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RESUMEN

El carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris) es un roedor herbivoro semi-acuatico
cuya distribucién se encuentra asociada a los ambientes acuaticos de la mayor parte de
Sudamérica. En Argentina, abarca desde las yungas de Salta y Jujuy, las zonas riberefias
y de humedales de Formosa, Chaco, Misiones, Corrientes, Entre Rios, Santa Fe,
Santiago del Estero, Buenos Aires, con presencia en Cordoba y La Pampa. A pesar de
una relativa expansion y recolonizacion hacia el oeste y el sur de su area de distribucion,
en la provincia de Buenos Aires casi no hay datos sobre tendencias poblacionales. A nivel
internacional, la especie ha sido categorizada como Preocupacion Menor (LC, por sus
siglas en inglés Least Concern) por la IUCN (2016) y a nivel nacional ha sido
caracterizada como Preocupacién Menor (LC) por la Sociedad Argentina para el Estudio
de los Mamiferos (SAREM) en 2019, debido a su amplia distribucion, a que sus tamafios
poblacionales se consideran relativamente estables y a la reciente ampliacion del rango
de distribucion. Sin embargo, los grados de amenaza a nivel regional son variables. Por
esta razdn, el objetivo de este trabajo fue llevar adelante una primera caracterizacion
genética de las poblaciones de carpinchos al sur de su distribucién, principalmente en las
provincias de Buenos Aires (BA) y de Entre Rios (ER), y compararla con la de otras
poblaciones previamente estudiadas para la especie en la regién Chaco-pampeana. Para
ello se amplifico por PCR, un fragmento de 545 pb de la region hipervariable 1 (HVRI) de
la Regién Control mitocondrial a partir de muestras de tejido colectadas en la provincia de
BA (n=21) y de ER (n=16) mediante muestreo no invasivo.

Se generaron dos sets de datos a partir de las secuencias obtenidas; uno a escala
local que constd de 28 secuencias de 487 pb provenientes de Buenos Aires y Entre Rios;
y un segundo set de datos a escala regional, al que se sumaron secuencias de trabajos
anteriores de la regiéon chaco-pampeana, que consta de 129 secuencias de 226 pb. A
escala local se encontraron 9 haplotipos, uno de ellos no reportado anteriormente. El
hallazgo de un haplotipo nuevo y los indices promedio de diversidad nucleotidica
(Pi=0,009) y haplotipica (Hd=0,735) indicaron una moderada variabilidad genética en la
region de estudio. La presencia de haplotipos compartidos entre los individuos localizados
en la provincia de Buenos Aires y Entre Rios, apoya la hipotesis de una alta conectividad
entre estas poblaciones, planteada en el trabajo. Por otro lado, la ausencia de
estructuracién genética regional, clusters génicos y haplotipos compartidos entre
poblaciones, indicaron una baja divergencia poblacional.

A partir de los resultados obtenidos, se concluye que la regidn control mitocondrial
tiene una alta eficacia como marcador molecular, para enriquecer la base de conocimiento
actual sobre la variabilidad genética de la especie. Por otra parte, las conexiones entre las
poblaciones de Paraguay y Argentina sugieren que el Rio Parana actua como corredor
biolégico, mientras que las relaciones entre Argentina y Uruguay indican lo mismo para el
Rio Uruguay.

Debido a la existencia de la extensa red hidrografica presente en la region, que
facilita el flujo génico entre las poblaciones, se propone realizar nuevos estudios que
incluyan mas individuos por poblacion estudiada y otros sitios polimoérficos para validar de
forma mas robusta la hipétesis de ausencia de estructuracion.
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido Desoxirribonucleico
ADNmt: ADN mitocondrial
AGAD: Arroyo Grande y Arroyo Dulce
Arg: Argentina

Ari: Arizona (Paraguay)

Ave: Averias (Uruguay)

Aya: Ayacucho

BD: Bajo Delta

BN: Bahia Negra (Paraguay)
BA: Buenos Aires

Camba: Cambaceres

CLS: Colonia San Miguel
Co: Corrientes

CS: Capitan Sarmiento
CSM: Colonia La Suiza

DP: Delta del Parana

Ene: EfRe (Paraguay)

ELP: Estancia El Potrero
EP: El Palmar

ER: Entre Rios

ESS: Estancia “San Simon”
Est: estancia

Far: Farrapos (Uruguay)
Fda: Florida (Uruguay)

Flo: Flores (Uruguay)
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Ger: Germania

Hap: haplotipo

HVR1: region hipervariable 1
IB: .Inferencia Bayesiana

Ibe: Ibera

Jer: Jerova (Paraguay)

Kg: kilogramos

Lap: Lapacho (Paraguay)

Lor: Loreto (Paraguay)

LP: Loma Plata (Paraguay)
LR: Laguna Rey (Paraguay)
LRoc: Laguna Rocha (Uruguay)
Mdo: Maldonado (Uruguay)
Mar: Maroma (Paraguay)
Mari: Mariscal (Paraguay)

MV: Maxima Verosimilitud
Mm: milimetros

ng: nanogramos

NJ: Neighbor joining

Oli: Olimpo (Paraguay)

Par: Paraguay

Pb: pares de bases

PC: Paso Centurién (Uruguay)
PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Pel: Pellegrini

Pl: Punta Indio

11



PN: Parque Nacional

Pot: Potrerillos (Uruguay)
Qgy: Queguay (Uruguay)
RA: Rio Arrecifes

RC: region control mitocondrial
RF: Rincon de Franquia (Uruguay)
RG: Rio Gualeguaychu

RL: Rio Lujan

Roc: Rocha (Uruguay)

RS: Rio Salado

RQS: Rio Quequén Salado
RU: Rio Uruguay

Sau: Sauces (Paraguay)
SF: Santa Fe

SL: Santa Lucia (Uruguay)
Salto: Salto (Uruguay)

Tol: Toledo (Paraguay)

VE: Villa Elisa

VS: Villa Serrana (Uruguay)
pI: microlitros

MM: micromolar

UMs: unidades de manejo

Uy: Uruguay
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2.1 Historia evolutiva de los caviomorfos

Rodentia constituye el orden mas grande de mamiferos y sus especies se
encuentran distribuidas en todos los continentes con excepcion de la Antartida (Volobouev
et al., 2006). Los primeros roedores de América del Sur (Caviomorpha) aparecen en el
registro fésil en la transicion Eoceno/Oligoceno, periodo caracterizado por la
transformacién y cambio en términos climaticos y ambientales. Durante este periodo de
tiempo, el grupo experimenté una radiacion adaptativa que dié como resultado que estos
"herbivoros hipsodontos" (herbivoros con muelas de corona alta), ampliaran su
distribucion hacia nichos previamente ocupados por ungulados. Hoy en dia, los roedores
caviomorfos se encuentran en toda América del Sur y ocupan una diversidad de habitats
que incluyen desiertos, praderas, bosques tropicales, los Andes, arbustos costeros,
afloramientos rocosos, etc, por lo que se los considera un componente integral y diverso
de la biota sudamericana. Muchas especies son importantes para varias regiones del
continente por razones tanto econdémicas como de conservacion (Honeycutt, 2013).

Segun Carleton y Musser (2005), la clasificacion taxonémica mas reciente propone
cinco subordenes para el orden Rodentia: Anomaluromorpha, Castorimorpha,
Hystricomorpha, Myomorpha y Sciuromorpha. Dentro del clado de roedores histricomorfos
encontramos a los caviomorfos, que son especies endémicas de América y las islas del
Caribe. Este clado esta compuesto por cuatro superfamilias, cuatro familias extintas y diez
vivientes, que comprenden al menos 244 especies que se distribuyen principalmente en
América del Sur (Upham y Patterson, 2015; D’Elia et al., 2019; Verde Arregoitia et al.,
2020). Las cuatro superfamilias son: Cavioidea, Chinchilloidea, Erethizontoidea vy
Octodontoidea (Ojeda et al., 2016).

En lineas generales, se identifican dos areas principales con una alta
concentracion de especies en la superfamilia Cavioidea, una de las cuales comprende el
bioma amazonico, situado en la region centro-occidental de la zona tropical
sudamericana; mientras que la otra se encuentra en el Bosque Atlantico, a lo largo de la
frontera oriental del sur de Brasil (Upham y Patterson 2012; Ojeda et al. 2013, 2015). En
particular, la superfamilia cavioidea comprende a la familia Caviidae, la que a su vez se
divide en 3 subfamilias: Caviinae (cavies), Dolichotinae (maras) e Hydrochoerinae
(carpichos).

El carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris), también llamado capibara, es un roedor
herbivoro semi-acuatico perteneciente al orden Rodentia, pavorden Caviomorpha, dentro
de la familia Hydrochoeridae (Vucetich et al., 2013). En la actualidad, solo existen dos
especies dentro del género Hydrochoerus, el capibara menor (Hydrochoerus isthmius
(Goldman, 1912)) cuya distribucién se limita a algunas zonas de Panama, Colombia y
Venezuela; y el carpincho, capibara o chiguiro (Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus,
1766)) con una amplia distribucion en Sudameérica (Moreira et al., 2013). Sin embargo, a
pesar de que aun no se encuentra completamente dilucidada la historia evolutiva de los
carpinchos, se ha planteado la hipotesis de que H. hydrochaeris es la unica especie
existente y que H. isthmius representa una subespecie, con posible origen en el
Amazonas occidental (Byrne et al., 2022).

