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Mustelidae es la familia mas grande y diversa dentro del orden Carnivora,
abarcando alrededor del 30% de la diversidad de las especies de carnivoros existentes
(Sato 2012). Actualmente incluye 25 géneros recientes y aproximadamente 67 especies
que se extienden por Eurasia, Africa, América, y también se encuentran en Nueva
Zelanda luego de las introducciones mediadas por humanos a fines del siglo XIX (Sato
2012).

Se cree que los mustélidos surgieron hace aproximadamente 32,4 a 30,9
millones de afios en Asia, durante el Oligoceno (Kollias 2015). La familia Mustelidae
incluye ocho subfamilias, Mustelinae, Ictonychinae, Helictidinae, Guloninae, Melinae,
Mellivorinae, Taxidiinae y Lutrinae (Sato et al. 2003, Yu et al. 2011, Nascimento 2014).
En el curso de la evolucion, los mustélidos han desarrollado numerosas adaptaciones
comportamentales y morfolégicas, mostrando una gran diversidad de estilos de vida,
incluyendo especies acuaticas, semiacuaticas, semiarboreas, semifosoriales y
fosoriales (Lariviere y Jennings 2009, Kollias 2015). A menudo ocupan regiones con
ambientes altamente estacionales, tienen areas de distribucién relativamente grandes

y densidades poblacionales mas bajas que muchos otros carnivoros (Ferguson 2006).

Ictonychinae incluye especies con distribuciones repartidas en tres continentes:
Africa (Ictonyx libyca, I. striatus, Poecilogale albinucha), Eurasia (Vormela peregusna)
y Sudamérica (Galictis cuja, G. vittata, Lyncodon patagonicus). Las especies que
componen esta subfamilia comparten una coloracibn aposematica del pelaje
(generalmente patrones distintivos en blanco y negro) y glandulas odoriferas anales
agrandadas que se utilizan en demostraciones de amenazas defensivas (Buesching
2017).

Las especies pertenecientes al género Galictis: G. cuja (Molina 1782) y G. vittata
(Schreber 1776), comunmente llamados hurones, se distribuyen en la region
Neotropical de América, desde la mitad sur de México, extendiéndose a través de Perq,

Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay, hasta la Patagonia Chilena y Argentina (Yensen y


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/mam.12288#mam12288-bib-0030

Tarifa 2003, Kasper et al. 2013). El tiempo de divergencia de las especies del género
se ha estimado en 2,8 millones de afos, durante la segunda y mayor ola de
diversificacion de mustélidos en el Plioceno (Koepfli et al. 2008, Sato et al. 2012). Los
registros fésiles indican que el ancestro comun de los hurones neotropicales
probablemente se origind en América del Norte (Yensen y Tarifa, 2003), e ingreso a
América del Sur luego de la emergencia completa del istmo de Panama (Cione y Tonni
1995, Prevosti y Soibelzon 2012, Sato et al. 2012), el cual ofrecié un puente terrestre
para el intercambio de fauna entre América del Norte y América del Sur, un evento

denominado el Gran Intercambio Bidtico Americano (Woodburne 2010).

Debido a que son fenotipicamente similares, el tamafio es, en general, la
caracteristica mas evidente que diferencia a ambas especies del género, siendo G. cuja
de un tamafio menor que G. vittata (longitud total, 44,3 a 68,0 cm vs 60,0 a 76,0 cm),
por lo que se denominan hurébn menor y mayor respectivamente (Anderson 1997,
Yensen y Tarifa 2003). Ademas, estas especies difieren en cuanto a la morfologia de
las cuspides del primer molar mandibular, en la coloracion, longitud y densidad del
pelaje, y con respecto a su distribucion geogréfica, aunque se han identificado posibles
areas de simpatria entre ambas (Bornholdt et al. 2013). En este sentido, G. vittata tiene
un metaconido en el primer molar inferior, un pelaje mas corto y menos denso, y su
ocurrencia esta restringida a la cuenca del Amazonas y a los bosques humedos de
América Central (Oliveira 2009, Bornholdt et al. 2013). Por su parte, G. cuja no presenta
dicho metaconido, posee un pelaje mas largo y denso y se puede encontrar en
diferentes héabitats (sabanas, desiertos, bosques, llanuras aluviales y campos; Kasper
et al. 2013, Pinto et al. 2022). Estudios moleculares, tanto con ADN mitocondrial como

nuclear, apoyan la diferenciacién del género en dos taxones (Bornholdt et al. 2013).

