N B O] o 1= A1V Zo I == T o 1= T =Y RS 28
3.2 ODbjetivos SPECIfICOS: ...coiiiiirririie et 28
MATERIALES Y METODOS. .....ocuiuiuiuitetetetcectcteteaeaeaesese e teae s s s seseseae s seseans 31
4.1 Area de eStUIO ....ceveeieeeirereiicecete et 31
4.2  Obtencidn de muestras de Pulgas .......ccovveeeeeeiieiiciiiieeeee e e 32

4.3  Tratamiento e identificacidon taxondmica a partir de la morfologia de las pulgas

32
4.4 EXtracCion de ADN GENOMICO ....ciuuuueeiiiiiieeeieeeeeteeeeettieeseteaeesesasnaesesssneesesenns 33

4.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el marcador molecular

citocromo oxidasa | Y SECUENCIACION. ..cccceiieeiiiiiieiee et e e 33
4.6 ANALISIS @ dALOS .oouviieiieiiie et s 35
RESULTADOS ...ttt ettt stt ettt e s tte e st e e s bt e e s bt e e sabeesnaseesnnseesnnneenas 38

5.1 Y IS T=X A= o o] £ =Y a1 1o = LR 38



5.2 Resultados MOrfolOZICOS. ...covuureiiiiiiiiiiirieeiee e ee et e e e e e snaanees 38

5.3  Extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacién del marcador COI ............ 42
5.4 Analisis de [0S datos .......ccouieriiiriiiiiiieeieeee e 43
5.4.1  Variabilidad genética y relaciones haplotipicas ........ccccevvuveveiriciieeeencnnennn. 43
5.4.2  Analisis filloGENETICO.......uiiiieciiie e 46
DISCUSION ....cuctuieieirisiseietset ettt bbb 48
CONCLUSIONES ...t 56
BIBLIOGRAFIA: ....vvvtceetctctctctetetete ettt ettt seae st ae b st et eseaesesesesesesesesesesesesesesens 57

ANEXOS .. e e e e e s e ree e e e as 75



INTRODUCCION




1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Siphonaptera, “pulgas”

1.1.1 Biologiay ecologia de las pulgas

Las pulgas o sifonapteros (Siphonaptera, gr. owpwv siphon, "canal, tubo" y
arttepa aptera, "sin alas"), son un orden de insectos holometabolos altamente
especializados que han evolucionado como pardsitos de mamiferos y aves (Morand et
al., 2006). Hasta el momento, se han descripto cerca de 2575 especies, de las cuales el
94% (comprendidas en 11 familias y mas de 200 géneros de pulgas), parasitan a
hospedadores mamiferos, con mas del 70% registradas en roedores. El 6% restante

(cinco familias y 25 géneros), son ectoparasitos de aves (Whiting et al., 2008).

Ciclo bioldgico

Las pulgas son tipicos insectos holometabolos, cuyo ciclo de vida consiste en tres
fases de vida libre, comprendidas por el estadio de huevo, larva (generalmente con tres
mudas larvarias) y pupa antes de emerger como adulto, que es la fase parasitaria-

hematdfaga (Figura 1) (Durden & Traub, 2019).

Las hembras gravidas de la mayoria de las especies que se han estudiado pueden
producir cientos de huevos durante toda su vida. Estos huevos, pequefios, ovoides y de
color blanco perlado, tienen una textura pegajosa y suelen adherirse brevemente al
pelaje del hospedador, sin embargo, al poco tiempo acaban desprendiéndose, cayendo
al suelo normalmente en zonas frecuentadas por éste, donde eclosionardn. Algunas
especies de pulgas depositan directamente los huevos en el suelo, cerca del entorno del
hospedador, ya que constituye una zona rica en restos de materia organica (Durden &

Traub, 2002,2019).

Las larvas de pulga tienen una forma alargada, sin patas y sin ojos, y estan
cubiertas de numerosas cerdas gruesas, en especial en sus segmentos abdominales.
Poseen una cdpsula cefdlica esclerotizada y glandulas mandibulares secretoras de seda,

para construir el capullo que va a formar parte de la pupa (Durden & Traub, 2019). Una
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vez que la larva sale del huevo, ésta se alimenta de la materia orgdnica presente en el
suelo o procedente de las heces del propio hospedador (Durden & Traub, 2002). En
algunas especies se ha observado que las larvas agreden a las pulgas adultas hasta
conseguir que éstas excreten heces ricas en sangre, que seran usadas por las propias
larvas como alimento. También se ha demostrado que las larvas pueden alimentarse de
pequefios artrépodos que se encuentran en el entorno del hospedador, pulgas adultas
muertas o incluso de otras larvas de menor tamafio. Por todo esto, las larvas se
encuentran habitualmente conviviendo con sus hospedadores ya sea en el cuerpo del
propio animal o en los refugios del mismo. Tras dos o tres semanas, en las cuales se
producen dos mudas, la larva de tercer estadio, al terminar de alimentarse, expulsa todo
su contenido intestinal, hila un capullo de seda y se camufla adhiriendo a si misma
particulas del sustrato circundante. El capullo constituye el microambiente protector de
una pupa de pulga, la cual permanece inmdvil y sin alimentarse durante el proceso de

metamorfosis (Marshall, 1981; Durden & Traub, 2002).

La duracion del estado de pupa esta influenciada por la temperatura ambiental,
pero generalmente se mantiene durante una o dos semanas hasta que el adulto emerge
de la cuticula puparia (Lewis, 1993). Para que ocurra, la pulga adulta necesita algun tipo
de estimulo, como la vibracién del entorno, el aumento de la temperatura y el aumento
de la concentracién de didxido de carbono en el aire que la impulse a abandonar el
capullo. En caso contrario, la pulga permanecerd viable pero inactiva dentro de él
durante largos periodos de tiempo (mds de 1,5 aifos) (Marshall, 1981). Esta es la razén
por la cual, cuando un animal se establece en un lugar infestado por pulgas después de
un largo periodo de tiempo sin ocupacidn, es atacado de forma agresiva por numerosas
pulgas. Este fendmeno se ve favorecido por la capacidad de las pulgas para sobrevivir
sin alimentarse durante largos periodos, lo que les permite volver a alimentarse cuando
localizan un nuevo hospedador (Marshall, 1981; Lewis, 1993). Por su parte, la longevidad
del imago depende de una serie de factores como la especie de hospedador, la
disponibilidad de alimento durante la fase larvaria, la densidad de las larvas, el
microclima (temperatura y humedad relativa) y sus fluctuaciones, y el sustrato (Krasnov,

2008).



1Omm

LU mm

FIGURA 1. Estadios del ciclo de vida de las pulgas. (A) Huevo, (B) Larva, (C) Pupa, (D) Adulto. (Fuente:
Hastriter & Whiting, 2003).

Respecto a la reproduccion de los sifonapteros, se conoce que los adultos de un
gran numero de especies pueden realizar la cépula inmediatamente después de
emerger del capullo, comenzando la produccién de huevos al dia siguiente. Las hembras

necesitan alimentarse antes de realizar la primera ovoposicion (Lewis, 1993).

Distribucion geografica y hospedatoria

La distribucidon de las pulgas se extiende a todos los continentes, incluida la
Antartida, habitando una variedad de habitats y hospedadores desde los desiertos
ecuatoriales, pasando por las selvas tropicales, hasta la tundra artica (Dunnet & Mardon,
1991). Si bien son cosmopolitas, las distintas regiones geograficas se caracterizan por un
numero muy desigual de especies (Medvedev, 2000). Las comunidades de pulgas
exhiben variaciones en sus estructuras, incluyendo la riqueza de especies, abundanciay
prevalencia, que estan influenciadas por las distribuciones geograficas (Krasnov, 2008).
Estas variaciones son el resultado de las interacciones entre factores intrinsecos de las

pulgas, como su especificidad hospedatoria y biologia, factores relacionados con los
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hospedadores, como su tamafio corporal, inmunologia, fisiologia y rango geografico, y
caracteristicas ambientales como clima, el tiempo o las condiciones del suelo, como la
humedad relativa, la temperatura y el contenido de humedad del suelo (Marshall, 1981;
Krasnov, 2008; Linardi & Krasnov, 2012). Las condiciones ambientales favorables, como
la abundancia y disponibilidad de hospedantes, alimento abundante para las larvas,
humedad relativa alta y temperaturas templadas, promueven numerosas poblaciones
de distintas de pulgas. Debido a que los estadios inmaduros normalmente ocupan nichos
diferentes a los de las pulgas adultas, los requisitos ecolégicos de uno o mas de los
estadios inmaduros, en lugar de los adultos, pueden ser factores limitantes que no
permitan que una especie se establezca o abunde bajo ciertas condiciones. Estos
factores limitan o favorecen el desarrollo y la supervivencia de estos artropodos en

diferentes entornos (Durden & Traub, 2019).

Uno de los rasgos mas fundamentales de la historia de vida de los parasitos es su
especificidad hospedatoria (Poulin et al., 2011). Esta caracteristica tiene un importante
papel en la determinacién de su biodiversidad, en su capacidad de colonizar nuevas
especies hospederas, en su tamafio de rango geografico y abundancia local, como asi
también, en la probabilidad de coextincién parasito-hospedador (Krasnov et al., 2004,
2005; Poulin, 2007; Lafferty, 2012). Ademas, la especificidad hospedatoria podria
determinar posibles rutas de transmisién de patégenos a través de
hospedadores/reservorios vertebrados, incluidos los humanos (Bitam et al., 2010). El
grado de especificidad de las pulgas por su hospedador varia ampliamente desde las
muy especificas hasta las oportunistas (Medvedev & Krasnov, 2006; Whiting et al., 2008,
Sanchez et al., 2023). La clasificacién tradicional de los ectopardsitos por el grado de
especificidad a su hospedador, basada en el nimero de especies de hospedadores y sus
posiciones taxondmicas, distingue entre pulgas monoxenas (una sola especie de
hospedador), oligoxenas (dos o mas especies de hospedadores pertenecientes al mismo
género), meso o pleioxenas (dos o mas géneros de hospedadores pertenecientes a la
misma familia), polixenas (dos o0 mas familias de hospedadores pertenecientes al mismo
orden) y euryxenas (dos o mas érdenes o clases de hospedadores) (Marshall, 1981;

Medvedev & Krasnov, 2006).
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1.1.2 Morfologia

Las pulgas se caracterizan como insectos sin alas, comprimidos lateralmente, con
numerosas setas y una apariencia brillante que puede variar desde el color amarillo

oscuro hasta el casi negro (Durden & Traub, 2002).

Al igual que otros insectos, su cuerpo se divide en cabeza con un par de antenas,
térax y abdomen, y poseen tres pares de patas (Figura 2). Es especialmente notable el
desarrollo y adaptacién de sus patas traseras para el salto, lo cual es fundamental para
poder colonizar nuevos hospedadores. Su tamafio varia entre 1y 8 mm, y presentan un
cuerpo fuertemente esclerotizado. Algunas especies se caracterizan por poseer uno o
mas grupos de espinas fuertemente esclerotizadas dispuestas en forma de hilera
denominados peines o ctenidios. Si esta estructura se localiza en el margen ventral de
la cabeza se denomina peine o ctenidio genal mientras que si se encuentra situada en el
margen posterior del protérax se denomina peine o ctenidio pronotal. Aparte de los
ctenidios, las pulgas tienen el cuerpo recubierto por una serie de setas y cerdas
especializadas que a menudo, junto con la naturaleza de los ctenidios, reflejan el tipo de
hospedador al que parasitan, especialmente cuando se trata de pulgas especificas de un
solo tipo de hospedador, ya que estas estructuras asisten o ayudan a que no se caiga del
pelo o plumas del mismo (Durden & Traub, 2002). De hecho, la presencia y distribucién
de las espinas y setas, junto con la forma de la cabeza y la extraordinariamente compleja
genitalia que poseen los sifonapteros, constituyen los caracteres morfoldgicos mas
usados a la hora de establecer relaciones taxondmicas a distintos niveles (Whiting,

2008).