2.2 El carpincho

El carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris), con un peso promedio de 50 kg, se
destaca como el roedor mas grande conocido en la actualidad. Este animal presenta una
constitucién robusta, con unas dimensiones aproximadas de 1,2 m de longitud y 0,6 m de
altura (Mones y Ojasti, 1986; Moreira et al., 2013b). Es un roedor semiacuatico que habita
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en las cercanias pero no en el interior de esteros y lagunas, de los que no se aleja mas
alld de 500 metros (Quintana et al., 2005; Campos-Krauer y Wisely, 2010), presenta
adaptaciones morfoldgicas propias de un estilo de vida semiacuatico como la ubicacién
dorsal de los ojos, las orejas y las narinas; asi como también se pueden mencionar sus
extremidades cortas (donde las posteriores son de mayor tamafno en comparacion con las
anteriores) y sus patas palmeadas (Ojasti, 1973; Mones y Ojasti, 1986; Moreira et al.,
2013b).

Estos animales forman grupos sociales, compuestos por un nucleo central de
hembras, un macho dominante y otros subordinados, en los que el primero, logra la
mayoria de los apareamientos con las hembras de la manada, razén por la que los
individuos del grupo resultan ser hermanos completos o medios hermanos, debido a que
comparten el mismo padre y/o madre (FAO, 2007; Herrera, 1992).

Existen pocos estudios ecoldgicos que describan los patrones de dispersion de la
especie (Herrera, 1992, 2013; Salas, 1999; Congdon, 2007; Herrera et al., 2011). Algunos
autores sugieren que las variaciones observables en dichos patrones podrian estar
relacionados con la distribucion espacial de los recursos hidricos, un componente clave
que define sus territorios (Herrera et al., 2011). Por otro lado, Herrera (2013) sefialé que
es la densidad poblacional la que determina el modo en el que los animales dispersan:
cuando ésta es baja, la dispersion se da en grupos conformados por carpinchos de ambos
sexos, mientras que cuando es alta, los machos son los que migran y las hembras son
filopatricas.

Su distribucion geografica es amplia y esta asociada a los ambientes acuaticos de
la mayor parte de América del Sur (Herrera y Macdonald, 1989; Quintana, 1999). El agua
resulta un recurso vital para estos animales, dado que no sélo la utilizan para beber sino
también para regular su temperatura corporal, escapar de sus predadores, aparearse y
obtener su alimento, el cual se encuentra cerca o dentro de los cuerpos de agua. El
carpincho se alimenta principalmente de gramineas y ciperaceas de baja altura, con un
alto contenido proteico; sin embargo, si la calidad o cantidad de alimento disminuye, su
dieta se vuelve mas generalista (Campos-Krauer y Wisely, 2010).

Las poblaciones de carpincho permanecen en habitats humedos del neotrdpico
sudamericano hasta el sur de la provincia de Buenos Aires, correspondientes a las
cuencas hidrograficas de los principales rios sudamericanos, como son el Orinoco,
Amazonas, Parana, Uruguay y Rio de la Plata. Su distribucion abarca desde el este de
Colombia, Venezuela y las regiones amazoénicas de Ecuador, Peru, Bolivia y Brasil.
También se encuentra en Paraguay, y hacia el sur, en Uruguay y Argentina (Gonzalez
Jiménez, 1995).
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Figura 2.1. Area de distribucién de Hydrochoerus hydrochaeris en América del Sur. Figura extraida
y adaptada de Schivo et al. (2015).

Su distribucion actual en la Argentina abarca desde las yungas de Salta y Jujuy, las
zonas riberenas y de humedales de Formosa, Chaco, Misiones, Corrientes, Entre Rios,
Santa Fe, Santiago del Estero, Buenos Aires, con presencia en Cérdoba y La Pampa;
siendo su distribucion potencial estimada en 450.000 km2, 40% de la cual es considerada
un habitat éptimo o subdptimo para el carpincho (Adamoli et al., 1988). A pesar de una
relativa expansion y recolonizacion hacia el oeste y el sur de su area de distribucion, en la
provincia de Buenos Aires casi no hay datos sobre tendencias poblacionales. En sitios
protegidos (reservas o estancias) o con dificil acceso a cazadores y habitats adecuados,
las densidades poblacionales suelen ser altas como por ejemplo en el Parque Nacional El
Palmar (Entre Rios) donde se observaron incrementos de la poblacién probablemente
debido a los esfuerzos realizados para erradicar al jabali (Bolkovic et al., 2019). Son
varios y diversos los factores que inciden de forma negativa sobre la dinamica de las
poblaciones naturales, tales como la degradaciéon y pérdida de habitat, sequias/incendios
alternados con inundaciones, presencia de especies exoticas, atropellamientos y un
reciente incremento en la caceria como fuente proteica para poblaciones humanas
empobrecidas. La principal amenaza descrita para esta especie ha sido la caza comercial
para la obtencion de su cuero, aunque no se cuenta en la actualidad con monitoreos
poblacionales recientes que permitan afirmar si hubo una recuperacion de las poblaciones
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sobreexplotadas (Quintana y Bolcovick, 2013). Sin embargo, en el caso particular de
Brasil, la deforestaciéon no ha representado una amenaza significativa para esta especie,
sino que, se han registrado evidencias cientificas que indican que la conversion de
bosques en pasturas ha impulsado su expansién; lo que ha convertido al carpincho en
una especie plaga debido principalmente a su capacidad de adaptacién a
agroecosistemas y a la disminucion de sus depredadores naturales (Moreira y Macdonald,
1996; Ferraz et al., 2003, 2007, 2009; Campos-Krauer y Wisely, 2010).

Figura 2.2. Fotografia de dos ejemplares tomada en el Parque Nacional El Palmar, Entre Rios.
Julio de 2022.

2.3 Estado de conservacion y usos histéricos de la especie

El carpincho ha sido explotado por afios para su consumo, tanto por su carne, un
recurso alimenticio de importancia en la economia regional, como por su cuero, insumo
clave de la industria talabartera argentina desde sus origenes. En la antigliedad, la carne
de carpincho constituia un gran recurso alimenticio para la mayoria de las poblaciones
nativas sudamericanas. Hoy en dia, sigue siendo un alimento de alta importancia en las
comunidades mas empobrecidas de las riberas de rios, arroyos, lagunas y humedales del
sur del continente americano (Allekotte, 2003). También se utiliza como subproducto la
grasa en la industria cosmética y con uso medicinal para enfermedades respiratorias en
Brasil (Sarango, 2011), sin embargo, este uso no cuenta con la aprobacién de la
Autoridad de Aplicacion Nacional en nuestro pais (Yornet et al., 2016). Segun Moreira y
Macdonald (1996) el carpincho presenta importantes caracteristicas que favorecen su cria
domeéstica, como una tasa de crecimiento rapida, alto rendimiento reproductivo, actividad
social y una dieta econdémica.

En cuanto al marco legal de su uso y conservacion, a nivel internacional, la especie
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ha sido categorizada como Preocupacion Menor (LC, por sus siglas en inglés Least
Concern) por la IUCN (2016) y no se encuentra evaluada, asi como tampoco incluida,
entre los apéndices de la Convencion Internacional Sobre el Trafico de Especies
Silvestres (CITES) (Direccion de Fauna Silvestre y Conservacion de la Biodiversidad,
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sustentable, 2022). Asimismo, a nivel nacional la
especie ha sido caracterizada como Preocupacién Menor (LC) (Bolkovic et al., 2019)
debido a su amplia distribucion, a que sus tamafos poblacionales se consideran
relativamente estables y a la reciente ampliacién del rango de distribucién. Sin embargo,
los grados de amenaza a nivel regional son variables. Por ejemplo, en la region
Chaco-pampeana de Argentina la especie ha sido clasificada como Cercana a la
Amenaza (NT, de sus siglas en inglés Near Threatened) (SAREM, 2012) principalmente
debido a la larga historia de sobreexplotacion que ha sufrido, asi como también por la
transformacion de humedales en pastizales ganaderos (como ocurrid en la porcion no
insular del Bajo Delta bonaerense; Sica et al., 2016), por lo que la probabilidad de
extinciones locales es muy elevada (Bolkovic et al., 2006; Schivo et al., 2015).

Estrategias eficaces de conservaciéon y manejo de las poblaciones de carpinchos
requieren una evaluacion exhaustiva de la diversidad genética y de la distribucién espacial
de las variaciones genéticas.