El hurén menor, Galictis cuja (Molina 1782), es un mustélido endémico de
Sudamérica que se distribuye desde el sur de Peru, oeste de Bolivia, noreste y sureste
de Brasil, a lo largo de la mayor parte de Paraguay y Uruguay, hasta el sur de la
Patagonia en Argentina y Chile (Yensen y Tarifa 2003, Bornholdt et al. 2013, Figura 1).
Se encuentra en diferentes habitats, como por ejemplo, bosque tropical caducifolio
seco, bosque humedo, pastizales andinos, Chaco xérico, pastizales pampeanos y

estepas. Estos ambientes poseen una gran variacién de temperatura, precipitacion y



altitud (Redford y Eisenberg 1992, Mares et al. 1996, Anderson 1997, Yensen y Tarifa
2003). En la actualidad, la distribucion de esta especie se restringe principalmente a
bajas altitudes, temperaturas anuales templadas y precipitaciones anuales de alrededor
de 1.500 mm, aunque también se encontraron registros en areas mas secas, mas

hamedas, asi como también en regiones mas elevadas (Schiaffini 2022).
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Figura 1. Distribucion geografica de Galictis cuja y sus subespecies.

G. cuja se caracteriza por poseer un cuerpo alargado y estrecho, con una longitud
total que oscila entre 443 y 680 mm y un peso entre 1,2 y 1,8 kg. Tiene cuello y cola
largos y patas cortas. La franja diagonal beige, va desde la frente hasta el hombro
separando el dorso de color pardo grisaceo del vientre de color negro, dandole al animal
un llamativo patron pardo grisaceo y negro (Yensen y Tarifa 2003, Figura 2).
Actualmente se describen cuatro subespecies del huron menor definidas en base a
criterios morfolégicos: G. c. cuja (Molina 1782); G. c. huronax (Thomas 1921); G. c.
luteola (Thomas 1907:163) y G. c. furax (Thomas 1907; en Cabrera 1958, Figura 1).



Figura 2. Ejemplar adulto de Galictis cuja.

Es considerada una especie tipicamente carnivora y oportunista (Schmitt y
Favretto 2021), la cual se alimenta basicamente de lo que es mas probable encontrar
en su habitat (Jaksi¢ 1989). Los elementos més frecuentes en su dieta son pequefos
mamiferos, en menor proporcion anfibios, reptiles, aves pequefias y sus huevos (Diuk-
Wasser y Cassini 1998, Delibes et al. 2003, Yensen y Tarifa 2003, Kraus y Rddel 2004).
También se encuentran, con cierta frecuencia, mamiferos de mayor tamafio como
armadillos, zorrinos, carpinchos y ungulados (incluidas las ovejas), lo que indica que la
especie también consume carrofia (Delibes et al. 2003, Zapata et al. 2005, Rocha-
Mendes et al. 2010), o al igual que otras especies de mustélidos, como por ejemplo
Mustela erminea y M. nivalis, podria ser capaz de capturar presas mucho mayores que
su tamafo (King y Powell 2006). Ademas, existen registros de consumo de elementos
vegetales en esta especie (Ebensperger et al. 1991, Pires 2018, Pasa et al. 2019).
Debido al control que pueden ejercer los depredadores sobre las poblaciones de sus
presas, estos tienen un rol fundamental en los ecosistemas donde habitan (Pace et al.
1999). En este sentido, el hurdn constituye un eficiente controlador de las poblaciones
de roedores, al punto que las fluctuaciones en las poblaciones de este mustélido
podrian determinar cambios poblacionales de este grupo de presas (Aprile et al. 2019).



También actia como un potencial controlador de especies invasoras como liebres
(Lepus europaeus) y conejos (Oryctolagus cuniculus; Diuk-Wasser et al. 1998, Delibes
et al. 2003, Zapata et al. 2005).

Se describe como una especie principalmente diurna con alguna actividad
crepuscular y nocturna (Yensen y Tarifa 2003, Tellaeche et al. 2014). Un factor que
podria explicar este patron es evitar la competencia potencial con otros carnivoros
simpatricos y minimizar el riesgo de depredacion (Pires 2018). La especie presenta un
marcado dimorfismo sexual, siendo los machos mas grandes que las hembras
(Migliorini et al. 2020). Suelen ser solitarios, aunque se cree gque los miembros de la
pareja cazan juntos mientras se crian los cachorros, por lo que podrian ser monégamos.
Las camadas varian de 2 a 5 crias, los cachorros se desarrollan rapidamente y alcanzan
el tamafio adulto en pocos meses (Yensen y Tarifa 2003). Se pueden avistar en
pequefios grupos, generalmente compuestos por la pareja y cachorros de tamafio
adulto (Yensen y Tarifa 2003).