La forma de la cabeza muestra una sorprendente variacién y resulta atil para
distinguir algunas especies. Las piezas bucales tienen una especializacion en la
perforacién y succidn de los tejidos de los hospedadores. Estas piezas constan de tres
estiletes que estdn sujetos a los palpos labiales, los cuales ayudan a localizar el sitio de
alimentacion. Uno de estos estiletes es un par de lacinias maxilares que se encargan de
perforar la piel del hospedador, mientras que el otro es la epifaringe, la cual conduce al
esoéfago y posteriormente al proventriculo, donde se unen el intestino anterior y el

intestino medio. En la unién del intestino medio con el intestino posterior, surgen cuatro
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tubulos excretores de Malpighi. Las caracteristicas de los ojos en los adultos pueden
variar, desde ojos bien desarrollados y altamente pigmentados hasta ojos vestigiales o
ausentes. Las antenas, compuestas por tres segmentos, se encuentran ubicadas en
surcos profundos llamados fosas antenales, localizados a cada lado de la cabeza (Durden

& Hinkle, 2019)

Los tres segmentos tordcicos estan representados por tres escleritos dorsales
(pronoto, mesonoto y metanoto), placas ventrales complementarias y las placas
pleurales, cuya variacién en su morfologia es importante desde el punto de vista
taxondmico. Las patas presentan numerosos rasgos taxondmicos y consisten en una
gran coxa basal, un trocanter que funciona a modo de rétula, el fémur, la tibia y el tarso,
este a su vez dividido en cinco segmentos o tarsomeros (Linardi & Guimaraes, 2000). Los
segmentos abdominales estan divididos en tergitos dorsales y esternitos ventrales. Cada
pulga suele presentar diez tergitos y nueve esternitos. A partir del séptimo segmento
abdominal se modifican seglin el sexo y suelen ser utiles para la determinacién
taxondmica (Lewis, 1993, Linardi & Guimaraes, 2000). Asi, el tergito VIII en las hembras
esta muy desarrollado cubriendo casi toda, sino toda, la porcidn terminal del abdomen.
Este segmento tiene una gran importancia taxonémica ya que en un gran nimero de
géneros la conformacion y la quetotaxia de su margen caudal son usados como criterios
para la discriminacion de especies. Por otra parte, el esternito VIl se encuentra reducido
en la mayoria de los casos a un Iébulo esclerotizado que se proyecta hacia el margen
lateral del tergito VIII. El esternito IX es todavia mas reducido. Un érgano sensorial muy
caracteristico de las pulgas es el sensilium, una estructura formada por una placa de
pequeiias espiculas localizada al final del cuerpo de la pulga, la cual ayuda a las pulgas a
detectar el movimiento del aire, las vibraciones y los gradientes de temperatura, en

algunas especies también facilita la copula (Lewis, 1993, Durden & Hinkle, 2019).
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FIGURA 2. Morfologia externa de la pulga Ctenocephalides felis felis (Fuente: Lewis, 1993)

St - sternum, T= tergum

La anatomia genital de los machos presenta una complejidad morfoldgica debido
a la presencia de diversas estructuras. Entre estas se encuentran los claspers, que se
utilizan para asegurar a la hembra durante el apareamiento. También se encuentra el
aedeagus, a través del cual se secreta el esperma, y las varillas del pene, que se insertan
en la abertura femenina durante la cépula. Por otro lado, la genitalia de la hembra esta
compuesta por la vagina, que es el conducto que conecta con el érgano reproductor
masculino, el conducto espermatico y la espermateca, drgano donde se almacenan los

espermatozoides después del apareamiento (Durden & Hinkle, 2019) (Figura 3).
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200 pm

FIGURA 3. Ejemplares macho (A) y hembra (B) de Polygenis (Polygenis) platensis visualizados en
microscopio optico. (Foto: Juliana Sanchez)

1.1.3 Clasificacion taxonémica

El orden Siphonaptera comprende actualmente 246 géneros y aproximadamente
2000-3000 especies y subespecies, agrupados en 16 familias (Lewis, 1998; Medvedev,
2005, Krasnov, 2008; Whiting et al., 2008).

En comparacién con la mayoria de los insectos holometabolos, la clasificacién
taxondmica de las pulgas en base a su morfologia (de acuerdo a la forma y estructura de
su compleja genitalia y/o de su cabeza o en la presencia y distribucion de las setas y
espinas que ornamentan todo su cuerpo (Traub & Starcke, 1980; Dunnet & Mardon,
1991; Hastriter & Whiting, 2003) se encuentra relativamente avanzada y en la mayoria
de los grupos esta clasificacion se extiende hasta el nivel de subespecie (Whiting et al.,
2008). Aun asi, existe un desacuerdo en cuanto a las relaciones filogenéticas entre las
familias (Urdapilleta, 2022). Hopkins y Rothschild publicaron una serie de cinco
volumenes sobre la sistematica de los sifondpteros basandose en la amplia coleccion de
Rothschild (Hopkins & Rothschild, 1953, 1956, 1962, 1966, 1971) donde consideran la
existencia de 12 familias dentro del orden Siphonaptera. En la revision del orden,
realizada por Lewis en 1998, se reconocen 15 familias, mientras que Medvedev (1998)
reconoce 18 familias. Medvedev separd la familia de los pulicoides en Pulicidae y
Tungidae, y fragmentd Pygiopsyllidae en tres familias distintas: Pygiopsyllidae,
Lycopsyllidae y Stivaliidae. Las relaciones superfamiliares de estos esquemas de
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clasificacién son contradictorias en muchos aspectos, por lo que se hizo imprescindible
la necesidad de llevar a cabo estudios taxondmicos y filogenéticos basados en técnicas
moleculares con el fin de dilucidar la complicada y poco aceptada clasificacion existente

de este grupo de insectos holometabolos.

Carmean y colaboradores (1992) aportaron los primeros datos moleculares
sobre sifonapteros utilizando secuencias del gen 18S (codificante de la subunidad “18”
del ARN ribosomal) para inferir relaciones filogenéticas entre diferentes érdenes de
insectos holometabolos y especies del Orden Siphonaptera. Diez afios después se
volvieron a publicar datos moleculares de especies de sifondpteros donde nuevamente
el objetivo era analizar las relaciones filogenéticas entre los distintos érdenes de
insectos holometdbolos utilizando como marcador el gen 18S (Whiting, 2002). A pesar
de aportar una valiosa informacién del lugar que ocupaban las pulgas dentro de la
filogenia de los insectos holometdbolos, en ninguno de estos trabajos se analizaron
relaciones filogenéticas entre familias, géneros o especies basadas en datos
moleculares. Dittmar y Whiting (2003) realizaron el primer estudio biogeografico en el
cual compararon y analizaron las secuencias de ADN de los genes citocromo oxidasa 2
(Coll) y citocromo b (cytb) de distintas poblaciones de Pulex simulans de Peru. Vobis y
colaboradores (2004) estudiaron las relaciones filogenéticas existentes entre siete
especies de pulgas (Ctenocephalides felis, Pulex irritan, Tunga penetrans,
Ctenocephalides canis, Xenopsylla cheopis, Nosopsyllus fasciatus y Archaeopsylla
erinacei) usando los marcadores moleculares espaciador transcrito interno 1 (ITS1),
espaciador transcrito interno 2 (ITS2) y el gen 16S, codificante de la subunidad “16” del

ARN ribosomal.

Sin embargo, la filogenia del Orden Siphonaptera siguid siendo confusa hasta que
Whiting y colaboradores (2008) realizaron por primera vez una reconstruccién a gran
escala de las relaciones evolutivas existentes entre las distintas familias que conforman
el orden, utilizando los genes 18S, Factor de Elongacién 1-a (FE1-a) y COIl. Ademas de
las relaciones evolutivas entre las distintas familias, evaluaron las relaciones evolutivas
parasito-hospedador. No obstante, tal como concluyen los autores aun se necesita una
profunda revisidon taxondmica vy filogenética del orden basada en datos moleculares a

nivel de especies y subespecies, asi como de algunas familias. Posteriormente, la
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mayoria de las investigaciones se enfocaron en el analisis y comparacién de marcadores
moleculares (como ITS1, Cy COIll) de determinadas especies, destacandose entre ellas
C. felis, C. canis y P. irritans (Mckern et al., 2008; Marrugal et al., 2013; Lawrence et al.,
2014, 2015). En algunos de estos estudios, se identificaron diferentes haplotipos dentro
de una misma especie con diferentes origenes geograficos (Lawrence et al., 2014) o
incluso la existencia de distintas poblaciones en base a criterios morfoldgicos dentro de
la especie C. felis que no se correspondian con diferencias moleculares en las secuencias
de ITS1 de dichas poblaciones. Todos estos hallazgos evidenciaron la necesidad de
realizar estudios taxondmicos y cladisticos que incorporaran la evaluacidon de datos
tanto morfoldgicos como moleculares. De esta manera, se podrian obtener resultados
mas robustos y completos sobre la diversidad y relaciones evolutivas dentro del orden

en cuestion (Zurita, 2018).

1.1.4 El género Polygenis, Jordan 1939 (Rhopalopsyllidae:
Rhopalopsyllinae)

La familia Rhopalopsyllidae comprende 14 géneros y unas 130 especies y
subespecies distribuidas en dos subfamilias, Parapsyllinae y Rhopalopsyllinae, cada una
de ellas de origen monofilético (Whiting, 2008). Estas pulgas tienen principalmente una
distribucién Neotropical y parasitan aves y mamiferos, principalmente roedores
(Whiting, 2008; Smit, 1987; Lareschi et al., 2016). Rhopalopsyllinae comprende ocho
géneros diferentes (Gephyropsylla, Hechtiella, Ayeshaepsylla, Neotropsylla, Polygenis,
Rhopalopsyllus, Scolopsyllus y Tiamastus). De estos, Polygenis es el género mas rico en
especies (49 especies divididas en dos subgéneros) con una amplia distribucién
geografica, desde Tierra del Fuego hasta Estados Unidos, ocupando la parte oriental del
Neotrépico, particularmente Brasil, el este de Argentina y la Guayana Francesa, como
también la region Biogeografica Andina, comprendiendo Chile y Argentina (Smit, 1987;
Beaucournu et al. 1998; 2014; Linardi & Guimaraes, 2000; Lareschi et al., 2016; Zurita et
al., 2023). En Argentina, este género se encuentra ampliamente distribuido y esta

representado por 15 especies, que han sido registradas en distintos 6rdenes de
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mamiferos, principalmente roedores, incluyendo el género Ctenomys (Lareschi et al.,

2016).