2.4 Filogeografia y ADN mitocondrial

Los analisis filogeograficos permiten inferir procesos demograficos historicos tales
como el flujo génico, patrones de migracion y secuencias de colonizacién, tamafio efectivo
poblacional, cuellos de botella y también identificar unidades de conservacion
(Dominguez-Dominguez y Vazquez-Dominguez, 2009). Particularmente en el caso de
especies con algun grado de amenaza, sea a nivel local o regional, la determinacion de
linajes de evolucidn independiente o en proceso de diferenciacion, son relevantes para la
toma de decisiones de manejo y conservacion. Un objetivo fundamental en el campo de la
genética de la conservacion consiste en identificar unidades de manejo, las cuales
representan poblaciones demograficamente autbnomas e independientes entre si. Segun
Palsbgll et al. (2007), las unidades de manejo se refieren a poblaciones de una misma
especie que han desarrollado diferenciacion genética debido a que el grado de
intercambio de individuos entre estas poblaciones no es lo suficientemente alto como para
contrarrestar las diferencias genéticas que se han acumulado en cada unidad. Ademas,
define que en la practica, la determinacion de las Unidades de Conservacion se basa en
el criterio de Unidad Evolutivamente Significativa (UES) propuesto por Moritz (1994). Una
UES es una poblacién (o conjunto de ellas) que presenta monofilia reciproca para linajes
de DNA mitocondrial y divergencia significativa en las frecuencias alélicas para loci
nucleares, respecto a otras UES. Mientras que, las unidades de manejo (UMs) se definen
como cualquier poblacion que intercambia tan pocos migrantes con otras poblaciones que
se destaca como genéticamente distinta de ellas. Para determinar que dos
subpoblaciones pertenecen a diferentes UMs, deben poseer divergencia significativa en
las frecuencias alélicas de loci nucleares o mitocondriales, independientemente de la
distincién filogenética de los alelos. La mayoria de los analisis de este tipo en especies
animales, se basan en el uso de secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt), dado que
presenta una alta tasa de mutacion, no recombina y su herencia es casi exclusivamente
materna (Lanteri y Confalonieri, 2003). Actualmente, son escasos los estudios de
estructuracién poblacional del carpincho al sur de su distribucion, principalmente en la
region Chaco-Pampeana (Byrne et al., 2022).
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Los analisis de polimorfismos del ADNmt permiten revelar relaciones filogenéticas
entre especies relacionadas y dentro de poblaciones de la misma especie. Con pocas
excepciones, el genoma de ADNmt consiste en una molécula de ADN circular que ronda
entre los 15000 y 20000 pares de bases de largo. Este genoma incluye 13 genes
codificantes de proteinas, 22 genes que expresan ARNt y dos genes para ARNr; asi como
también, contiene un segmento no codificante de alrededor de 1000 pb que se conoce
como regidon de control mitocondrial que indica donde inicia la replicacion y la
transcripcion. Esta region toma el nombre de “region rica en A-T” en invertebrados y
region “D-loop” para vertebrados (Taberlet, 1996). La Regién Control presenta niveles de
variacion superiores que las secuencias codificantes de proteinas debido a su baja
presion selectiva (Arif y Khan, 2009), y se encuentra dividida en tres dominios: un dominio
conservado central y dos periféricos (regiones hipervariables 1 y 2) altamente divergentes
(Saccone et al., 1991). Es la variacién intraespecifica que presenta el D-loop mitocondrial
lo que lo convierte en un marcador adecuado para estudios de variabilidad genética,
filogeografia y asignacion de unidades de manejo (Kohn y Wayne, 1997).

Debido a los altos niveles de polimorfismo detectados en la regién control
mitocondrial, asi como su relativamente facil amplificacién a partir de muestras de ADN
obtenidas por métodos no invasivos, dicho marcador ha sido ampliamente utilizado en
estudios de diversidad genética, estructura poblacional y asignacion de unidades de
manejo de carpincho (Campos-Krauer y Wisely, 2010; Borges-Landaez et al., 2012; Byrne
et al., 2015, 2017, 2019; Ruiz-Garcia et al., 2016). Actualmente los trabajos en genética
de poblaciones para esta especie se encuentran restringidos al norte de la region
chaco-pampeana (Campos-Krauer y Wisely, 2010) y al centro de esta region (Byrne et al.,
2015, 2019; Gonzalez-Barbosa, 2021). Sin embargo, no hay trabajos publicados respecto
a la variabilidad genética y filogeografia de las poblaciones que se encuentran en la
provincia de Buenos Aires y son muy pocos los que incluyen muestras del este de la
provincia de Entre Rios (Byrne et al., 2015, 2019; Gonzalez-Barbosa, 2021).
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3. Hipotesis

Las poblaciones de carpincho al sur de su distribucion, especificamente en la
region Chaco-pampeana, presentan una alta conectividad que se establece por la fuerte
dependencia de la especie a los cursos de agua para los procesos de dispersion,
asociada a la extensa red hidrografica de la region.

Predicciones:

1. Alta variabilidad genética: Se espera encontrar una marcada diversidad genética en
las poblaciones de carpinchos en la regién Chaco-pampeana. Esta variabilidad se
establecera por altos valores de diversidad nucleotidica y haplotipica en la region
control de ADN mitocondrial.

2. Baja divergencia poblacional: Se anticipa que las diferencias genéticas entre las
poblaciones de carpinchos en esta region seran escasas. Se prevé la presencia de
haplotipos compartidos entre las poblaciones debido a la conexion proporcionada
por la red hidrografica, facilitando la interaccion genética entre ellas.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Caracterizar la variabilidad genética existente en poblaciones de carpinchos del
noroeste de la provincia de Buenos Aires, centro-este y sur de Entre Rios (llanura
pampeana) a través del marcador molecular region control de ADN mitocondrial.

4.2 Objetivos especificos

1. Generar un banco de tejidos y ADN para las poblaciones de H. hydrochaeris del
noroeste de la provincia de Buenos Aires, centro-este y sur de Entre Rios.

2. Obtener secuencias de un fragmento de la regién control mitocondrial (HVRI) para las
muestras colectadas.

3. Inferir las relaciones evolutivas y filogenéticas entre las poblaciones estudiadas y otras
pertenecientes a la region Chaco-pampeana previamente caracterizadas con el mismo
fragmento de la regién control que se utilizara en este trabajo.

4. Analizar los resultados obtenidos en un contexto de conservacion y manejo de la
especie.

21



MATERIALES Y METODOS

22



5.1 Area de estudio

El area de estudio comprende el sur de la distribucion actual del carpincho, en la
region Chaco-pampeana (Fig. 5.1). Esta region se caracteriza por poseer una extensa red
hidrografica, formada por pocos rios de escasa pendiente y baja capacidad en la llanura
chaquena, mientras que en la parte correspondiente a la llanura pampeana el clima
garantiza una buena provision de agua de lluvia. Principalmente el trabajo estuvo
enfocado en la ecorregion Pampeana humeda, abarcando el noroeste de la provincia de
Buenos Aires y Entre Rios. El clima humedo de la ecorregion, ligado a las caracteristicas
geoquimicas de los materiales sedimentarios, junto a los ciclos vegetativos del pastizal,
favorecen el desarrollo de suelos con altos contenidos de materia organica y nutrientes,
que les brindan una excelente aptitud agricola. Es por ello que, la ecorregion Pampeana
constituye el ecosistema de praderas de mayor importancia en nuestro pais (Pisano y
Pommarés, 2017).

Figura 5.1. Mapa de la region Chaco Pampeana, y su extensién a nivel regional (A) y local (B).
Modificado de Pisano y Pommarés (2017).

En la provincia de Buenos Aires se destacan seis cuencas de rios principales: Rio
Areco, Lujan, Salado, Tapalqué, Quequén Salado y Sauce Grande; mientras que en la
provincia de Entre Rios, las cuencas de rios mas distinguidas son las pertenecientes a los
rios Uruguay, Parana, Gualeguay, Gualeguaychu, arroyo Nogoya, y Rios Guayquirard y
Mocoreta al norte de la provincia (Matteucci, 2012; Pisano y Pommarés, 2017). En este
trabajo se analizaron muestras provenientes de las cuencas del Rio Arrecifes, Rio Areco,
Rio Lujan, Rio Salado, Rio Quequén Salado, Cuenca de A° Grande y A° Dulce y de las
cuencas de los rios Uruguay, Gualeguay, Gualeguaychu y cuenca Bajo Delta.

5.2 Colecta de muestras

El trabajo se desarroll6 a partir de muestras colectadas en diferentes localidades
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de la provincia de Buenos Aires y de Entre Rios provenientes de animales atropellados y
restos de animales predados, de las que se obtuvieron fragmentos de tejido muscular o
cuero. Se recolectaron un total de 22 muestras, que fueron depositadas en la base de
tejidos del Laboratorio de Biodiversidad y Genética Poblacional de Mamiferos del Centro
de Bioinvestigaciones (CeBio, UNNOBA-CIC). También se cont6 con ADN de 15
individuos, cedidos y donados por el Instituto de Ecologia y Desarrollo Sustentable

(INEDES-CONICET) de la Universidad Nacional de Lujan (UNLu) y el Dr. Rubén
Quintana.