En la actualidad, G. cuja estd categorizado a nivel internacional como
Preocupacion Menor (Helgen y Schiaffini 2006). En Argentina, la Secretaria de
Ambiente y Desarrollo Sustentable (SAyDS) y la Sociedad Argentina para el Estudio de
Mamiferos (SAREM), comparten esta categorizacion fundamentandose en la amplia

distribucion de la especie en el pais (87% de la superficie continental; Aprile et al. 2019).

En la region central de nuestro pais, donde se concentra la mayor densidad de la
poblacién humana, la transformacion de los habitats naturales es un fendbmeno comun,
debido al avance de la frontera agricola-ganadera (Brown et al. 2006). Dichas
modificaciones pueden traducirse en pérdida de conectividad ecoldgica, entendida
como la capacidad con la que cuenta el paisaje para permitir los desplazamientos de
los animales para alimentarse, refugiarse, reproducirse o dispersarse (Taylor et al.
1993). Esto tiene consecuencias importantes en la diversidad genética de las
poblaciones, ya que puede causar reduccion de los tamafios poblacionales, aislamiento
entre poblaciones y limitar la dispersién de los individuos (y sus genes), disminuyendo
la variabilidad genética de las poblaciones locales e incrementando la diferenciacion
genética entre éstas (Hedrick 2005, Frankham et al. 2010). Es por esto, que la pérdida

y la fragmentacion de los habitats, la persecucion por parte del hombre (Loyola et al.



2008, Crooks et al. 2011), la depredacion por parte de animales domeésticos, asi como
también la transmision de enfermedades (Kommers et al. 1999, Campos et al. 2007), y
los atropellamientos (Coelho et al. 2008) constituyen potenciales amenazas para G.
cuja en algunas porciones de su distribucién. Asimismo, la falta de informacion genética
para esta especie, hace que sea necesario el estudio tanto de su variabilidad como de

los posibles patrones de estructuracion de la misma.

La palabra filogeografia es un término acuiiado por John Avise y colaboradores
(Avise et al. 1987). Esta disciplina tiene como objetivo comprender los procesos que
subyacen a la distribucion geografica de la variacion genética dentro y entre especies
estrechamente relacionadas (Knowles 2009). Normalmente implica el uso de uno o mas
marcadores moleculares a través de los cuales pueden ser recuperadas las relaciones
filogenéticas a nivel intraespecifico. EI marcador molecular cominmente utilizado en
estudios filogeograficos en animales ha sido el ADN mitocondrial (ADNmt), ya que
varias de sus caracteristicas son particularmente adecuadas para examinar las

distribuciones geograficas de linajes evolutivos (Arbogast y Kenagy 2001).

De esta manera los estudios filogeograficos proporcionan informacion detallada
de la especie sobre cémo los eventos geoldgicos, el ambiente y los factores geograficos
interactdan con los aspectos de la ecologia y la historia natural de una especie para dar
forma a su evolucion. En un contexto comparativo, tales vinculos causales pueden
revelar la forma en que comunidades enteras (0 una parte de estas) estan estructuradas
por respuestas compartidas a un pasado comun y/o por eventos histéricos especificos

gue afectan a especies particulares (Knowles 2009).

Uno de los marcadores moleculares mas utilizados para el estudio de la
variabilidad genética son los marcadores mitocondriales. Cada célula contiene mdultiples
copias de ADNmt (entre 10 y 2.500), por lo que su amplificaciébn en muestras de baja
cantidad y calidad resulta eficiente (Gonzalez 2005). E| ADNmt posee ademas una tasa
de mutacion mayor que la del genoma nuclear, principalmente porque no posee
enzimas para la reparacion en la replicacion ni para dafos del ADN (Castro et al. 1998).
Finalmente, su herencia matrilineal y ausencia de recombinacion génica, evita que se

puedan llegar a desvirtuar las verdaderas genealogias de las secuencias (Lanteri y



Confalonieri 2003). Estas caracteristicas hacen que dichos marcadores sean de gran
utiidad para caracterizar la variabilidad genética de las poblaciones, detectar
subdivisiones o estructuracion de dicha variabilidad y revelar eventos demograficos
histéricos (Brown et al. 1982, Brown 1985).