Particularmente, dentro de la familia Ctenomyidae, se mencionan cinco especies
pardsitas pertenecientes al género Polygenis: Polygenis (Neopolygenis) frustratus
(Johnson, 1957), P. (N.) puelche (Del Ponte, 1963), P. (Polygenis) acodontis (Jordan &
Rothschild, 1923), P. (P.) byturus (Jordan & Rothschild, 1908) y P. (P.) platensis (Jordan
& Rothschild, 1908), de las cuales P. (N.) puelche y P. (P.) platensis se registraron

parasitando a Ctenomys talarum (Lareschi et al., 2016).

1.2 Roedores hospedadores, género Ctenomys

El género Ctenomys (Rodentia: Ctenomyidae), popularmente conocido como
tuco-tuco por la vocalizacidn tipica (“tuc tuc”) de algunas de las especies del género
(Nowak, 1999), es el que presenta mayor diversidad especifica entre los roedores
subterraneos, debido a la rapida y explosiva cladogénesis ocurrida dentro del género
durante el Pleistoceno medio y tardio (Reig et al., 1990; Nevo, 1999). Con alrededor de
67 especies reconocidas (D’Elia et al., 2021; Mapelli et al., 2022; Sdnchez et al., 2023;
Tetaetal.,, 2023; Verziet al., 2023), es también uno de los géneros mas especiosos entre

los mamiferos.

Su distribucidn se extiende desde el centro-este de Peru y sudeste de Brasil hasta
Tierra del Fuego, desde la costa del Pacifico hasta la costa del Atlantico del cono Sur de
Sudamérica (Parera, 2018). La mayoria de las especies se encuentran en Argentina y
ocupan una gran diversidad de habitats, desde el nivel del mar hasta una elevacién de
casi 4.000 metros (Bidau, 2015), ocupando pastizales naturales, habitats de estepa
arbustiva, desiertos, laderas de montafas y habitats de dunas en las costas del Atlantico

(Contreras, 1973; Redford & Eisenberg, 1992) (Figura 4).
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Océano Pacifico

Océano Atlantico

FIGURA 4. Distribucién del género Ctenomys en Sudamérica dentro de la regidon Neotropical,
representada en la zona coloreada. (Fuente: Churin, 2019).

La distribucidon de los tuco-tucos esta influenciada por dos factores principales:
la existencia de suelos arenosos y la profundidad del agua freatica. Ademas, las
variaciones en las condiciones locales del habitat, como la topografia, la densidad y
altura de la vegetacion, la calidad y disponibilidad de fuentes de alimento, contribuyen
a una distribucién fragmentada de las poblaciones de tuco-tucos a lo largo de todo su
rango de distribucion. De esta manera, la distribucidn espacial de los tuco-tucos se
caracteriza por presentar sistemas de tuneles semiaislados que ocupan ambientes

favorables delimitados y separadas por grandes tramos no poblados (Reig et al., 1990).

La mayoria de estas especies de roedores son solitarias (Zenuto et al., 2002; El
Jundi & Freitas, 2004; Fernandez-Stolz et al., 2007), presentando un comportamiento
territorial marcado, con las madrigueras ocupadas por un Unico individuo, salvo las
hembras y sus crias desde el parto hasta el estadio juvenil (Cutrera et al., 2005). A
excepcion de la temporada de apareamiento, los adultos tienen muy poco contacto
entre si y los individuos de ambos sexos responden agresivamente ante la presencia de
otro miembro de la misma especie (Busch et al., 1989; Zenuto et al., 2002,). Tanto los
machos como las hembras, aunque estas en menor medida, emiten vocalizaciones bajo
tierra para sefalar su territorio o mantener la cohesién de los grupos sociales. Los

sistemas de madrigueras, conocidos como tuqueras, varian segun la especie y el tipo de
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suelo en el que se encuentran. La conformacién interna de las madrigueras de C. talarum
consisten en un tunel principal de hasta 30 cm de profundidad y didmetro variable, con
varios tuneles laterales con cdmaras especializadas para almacenar alimentos vy
desperdicios, y una camara donde construyen sus nidos (Busch et al., 1989; Antinuchi &
Busch, 1992). Debido a que las galerias permanecen la mayor parte del tiempo cerradas,
en el nicho subterrdneo se crean condiciones microclimaticas de humedad y

temperatura relativamente independientes del ambiente exterior (Reig et al., 1990).

Son considerados herbivoros generalistas debido a las restricciones y el alto
costo energético asociado a la busqueda de alimento alrededor de sus madrigueras (De
Oliveira & Bonvicino, 2006). Se alimentan principalmente de hojas y tallos de gramineas,
aungue también pueden forrajear semillas y raices, los que son consumidos en el

interior de sus madrigueras para evitar el ataque de predadores (Vincon, 2010).

En lo que respecta a su estructura morfoldgica, todas las especies de tuco-tucos
presentan una morfologia externa similar, especialmente adaptada para la vida
subterranea (Vassallo, 1998). Sin embargo, existe una notable diversidad en el tamafio
corporal, que varia desde especies muy pequefias como C. pundtiy C. talarum, con un
peso minimo de 100 g y una longitud corporal de 140 mm (Medina et al., 2007), hasta
especies de gran tamafo, como la especie chaquena C. conoveri, donde los machos
pueden llegar a pesar 1.000 g y medir 558 mm de longitud (Anderson, 1997; Teta & Rios,
2017). Los pelos de las patas traseras son rigidos, semejantes a cerdas, y se agrupan
formando un "peine", caracteristica que originé el nombre del género Ctenomys (raiz

griega ktenos = peine, Blainville, 1826).

La datacion molecular basada en el gen cytb indica que la diversificacién del
género tuvo lugar alrededor de 3 MA originando al menos ocho grupos de especies
diferentes: boliviensis, frater, mendocinus, opimus, talarum, magellanicus,
torquatus y tucumanus (Parada et al., 2011). La mayoria de estos grupos filogenéticos
fueron propuestos previamente utilizando como base la morfologia externa e interna,

asi como el analisis cariotipico (Gardner et al., 2014).

Los Ctenomys representan un ambiente estable para la fauna parasitaria

simbionte. Por sus habitos subterraneos y de poco desplazamiento constituyen
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microambientes con menores fluctuaciones macroambientales en lo que respecta a
condiciones de temperaturay humedad. El ambiente inmediato a la piel del hospedador,
en este caso la cueva que cada individuo construye y habita, mantiene constante las
condiciones de temperatura (Altuna et al., 1999) incluso en ambientes de temperaturas
extremas a 2000 m.s.n.m. (Bidau et al., 2006). El comportamiento de estos roedores
fosoriales es el que les permite mantener su microclima en condiciones estables (Busch
et al., 2000). Tal situacién brinda a los parasitos un ambiente aiin mas estable que el que
le brinda la piel de cualquier otro hospedador mamifero. En los ultimos afos, se han
llevado a cabo varias investigaciones enfocadas en el estudio de la fauna ectoparasitaria
de los tucos-tucos en Argentina, las que se han centrado especificamente en dos tipos
de ectoparasitos: 4caros (Arachnida), representados por la especie Haemolaelaps
glasgow (Mauri, 1966) y piojos (Phthiraptera), representados por los géneros Gyropusy
Phtheiropoios, pertenecientes a la familia Gyropidae, y por el género Eulinognathus de
la familia Polyplacidae (Cicchino & Castro, 1996, 1998; Contreras et al., 1999; Cicchino

et al., 2000), entre otros.

A pesar de estos estudios, no existen para Argentina investigaciones especificas
sobre las pulgas que albergan los ctendmidos, y el conocimiento sobre dicha tematica
se limita a escasos estudios basados en muestras dispersas de un pequeiio nimero de
individuos hospedadores del centro del pais (cuyo y Regién Pampeana) y del noroeste
argentino, particularmente de C. talarum, C. mendocinus, C. magellanicus, C. juris, C.
porteousi, C. latro, y C. azarae. Prueba de esto son los registros publicados en el
inventario actualizado sobre las pulgas distribuidas en Argentina (Lareschi et al. 2016),
donde se mencionan especies de pulgas pertenecientes a tres familias: 1.
Stephanocircidae: Plocopsylla (Schrammapsylla) reigi (Beaucournu & Gallardo, 1978),
Tiarapsylla argentina (Jordan, 1942); 2. Pulicidae: Pulex irritans y 3. Rhopalopsyllidae,
en la que se registré una mayor riqueza de especies, incluyendo Ectinorus (Ectinorus)
disjugis (Jordan, 1942), E. (E.) levipes (Jordan & Rothschild, 1923), E. (E.) pilosus
(Beaucournu & Castro, 2002), E. (Ichyonus) onychius (Jordan & Rothschild, 1923),
Polygenis (Neopolygenis) frustratus (Johnson, 1957), P. (N.) puelche (Del Ponte, 1963),
P. (Polygenis) acodontis (Jordan & Rothschild, 1923), P. (P.) byturus (Jordan & Rothschild,
1908), P. (P.) platensis (Jordan & Rothschild, 1908), Tetrapsyllus (Phylliver) bleptus
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(Jordan & Rothschild, 1923), T. (Tetrapsyllus) rhombus (Smit, 1955), T. (T.) tantillus
(Jordan & Rothschild, 1923), Tiamastus callens (Jordan & Rothschild, 1923), Ti. cavicola
(Weyenbergh, 1881), Ti. palpalis (Rothschild, 1911), Ti. tortuosus (Beaucournu & Castro,
2003). Posterior a la publicacién de Lareschi y colaboradores (2016), Lopez Berrizbeitia
y colaboradores (2017, 2019), con el propdsito de contribuir al conocimiento de la
diversidad de sifondpteros que parasitan micromamiferos en la regiéon del Noroeste
Argentino (NOA), ampliaron el listado de especies asociadas a Ctenomys de Argentina,
con los registros de Tiamastus subtilis (Jordan & Rothschild, 1923), Ti. helicis,

(Beaucournu & Castro, 2003) y Ti. palpalis (Rothschild, 1911).

1.2.1 Grupo talarum

El grupo talarum ocupa la Region Pampeana de Argentina y esta formado por

Ctenomys talarum (Thomas, 1898) y Ctenomys pundti (Nehring, 1900).

FIGURA 5. Ctenémidos del grupo talarum de la Region Pampeana. (A) C. talarum, Lincoln (provincia de
Buenos Aires); (B) C. pundti, Holmberg (provincia de Cérdoba). (Fuente: Carnovale, 2020).

Ctenomys pundti esta presente en el sur de la provincia de Cérdoba y noreste de
La Pampa. En la actualidad, la distribucion de esta especie es notablemente limitada y
altamente fragmentada, encontrandose cercana a las poblaciones de C. talarum de La
Pampa y del norte de la provincia de Buenos Aires (Fernandez & Carnovale, 2019;

Fernandez et al., 2019; Carnovale et al., 2021).

Por otro lado, C. talarum es una especie que se diferencia de muchas otras en su

género debido a su distribucién mas amplia, aunque actualmente sus poblaciones se
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encuentran también bastante fragmentadas (Carnovale et al., 2021, 2023). En la regidn
costera de la provincia de Buenos Aires suelen encontrarse en suelos arenosos, mientras
gue en las regiones centro-norte, sur y oeste de dicha provincia, como en el este de la
provincia de La Pampa, se los suele encontrar en suelos mas compactos, humedos y
vegetados (Justo et al., 2003; Mora et al., 2006, 2013). En la costa atlantica, la
distribucién de sus poblaciones es aproximadamente lineal y mds continua en
comparacion con las zonas del interior, donde se distribuye de manera muy irregular.
Estas poblaciones se destacan por tener tamaiios poblacionales efectivos y censales

pequefios (Mora et al., 2007, 2013; Fernandez et al., 2019).