En la figura 5.2 se puede observar la distribucién de las muestras colectadas,
agrupadas por localidad. Como se describe en la tabla 5.1, se conté con 22 muestras
pertenecientes a la provincia de Buenos Aires y 15 correspondientes a distintas
localidades de Entre Rios. En total, el banco de muestras con el que se cuenta

actualmente en el Laboratorio de Biodiversidad y Genética Poblacional de Mamiferos del
CeBio, corresponde a 37 individuos de la especie.
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Figura 5.2. Localidades muestreadas en el presente estudio: 1-Hunter; 2-Punta Indio; 3-Castelli;
4-Mercedes; 5-Rancagua; 6-Capitan Sarmiento; 7-Germania; 8-Estancia "San Simoén";
9-Cambaceres; 10-Pellegrini; 11-Ayacucho; 12-Adolfo Gonzales Chaves; 13-Sierra de los Padres
14-Bajo Delta; 15-Estancia "Don Pedro"; 16-Colonia San Miguel; 17-Villa Elisa; 18-Colonia La
Suiza; 19-Parque Nacional “El Palmar”; 20- Gualeguaychu; 21- Islas de las Lechiguanas.
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Tabla 5.1: En la tabla se indica para cada provincia muestreada, el partido/departamento,
localidad, la cantidad de muestras obtenidas por localidad (N), coordenadas geograficas de los
sitios de colecta, la identificacién en el mapa y la fuente de obtencién de las muestras.

Provincia Departamento Localidad Latitud Longitud D Fuentelfie
mapa obtencion
Hunter Hunter -34,27099 -60,54665 1
Punta Indio Punta Indio -35,35008 -57,18955 2
Castelli Castelli -36,08492 -57,44318 3
Mercedes Mercedes -34,64813 -59,38140 4
Pergamino Rancagua -34,02700 -60,51010 5
Capitan Sarmiento Capitan Sarmiento -34,07717 -59,94156 6 Este trabajo
General Pinto Germania -34,57762 -62,17154 7
Maipu Estancia "San -36,99759 | -57,47278 | 8
Buenos Simén
Aires | 9 de julio Cambaceres -35,56713 | -61,10279 |9
Pellegrini Pellegrini -36,40019 -63,34162 10
Ayacucho Ayacucho -37,05985 -58,54537 1
Adolfo Gonzales Adolfo Gonzales 137.98282 -60,14696 12
Chaves Chaves
INEDES-
General Pueyrredén | Sierra de los Padres -37,92919 -57,73402 13 CONICET, UNLu;
Quintana,R.
Bajo Delta Bajo Delta -34,06000 | -58,22000 | 14
Bonaerense
Las Flores Estancia "Don -36,01409 | -59,19013 | 15
Pedro
Colon Colonia San Miguel -32,01916 -58,61602 16
Colén Villa Elisa -32,16588 | -58,18453 | 17 Este trabajo
Colén Colonia La Suiza -32,17269 -58,52444 18
Colon PN El Palmar -31,86469 -58,25373 19
Entre
Rios
Gualeguaychu Estancia "El potrero" -32,89938 -58,19184 20 INEDES-
CONICET;
UNLu; Quintana,
Islas de las R.
Gualeguay Lechiguanas (Bajo -33,42719 -59,70291 20

Delta Paranaense)
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5.3. Trabajo de laboratorio

Para el analisis se trabajéo con la region hipervariable 1 de la regién control
mitocondrial como marcador, lo que permitié realizar comparaciones con trabajos
previamente realizados sobre la distribucion y filogenia de la especie en otras areas de
estudio como el norte de la regidon chaco-pampeana.

5.3.1 Extraccion del ADN

La extraccion de ADN se llevd a cabo utilizando el protocolo modificado de
extraccion con Cloruro de Sodio (Aljanabi y Martinez, 1997). Asimismo, se realizaron
extracciones con el protocolo de extraccion Fenol-Cloroformo (Sambrook et al.,1989), en
aquellas muestras en las que no se obtuvieron buenos resultados con el primer método
de extraccién. El éxito de las extracciones se corroboré a partir de electroforesis de gel de
agarosa 1% tefido con bromuro de etidio y se observé bajo luz ultravioleta.

5.3.2 Amplificacion del ADN

Para llevar a cabo los analisis genéticos se amplificé por PCR (Reaccién en
Cadena de la Polimerasa) un fragmento de ADN mitocondrial de aproximadamente 545
pb correspondiente a la region control mitocondrial, la cual incluye una parte de la region
hipervariable 1 (HVRI). Los primers utilizados fueron HV1-F
(5’-CCCACCATCAGTACCCAAAA-3) y HV1-R (5-CGAGATGTCTTATTTAAGGGGAAC-3’)
desarrollados por (Borges-Landaez et al., 2012). Las reacciones de PCR se realizaron
con un volumen final de 20 pL y contenian buffer Invitrogen a una concentracion final de
1X, 1,5 mM de MgCl, 0,2 mg/ml de BSA, 0,3 uM de cada primer, 0,1 mM de dNTPs y 0,05
U de Taq Polimerasa y aproximadamente 2-6 ng/uL de ADN. Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador Gene Pro ThermalCycler (BioerTechnology CO., LTD) y
consistieron en una desnaturalizacién inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 45 ciclos
conformados de la siguiente manera: desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos,
hibridacién a 50°C por 45 segundos y extension a 72°C por 90 segundos. Por ultimo, se
agrego un ciclo de extensidén final a 72°C por 25 minutos. Para todas las PCR se
incluyeron tanto controles negativos como positivos, para descartar la existencia de
contaminacion y verificar la eficiencia de la reaccion de PCR, respectivamente.

Los productos de amplificacidon se corroboraron a partir de electroforesis de gel de
agarosa 1% tenido con bromuro de etidio y observado bajo luz ultravioleta (Figura 5.3).
Para inferir el tamafo de los fragmentos, se utiliz6 un marcador de peso molecular de
100pb de precision (Productos Bio-Légicos). La concentracion de ADN se cuantifico
utilizando el programa Imaged (Abramoff et al. 2004).
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Figura 5.3. Fotografia de productos de PCR en gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de etidio
y visualizado con luz ultravioleta.

5.3.3 Secuenciacion de los fragmentos amplificados

Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados por el método
Sanger utilizando el secuenciador automatico ABI Prism 3100 (Applied Biosystem) de la
Empresa MACROGEN (Corea del Sur, www.macrogen.com).

5.4 Analisis de los datos

5.4.1 Escala local

De las 29 secuencias que se obtuvieron de la secuenciacion, 28 fueron utilizadas
para el analisis de datos. Una debi6 ser descartada ya que presento un elevado numero
de ambiguedades que no pudieron ser resueltas en la edicion manual de la misma, y esto
podria generar falsos sitios polimérficos y sesgar el resultado final (Figura 5.4). Las
secuencias obtenidas fueron visualizadas y corregidas utilizando el programa BioEdit
(Hall, 2004). Se realizd un alineamiento mediante el algoritmo ClustalX del programa
MEGA11 (Tamura et al., 2021).

5.4.2 Escala regional

Se realizé un alineamiento multiple utilizando el conjunto de secuencias obtenidas
en este estudio y otras generadas para el fragmento elegido en poblaciones de carpincho
de la region Chaco-pampeana (n=129; Anexo Il), disponibles en la base de datos
genéticos GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (numeros de acceso:
GU456363-376). Para dicho alineamiento se utilizé el algoritmo ClustalX del programa
MEGA11 (Tamura et al., 2021). Si bien las secuencias obtenidas poseen un largo de
aproximadamente 500 pb, para este set de datos solamente se utilizaron 246 pb para
poder realizar un analisis que incluya las secuencias utilizadas por Byrne et al. (2019).
Posteriormente, se clasificaron las secuencias en haplotipos de forma manual, y también
utilizando el programa DNASP6 (Rozas et al., 2017) como modo de verificacion.

A partir del alineamiento multiple obtenido, fueron generados los arboles
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filogenéticos mediante diferentes métodos de reconstruccion filogenética utilizados en
trabajos previos como los de Byrne et al. (2019): maxima verosimilitud (MV) utilizando el
programa MEGA11; e inferencia bayesiana (IB), este ultimo utilizando el paquete
informatico BEAST 1.8.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Para ambos métodos, se empled
jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) con el propésito de identificar el modelo de sustitucion
nucleotidica mas apropiado para nuestros datos. Siguiendo el criterio de informacién
bayesiano (BIC, por sus siglas en inglés) (Schwarz, 1978), se determiné que el modelo
optimo correspondia al de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY-G) (Hasegawa et al., 1985) con
una distribucion gamma. Para el método MV, la robustez de los resultados se evalu6
mediante 1000 réplicas de Bootstrap, mientras que para IB, se tuvieron en cuenta los
valores de probabilidad posterior (PP), dado que proporcionan una evaluacion del grado
de soporte de cada nodo en el arbol. El grupo externo empleado para el enraizamiento fue
Agouti paca (Linnaeus, 1766), especie que pertenece a la misma superfamilia que el
carpincho, Cavioidea (Rowe y Honeycutt, 2002). El uso de la misma metodologia para la
construccion de los arboles que los utilizados en la bibliografia consultada, permitié hacer
comparaciones e inferencias con otras poblaciones de la region Chaco-Pampeana
previamente estudiadas.