El genoma mitocondrial de los animales es muy compacto, ya que carece de los
intrones o largos tramos intergénicos de la secuencia espaciadora no codificante que
caracteriza a los genomas nucleares. Suele estar representado por solo 37 genes,
todos unidos a lo largo de una molécula circular cerrada de unos 17.000 pares de
nucleétidos de longitud (Figura 3; Avise 2009). Dos de estos genes codifican ARN
ribosomal, 22 especifican diferentes moléculas de ARN de transferencia y 13 codifican
subunidades de proteinas que colaboran con polipéptidos codificados en el nlcleo en
las vias bioquimicas de transporte de electrones y fosforilacion oxidativa que ayudan a

generar energia celular (Avise 2009).

Entre los genes presentes en el genoma mitocondrial, el gen NADH
deshidrogenasa subunidad 5 (ND5), codifica para la subunidad central de la NADH
deshidrogenasa, complejo enzimético de la cadena respiratoria en la mayoria de los
organismos eucariotas (Hatefi et al. 1979) y ha sido ampliamente utilizado en

carnivoros, incluyendo G. cuja (Bornholdt 2012, Bornholdt et al. 2013).

T Region 77
\ control /.

ATPasa8

Figura 3. Grafico representativo del genoma mitocondrial [extraido de Cavero
(2015)]. En rojo se encuadra la regidén génica estudiada en el presente trabajo (ND5).



La mayoria de la literatura disponible sobre este mustélido incluye estudios sobre
la ecologia tréfica en Argentina, Chile, Uruguay y Brasil (Ebensperger et al. 1991, Diuk-
Wasser y Cassini 1998, Delibes et al. 2003, Kraus y Rodel 2004, Zapata et al. 2005,
Sade et al. 2012, Kasper et al. 2015, Pires 2018, Pasa 2020, Schmitt y Favretto 2021),
la seleccion de habitat (Zufiiga et al. 2009), anatomia (Ercoli et al. 2012, 2016), su
distribucion (Mares et al. 1981, Redford y Einsenber 1992, Prevosti y Travaini 2005,
Carrera et al. 2012, Bornholdt et al. 2013, Poo Mufioz 2014, Schiaffini 2017, Ferreira et
al. 2022, Schiaffini 2022) y la ecomorfologia (Zapata et al. 2008, Bornholdt et al. 2013,
Schiaffini y Prevosti 2014, Migliorini et al. 2020). Solo un par de trabajos realizados en
Brasil por Bornholdt (2012) y Bontempo et al. (2020), realizan un estudio genético de la

especie.

Bornholdt (2012) caracteriz6 la diversidad genética para distintas poblaciones de
G. cuja pertenecientes a Brasil y algunos individuos provenientes de Argentina,
amplificando la totalidad del gen ND5. Este trabajo identificO una alta diversidad
genética, resultando este gen muy informativo para estudios filogeograficos en la
especie. El conjunto de secuencias (siete) obtenidas para Argentina fueron idénticas.
Para las muestras de Brasil se observo la presencia de dos grupos principales, los
cuales no presentaron una diferenciacion geogréfica clara. Por su parte, Bontempo et
al. (2020) describieron el cariotipo y caracterizaron la diversidad genética de esta
especie en la Floresta Atlantica del sureste de Brasil, amplificando la totalidad del gen
Citocromo b. Este trabajo también identific6 una alta diversidad haplotipica, con una
moderada a baja diversidad nucleotidica concluyendo que la poblacion estudiada se
encuentra en expansion. Al igual que el estudio de Bornholdt (2012) describen una

ausencia de estructuracion genética para la especie.

El propoésito del presente trabajo es llevar a cabo una primera caracterizacion de
la variabilidad genética en poblaciones de G. cuja de la region Pampeana de Argentina,
a partir del marcador molecular mitocondrial ND5 y compararla con la ya reportada para

la especie.



Dada a la intensa actividad antropogénica desarrollada en la region Pampeana, y
la consecuente fragmentacion y degradacion de sus ambientes, se espera que los

individuos muestreados en esta area muestren una baja variabilidad genética.

Caracterizar la variabilidad genética del hurébn menor (Galictis cuja) en la region

Pampeana, mediante el uso de un marcador molecular mitocondrial.

e Generar una base de datos de localizacion geografica, asi como de muestras y de

ADN, para el hurén menor (G. cuja) de la region Pampeana.

e Caracterizar la variabilidad genética de los individuos de G. cuja incluidos en este
estudio a partir del marcador mitocondrial NADH deshidrogenasa subunidad 5
(ND5).

e |Integrar y comparar los patrones de variabilidad genética obtenidos con los
previamente publicados para la especie y los disponibles para otros mustélidos

sudamericanos.

e Establecer las relaciones filogenéticas entre la muestra estudiada y otras a lo largo

de su distribucion geografica a partir del set de secuencias de ND5.