Numerosos estudios han intentado aclarar las relaciones evolutivas vy
sistematicas entre C. talarum y C. pundti, a partir de diferentes abordajes
metodoldgicos, tales como el analisis de sus cariotipos (Kiblisky & Reig, 1996; Massarini
et al., 1991), la morfologia espermatica (Tiranti et al., 2005) y la filogenia molecular
(Parada et al.,, 2011; Carnovale et al, 2021). En particular, aquellos basados en
marcadores moleculares, han demostrado que la divergencia genética entre las especies
del grupo talarum es minima (Parada et al., 2011), sugiriendo que C. talarum yC. pundti
podrian considerarse como la misma especie biolégica o linajes que se encuentran
atravesando un proceso de diferenciacidn reciente o incipiente (Carnovale et al., 2021,

2023).

A partir de lo expuesto, el desarrollo del presente trabajo final de grado permitira
ampliar el conocimiento taxondmico sobre las pulgas del género Polygenis halladas en
C. talarum y C. pundti (grupo talarum) de distintas localidades de la Region Pampeana
de Argentina mediante la caracterizacién morfolégica y genética, utilizando el marcador
mitocondrial citocromo oxidasa |, y dar a conocer la riqueza de especies de pulgas

asociada a estos roedores.

1.3 ADN mitocondrial y gen COl como marcador molecular

La clasificacion de los seres vivos requiere de criterios de medida para ser

realizada de forma objetiva. Se hace necesario, por lo tanto, comparar caracteristicas
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comunes entre los organismos para determinar cudles son mas parecidos. La
observaciéon de los caracteres morfoldgicos externos fue histéricamente la base

conceptual de la taxonomia, por ser de observacién inmediata (Castro, 2012).

Los caracteres moleculares son una evidencia del proceso evolutivo mas clara o
directa que los morfoldgicos y, ademds, son compartidos por todos los seres vivos
(Castro, 2012). Para ser utilizados en estudios filogenéticos, los marcadores moleculares
deben cumplir una serie de caracteristicas (Avise, 2000): deben ser abundantes y estar
distribuidos por todo el genoma, su modo de evolucion debe ser conocido, de forma
que se pueda modelar e incorporar a analisis, y los datos obtenidos en distintos
laboratorios y estudios deben poder ser comparables y reproducibles, para poder

realizar inferencias generales.

Los marcadores moleculares de ADN mitocondrial (ADNmt) han demostrado ser
eficaces para el calculo de indices de variabilidad genética y develar la estructura

genética de las poblaciones, asi como su historia evolutiva (Avise, 1998).

La molécula de ADNmt consiste en material genético citoplasmatico circular de
ADN bicatenario, localizado en el interior de las mitocondrias. Es haploide, tiene entre
15.000 y 17.000 pb de largo (Meyer, 1993; Li y Gaur, 2000). Se encuentra compuesto
por 37 genes funcionales, de los cuales 13 codifican para polipéptidos involucrados en
la cadena de fosforilacién oxidativa (Avise, 2000), mientras que el resto codifican para
22 moléculas de ARN de transferencia (ARNt) y dos tipos de ARN ribosémicos (ARNr 12S
y 16S) (Nunez Domingo, 2011). Posee un Uunico fragmento no codificante de
aproximadamente 1000 pb llamado Regidn Control (RC), cuya funcién es principalmente

reguladora (Brown, 1985) (Figura 6).
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FIGURA 6. Grafico representativo del ADN mitocondrial, genes y secuencias reguladoras que reguladoras
que lo forman. En el recuadro violeta se identifica la posicidn relativa del gen citocromo oxidasa | (COX o
COl), marcador molecular usado en el presente estudio. (Figura modificada de Fonseca et al., 2008).

El ADNmt se considera un buen marcador para estudiar la diferenciacion
genética reciente ya que tiene una mayor tasa de sustitucién que el genoma nuclear.
Esto se ha relacionado con las caracteristicas de este material genético y con el entorno
que lo rodea, dado que no se encuentra protegido por proteinas histonas y se ve
continuamente expuesto a la accion de los radicales libres generados por el
metabolismo oxidativo. Ademads, se ha demostrado que los sistemas genéticos de
reparacion del ADNmt son menos eficientes que los nucleares (Wallace, 1994). Su
herencia es materna, ya que se transmite de forma no mendeliana por linea materna.
Ademas, hay un numero elevado de copias de ADNmt que existe en cada mitocondriay,
por ende, en la célula. Por dltimo, se hereda como un Unico bloque porque no tiene
recombinacion, siendo de gran utilidad ya que la mayoria de los métodos de
reconstruccion filogenética parten de la asuncién de ausencia de recombinacidn (Ballard
& Whitlock, 2004), evitando entonces las ambigliedades producidas por la

recombinacién que ocurre durante la meiosis en los genes nucleares (Brown, 1985).

De los 13 genes mitocondriales que codifican proteinas, el del citocromo oxidasa
| (COIl) presenta algunas ventajas para su utilizacion en estudios filogenéticos. En primer
lugar, su participaciéon como catalizador terminal en la cadena respiratoria mitocondrial

ha sido bien estudiado a nivel bioquimico, y su tamafio y estructura parecen estar
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conservados en todos los organismos aerdbicos investigados (Saraste, 1990). La COl esta
involucrada tanto en el transporte de electrones como en la translocacién asociada de
protones a través de la membrana, y se ha demostrado que contiene una variedad de
diferentes tipos de dominios funcionales que incluyen sitios de ligandos, componentes
del canal de protones, hélices estructurales y bucles hidrofilicos intercalados (Saraste,
1990; Gennis, 1992). Los residuos de aminodcidos en los centros de reaccién, que estan
muy conservados, no dominan toda la molécula de COI, lo que permite una considerable
variabilidad en algunas regiones. El hecho de que existan regiones altamente
conservadas, y a su vez otras muy variables, y que a su vez estén estrechamente
asociadas en un gen mitocondrial hace que el gen COIl sea particularmente util para

estudios evolutivos (Lunt et al., 1996; Caraballo, 2013).

Por ultimo, Hebert, Cywinska y Ball (2003) sefialan que las ventajas principales
de la utilizacién de COI en relacién a otros marcadores, confluyen en que los primers
universales para este gen son muy robustos, lo que permite la amplificacién a partir del
extremo 5° en todos los Phylum de animales, la evolucion de este gen es lo
suficientemente rdpida como para permitir la discriminacién no sélo de especies
cercanamente emparentadas sino también la de grupos filogeograficos dentro de una

misma especie, y tendria un mayor rango de sefal filogenética.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2. HIPOTESIS

Existe variabilidad morfoldgica y genética en las pulgas del género Polygenis

asociadas a distintas poblaciones de roedores ctendmidos del grupo talarum.
Prediccion:

Debido al elevado numero de especies de pulgas pertenecientes al género
Polygenis, y a su amplia distribucidn, se espera encontrar distintas especies de pulgas

del género Polygenis en poblaciones de roedores ctenémidos del grupo talarum.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general:

Ampliar el conocimiento taxonémico sobre las pulgas del género Polygenis
(Siphonaptera, Rhopalopsyllidae), parasitas de ctendmidos del grupo talarum en la
Regiéon Pampeana, mediante la caracterizacion morfoldgica y genética de los ejemplares

hallados, y dar a conocer la riqueza de pulgas.

3.2 Objetivos especificos:

— Recopilar informacion bibliografica sobre las pulgas pardsitas de roedores

ctenédmidos del grupo talarum.

— Describir la riqueza de pulgas de la subfamilia Rhopalopsyllinae asociada a los

roedores ctendmidos del grupo talarum en la Regidon Pampeana.

— Estudiar caracteristicas morfoldgicas de las pulgas del género Polygenis que
parasitan a distintas poblaciones de roedores del grupo talarum con el fin de

ampliar sus descripciones originales.
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Estudiar caracteristicas genéticas de las pulgas del género Polygenis en distintas
poblaciones del grupo talarum, utilizando el marcador mitocondrial citocromo

oxidasa | y determinar relaciones filogenéticas entre las mismas.

Establecer comparaciones a nivel de especie hospedadora de las pulgas del

género Polygenis asociadas a C. talarum y C. pundti.

29



MATERIALES Y METODOS

30



4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Areade estudio

El drea de estudio abarcd distintas localidades de la Regién Pampeana Argentina.
Entre marzo de 2014 y diciembre de 2017, y en el marco de la Tesis Doctoral de Cecilia
Carnovale (Carnovale, 2023), integrantes del grupo de investigacion realizaron
campanas de prospeccion y toma de muestras en poblaciones de Ctenomys talarum y
Ctenomys pundeti. Para C. talarum fueron muestreadas poblaciones en las localidades de
El Guanaco (EG) (-36,3090; -64,2789) y Guatraché (G) (-37,6998; -63,5563), provincia de
La Pampa, y en Laguna Epecuén (E) (-37,2115; -62,8332), provincia de Buenos Aires. En
el caso de C. pundti, fueron muestreadas poblaciones en la Estancia Las Marianas (LM)
(-33,5350; -64,1693), Holmberg (H) (-33,2295; -64,4663), Sampacho (SM) (-33,3612; -
64,6694) y Vicuna Mackenna (VMK) (-33,9155; -64,3897), provincia de Cérdoba; y en
Realicé (RC) (-35,0328; -64,2459), provincia de La Pampa (Figura 7).

________

Buenos Aires
ok

i )ceano Atlantico
> R 100 Km

FIGURA 7. Distribucidn geografica de las localidades en las cuales se realizé prospeccion y toma de
muestras. Las abreviaturas de los nombres de cada localidad estudiada son: H, Holmberg; SM,
Sampacho; LM, Estancia las Marianas; VMK, Vicufia Mackenna; RC, Realico; EG, El Guanaco; G,

Guatraché; E, Laguna Epecuén (Figura modificada de Carnovale et al., 2021).
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4.2 Obtencion de muestras de pulgas

Para la colecta de las pulgas, se colocé a cada individuo dentro de una bandeja
plastica y se le pasd un algoddn con alcohol, por su cuerpo, para disminuir la movilidad
a los ectoparasitos. Se examind a cada individuo hospedador a través de sus principales
ejes corporales, el anteroposterior (A-P), el dorso-ventral (D-V) y el eje de simetria
bilateral de izquierda-derecha (I-D) para observar la presencia de pulgas, prestando
especial atencidén a zonas como las axilas e ingle. Las pulgas encontradas se extrajeron
cuidadosamente con pinza. Luego se realizd un cepillado vigoroso, primero a pelo y
luego a contrapelo. Tratando de estandarizar el tiempo en todos los individuos. Las
pulgas colectadas, con un pincel embebido en alcohol, se fueron colocando en un tubo
eppendorf durante aproximadamente 36 horas (tiempo estimado para que la digestién
de sangre dentro del ectoparasito finalice) y, posteriormente, se fijaron en alcohol al
96% v/v para su conservacion e identificacion. Cada vez que se finalizaron los
procedimientos con cada individuo, se limpié la bandeja, el pincel y el cepillo con

alcohol, para evitar intercambio de ectoparasitos entre los individuos hospedadores.