Tanto a escala local como regional, para la obtencion de indicadores de variabilidad
genética, como la diversidad haplotipica, nucleotidica, y el numero de sitios polimorficos y
haplotipos se utilizd el programa DNASP6 (Rozas et al., 2017). Las relaciones
haplotipicas fueron obtenidas mediante el algoritmo median joining (Bandelt et al., 1999) a
través del programa PopART v1.7 (Leigh y Bryant, 2015). Una vez obtenidos los
haplotipos para ambos conjuntos de datos, se utilizo el software libre QGIS: Geographic
Information System (http://www.qgqgis.org) para el armado de los mapas de distribucion de
haplotipos.
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Figura 5.4. Localidades muestreadas utilizadas en el analisis de datos: 1-Hunter; 2-Punta Indio;
4-Mercedes; 5-Rancagua; 6-Capitan Sarmiento; 7-Germania; 8-Estancia "San Simoén";
9-Cambaceres; 10-Pellegrini; 11-Ayacucho; 12-Adolfo Gonzales Chaves; 13-Sierra de los Padres
14-Bajo Delta; 16-Colonia San Miguel; 17-Villa Elisa; 18-Colonia La Suiza; 20- Estancia "El
potrero"; 21- Islas de las Lechiguanas.

Para evaluar la estructuracion de la variabilidad genética a diferentes niveles se
aplicé un analisis de la varianza molecular (AMOVA; Excoffier et al., 1992), en el programa
ARLEQUIN Version 3.11 (Excoffier y Ray, 2008). Las secuencias fueron agrupadas en
ocho poblaciones segun la cuenca hidrica a la cual pertenecen (Tabla 5.2) y estas en tres
grupos mas inclusivos considerando la conectividad de dichas cuencas (Buenos Aires,
Entre Rios y Bajo Delta). Para el analisis y la determinacién de la presencia de estructura
poblacional, se estimaron los indices de fijacion de Wright (Fsr, For ¥ Fsc). Ademas, se
realizé un analisis bayesiano de agrupamiento con el programa BAPs v6 (Corander et al.,
2013) para determinar el numero de clusters genéticos existentes en el set de datos
completo, con condiciones de corrida de kde 1 a 10 y 5 réplicas.
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Tabla 5.2. Muestras analizadas indicadas por localidad, agrupadas como poblaciones segun

cuenca hidrica.

Colonia “San Miguel”

Colonia “La Suiza”

Rio Gualeguaychu (RG)

Localidad Cuenca Provincia
Estancia “El Potrero”
Villa Elisa Rio Uruguay (RU)
Entre Rios

Capitan Sarmiento
Rancagua
Hunter

Rio Arrecifes (RA)

Mercedes

Rio Lujan (RL)

Punta Indio
Cambaceres
Pellegrini
Germania

Rio Salado (RS)

Adolfo Gonzalez Chavez

Rio Quequén Salado (RQS)

Ayacucho
Estancia “San Simén”
Sierra de los Padres

A° Grande y A° Dulce (AGAD)

Buenos Aires

Islas de las Lechiguanas
Bajo Delta Bonaerense

Delta del Parana (DP)

Entre Rios y
Buenos Aires
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RESULTADOS
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6.1 Extraccion y amplificaciéon

El éxito de extraccion fue del 81,81%, dado que, se logré extraer eficazmente ADN
de 18 de las 22 muestras con las que se contaba. Esto puede deberse a posibles
contaminantes en los tejidos o a la posibilidad de que el ADN se haya degradado por
enzimas degradativas o por presencia de inhibidores.

En cuanto a las amplificaciones por PCR, se lograron amplificar 12 de las 15
muestras proporcionadas por INEDES-CONICET;UNLu; Quintana,R. Respecto a las
muestras colectadas por el grupo, se lograron amplificar 17 de las 18 a las que se les
extrajo ADN. El éxito de la amplificacion fue del 87,87%. En total, se conté con 29
muestras con region control (545 pb) amplificadas.

6.2 Estimaciones de variabilidad genética

6.2.1 Escala local

Luego de la edicion manual de los fragmentos de HVRI, se analizé un total de 28
secuencias de 487 pb que corresponden a distintas localidades de la provincia de Buenos
Aires y de Entre Rios (Tabla 6.3). En total se encontraron nueve haplotipos, en los que se
destacan 11 sitios polimorficos, de los cuales seis fueron informativos por parsimonia
(Tabla 6.4). De estos sitios polimorficos, la mayoria fueron transiciones, con presencia de
una transversion y ninguna insercién/delecion

Tabla 6.3 Lista de las localidades de donde provienen las secuencias que se agrupan en cada
haplotipo.

Haplotipo Localidad N Provincia
Punta Indio 2
Germania 1
Pellegrini 1
Ayacucho 1
Hap_1 Cambaceres 1 Buenos Aires
Mercedes 1
Hunter 2
Sierra de los Padres 4
Adolfo Gonzalez Chavez 1
Capitan Sarmiento Buenos Aires
Hap_2
Bajo Delta Paranaense Entre Rios
Hap_3 Colonia La Suiza Entre Rios
Hap_4 Colonia San Miguel Entre Rios
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Estancia “San Simén” 1
Buenos Aires
Rancagua 2
Hap_5 Villa Elisa 1 Entre Rios
Hap_6 Estancia “El Potrero” 1 Entre Rios
Bajo Delta Bonaerense 1 Buenos Aires
Hap_7 Sierra de los Padres 1 Buenos Aires
Hap 8 Bajo Delta Paranaense 1 Entre Rios
Hap_9 Bajo Delta Paranaense 1 Entre Rios

Tabla 6.4. Sitios variables observados para los nueve haplotipos obtenidos para el fragmento (487
pb) del gen HVR1 en muestras de H. hydrochaeris.

Sitios variables

Haplotipos

100 122 127 153 157 190 201 223 299 396 477
Hap_1 C T T C T A A C T T Cc
Hap_2 . . . T . . G
Hap_ 3 . C . . . G
Hap_4 T
Hap_5 T . . . . . . T C . T
Hap_6 . . . . . G . . . C
Hap_7 . . . . C . G
Hap_8 . . . . . . G
Hap_9 . . A T . . G

La diversidad nucleotidica promedio arrojé un valor de Pi=0,003 £+ 0,002, mientras
que el valor obtenido para la diversidad haplotipica promedio fue de Hd=0,735 £ 0,082.

6.2.2 Escala regional

Luego de la edicion manual de los fragmentos de HVRI, se analizé un total de 129
secuencias de 226 pb (ver Anexo Il), entre las que se encuentran las obtenidas en este
trabajo, las de la region Chaco-Pampeana (Argentina y Uruguay) y Paraguay. Se
encontraron 18 haplotipos en total. Se hall6 un nuevo haplotipo en la localidad de Villa
Elisa (ER), el que se suma a los otros 17 registrados previamente para la region (Tabla
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6.5; Anexo lll).

Como se puede observar en la tabla 6.5, de los 18 haplotipos, cinco contienen
secuencias obtenidas en este trabajo. En lineas generales, se observa que de los 18
haplotipos estudiados, cuatro son exclusivos de Argentina; nueve de Paraguay, y tres
haplotipos son exclusivos de localidades uruguayas.

Tabla 6.5. Lista de las localidades en las que fue encontrado cada haplotipo (H1 - H18), en este
trabajo y para Gonzalez-Barboza (2021), Byrne et al. (2019) y Campos-Krauer y Wisely (2010).

Localidad
ERIEES Este trabajo Gonzalez-Barbosa Byrne et al. Campos-Krauer y Wisely
(2021) - Uruguay (2019) (2010) - Paraguay
Punta Indio (BA)
Germania (BA) Bahia Negra
Pellegrini (BA) Jerova
Ayacucho (BA) Loreto
Est. “San Simon” (BA) Sauces
Cambaceres (BA) Bajo Delta (BA) Efe
HA1 Rancagua (BA) Farrapos Ibera (CO) Mariscal
Pergamino (BA) San Javier (SF) Loma Plata
Mercedes (BA) Maroma
Hunter (BA) Arizona
Sierra de los Padres (BA) Olimpo
Adolfo Gonzales Chaves (BA) Toledo
Colonia “San Miguel” (ER)
Capitan Sarmiento (BA) ) Bajo Delta (BA)
H2 Sierra de los Padres (BA) V'”asslet"a”a El Palmar (ER) ;
Bajo Delta Paranaense (ER) atto Ibera (CO)
Queguay
Potrerillo
Santa Lucia
Averias
Flores
Farrapos
Paso Centurién | Bajo Delta (BA)
H3 Colonia “La Suiza” (ER) Florida El Palmar (ER) -
Villa Serrana Ibera (CO)
Salto
Maldonado
Rincén de
Franquia
Laguna de
Rocha
Queguay
o R Averias
H4 Estancia "El Potrero” (ER) Maldonado | Bajo Delta (BA) ;
Bajo Delta (BA)
Farrapos
Rocha
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H5

Bajo Delta (BA)

H6 - Ibera (CO)
H7 ) Bah|g Negra
Olimpo
H8 - Bahia Negra
H9 - Bahia Negra
H10 - Bahia Negra
H11 - Bahia Negra
Loreto
Sauces
Loma Plata
Lapacho
12 ) Laguna Rey
Arizona
Olimpo
Toledo
H13 - Laguna Rey
H14 - Toledo
H15 Maldonado -
H16 Paso Centurion -
H17 Farrapos -
H18 Villa Elisa (ER) - -

Se han identificado 20 sitios polimérficos, de los cuales 14 fueron informativos por
parsimonia. La mayoria fueron transiciones, y sélo se encontrd una transversion y ninguna
insercion/delecion.

Tabla 6.6. Sitios variables observados para los 18 haplotipos obtenidos para el fragmento (226 pb)
del gen HVR1 en muestras de H. hydrochaeris.