4. Materiales y métodos

4.1 Obtencion de muestras

La Region Pampeana posee una gran extension, en la que predomina la llanura,
y presenta importantes variaciones espaciales y temporales en los regimenes de
temperatura y precipitacion (Brandizi 2015). Debido a las caracteristicas del clima y el

suelo, constituye una zona agricola y ganadera por excelencia.

Las muestras utilizadas en este estudio fueron colectadas durante recorridas
oportunistas por rutas, caminos vecinales, visitas a establecimientos rurales, y captura
viva en el periodo comprendido entre los afios 1999 y 2023 en distintas localidades de
las provincias de Buenos Aires, La Pampa, Entre Rios. Se incluyeron cuatro muestras

provenientes de la provincia de Rio Negro colectadas en el limite con la provincia de
Buenos Aires (Figura 4; Tabla 1).
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Figura 4. Distribucion geografica de las muestras de Galictis cuja colectadas
en el estudio.
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Tabla 1. Se indica para cada provincia muestreada el departamento, localidad,

y coordenadas geogréaficas de los sitios de colecta, asi como el numero de

identificacion,

(musculo/cuero) y la fecha de colecta. ND= no disponible.

origen de

la muestra (atropellado/captura),

tipo de muestra

Provincia Departamento Localidad Lat. Long. Origen Tejido Fecha de
colecta
9 de Julio RP 65 -35,81 -60,93 1 Atropellado Cuero nov-15
Bahia Blanca Bahia Blanca -38,69 -62,25 2 Atropellado  Musculo ND
Carlos Casares RP 50 -35,54 -61,51 3 Atropellado  Musculo ND
Cnel. Dorrego Aparicio -38,62 -60,92 4 Captura Cuero ene-06
Cnel. Dorrego José A. Guisasola -38,65 -60,98 5 Captura Cuero jun-03
Cnel. Dorrego José A. Guisasola -38,65 -60,98 6 Captura Cuero jul-04
Tornquist Parque Provmc!al -38,03 -61,96 7 Captura Cuero mar-02
Ernesto Tornquist
Parque Provincial 8
Tornquist Ernesto Tornquist -38,04 -61,97 Captura Cuero may-04
. Parque Provincial 9
Tornquist . -38,04 -61,95 Captura Cuero ene-03
Ernesto Tornquist
. Parque Provincial 10 .
Tornquist Ernesto Tormnquist -38,02 -61,85 Captura Cuero jul-99
Buenos Alres Tornquist Parque Provmc!al -38,04 -61,97 1 Captura Cuero jul-01
Ernesto Tornquist
Tornquist Parque Provmc!al -38,64 -60,99 12 Captura Cuero abr-03
Ernesto Tornquist
Grl. Viamonte RP 65, km 3 -36,05 -62,82 13 Atropellado  Musculo ND
Guamini RN 33 -36,80 -62.47 14 Atropellado  Musculo jul-16
Patagones RN 3 -39,54 -62,67 15 Atropellado  Musculo feb-13
Pehuajo RN 5, Guanaco  -35,71 -61,59 16 Atropellado  Musculo ND
Pehuajo RN 5, Alagén -35,85 -61,93 17 Atropellado  Musculo ND
Pergamino Rancagua -34,00 -60,48 18 Atropellado  Musculo jul-17
Pergamino Rancagua -34,00 -60,48 19 Atropellado  Musculo ene-19
Pergamino Rancagua -34,00 -60,48 20 Atropellado  Musculo ago-19
RP 32y 21
Pergamino circunvalacion -33,93 -60,56 Atropellado  Musculo feb-21
Pergamino