4.3 Tratamiento e identificacion taxondmica a partir de la

morfologia de las pulgas

Para la identificacion preliminar del género de las pulgas se estudid su
morfologia, utilizando el microscopio estereoscépico, y las claves y descripciones

originales (Jordan, 1939; Smit, 1987; Linardi & Guimaraes, 2000).

La identificacion a nivel especifico, en la mayoria de los ejemplares, se realizd
luego de la extraccidon de ADN. Para esto, las pulgas fueron sometidas a las siguientes

técnicas:

1-Fueron aclaradas en hidréxido de Potasio (KOH) diluido al 10% a temperatura
ambiente durante 24 a 48 horas, dependiendo de la esclerotizacion de la cuticula de
cada pulga (las mas esclerotizadas por mayor tiempo y viceversa). Una vez aclaradas,

fueron lavadas con agua corriente para eliminar los restos de dicha sustancia.
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2- Fueron deshidratadas en una serie creciente de alcoholes (802, 902 y alcohol

absoluto). Las pulgas permanecieron 24 horas en cada graduacion de alcohol.
3-Fueron diafanizadas en eugenol 24 horas.

4-Por ultimo, fueron montadas en un portaobjetos con balsamo de Canada, y secadas

en estufa a 50°C, para obtener un preparado permanente.

Posteriormente se observaron bajo microscopio éptico. Las caracteristicas de la
genitalia y segmentos modificados del abdomen, tanto de machos como de hembras,

fueron observadas minuciosamente

4.4 Extraccion de ADN Gendmico

Se extrajo el ADN genémico de cada ejemplar de pulga mediante el protocolo de
resina Chelex-100 (Bio Rad, Estados Unidos) (Ascencio et al., 2017; Miura et al. 2017)
modificado (Anexo Al). Esta técnica permite extraer ADN manteniendo practicamente

intacta la morfologia de la pulga, posibilitando asi su posterior estudio morfoldgico.

4.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para el marcador

molecular citocromo oxidasa | y secuenciacion.

Se amplificd un fragmento correspondiente al gen de la citocromo oxidasa | de
453 pares de bases con los primers forward Kmt6
5'GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC3" (Zhu et al, 2015) y reverse HC02198
5'TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA3’ (Folmer et al., 1994).

Las amplificaciones por PCR se realizaron en un volumen final de 25 ul,
conteniendo entre 25 y 100 ng de ADN molde, 1,5 mM de MgCl2, 0,5 uM de cada uno
de los primers, 0,2 mM de dNTPs, buffer de reaccién 1X, 0,5U de ADN polimerasa
Pegasus (Productos Bioldgicos, P-BL) y cantidad necesaria de agua estéril ultrapura para

llevar a volumen final. El programa de PCR contd con un paso de desnaturalizacién inicial
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a 96°C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos a 94°C por 30 segundos, 50°C por 30
segundos y 72°C por 1 minuto, terminando con una extensiéon a 72°C por 7 minutos. En
todas las amplificaciones se empled un control negativo (agua destilada). Todas las

amplificaciones fueron realizadas en un termociclador Gene Pro (BIOER).

El resultado de la amplificacidn se verificé en un gel de agarosa 1% m/v tefiido
con bromuro de etidio y observado bajo luz ultravioleta. Como pardmetro del tamano
de los fragmentos se utilizé un marcador de peso molecular gLadder 100 bp precision
(PB-L, Argentina). Las muestras se sembraron junto con el buffer de siembra DNA Dye
(EZ- 17 VisionThree, Amresco, Estados Unidos) con la finalidad de poder divisar el frente

de corrida (Figura 8).

1000

500 pb

200 pb

FIGURA 8. Visualizacion de la amplificacién por PCR para el fragmento de COI analizado (453 pb) en las
pulgas. Las calles 1 a la 7 corresponden a las muestras 1, 2, 3, 4y 5, la calle 6 al control negativo y la calle
7 al marcador de peso molecular gLadder 100 pb precisién.

Luego se cuantificd el ADN amplificado, tomando fotografias de alta resolucidn
de los geles obtenidos a través del software GeneSys V1.4.6.0 (Syngene, India), para ser

analizados posteriormente con el programa informatico Image) (Abramoff, 2004).

Los productos que tuvieron una concentracién igual o mayor a 20 ng/ul fueron
enviados a la empresa Macrogen (Corea) para su purificacion y posterior secuenciacion

estandar.
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4.6 Andlisis de datos

Las secuencias nucleotidicas obtenidas para el fragmento génico de interés
fueron visualizadas, corregidas y alineadas (utilizando la herramienta ClustalW)

mediante el programa BioEdit (Hall, 2004).

Para la obtencidn de indicadores de variabilidad genética, como la diversidad
nucleotidica (Pi), la cual es el nimero medio de diferencias nucleotidicas por sitio, y
haplotipica (Hd), que mide la singularidad de un haplotipo en una poblacién dada en
relacién con el tamafio muestral, asi como el nimero de sitios polimdrficos, se utilizé el
programa informatico DNASP6 (Rozas et al., 2017). Para determinar las relaciones
haplotipicas se utilizé el algoritmo Median Joining (Bandelt et al., 1999) a través del

programa PopART (Leigh & Bryant, 2015).

Ademas de las secuencias obtenidas, se utilizaron 11 secuencias del fragmento
del gen citocromo oxidasa | obtenidas del banco de datos genéticos GenBank,
pertenecientes a la familia Rhopalopsyllidae. Como outgroup se utilizéd una secuencia
perteneciente al escorpiéon volador (Panorpa meridionalis) (Zurita et al., 2023) (Tabla 1).
El set de datos fue alineado (utilizando la herramienta ClustalW) y editado mediante el

programa BioEdit (Hall, 2004).

A partir del alineamiento obtenido se generaron arboles filogenéticos a través
del método del vecino mas cercano (NJ) y maxima verosimilitud (ML), empleando las
opciones recomendadas por el programa MEGA v.11, y el modelo evolutivo Tamura 3-
parameter (Tamura, 1992). La determinacién de los limites de confianza para la
monofilia de cada nodo, se realizd a través de un analisis de bootstrap (Felsenstein,
1985) con 1000 réplicas. Se generd un tercer arbol filogenético utilizando el método de
inferencia bayesiana con el programa BEAST 2.7.5 (Drummond & Rambaut, 2007), a
partir de un arbol de especiacién Yule y un reloj molecular estructurado. La saturacién
de sustitucion se evalud con el programa DAMBE (Xia & Xie, 2001). La busqueda se
realizd con el modelo TIM2+l, inferido para todo el set de datos mediante el programa
jModelTest (Posada, 2008), utilizando 30 millones de generaciones, tomando arboles
cada tres mil generaciones. El programa Tracer 1.7.1 (Rambaut et al.,, 2018) fue

empleado para determinar la convergencia de la distribucidon posterior que se alcanzé
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en todas las ejecuciones (las distribuciones marginales entre las ejecuciones se
superpusieron totalmente para todos los pardmetros; valor de tamafio de muestra
efectivo “ESS” fue superior a 200). Los archivos log y los arboles se combinaron usando
LogCombiner 2.7.5, los arboles se resumieron con la opciéon de maxima credibilidad del
clado (MCC) a partir de Tree Annotator 2.7.5 (Bouckaert et al., 2019) y el arbol final fue
visualizado en FigTree 1.4.0 (Rambaut, 2018).

Tabla 1. Lista de las secuencias para el fragmento del gen citocromo oxidasa | (COl) obtenidas del banco
de datos genéticos GenBank de pulgas pertenecientes a la familia Rhopalopsyllidae con el nimero de
acceso correspondiente.

FAMILIA SUBFAMILIA ESPECIE ID GENBANK FUENTE
Polygenis (P.)
0ouU706244.1
rimatus Zurita et al.,
Polygenis (P.) 2023
0uU706245.1
rimatus

Rhopalopsyllinae
Polygenis r.

KM890958.1
roberti
Rhopalopsyllus
KM890994.1
australis
Tetrapsyllus Zhuetal.,
KM890937.1
maulinus 2015
Tetrapsyllus
Rhopalopsyllidae KM890938.1
maulinus
Tetrapsyllus
KM890997.1
maulinus
Parapsyllus
Parapsyllinae MK104335.1
humboldti
Parapsyllus
MK104260.1
humboldti Wessels et
Parapsyllus al., 2019
MK104261.1
humboldti
Parapsyllus
MK104262.1
humboldti
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5. RESULTADOS

5.1 Muestras obtenidas

Durante las campaiias de prospeccidon y toma de muestra se colectaron un total 15
roedores de la especie Ctenomys talarum, de los cuales 9 estaban infestados; y 27 de C.
pundti, en este caso 17 infestados. Se tomd una pulga hembra y otra macho de cada
roedor, en caso de que hubieran de ambos sexos, para continuar con el analisis (Tabla

2).

Tabla 2. Pulgas colectadas de diferentes poblaciones de Ctenomys talarum y Ctenomys pundlti.

HOSPEDADOR @ SITIO DE COLECTA (ID), PROVINCIA ROEDORES INFESTADOS/ N° DE PULGAS
ROEDORES MUESTREADOS ANALIZADAS
(HEMBRAS/MACHOS)
Ctenomys El Guanaco (EG), La Pampa 4/8 6(4/2)
talarum Guatraché (G), La Pampa 4/5 4(2/2)
Laguna Epecuén (E), Buenos Aires 1/2 1(1/0)
Ctenomys Realicé (R), La Pampa 4/4 6 (2/4)
pundti Estancia Las Marianas (LM), Cordoba 2/6 3(2/1)
Holmberg (H), Cérdoba 2/6 3(2/1)
Sampacho (SM), Cérdoba 5/6 7 (4/3)
Vicufia Mackenna (VMK), Cérdoba 4/5 6 (3/3)
5.2 Resultados morfolodgicos

El estudio morfoldgico de las pulgas (n=36) colectadas de los diferentes roedores
y localidades (Tabla 2) revelé que todos los especimenes analizados muestran las
siguientes caracteristicas diagndsticas generales del género Polygenis Jordan, 1939

(Malacopsylloidea: Rhopalopsyllidae: Rhopalopsyllinae):
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. Tubérculo frontal bien desarrollado; situado por debajo de la mitad del margen

frontal. Sin setas por encima del tubérculo frontal.

. Regidn occipital de la cabeza con tres hileras de setas.

. Ojo bien desarrollado y pigmentado.

. Regidén genal con una seta bien esclerotizada debajo del ojo y otra por encima.
. Palpo labial con cinco segmentos; su largo total no se extiende mas alla de la base

del trocanter de la primera pata.

. Prosternosoma rectangular, no se extiende por debajo de la coxa.

. Mesocoxa mas ancha en la base que en el apice.

. Tibia del tercer par de patas con 6-9 muescas, con setas.

. Sensilio con 16 tricobotrias de cada lado,

. Machos: Terguito VIII pequefio y lleva varias pequefas setas. Basimero

rectangular y telémero angosto y recto, ubicado a lo largo del margen posterior del

basimero. Manubrio largo y estrecho, suavemente curvado hacia arriba.

. Hembras: Margen posterior del esternito VII con un lébulo marcado. Esternito
VIl sin setas. Bulga de la espermateca con una joroba dorsal; area cribiforme
generalmente con forma de anillo. Hila de la espermateca generalmente mas corta que

la bulga o alcanzando la misma extension.