Sitios variables

Hap

1 10119 |21 | 27 | 41| 43 |44 | 48 | 52 |60 | 64| 65] 119 | 122 | 133 | 160 | 216
H1 T A |C AT c |C T |A G T TI|T|T T A T
H2 G
H3 G
H4 G C
H5 G G
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H6 . |. . G |. . . G

H7 (. [T |. G |. . C . . Cc |. A A . . . T C

H8 . |. . G |T . C . . . . A A . . . T Cc

HO |C|. G |. . . . . . . . A A cl|cCc|. . C

H10 . |. . . . . . . . . . . . . . . . Cc

H11 . |. . . . . . . . . . A A cl|cCc|. . C

H12 . |. . G |. . Cc . . . . A A . . . . C

H13 . |. . . . . . . . . . . . . . . . . . C
H14 . |. . G |. . C . . C|T A A . . Cc . Cc G Cc
H15 . |. . . . . . . T . . . . . . C

La diversidad nucleotidica promedio arrojoé un valor de Pi=0,009 + 0,001, mientras que el
valor obtenido para la diversidad haplotipica promedio fue de Hd=0,778 £ 0,033.

6.3 Analisis filogenético

Los arboles obtenidos a partir de las metodologias de maxima verosimilitud (MV) e
inferencia bayesiana, para el set de datos correspondientes al fragmento de 246 pb de la
RC de ADNmt, fueron congruentes entre si, por lo tanto, se presenta Unicamente la
filogenia obtenida a partir de inferencia bayesiana (Figura 6).

Agouti paca
H1 ER,BD, PAR,
1 e
H18 ER
H2 ER.BD,
H10 PAR

1 HE
H3 ER,BD,

BSAS
BD
ER.
co
SF
Uy
P&R

H12 PAR
s I
0,69 Hs PAR

H14 PAR

0000000

1.0

Figura 6. Relaciones filogenéticas obtenidas por inferencia bayesiana, para los 18 haplotipos
obtenidos a partir de las 129 secuencias de HVR1 de ADNmt (226 pb) generadas en este estudio
en conjunto con las secuencias de Campos-Krauer y Wisely (2010), Byrne et al. (2019) y
Gonzalez-Barbosa (2021). Aguti paca es utilizado como outgroup. Las abreviaturas de los
nombres de las poblaciones corresponden a: BSAS (Buenos Aires); BD (Bajo Delta); ER (Entre
Rios); CO (Corrientes); SF (Santa Fe); UY (Uruguay); PAR (Paraguay). los utilizados en la tabla
6.5. Se muestran los nodos con apoyo de probabilidad posterior = 0,6.
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6.4 Relaciones haplotipicas
6.4.1 Escala local

La red de haplotipos obtenida para el set de datos a escala local (Figura 7),
presenta un patron de estrella con un haplotipo central (Hap_1) compuesto
exclusivamente de individuos de Buenos Aires, del que se desprenden los restantes
haplotipos conformados por representantes de secuencias provenientes de Buenos Aires
y Entre Rios (Hap_4) o Entre Rios solamente (Hap_8). Este ultimo, se conecta con el
haplotipo 7 (Hap_7) del cual difiere en un paso mutacional, y con el haplotipo 2 (Hap_2),
que a su vez, se encuentra conectado al haplotipo 9 (Hap_9). Por otro lado, y siguiendo
el patrén antes descrito, del haplotipo 1 surgen el haplotipo 3 (Hap_3) y el haplotipo 6
(Hap_6).

En la figura 8, se puede observar la distribucién geografica de los nueve haplotipos
en ambas provincias.

Hap_2

Hap_3

Hap_1 6

O ea
O Er

Hap_5

Figura 7. Relaciones haplotipicas obtenidas para los haplotipos (Hap_1 - Hap_9) del fragmento
HVR1 (487 pb) de los individuos colectados en las provincias de Entre Rios (ER) y Buenos Aires
(BA). El diametro de los circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo. La longitud de las lineas
de unién es proporcional al numero de mutaciones existentes entre cada haplotipo, y las lineas
perpendiculares a esta corresponden al niumero de mutaciones.
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Figura 8. Mapa con la distribucién espacial de los nueve haplotipos pertenecientes al fragmento de
HVR1 analizado (487 pb) de las secuencias obtenidas en este estudio (n=28). El diametro de los
circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo.

6.4.2 Escala regional

Las relaciones genéticas de los 18 haplotipos obtenidos para el fragmento de 226
pb HVR1 estudiado no muestran una estructuracion geografica tal como puede ser
observado en la Figura 9. La red de haplotipos obtenida mostré la existencia de dos
haplotipos centrales (H3) y (H1), compuestos en su mayoria por individuos de Uruguay en
el primer caso y de Paraguay y Buenos Aires en el segundo. A partir de ambos haplotipos,
se desprenden por un lado, otros dos conformados por individuos de Entre Rios, Uruguay,
Bajo Delta, Buenos Aires y Corrientes (H2 y H4 respectivamente), y por otro lado, dos
grupos de haplotipos exclusivos de Paraguay (H7, H8, H12 y H14; H9, H10 y H11). Del H1
divergen haplotipos exclusivos de Uruguay (H15, H17) y de Argentina (H5 y HG6).
Finalmente, del H17 surge un nuevo haplotipo para Argentina que no habia sido descrito
anteriormente (H18) (Figura 9).

Como se puede observar en la figura 9, la region mas divergente es la de Paraguay
ya que presenta varias mutaciones entre haplotipos.

En la figura 10 se muestra la distribucidn geografica de los 18 haplotipos a lo largo
de la region chaco-pampeana.
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Figura 9. Relaciones haplotipicas obtenidas para las secuencias del fragmento HVR1 (226 pb) de
los individuos colectados en las provincias de Entre Rios (ER), Buenos Aires (BA) y Bajo Delta
(BD) en este trabajo y las secuencias de Paraguay (PAR) de Campos-Krauer y Wisely (2010), de
las localidades pertenecientes a Ibera (CO), Bajo Delta (BD), Entre Rios (ER) y Santa Fe (SF) de
Byrne et al. (2019) y las secuencias de Uruguay (UY) de Gonzalez-Barbosa (2021). El diametro de
los circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo. La longitud de las lineas de union es
proporcional al numero de mutaciones existentes entre cada haplotipo, y las lineas
perpendiculares a esta corresponden al numero de mutaciones.
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Figura 10. Mapa con la distribucion espacial de los 18 haplotipos pertenecientes al fragmento de
HVR1 analizado (226 pb) correspondiente al set de datos de escala regional (n=129). El diametro
de los circulos refleja la frecuencia de cada haplotipo.

6.5 Identificacion de clusters genéticos

El andlisis de la estructura poblacional mediante método bayesiano (Figura 11),
permitié identificar cinco clusters: tres se encuentran presentes en Argentina, Uruguay y
Paraguay, mientras que los otros dos (cluster 4 y 5) son exclusivos de este ultimo pais,
coincidiendo con lo reportado en otros estudios filogenéticos.

El cluster 2 esta presente en la mayoria de las localidades argentinas, a excepcién
de las muestras provenientes de la provincia de Santa Fe, y en todo Uruguay; mientras
que el cluster 3 se halla en todas las poblaciones analizadas. En cuanto a las secuencias
provenientes de Uruguay, se agruparon en su mayoria en el cluster 2, y en menor
proporcion, en los clusters 1 y 3. En cambio, en las poblaciones de Paraguay, se
identificaron tres clusters: 3, 4 y 5. Se puede observar que no hay una estructuraciéon
marcada en nuestro set de datos, dado que tres de los cinco clusters encontrados estan
compuestos por individuos de la mayoria de las poblaciones analizadas en este trabajo.
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Figura 11. Analisis de asignacién bayesiana de secuencias de HVR1. Cada barra vertical
representa un individuo. Referencias: cluster 1 (celeste), cluster 2 (naranja), cluster 3 (violeta),
cluster 4 (amarillo), cluster 5 (verde), individuos no asignados (blanco). Las abreviaturas utilizadas
corresponden a: BSAS (Buenos Aires); BD (Bajo Delta); ER (Entre Rios); CO (Corrientes); SF
(Santa Fe); UY (Uruguay); PAR (Paraguay)

6.6 Estructuracion poblacional a nivel local

Se detectd estructura genética entre las poblaciones debido a que el valor de Fgy
global fue significativo (Fsr=0,211; p=0,013).

Al agrupar a las poblaciones en tres grupos (“Entre Rios”, “Buenos Aires” y “Bajo
Delta”), el AMOVA mostré un valor de F¢:=0,295 (p=0,006) y Fs;=0,308 (p=0,018); lo que
indic6 que existen diferencias entre los grupos evaluados y entre las poblaciones,
respectivamente. Como se observa en la tabla 6.7, el 29,54% de la variacién es explicada
por la diferencia entre grupos, el 1,30% de la varianza se explica por las diferencias entre
las poblaciones dentro de un mismo grupo y el 69,15% de la varianza es explicada por la
variacion dentro de las poblaciones. Si bien se trabajé con un N bajo, tanto los valores de
Fsr como el F; fueron significativos.