11



22

Pergamino Mariano H. Alfonso -33,91 -60,82 Atropellado  Musculo ND
Pergamino RP 178 -33,87 -60.64 23 Atropellado  Musculo ND
Pergamino Reducto fortificado -33,93 -60,56 24 Atropellado  Musculo feb-22
Saavedra RN 33 -37,88 -62,35 25 Atropellado  Musculo ND
Tornquist RP 76 -38,05 -62,00 26 Atropellado  Musculo dic-15
Trenque Lauquen RN 5, Km 412 -35,86 -62,38 27 Atropellado  Musculo nov-19
Trenque Lauquen RN 5 -36,03 -62,78 28 Atropellado  Musculo ND
Villarino Ombucta -38,92 -62,53 29 Atropellado  Musculo abr-09
e Rios Villaguay \I/-:I(Ie?rssar,] II;/IIiDgggI -32,42 -58,69 30 Atropellado  Musculo ene-21
Villaguay RP 130 -32,10 -58,48 31 Atropellado  Musculo ene-21
Catrilé Uriburu, RN 5 -36,53 -63,85 32 Atropellado  Musculo ND
Chapaleufu RP 1 -35,29 -63,60 33 Atropellado  Musculo feb-21
Guatraché RP 1 -37,32 -63,66 34 Atropellado  Musculo feb-21
Marac6 Metileo, RP 102  -35,75 -63,89 35 Atropellado  Musculo ene-21
La Pampa Maracé RP 1 -35,61 -63,68 36 Atropellado  Musculo ene-21
Maraco RP 1 -35,61 -63,68 37 Atropellado  Musculo feb-21
Maracé RP 102 -35,73 -63,84 38 Atropellado  Musculo mar-22
Toay RN 35 -36,70 -64,28 39 Atropellado  Musculo abr-21
Toay RN 35 -36,70 -64,28 40 Atropellado  Musculo oct-21
Adolfo Alsina Viedma -40,85 -62,99 41 Atropellado Cuero ND
Adolfo Alsina RP 1 -40,95 -62,86 42 Atropellado  Musculo may-22
Adolfo Alsina RP 1 -40,95 -62,86 43 Atropellado  Musculo jun-22
Rio Negro Adolfo Alsina RP 1 -40,95 -62,86 44 Atropellado  Musculo feb-23
Adolfo Alsina RP 1 -40,95 -62,86 45 Atropellado  Musculo feb-23
ND ND ND ND 46 Atropellado  Musculo ND

Para cada individuo hallado muerto (por atropellamiento en rutas) se colectd una
porcién de tejido de aproximadamente 2 a 3 cm de tamafio, la cual fue colocada en un

tubo Eppendorf de 1,5 ml con alcohol 96% (Figura 5). En el caso de la captura viva (la
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cual se realizd previa sedacion quimica del animal con el objetivo de colocar
radiocollares), se muestre6 una pequefia porcion del pabellon auricular, la cual fue
almacenada bajo las condiciones previamente mencionadas. Una vez recuperado
completamente de la anestesia, y habiendo cumplimentado todos los objetivos de la

captura cientifica, el animal era liberado en el mismo sitio donde habia sido capturado.

capturado (B).

Cada muestra fue clasificada segun el tipo de tejido (muasculo o cuero).
Posteriormente, se registraron las coordenadas del sitio de colecta con un dispositivo
de posicionamiento satelital (GPS, Global Positioning System) para luego volcarlas a
un sistema de informacion geografica (Qgis). Como resultado del muestreo se
recolectaron 46 muestras, n=29 en la provincia de Buenos Aires, n=9 en La Pampa,
n=2 en Entre Rios y n=4 en Rio Negro (Figura 4, Tabla 1), las cuales fueron

almacenadas a -20°C hasta su utilizacion.

4.2. Actividades de laboratorio
4.2.1. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé utilizando en primera instancia el protocolo de
extraccion con NaCl (Sambrook y Russell 2006). Una vez que el ADN fue extraido se

almacend en un freezer a -20°C.
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Para las muestras de las cuales no pudo extraerse ADN mediante el protocolo
de NaCl (n=31), se realiz6 una segunda extraccion utilizando el método de extraccion

con Fenol-Cloroformo (Sambrook y Russell 2006).

La eficiencia en la extraccion se verifico utilizando la técnica de electroforesis en
gel de agarosa 1% tefido con bromuro de etidio, sometido a 110 voltios durante 50
minutos, y finalmente visualizado bajo luz ultravioleta. En cada calle del gel se
sembraron 3 pl de muestra junto a 3 pl de buffer de siembra ADN del loading dye con
el fin de identificar el frente de corrida. El ADN se cuantific6 mediante fotografias de alta
resolucién de los geles obtenidos, a través del software GeneSys V1.4.6.0 (Syngene,
India), para ser analizados posteriormente mediante una comparacion de intensidad
Optica entre la banda obtenida y el marcador de peso molecular utilizado de 100pb de

precision (Productos Bio-Logicos), utilizando el software ImageJ (Abramoff et al. 2004).

Se realiz6 la amplificacion de un fragmento correspondiente al locus ND5, el cual
consta de aproximadamente 750 pb, a partir de los primers: ND5-DF1 (5°-
TTGGTGCAACTCCAAATAAAAGT-3") y Reverse: ND5-DR1 (5°-
AGGAGTTGGGCCTTCTATGG-3", Trigo et al. 2008). Esta fue llevada a cabo utilizando
la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El volumen final de la
mezcla de reaccion fue de 20 pl, conteniendo 10 pl de ADN (entre 25y 100 ng); 1,5 mM
de MgCI2; 0,2 uM de cada uno de los primers; 0,2 mM de dNTPs; buffer de reaccién
1X; 0,5U de Taq T-Plus DNA polimerasa (INBIO) y agua estéril ultrapura para llevar a

volumen final.