Con respecto a la identificacion a nivel especifico, la totalidad de los ejemplares
analizados, tanto machos como hembras mostraron caracteristicas atribuibles a

Polygenis (Polygenis) acodontis (Jordan & Rothschild, 1923) (Figura 9).

A continuacion, se detallan las principales caracteristicas diagndsticas de P. (P.)
acodontis observadas en este trabajo, un resumen taxondmico de la especie, y registros

de distribucidon hospedatoria y geografica:

Polygenis (Polygenis) acodontis (Jordan & Rothschild, 1923)
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Descripcion morfologica.

En los machos (Figura 9A y 9C), el esternito VIl lleva 5 setas largas y, a diferencia
del resto de las especies del género, el margen ventral presenta una emarginacion,
siendo mas marcada en algunos especimenes. El proceso fijo del clasper es amplio con
setas a lo largo del margen dorsal y 3-4 setas largas sobre la superficie externa, el
proceso movil es grande con setas a lo largo del margen posterior y se ubica muy
proximo al margen posterior del proceso fijo. El manubrio es estrecho, largo y levemente
curvado dorsalmente. El brazo distal del esternito IX también se diferencia del resto de
las especies del género, ya que es uniformemente estrecho con setas largas en el dpice
y setas cortas a lo largo del margen posterior. El I6bulo dorsal medio del aedeagus es
convexo con un margen dorso-posterior fuertemente céncavo y el |6bulo disto-lateral
lleva una proyeccion posterior terminada en punta. El crochet presenta un margen

dorsal en forma de gancho y el fulcro lleva un Iébulo latero-ventral redondeado.

En las hembras (Figura 9B y 9D), el I6bulo anal dorsal es triangular con setas a lo
largo del margen posterior, el I6bulo anal ventral lleva 6 setas en el margen posterior,
las 2 setas mas ventrales son notablemente mas largas que el resto. La longitud del
estilete anal es tres veces la longitud de su ancho (en la base) y lleva 1 seta apical. Se
distingue del resto de las especies del género por presentar en el margen posterior del
esternito VII un lébulo muy marcado y prolongado medialmente. La espermateca
presenta una hila curvada y casi de la misma longitud que la bulga, siendo esta ultima
subtriangular e internamente estriada con un darea cribiforme conspicua en forma de

anillo.
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FIGURA 9. Polygenis (P.) acodontis: (A) Cuerpo entero del macho, escala=200um; (B) Cuerpo entero de la
hembra, escala=200um; (C) Genitalia del macho, escala=50um; (D) Genitalia de la hembra, escala=50um.
Acronimos: a.cr.=drea cribiforme, br.dis.est.IX=brazo distal del esternito IX, bu.=bulga, hi.=hila,
est.Vll=esternito VII, est.VllI=esternito VIII, I.d.m.=Iébulo dorsal medio, p.m.=proceso mévil, P1=proceso
fijo, t.i.e.=tubo interno esclerotizado.

Resumen taxondmico:

Esta especie fue descripta en 1923 y originalmente nominada como
Rhopalopsyllus acodontis por los autores Jordan & Rothschild, a partir de un ejemplar

colectado del roedor Akodon simulator, por E. Budin en 1919, en la localidad Otro Cerro,
Catamarca, Argentina (JLectotipo, NHM). Posteriormente, los autores Da Costa Lima &

Hathaway (1946), la asignan al género Polygenis.

Distribucion geografica conocida

Argentina, Brasil y Venezuela. En Argentina: Buenos Aires. Catamarca:

Chumbicha, Otro Cerro. Cérdoba: Dean Funes, Quilino. Jujuy: El Chaguaral. Salta:
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Candelaria, Rosario de la Frontera. Tucuman: Los Chorrillos. La Rioja y Santiago del

Estero (Lareschi et al., 2016; Lépez Berrizbeitia et al., 2017; 2019).

Distribucion hospedatoria conocida

Mammalia—Didelphimorphia—Didelphidae: Lutreolina sp., Thylamys
sponsorius. Primates—Hominidae— Homo sapiens. Rodentia—Cricetidae— Akodon
budini, Akodon dolores, Akodon glaucinus, Akodon lutescens, Akodon simulator, Akodon
spegazzinii, Calomys venustus, Graomys centralis, Holochilus vulpinus, Necromys
lactens, Oligoryzomys sp., Phyllotis osilae, Phyllotis xanthopygus, Ctenomyidae—
Ctenomys mendocinus, Caviidae— Galea musteloides, Microcavia sp. (Lareschi et al.,

2010; Nava & Lareschi, 2012; Lépez Berrizbeitia et al., 2013; 2017).

Comentarios

El hallazgo de P. (P.) acodontis en este estudio es el primer registro de la especie
para las localidades de El Guanaco, Guatraché y Realicd, provincia de La Pampa; y para
Estancia Las Marianas, Holmberg, Sampacho y Vicufia Mackenna, provincia de Cérdoba.
Las asociaciaciones con C. talarum y C. pundti que se reportan en este trabajo

constituyen nuevos hospedadores para P. (P.) acodontis.

5.3 Extracciéon de ADN, amplificacion y secuenciacion del

marcador COI

La extraccion de ADN y amplificacion génica realizadas para el total de los 36 ejemplares
de pulgas colectados a partir de ambos hospedadores, fue exitosa para 29 pulgas (9
correspondientes a C. talarumy 20 a C. pundti), generando un fragmento de 453 pb para
el marcador mitocondrial COl. De esas 29 amplificaciones, se consiguié obtener un total
de 23 secuencias de buena calidad. Al analizarlas con Bioedit se vio una secuencia con

muchos sitios variables, por lo que se empleé la herramienta BLAST para compararla
con la base de datos no redundante del GenBank-NCBI y de esta forma determinar su

identidad. Los resultados indicaron que coincide en un 82% con “Wolbachia

42


http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Lutreolina
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Thylamys+sponsorius
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Thylamys+sponsorius
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Homo+sapiens
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Akodon+dolores
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Akodon+simulator
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Akodon+spegazzinii
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Akodon+spegazzinii
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Calomys+venustus
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Graomys+centralis
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Holochilus+vulpinus
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Oligoryzomys
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Phyllotis+xanthopygus
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Ctenomys+mendocinus
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Galea+musteloides
http://treatment.plazi.org/GgServer/search?taxonomicName.isNomenclature=true&taxonomicName.exactMatch=true&taxonomicName.taxonomicName=Microcavia

endosymbiont of Diaphorina citri”, con un alto grado de similitud del 95.27%. Estos
hallazgos sugieren que la secuencia en cuestibn se encuentra estrechamente
relacionada la bacteria endosimbionte Wolbachia (Anexo A2). Por lo que se cuenta con

un total de 22 secuencias del fragmento del gen COI (3 correspondientes a C. talarum

y 19 a C. pundti) (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de muestras con secuencias de buena calidad de Polygenis spp. en roedores ctenémidos se
la Region Pampeana analizadas molecularmente.

HOSPEDADOR | SITIO DE COLECTA (ID), PROVINCIA = N° DE PULGAS ID PULGA

Ctenomys El Guanaco (EG), La Pampa 2 1EG-2EG
talarum Guatraché (G), La Pampa 1 3G
Ctenomys Realicé (R), La Pampa 5 4RC-8RC
pundti Estancia Las Marianas (LM), Cérdoba 2 9LM-10LM
Holmberg (H), Cérdoba 2 11H-12H
Sampacho (SM), Cérdoba 5 13SM-17SM
Vicuiia Mackenna (VMK), Cordoba 5 18VMK-
22VMK

5.4 Analisis de los datos

5.4.1 Variabilidad genética y relaciones haplotipicas

El conjunto de secuencias analizado mostré un bajo grado de polimorfismo,
obteniendo un total de seis haplotipos e identificando cinco sitios polimoérficos (tabla 4).
El valor de diversidad nucleotidica por sitio fue bajo, con un valor global de Pi=0,0047 +
0,0005. Por su parte, la diversidad haplotipica fue moderada, con un valor de Hd=0,7578
+0,0750.

Las asociaciones entre los tipos de secuencias (haplotipos) obtenidos se
muestran en la figura 10. En ella se puede ver que el haplotipo 1 (Hap_1) es el mas
representativo y esta presente a lo largo de toda el area de estudio, excepto en
Holmberg. El haplotipo 2 (Hap_2) se encuentra en Realicd, el haplotipo 3 (Hap_3) en

Sampacho y Estancia Las Marianas, el haplotipo 4 (Hap_4) en Holmberg, el haplotipo 5
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(Hap_5) se distribuye en Sampacho y Vicuiia Mackenna; y el haplotipo 6 (Hap_6) en
Vicufia Mackenna (Figuras 10Ay 11).

Respecto a las comparaciones de la variabilidad genética a nivel de especie
hospedadora de las pulgas del género Polygenis, se observa que las pulgas huéspedes
de la especie Ctenomys talarum solo presentan el haplotipo 1, mientras que las pulgas
gue hospedan a la especie Ctenomys pundti presentan los 6 haplotipos obtenidos en

este estudio (Figura 10B).

Tabla 4. Sitios polimérficos (n=5) encontrados para los seis haplotipos (Hap) obtenidos correspondientes a un fragmento de
453 pb de COI analizado para 22 secuencias de pulgas del género Polygenis de la Region Pampeana Argentina, con sus
frecuencias haplotipicas por localidad de muestreo. Las abreviaturas de las mismas se encuentran en la Tabla 1.

HAP POSICION FRECUENCIAS HAPLOTIPICAS POR ID PULGA
NUCLEOTIDICA LOCALIDAD

23 43 298 367 370 EG G RC LM H SM VMK  Total
1EG, 2EG, 3G, 5RC,
Hap_ 1| A | A | A T A 2 |13 |1 2 1 10 7RC, 8RC, 10LM,
13SM, 15SM, 19VMK

Hap_2 | . . G C . 2 2 4RC, 6RC
Hap_ 3| C | . . C . 1 2 3 9LM, 16SM, 17SM
Hap_4 | C | . G C . 2 2 11H, 12H
14SM, 18VMK, 20VMK,
Hap 5/ . | G . C G 1 3 4
21VMK
Hap_ 6 | . . . C G 1 1 22VMK
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FIGURA 10. Red haplotipica obtenida mediante el andlisis Median Joining a partir de un fragmento de
453 pb del gen COI analizado para las pulgas de la Region Pampeana. El didmetro del circulo es
proporcional a la frecuencia de cada haplotipo y cada linea transversal entre ellos representa una
mutacidn. (A) Cada color simboliza una localidad de muestreo. (B) Cada color simboliza una especie
hospedatoria.

olmberg Rosario 9 Gualeguaycht vruguay,
X X 2 San Nicolas de los Arroyos
Sampacho .Estanaa Las Marianas
’ Vicufia Mackenna © pergamino ;
9 0garate
Campana
Q Junin 9 Lujan - §uenos Aires
Quilmes B
Q ° La Plata Montevidg
Realicé @
: @)
) 1 sample
@ Hap_1
O Hap_2
El Guanaco ® Hap_3
@ Hap_4
o @ Hap_5
Olavarria Q Hap_6
© Tandil
)
Guatraché
9 Mar del Plata

FIGURA 11. Distribucion por sitios de muestreo de los haplotipos obtenidos a partir de un fragmento de
453 pb del gen COI analizado para las pulgas Polygenis spp. de la Regidon Pampeana Argentina. El tamafio
del circulo es proporcional a la frecuencia de los haplotipos encontrada en cada una de las localidades
estudiadas.
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5.4.2 Andlisis filogenético

Los arboles obtenidos a partir de las metodologias de mdxima verosimilitud (ML),
método del vecino mas cercano (NJ) e inferencia bayesiana, para el fragmento de 453pb
del gen COI, fueron congruentes entre si, por lo tanto, se presenta Unicamente la

filogenia obtenida a partir de inferencia bayesiana (Figura 12).