Tabla 6.7. Resultados del andlisis de la varianza molecular (AMOVA).

Fuente de d.f | Sumade | Componentes | Porcentaje Valor de P-value
variacion cuadrados | de la varianza de in_c_iicg de
variacion fijacion
Entre Grupos 2 5,952 0.319 F¢r 2954 Fcri0,295 0,006
Entre 5 3,962 0.014 Fec 1.30 Fsc:0,018 0,320
poblaciones

dentro del grupo

Dentrodelas | 20 | 14,943 0.747F¢; 69,15 Fsr :0,308 0,018

poblaciones
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7.1 Variabilidad genética

7.1.1 Escala local

La variabilidad genética hallada para las poblaciones de Buenos Aires y Entre Rios,
resulté ser moderada (Hd=0,735), mayor que la reportada por Campos-Krauer y Wisely
(2010) para poblaciones de Paraguay (Hd=0,09-0,18), y comparable con la hallada por
Perdomo Martinez (2007) en poblaciones de Venezuela (Hd=0,6-0,8), utilizando un
fragmento de la regién control del ADNmt de similar longitud al empleado en este trabajo.
Ademas, se encontré un haplotipo, que no habia sido detectado en estudios previos y que
correspondio a la provincia de Entre Rios.

Los valores moderados de diversidad haplotipica hallados en esta zona, sugeririan
un posible escenario de estabilidad poblacional, y/o la existencia de flujo génico entre
poblaciones, lo que podria estar relacionado con la recuperacion del tamano de las
poblaciones de carpincho debido a la disminucién de la caza furtiva para la obtencién del
cuero (Bolkovic et al., 2019). Adicionalmente se plantea que los cambios en el régimen de
las precipitaciones y la ocurrencia de inundaciones podrian ser las causas que expliquen
la expansion del rango de distribucion de la especie detectada hacia zonas del sur de la
provincia de Buenos Aires (Bolkovic et al., 2019). En consecuencia, al contar con una
mayor disponibilidad de agua, los carpinchos pudieron haber dispersado hacia nuevos
sitios, ubicados en una misma cuenca o entre diferentes cuerpos de agua. Sin embargo,
estos resultados deben tomarse con cautela, debido a que el numero de muestras
obtenido en cada sitio para este trabajo fue bajo; y ademas, se ha demostrado que la
diversidad haplotipica se correlaciona significativamente con el tamafio muestral (Méndez
et al., 2010), por lo que son necesarios nuevos estudios que incluyan una mayor cantidad
de secuencias por punto de muestreo.

7.1.2 Escala regional

De la misma manera, en el analisis a escala regional, la diversidad haplotipica
hallada (Hd=0,778) fue similar a la reportada por Byrne et al. (2022) para poblaciones de
Paraguay y Argentina (Hd=0,717-0,876), y mayor a la reportada por Gonzalez-Barbosa
(2021) para individuos provenientes de Uruguay (Hd=0,609), Paraguay y Argentina
(Hd=0,632) utilizando, en todos los casos, el mismo fragmento de la regién control del
ADNmt.

7.2 Analisis filogeograficos

El analisis filogenético realizado a partir de las muestras obtenidas en este trabajo
en conjunto con las reportadas en trabajos anteriores (Figura 6), mostraron la existencia
de dos grandes clados: uno mas divergente perteneciente exclusivamente a las
poblaciones de Paraguay; y otro conformado por haplotipos provenientes de poblaciones
de Argentina y de Uruguay. Los analisis de estructuracion bayesiana también
evidenciaron clusters conformados de la misma manera.

La existencia de un cluster conformado por individuos situados al este de Paraguay
diferenciado del resto de las poblaciones del Gran chaco paraguayo fue reportado
también por Campos-Krauer y Wisely (2010); quienes propusieron que la existencia de un
bosque seco tropical, con escasos cuerpos de agua permanentes pueden actuar como
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barrera al flujo génico entre las poblaciones del este y las del resto de la regidén analizada.
Por otro lado, los clusters genéticos conformados por haplotipos de Argentina y Uruguay,
refuerzan la hipétesis de que el rio Uruguay facilitaria el flujo génico entre las poblaciones
de ambos paises. Sin embargo, Gonzalez-Barbosa (2021) determiné que existen en
Uruguay haplotipos que no son compartidos con las poblaciones estudiadas de Argentina
y si bien sefala que, el rio Uruguay no deberia ser una barrera al flujo génico entre ambos
paises, otros factores del tipo comportamental e histéricos podrian estar actuando.

Adicionalmente, la red de haplotipos a una escala geografica mayor (escala
regional) también evidencia la existencia de haplotipos compartidos entre Argentina,
Uruguay y Paraguay sugiriendo nuevamente que los rios Parana, Paraguay y Uruguay
actuarian como vias facilitadoras para la dispersion de los carpinchos.

7.2.1 Escala local

La presencia de haplotipos compartidos entre los individuos localizados en la
provincia de Buenos Aires y Entre Rios, apoya parcialmente la hipétesis planteada en el
trabajo. Para ambas provincias, los clusters genéticos encontrados, estan compuestos por
haplotipos estrechamente relacionados. A nivel local, las conexiones entre las
poblaciones estarian dadas por los rios Parana y Paraguay, mientras que el Bajo Delta
estaria actuando como conector entre ambas poblaciones. A pesar de ello, el test de
AMOVA detect6 diferencias genéticas significativas cuando las secuencias se agruparon
en los grupos Buenos Aires, Entre Rios y Bajo Delta (Tabla 6.7).

Estas diferencias genéticas halladas, podrian deberse a la falta de conexiones
fisicas entre las cuencas de los rios Uruguay y Paraguay con los cuerpos de agua
situados en el sur bonaerense (tributarios directos del Océano Atlantico). Estos ultimos
estan constituidos por rios y arroyos que discurren separados entre si, y alejados de los
que desembocan en la cuenca del Bajo Delta (Frenguelli, 1956). Otra posible explicacion,
es que las poblaciones muestreadas ubicadas en el sur bonaerense hayan colonizado el
area desde otras cuencas en las que el carpincho habita, como por ejemplo la del rio
Salado, que tampoco presenta conexiones fisicas con las que confluyen hacia el Bajo
Delta. En este contexto, se considera necesario realizar nuevos estudios que incluyan un
mayor numero de individuos provenientes de poblaciones ubicadas en la cuenca antes
mencionada, asi como también, de los rios Uruguay y Parana para determinar con mayor
certeza la procedencia de los individuos del sur bonaerense y sus posibles rutas de
dispersion. Adicionalmente, estas diferencias halladas, pueden deberse al bajo numero
muestral que se utilizd, que podria estar sesgando los resultados, lo que refuerza la
necesidad de aumentar el muestreo en las regiones estudiadas.

7.2.1 Escala regional

A escala regional, los haplotipos compartidos entre poblaciones en conjunto con la
ausencia de estructuracion geogréafica (espacial) de los clusters genéticos, apoya la
hipotesis planteada en este trabajo, indicando que la especie presenta baja divergencia
poblacional, debido a la presencia de una red hidrografica que permitiria conectar dichas
poblaciones. En trabajos previos, se ha demostrado que en la region mesopotamica
argentina los haplotipos de diferentes poblaciones se encuentran interconectados (Byrne
et al., 2019).
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Segun Hughes et al. (2009), existen diferentes patrones espaciales de
estructuracién que fluctuan de acuerdo con el grado en el que el ambiente influye en el
intercambio de individuos entre las poblaciones. En el caso de especies restringidas a
ambientes acuaticos, como lo es el carpincho, es de esperar que la estructura espacial de
la red hidrografica sea el principal factor que explique los patrones espaciales hallados,
dado que determina la distancia y conectividad entre las poblaciones. Byrne (2017),
propone que la estructura de la red hidrografica, tanto a escala regional como para
cuencas menores en la region Chaco-pampeana, juega un rol importante en el modelado
de la estructura genética poblacional.

Todos los analisis realizados a escala regional fueron congruentes con los datos
reportados previamente por Campos-Krauer y Wisely (2010) y Byrne et al. (2019). En
cuanto a la identificacion de clusters genéticos (Figura 11), se distingue la presencia de un
cluster exclusivo de la region litoral Este (cluster 2) donde se agrupan secuencias de
Corrientes, Entre Rios y Bajo Delta bonaerense en Argentina, y la gran mayoria de las
secuencias provenientes de Uruguay, lo que podria indicar un flujo genético importante en
la cuenca del Rio Uruguay y las redes hidricas relacionadas a este rio. También se han
identificado dos clusters (clusters 4 y 5) exclusivos de Paraguay, que no comparten
muestras con ninguna de las poblaciones de Argentina ni Uruguay. El cluster 1 predomina
principalmente en Argentina y Paraguay, con poca representacion dentro de las
poblaciones provenientes de Uruguay, lo que puede indicar una diferenciacién genética
mayormente debida a la influencia de los rios Parana y Paraguay, en las que estarian
actuando como barreras al flujo génico dado por la distancia entre éstos a lo largo de la
distribucion de la especie. Por otro lado, es importante destacar que, la poblacién del Bajo
Delta, ubicada en las cercanias de la confluencia entre las cuencas del Rio Parana y
Uruguay, podria estar posibilitando el flujo génico entre las poblaciones de Buenos Aires y
Entre Rios.