Las condiciones de amplificacion cargadas al termociclador Gene Pro Thermal
Cycler (Bioer Technology CO., LTD) fueron las descritas por Bornholdt y colaboradores
(2013), quienes realizaron diez ciclos de touchdown de 94 °C durante 45 segundos,
60-51°C durante 45 segundos (con una disminucién en la temperatura de annealing de
1 °C por ciclo) y 72 °C durante 1,5 minutos; seguido de 30 ciclos de 94 °C por 45
segundos, 50 °C por 45 segundos y 72 °C por 1,5 minutos, y una extension final de 72
°C por 3 minutos. Para todas las corridas de PCR se incluyeron tanto controles
negativos como positivos, para descartar la existencia de contaminacion y verificar la

eficiencia de la reaccion de PCR, respectivamente.
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El resultado de la amplificacion se visualizd por electroforesis utilizando un gel
de agarosa al 1% m/v, tefildo con bromuro de etidio y observado bajo luz ultravioleta.
Se recurrié a un marcador de peso molecular de 100pb de precision (Productos Bio-
Logicos) para inferir el tamafio de los fragmentos amplificados. La concentracion de
ADN en cada caso se determiné mediante fotografias de alta resolucién de los geles
obtenidos, a través del software GeneSys V1.4.6.0 (Syngene, India), para ser
analizados posteriormente mediante una comparacion de intensidad Optica entre la
banda obtenida y el marcador de peso molecular utilizado, mediante el software ImageJ
(Abramoff et al. 2004). Los productos de PCR con concentraciones menores a 25 ng
fueron amplificados nuevamente con el fin de obtener la concentracibn minima

requerida para su posterior secuenciacion.

Siguiendo las condiciones descritas por Bornholdt y colaboradores (2013), al
observar el producto de la amplificacion, junto a las bandas de interés se destaco la
presencia de otras inespecificas (Figura 6).

500 pb

Figura 6. Resultado de la amplificacién del marcador ND5 (condiciones extraidas de
Bornholdt et al. 2013; visualizado en un gel de agarosa al 1%). En el recuadro verde
se muestra el marcador de peso molecular y en rojo se identifica la presencia de una
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banda inespecifica como producto de la amplificacion del fragmento de interés.
Ademas, se indican los controles positivo (C+) y negativo (N-).

Con el fin de eliminar dichas bandas, se disminuy6 la concentracion de ADN
utilizado en la reaccién y se modificaron las condiciones de amplificacion, realizando
diez ciclos de touchdown de 94°C durante 45 segundos, annealing de 62°C durante 45
segundos (con una disminucién en la temperatura de annealing de 0,9 °C por ciclo) y
extension a 72 °C durante 1,5 minutos; seguido de 30 ciclos de 94 °C por 45 segundos,
con una temperatura de annealing de 53 °C por 45 segundos y 72 °C por 1,5 minutos,
y una extension final de 72 °C por 3 minutos. Este nuevo protocolo permitio disminuir la
presencia de bandas inespecificas en el 100% de las muestras (Figura 7).

Figura 7. Resultado de la amplificacién del marcador ND5 (condiciones modificadas
de Bornholdt et al. 2013), visualizado en un gel de agarosa al 1%. En el recuadro
verde se muestra el marcador de peso molecular y en rojo se identifican las bandas
de interés, sin la presencia de bandas inespecificas, ademas se indican los controles
positivos (C+) y negativo (N-).
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Finalmente, los productos amplificados fueron purificados y secuenciados por la
Empresa MACROGEN (Corea) a través de un secuenciador automético ABI Prism 3100

(Applied Biosystem, Estados Unidos).

Las secuencias obtenidas fueron visualizadas y corregidas usando el programa
BioEdit (Hall, 2004), obteniéndose fragmentos génicos de 640pb. Para los analisis
posteriores se utilizaron dos grupos de datos, el primero (set de datos 1) formado por
las secuencias obtenidas en este estudio junto con los haplotipos de ND5 de G. cuja
disponible en GenBank (n=6), pertenecientes a 22 individuos de Brasil y 7 de Argentina
descritos por Bornholdt (2012; Anexo 2). El segundo (set de datos 2), incluyé las
secuencias obtenidas en el presente trabajo y las pertenecientes a los 7 individuos de

Argentina generadas por Bornholdt (2012).