Las reconstrucciones filogenéticas muestran que los haplotipos de la familia
Rhopalopsyllinae (géneros Polygenis y Rhopalopsyllus) se agrupan en un clado separado
de los haplotipos de la familia Parapsyllinae (géneros Parapsyllus y Tetrapsyllus) con un

valor de probabilidad posterior alto (0,96)

A su vez, se observa al género Polygenis como el mas cercano a los haplotipos
obtenidos para el gen COIl correspondientes a las pulgas muestreadas en la Region

Pampeana, con el maximo valor de probabilidad posterior (1).
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FIGURA 12. Arbol filogenético obtenido mediante el andlisis de inferencia bayesiana a partir de los haplotipos obtenidos para el gen
COI correspondientes a las pulgas muestreadas en la Regién Pampeana (entre paréntesis se especifica las localidades y cantidad de
pulgas de cada una por haplotipo, siendo en azul las huéspedes de C. talarum y en rojo las de C. pundti), las cuatro secuencias de
Rhopalopsyllinae (géneros Polygenis y Rhopalopsyllus), siete de Parapsyllinae (géneros Parapsyllus y Tetrapsyllus) y el outgroup

(Panorpa meridionalis). Los nimeros en los nodos indican la probabilidad posterior (se muestran solo aquellos valores mayores a 0,5).
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6. DISCUSION

El parasitismo es una de las estrategias de vida mas exitosas y diseminadas sobre
la tierra (Windsor, 1998), e implica una interaccién intima y permanente entre dos
organismos (el hospedador y el parasito) cuyas historias de vida estan sincronizadas
(Graczyk & Fried, 2001). En este sentido, la asociacion hospedador-parasito sera el
resultado simultdneo de factores ecolégicos inmediatos y de una asociacidon ancestral
de larga data. Ademas, las entidades pardsitas representan un componente significativo
de la biodiversidad global. Es por ello que los estudios sobre parasitos pueden ser de
utilidad para promover estimaciones cualitativas de biodiversidad y, al mismo tiempo,
construir una linea de evidencia relevante para poner a prueba hipdtesis filogenéticas,

zoogeograficas y taxonémicas (Brooks & Hoberg, 2000; Navone et al., 2010)

En lo que respecta a los parasitos del orden Siphonaptera, en Argentina, las
investigaciones en esta drea tuvieron sus inicios en la década de los afios 60, con aportes
principalmente al conocimiento taxondmico de este grupo de ectopardsitos (Capri,
1960, 1978; del Ponte, 1963, 1967; Mauri & Capri, 1969; Mauri & Navone, 1988, 1993).
Posteriormente, a partir de la década de 1990 se dio un avance significativo al estudio
de las interacciones entre las pulgas y sus hospedadores, principalmente roedores, en
la provincia de Buenos Aires y el norte de Argentina (Lareschi, 1996; Lareschi & Linardi,
2005; Lareschi et al., 2010). Sin embargo, en las ultimas dos décadas se realizaron los
mayores aportes al conocimiento de estos parasitos, con estudios completos sobre su
morfologia, descripcion de nuevas especies, listados faunisticos para varias regiones del
pais y Sudamérica, y el andlisis de caracteristicas ecoldgicas y epidemioldgicas (e.g.
Sénchez et al., 2012; 2015; 2018; Sanchez, 2013; Sanchez & Lareschi, 2014; Lépez
Berrizbeitia et al., 2017; 2019).

En este Trabajo Final de Grado, el estudio morfoldgico de las 36 pulgas colectadas
en roedores del grupo talarum, reveld que todos los especimenes analizados muestran
caracteristicas diagndsticas generales del género Polygenis Jordan, 1939
(Malacopsylloidea: Rhopalopsyllidae: Rhopalopsyllinae). En lo que respecta a la
identificacidn a nivel de especie, se observé que todos los individuos analizados, tanto

machos como hembras, presentaron caracteristicas que se corresponden con la especie
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Polygenis (Polygenis) acodontis (Jordan & Rothschild, 1923). Este estudio relaciona por
primera vez a esta especie de pulga con el grupo talarum, ya que de la familia
Ctenomyidae sélo se habia registrado parasitando a Ctenomys mendocinus, y como
pardsitos del grupo talarum sélo se mencionan a P. (N.) puelche, P. (P.) platensis y
Tiamastus cavicola (Lareschi et al., 2016). Es relevante destacar que este estudio
constituye el primer analisis de la fauna parasitaria en Ctenomys pundti, dado que no se
han encontrado investigaciones previas de esta especie de roedor. Ademas, el hallazgo
de P. (P.) acodontis en este estudio es el primer registro de la especie para las localidades
de El Guanaco, Guatraché y Realicd, provincia de La Pampa, extendiendo hacia el sur la
distribucién geogréfica conocida de esta especie de pulga; y para Estancia Las Marianas,
Holmberg, Sampacho y Vicufia Mackenna, provincia de Cérdoba. Por todo esto, los
resultados obtenidos permiten ampliar el conocimiento sobre la distribucidon

hospedatoria y geografica de P. (P.) acodontis.

Un atributo fundamental en la vida de un pardsito es su especificidad
hospedatoria, la que contribuira a determinar qué tipo de asociaciones establecera a lo
largo de su distribucion geografica (Poulin & Mouillot, 2005). De acuerdo a la
clasificacién tradicional de los ectopardsitos por el grado de especificidad a su
hospedador, basada en el nimero de especies de hospedadores y sus posiciones
taxondmicas, P. (P.) acodontis es una especie euryxena, ya que parasita a tres drdenes
diferentes: Didelphimorphia, Primates y Rodentia (Lareschi et al., 2010; Lépez
Berrizbeitia et al., 2013; 2017), siendo altamente generalista (Medvedev & Krasnov,
2006). Nava y Lareschi (2012) caracterizaron los patrones ecoldgicos de artrépodos
ectoparasitos de roedores sigmodontinos, entre ellos P. (P.) acodontis, concluyendo que
esta especie no tiene preferencia por un taxdn hospedador en particular. Por el
contrario, y considerando en particular especies hospedadores del género Ctenomys,
Sénchez y colaboradores (2023), analizaron la especificidad hospedatoria de pulgas de
mamiferos de la regidn biogeografica andina, detectando una asociacién altamente
especifica entre una especie de pulga y una especie del género Ctenomys, Plocopsylla
(Schrammapsylla) fuegina - C. magellanicus. Ambos taxones son endémicos de esta
region, lo que podria estar indicando una especiacién (o codivergencia) pulga-

hospedador, que se observa también en ciertas adaptaciones o especializaciones
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extremas que P. (S.) fuegina ha desarrollado, como las garras tarsales, que estarian
altamente adaptadas al finisimo pelaje de C. magellanicus (Beaucournu et al., 2014;

Sanchez et al., 2023).

El estudio de la distribucién geografica y de hospedadores de Polygenis no sélo
aportan al conocimiento general sobre estos parasitos en si, sino que puede ser util en
estudios epidemioldgicos, ya que en particular en especies de Polygenis, género que
representa cerca del 30% de las especies mencionadas para el pais, se ha detectado la
presencia de Yersinia pestis, Rickettsia felis y diferentes cepas de Bartonella (Abbot et
al., 2007; Horta et al., 2007; Lareschi & Drago; 2017). Es importante tener en cuenta que
la diversidad de hospedadores utilizados por una pulga puede implicar dos efectos
contrastantes. Una alta diversidad de hospedadores puede dificultar la dominancia de
una especie en particular que actia como reservorio clave del patégeno (efecto de
dilucién), pero también puede evitar la extincidn local del vector o del patégeno debido
a la extirpacién de un hospedador primario (Ostfeld & Keesing, 2000; LoGiudice et al.,
2003). De este modo, aunque las especies del género Polygenis no son pardsitos
comunes de humanos o animales domésticos, pueden tener un papel potencial en el
ciclo de transmision enzoética de los microorganismos mencionados (Nava & Lareschi,

2012).

A lo largo del tiempo, ha persistido un debate constante en la comunidad
cientifica, dividiendo a aquellos que abogan por la identificacion taxondmica tradicional
basada en caracteristicas morfoldgicas de quienes prefieren la identificacion moderna,
respaldada por técnicas moleculares (Ebach & Holdrege, 2005). Dadas las caracteristicas
bioldgicas y ecolégicas Unicas que presentan las diversas especies ectoparasitas, los
estudios genéticos han emergido como una herramienta fundamental para explorar las
dindmicas poblacionales, establecer limites entre especies, llevar a cabo analisis
filogenéticos e, incluso, identificar posibles zonas de riesgo de transmisiéon de
enfermedades (Paternina et al., 2016). Segun Tautz y colaboradores (2003) y DeSalle y
colaboradores (2005), la informacién gendmica deberia desempeiar un papel esencial
en la taxonomia contemporanea, destacando la importancia de no limitarse Unicamente

a la secuenciacidn de ADN, sino de complementarla con datos morfoldgicos.
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En este contexto, Whiting y colaboradores (2008) argumentaron que, en el caso
de las pulgas, la mayoria de los caracteres utilizados para el diagndstico de especies se
basan en la forma y estructura de sus genitales, que resultan ser extraordinariamente
complejos, o en la presencia y distribucién de setas y espinas. A pesar de que estos
caracteres pueden ser Utiles para identificar especies, la mayoria de ellos son
autapomorficos a nivel de especie y tienen un valor limitado en estudios taxondmicos y

filogenéticos.

Particularmente, si bien para el género Polygenis existe un gran caudal de
informacién taxondmica generada a partir del estudio morfolégico de sus especies, no

existen estudios de taxonomia molecular que los respalden.

Dentro de la taxonomia molecular, actualmente, el gen COI es considerado el
“cédigo de barras de ADN”, utilizado para identificar diversas especies de artrépodos
usando la secuencia de nucledtidos homdloga de este gen (Xiao et al., 2010). Este
enfoque propuesto por Hebert y colaboradores (2003), es rapido y efectivo, y la
informacién que proporciona es facilmente estandarizable y comparativa entre
diferentes grupos taxonémicos (Xiao et al., 2010). Sin embargo, el uso exclusivo de COI
muestra algunas limitaciones. Por ejemplo, se pueden encontrar problemas técnicos y
analiticos con el marcador COl debido a la presencia de genes mitocondriales integrados
en genomas nucleares (Bensasson et al., 2001). Otra limitacion es el hecho de que los
patrones de diversidad y evolucion de este gen pueden estar fuertemente influenciados
por el endosimbionte Wolbachia, el cual ha sido ampliamente detectado en pulgas
(Dittmar & Whiting, 2003; Heukelbach et al., 2004), reportandose algunos casos de
hibridacién introgresiva como la descubierta por Zurita y colaboradores (2016) entre las
pulgas C. felis y C. canis. Las cepas de Wolbachia estan distribuidas globalmente y
actualmente estas bacterias se consideran los endosimbiontes mas abundantes que se
encuentran en los invertebrados. Varios estudios sugieren que estas bacterias estan
presentes en al menos el 65 % de las especies de artropodos (Werren & Windsor, 2000).
De hecho, P. (P.) acodontis no fue la excepcidn, ya que se detectd a esta bacteria en una
pulga parasita de C. talarum de la localidad de El Guanaco, La Pampa. Por esta razén,
evidencia adicional, como el analisis de marcadores nucleares o morfoldgicos, es

necesaria (Thielsch et al., 2017).
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La comparacion de los datos de variabilidad genética obtenidos en diferentes
estudios de especies de pulgas de diversas regiones geograficas, proporciona una vision
interesante de la diversidad genética de estos ectoparasitos. En este contexto, los
resultados del presente estudio sobre la especie P. (P.) acodontis de la Regién Pampeana
se contrastan con los datos de otros estudios donde se investigd la variabilidad genética

del COl en diferentes especies de pulgas y en ubicaciones geograficas variadas.