Conforme lo planteado por Gonzalez-Barbosa (2021) y Byrne et al. (2019), la
colonizacion del carpincho en la region mesopotamica de nuestro pais podria haberse
producido principalmente a través del Rio Parana, mientras que la expansién hacia
Uruguay posiblemente se haya dado a través del Rio Uruguay y su sistema de afluencias
constituido por lagunas y rios costeros. La presencia del haplotipo 1 (H1) desde Bahia
Negra (Par) hasta Sierra de los Padres (BA) apoya la hipétesis del Rio Parana como
corredor biologico, asi como la presencia del haplotipo 3 (H3) desde Corrientes hasta el
Bajo Delta bonaerense, con existencia en todas las poblaciones uruguayas estudiadas,
sugiere que el Rio Uruguay cumpliria la misma funcion.

Estudios previos indican que los carpinchos presentan un patron de dispersion a
escala local que parece depender de la densidad poblacional (Herrera et al., 2011). A
bajas densidades, la dispersion se produce en grupos mixtos que incluyen individuos de
ambos sexos, mientras que, cuando la densidad poblacional es elevada, los machos
muestran un comportamiento dispersivo, mientras que las hembras tienden a permanecer
en su lugar de origen, mostrando filopatria. Esto es de gran importancia dado que, los
niveles de diferenciacion genética reportados en este trabajo, asi como en todos los
estudios existentes en la region, podrian estar sesgados por el uso de la regién control
mitocondrial como marcador, ya que se trata de un marcador molecular de herencia
materna. Si bien se ratifico la eficacia de la region control mitocondrial como marcador
para enriquecer la base de conocimiento actual, la inclusion de marcadores nucleares,
como los microsatélites, en futuros estudios pueden aportar una mayor claridad en la
comprensioén de los factores biolégicos, ecoldgicos y evolutivos que modelan los patrones
de variabilidad genética observados para la especie.
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7.3 Implicancias para la conservacién

La identificacién de unidades de manejo constituye un objetivo fundamental en
conservacion y gestion de la biodiversidad. Byrne (2017) propuso la existencia de dos
unidades de manejo (UM) para el carpincho en Argentina: la poblacion de Santa Fe por un
lado y las poblaciones de Corrientes y Entre Rios por el otro. Asi como también,
establecio la poblacion del Bajo Delta como un nexo para el flujo génico entre distintas
poblaciones. Por otra parte, Gonzalez-Barbosa (2021), sugiere la posibilidad de
considerar que las poblaciones de carpinchos en Uruguay pueden ser asignadas a una
UM diferenciada en comparaciéon con las de Argentina y Paraguay. Posteriormente, se
identific6 una Unidad Evolutivamente Significativa (ESU) sensu Moritz (1994) para las
poblaciones de carpincho de la cuenca del Rio de la Plata, dado que presentan monofilia
reciproca con las poblaciones de Venezuela para la region control mitocondrial (Byrne et
al., 2022). Si bien en este trabajo no se realizaron analisis especificos para la estimaciéon
del flujo génico, nuestros resultados son congruentes con lo reportado por
Gonzalez-Barbosa (2021) y Byrne et al. (2022), ya que se observaron diferencias entre los
agrupamientos genéticos por clusters de Argentina y Uruguay en relacion a lo hallado
para las secuencias provenientes de Paraguay; asi como una region de haplotipos
compartidos en el centro de nuestro pais. Sin embargo, se sugiere realizar analisis mas
exhaustivos a futuro, que permitan evaluar las tasas de dispersion y flujo génico, teniendo
en cuenta un mayor numero de muestras para las poblaciones situadas en la cuenca del
Rio Uruguay.
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CONCLUSIONES Y
CONSIDERACIONES
FINALES




Los resultados obtenidos nos permiten ampliar el conocimiento sobre la variabilidad
genética existente en las poblaciones de Hydrochoerus hydrochaeris de la regidn central
de Argentina, que hasta el momento no habia sido estudiado en profundidad en la
provincia de Buenos Aires y se contaba con pocos estudios en el centro-este y sur de
Entre Rios.

Este estudio valida el empleo de la regién control mitocondrial como un marcador
molecular eficiente en investigaciones genéticas enfocadas en poblaciones de carpincho.
Ademas, se ha confirmado que la presencia de conexiones entre ciertas poblaciones
provenientes de Paraguay y de Argentina, sugieren que el Rio Parana esta actuando
como corredor bioldgico, mientras que las relaciones entre las poblaciones de Argentina 'y
Uruguay indican lo mismo para el Rio Uruguay.

Este trabajo marca un precedente en el estudio de la especie en el sur de su
distribucion, dando lugar a nuevos interrogantes que pueden ser respondidos realizando
un analisis mas exhaustivo y de mayor muestreo en las provincias de Buenos Aires y
Entre Rios.
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Figura 1. Mapa que muestra la ubicacion de los sitios de muestreo de carpincho en Argentina y

Uruguay (A) y Paraguay (B) de los trabajos de Campos-Krauer y Wisely (2010), Byrne et al. (2019)

y Gonzalez-Barboza (2021). Modificado de Gonzalez-Barboza (2021).
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ANEXO Il

Species/Abbry
1. BOA
2 BD2

3. 803
4. BD4
5. BDS
6. EM
7.ER2

am|
9. B2
10. B3

11. B4

12, 5F

13. BN2
14. BNGE
15. BT

16. BN10
17. BN12
1B. BN11
19. JER3
20. JERZ

21, LOR3
22 LOR2
23. LOR1
24 5AUZ
25 5A1
26.EE3
27.EE2
28. LR1
29.LR14
30. MARL2
31, LAP1
32, LP3
33.LP2

34 LM

35. MAR2
38. ARIZ
37. ARN
38 ARIZ
39. ARG
40. 0LZ
41. 0L
42 0L
43 OLE
44. ToH
45. TolB
45. Tol2
47 Toll3
48 Tol5
439. Told
50. SL1

51. 52

52.5L3
53. 5.4
54 5L5
55. Fda
56. Fda2
57. V56
58. V55
59. W54
60. VS3

1. Vs2
62. W51
63. Mdo1
64, Mdo2
65. Mdo3

66. Mdod
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67. Mdo5
68. Mdo&
69. Roc

70. LRoc
71. LRoc2
72 Pot2
T3. Pot
T4 AvE
75. AvS
T6. Avd
T AV3
78 Av2
79, 4v1
80. pCc2
B1. PC1
82. Flo

83. Far1
84 Far2
B5. Far3
B6. Fard
B87. Fars
&2. Faré
29 Far7
50. Qgy2
51_ gyl

52 Ggy3

83, Ogy4
84 0OgyS
95. Ogys
96, QgyT
7. Sto1

88. Sto2
89. Stod
100. RF2
101, RF1

102. A

103. CS
104. Ger
105. CLS
106. CL52
107. C5M
108. Pel
109. ESS

110. Aya
111, Camba
112. WE

113. EEP

114, Ran MG
115, Per WG
118. Mer MG
117, Huni MG
118. HunZ MG
119. P2 NG
120. BDER1 MG
121, LLP WG
122, LLP2 MG
123, LLP3I MG
124. BDERZ MG
125, AGC MG
128, BDEA2 MG
127. LLP4 MG
128. LLPS NG
129. G298

Figura 2. Fragmento del alineamiento multiple de nucledtidos correspondiente al set de datos de
HVRI a escala regional (n=129) que contiene tanto las secuencias de este trabajo, como las
extraidas de Genbank de Campos-Krauer y Wisely (2010), Byrne et al. (2019), y
Gonzalez-Barboza (2021).
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ANEXO 1lI

Tabla 1. Comparacion entre los haplotipos encontrados en este trabajo en relacién a los reportados en trabajos previos (Campos-Krauer y Wisely,
2010; Byrne et al., 2019; Gonzalez-Barbosa, 2021). Se indica la cantidad de secuencias con las que se conto.

ID propio H1 |H2 [H3 |H6 [H4 |H5 [H12 (H7 |H14 |H8 |H9 |H11 | H10 |H13 | H15 [H16 | H17 | H18 | Total
(Nseq)

HAPLOTIPOS ID Byrne A B C D E F G H | J K L M N

et al.,

2019

Pl 2 2

(O] 1 1

GER 1 1

CLS 2 2

CSM 1 1

PEL 1 1

ESS 1 1
Este trabajo AYA 1 1

CAMBA 1 1

VE 1 1

EEP 1 1

BDER 3 3

RAN 1 1

PER 1 1
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MER

HUN 2
LLP 5
AGC 1
BDBS 1
QGY 7
POT 2
VS 6
STO 1
SL 5
MDO 6
Gonzalez- ROC !
Barbosa (2021) FAR 6
PC 1
FDA 2
FLO 1
RF 1
LROC 2
AVE 6
IBE A
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Byrne et al. SF 10 10

(2019)
EP 4
BD 11 17
TOL 7 3 13
MARI 3 3
LAP 5 S
LP 5 5 10
LR 3 4
JER 8 8

Campos-

Krauer & Wisely | ARI 4 6 10

(2010)
MAR 6 6
ENE 8 8
LOR 3 8 11
SAU 1 10 11
oLl 2 1 12
BN 1 9
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