El analisis de la diversidad genética de las 22 secuencias del fragmento del gen
COl en P. (P.) acodontis obtenidos en este estudio mostrd una variabilidad genética
moderada, con 6 haplotipos y una diversidad haplotipica Hd=0,7578 y nucleotidica
Pi=0,0047. En contraste, Azrizal-Wahid y colaboradores (2020) analizaron la diversidad
genética de 25 pulgas de la especie C. felis, parasitas de gatos, del oeste de Malasia
(13.994km?), y encontraron 7 haplotipos, Hd=0,63 y Pi= 0,0028. Mientras que Guvendi
y colaboradores (2022) llevaron a cabo su estudio en la region de Esmirna (14.230 km?),
Turquia, sobre 236 pulgas de la misma especie, pero pardsitas de cabras, y
sorprendentemente encontraron solo 4 haplotipos, con valores de diversidad
haplotipica Hd=0,692 y nucleotidica Pi=0,0017. Estos resultados indican una diversidad
genética notablemente menor en las poblaciones de C. felis en Malasia y Turquia en
contraste con las pulgas de este estudio. Los autores sugieren que la razén podria ser la
dispersion de pulgas a través de la migracion de gatos por parte de los humanos, lo que
aumentaba la posibilidad de transferencia genética tanto dentro como entre las
poblaciones; ademas, C. felis es una especie de pulga altamente generalista, parasitando
no solo a gatos y cabras, sino también a perros, ovejas (Glivendi et al., 2022), los cuales

son animales con mayor capacidad de dispersion que los ctendmidos.

En resumen, nuestros resultados sobre P. (P.) acodontis de la Region Pampeana
muestran una diversidad genética moderada en comparacion con otras especies de
pulgas y regiones geograficas estudiadas. Las diferencias en la diversidad genética
pueden deberse a una combinacidén de factores biogeograficos, presiones selectivas

locales y dinamicas poblacionales (Altuna et al., 1999).

A través de la red haplotipica obtuvimos que el Hap_1 es el mas representativo
y estd presente a lo largo de toda el area de estudio, excepto en Holmberg en donde
solo se presenta el Hap_4 exclusivamente. Esto puede sugerir que el Hap_1 es el mas
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antiguo y el Hap_4 el mas reciente, de acuerdo a Watterson y Guess (1977) y Donnelly
y Tavaré (1986), quienes indican que los alelos mas antiguos estdn mas ampliamente
distribuidos geograficamente; los haplotipos con mayor frecuencia tenderan a tener

mas conexiones mutacionales.

Matthee (2020) propone que la vagilidad del hospedador es un factor importante
en la dispersidn del pardsito, entonces se esperan valores de diferenciacion poblacional
mayores para las pulgas que se encuentran en hospedadores menos moviles. En las
pulgas parasitas de del grupo talarum se observé que el 50% de los haplotipos (Hap_2,
Hap_4 y Hap_6) se encontraron presentes exclusivamente en una localidad (Realicé,
Holmberg y Vicuna Mackenna, respectivamente) y el resto (Hap_1, Hap_3 y Hap_5) en
dos 0 mas cada uno. A pesar de la baja cantidad de muestras por localidad, los resultados
obtenidos serian congruentes con lo reportado por Matthee (2020). De igual forma,
Carnovale y colaboradores (2020), utilizando secuencias de la regiéon control
mitocondrial o D-Loop para evaluar la demografia histérica y la filogeografia de
poblaciones pertenecientes al grupo C. talarum de la Regidon Pampeana, encontraron
que el 75% de los haplotipos fueron exclusivos de ubicaciones de muestreo Unicas,
incluyendo Holmberg. En estos roedores, si bien presentan una amplia distribucién
geografica que se extiende por la vasta llanura de la Regién Pampeana, desde la costa
atlantica hacia el oeste a través del centro de Argentina, existe un ligero grado de
estructuracién de la variabilidad genética, cuya causa parece ser las limitaciones tipicas
de los tuco-tucos en términos de capacidad de dispersidn, vida subterranea y solitaria,
asociado al aislamiento entre las ubicaciones de muestreo debido a que el habitat del
sector continental presenta altos niveles de fragmentacién natural, el cual ha
aumentado exponencialmente en los Ultimos siglos a causa del avance del desarrollo

agroindustrial (Carnovale et al., 2023).

El analisis filogenético realizado a partir de los haplotipos obtenidos en este trabajo

y los 11 obtenidos de GenBank para el fragmento del gen COIl de pulgas de la familia
Rhopalopsyllidae agrupd con altos valores de probabilidad posterior a los haplotipos de

Rhopalopsyllinae en un clado separado de los de Parapsyllinae (Figura 12), en concordancia

a los resultados filogenéticos obtenidos por Zurita y colaboradores (2023). Estos autores,

utilizando varias de estas secuencias de COlI, junto a otros genes mitocondriales (cytb, COI
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y COll) y nucleares (ITS2, EF1-a) consiguieron discriminar ambos taxones de la familia
Rhopalopsyllidae. A su vez, los haplotipos obtenidos se agruparon con las especies del
género Polygenis, lo que concuerda con los resultados obtenidos a través de analisis

morfolégicos.

En resumen, si bien COIl es uno de los genes mitocondriales mas cominmente
utilizados en estudios filogenéticos en insectos, dado que es un marcador de evolucién
rapida, ha sido especialmente util para filogenias a nivel de especie (Light & Reed, 2008),
se ha encontrado baja variabilidad para este marcador en las poblaciones de P. (P.)
acodontis estudiadas de la Region Pampeana. La baja variabilidad genética encontrada
también podria deberse a presiones de seleccion homogéneas a través del drea de
distribucién estudiada, como consecuencia del estilo de vida subterraneo y solitario, y
al poco desplazamiento de los tuco-tucos, que constituyen microambientes con
menores fluctuaciones macroambientales (respecto a la temperatura, humedad vy
concentracion de gases atmosféricos) (Altuna et al., 1999) representando un ambiente
estable para la fauna parasitaria que lo acompafia. En concordancia, algunos autores
han sugerido que el microhdbitat del hospedador y su distribucién geografica son los
mejores predictores de patrones de asociaciones entre las pulgas y sus hospedadores

(Krasnov et al., 1998; 2005; Sheeler-Gordon & Owen, 1999; Patterson et al., 2007).

Por este motivo es de interés llevar a cabo la caracterizacién genética de la
especie utilizando marcadores moleculares mas variables, tales como la regién control
mitocondrial o los microsatélites, incorporar genes sensibles a procesos selectivos (por
ejemplo, genes del sistema inmune) y al mismo tiempo extender los muestreos a
ubicaciones adicionales, para corroborar la existencia de diferenciacion genética

intraespecifica a través del rango completo de distribucién de sus hospedadores.
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7. CONCLUSIONES

Este estudio es uno de los primeros para Argentina que involucra tanto aspectos
moleculares como morfoldgicos del orden Siphonaptera. La puesta a punto de la
metodologia empleada sienta las bases para futuros estudios similares, tanto

taxondmicos como filogeograficos dentro de este grupo bioldgico.

Los resultados obtenidos implican un gran aporte al conocimiento taxondmico
de Polygenis (Polygenis) acodontis, comprendiendo por un lado el estudio minucioso de
la morfologia de un nimero alto de especimenes, lo que permitié ampliar su descripcién
original. Y, ademads, se generd un importante nimero de secuencias que se incorporaran
a la base de datos de GenBank, permitiendo la utilizacién de las mismas en

investigaciones futuras propias y de otros autores.

En Argentina no hay investigaciones especificas previas sobre las pulgas que
albergan los ctendmidos del grupo talarum, de esta forma este estudio aporta al
conocimiento de la biodiversidad, describiendo la riqueza de pulgas de la subfamilia

Rhopalopsyllinae asociadas al grupo talarum en la Regién Pampeana.

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo no se encontraron
diferencias morfoldgicas entre las poblaciones de pulgas analizadas; tanto machos como
hembras de todas las localidades presentaron caracteristicas que se corresponden con
la especie P. (P.) acodontis. En concordancia, a través de los anadlisis genéticos se
obtuvieron bajos niveles de variabilidad genética, denotado tanto por el numero
reducido de haplotipos, como por el bajo nimero de diferencias entre ellos. Sin
embargo, es necesario ampliar los muestreos a otras localidades y el niumero de
muestras, asi como utilizar otros marcadores moleculares independientes para conocer

la variabilidad genética de esta, y otras potenciales especies de pulgas de Ctenomys.
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9. ANEXOS

Al. PROTOCOLO DE EXTRACION DE ADN GENOMICO MEDIANTE CHELEX X100

MODIFICADO

1. Esterilizacidon de piezas utilizadas con alcohol 96°C y posterior mechero Bunzen.

2. Corte de cada pulga en el primer segmento abdominal con bisturi y bajo lupa,

con 5 pl de resina Chelex para evitar la desecacion.

3. Colocacidn de la pulga en el eppendorf con de 100 ul de resina Chelex (10%). Es

fundamental la previa agitacion manual de la resina para evitar su precipitacién.

Vortex.

N o v k&

analisis molecular.

Termobloque a 95°C durante 10 minutos. A los 5 minutos vortex.

Enfriamiento y centrifugacién a 14000 r.p.m durante 5 minutos.

Toma de 75 ul de sobrenadante, con cuidado de no tomar resina, para posterior

A2. RESULTADOS DEL BLAST REALIZADO PARA LA SECUENCIA DE COlI CON ALTA

DIVERGENCIA

Description Scientific Name
Wolbachia endosymbiont of Diaphorina citri isolate KPSwDi3891 chromosome, complete genome Wolbachia endo..
Wolbachia endosymbiont of Diaphorina citri isolate KPSwDi1234 chromosome, complete genome Wolbachia endo. -
Wolbachia endosymbiont of Diaphorina citri isolate KPSwDi2567 chromosome, complete genome Wolbachia endo..
Wolbachia endosymbiont of Diaphorina citri isolate dawsonii chromosome, complete genome Wolbachia endo..
Wolbachia endosymbiont of Diapherina citri isolate KPSwDI0O5P26 chromosome Wolbachia endo. .
Wolbachia endosymbiont of Diaphorina citri isolate KPSwDI10P38 chromosome Wolbachia endo. .
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Resultados del sitio web de la base de datos NCBI Blast para el fragmento del gen COl. Wolbachia

endosymbiont of Diaphorina citritenia tiene un porcentaje de cobertura Query del 92% y porcentaje de

identidad del 95,27%.
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