A partir del set de datos 1 se realiz6 un alineamiento multiple utilizando el
algoritmo ClustalX del programa BioEdit (Hall 2004). Luego se generaron arboles
filogenéticos utilizando las metodologias de reconstruccién filogenética, método del
vecino mas cercano (neighbour joining, NJ) y méaxima verosimilitud (maximum
likelihood, ML), empleando las opciones recomendadas por el programa MEGAX
(Kumar et al. 2018). Como outgroup se utilizaron secuencias pertenecientes a Neovison
vison e Ictonyx libycus. La determinacion de los limites de confianza para la monofilia
de cada nodo, se realizé a través de un analisis de bootstrap (Felsenstein 1985) con
1000 réplicas. Ademas, se gener6 un tercer arbol filogenético utilizando el método de
inferencia bayesiana con el programa BEAST v1.10.4 (Drummond y Rambaut 2007).
Se utilizé un arbol de especiacion Yule y un reloj molecular estricto, la basqueda se
realizé con el modelo HKY inferido para todo el conjunto de datos mediante el programa
jModelTest (Posada 2008), y se emplearon 10 millones de generaciones, tomando
arboles cada 50 mil generaciones. Las corridas independientes fueron resumidas en
TreeAnnotator 1.6.2 (Drummond y Rambaut 2007); los primeros mil arboles (el 10%)
fueron descartados y los restantes se utilizaron para visualizar el arbol mas probable

en FigTree v1.4.4.
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Las relaciones haplotipicas fueron determinadas mediante el algoritmo Median
Joining (Bandelt et al., 1999) a través del programa POPART (Leigh y Bryant 2015) a
partir del set de datos 1.

La variabilidad genética, a partir del set de datos 2, fue estimada mediante el
namero de sitios polimérficos, nimero de haplotipos indice de diversidad nucleotidica
(Pi) y el indice de diversidad haplotipica (Hd) utilizando el programa DNASP5 (Librado
y Rozas 2009). En tanto que para estimar la diversidad haplotipica de los individuos de

Brasil se realiz6 el célculo de manera manual siguiendo la férmula de Nei (1987).
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5. Resultados
5.1. Extraccion de ADN

Del total de muestras colectadas (n=46) se extrajo ADN de manera exitosa de
21 de ellas (45,7%; Anexo 1). EI método de extraccidn con sales fue exitoso para 15
muestras (32,6%). Al aplicarse el método de Fenol-Cloroformo con las muestras no
exitosas se obtuvo ADN para n=6 muestras méas (19,3% de suceso). No fue posible
obtener ADN de muestras con una antigiiedad mayor a 10 afios. En cuanto al tipo de
tejido, el éxito de extraccion fue mayor para tejido muscular (musculo; 57,1% de suceso)

que para tejido epitelial (cuero; 9,1% de suceso, Figura 8).

40
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Musculo Cuero

m No exitosa Exitosa

Figura 8. Exito en la extraccion de ADN de Galictis cuja considerando el tipo
de tejido utilizado (musculo o cuero).

5.2. Estimaciones de variabilidad genética

Para las 21 secuencias de ND5 (640pb) de G. cuja obtenidas para la region
pampeana, se observd un Unico sitio polimoérfico y dos haplotipos: H1 (registrado
previamente por Bornholdt et al. 2013) y H2 (Anexo 1). Cuando se incluyeron los datos
obtenidos por Bornholdt (2012), se observé un total de 28 sitios variables y 19
haplotipos diferentes. En cuanto a la diversidad haplotipica, se observa una marcada

diferencia entre Brasil y Argentina, siendo doce veces menor en Argentina (Tabla 2).
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Tabla 2. Numero de secuencias (N), de haplotipos (h), sitios polimérficos (SP),
diversidad haplotipica (Hd) y diversidad nucleotidica (Pi) de las diferentes poblaciones
de Galictis cuja. ND= datos no disponibles.

Origen del set de datos Poblacién N h SP Hd Pi
Presente estudio Argentina 21 2 1 0,095 0,00015
Presente estudio + Bornholdt Argentina 28 2 1 0,072 0,00011
(2012)

Bornholdt (2012) Brasil 64 17 27 0,885 ND
Este estudio + Bornholdt (2012) Brasil + 92 19 28 0,852 ND
Argentina

El haplotipo H4, el central de la red, conecta con los haplotipos H1, H3 y H6 por
un unico paso mutacional, mientras que con los haplotipos H5 y H7 conecta por dos
mutaciones (Figura 8B). El haplotipo H2 se encontré en la localidad de Marac6, La
Pampa (Figura 8A), y se conecta con H1 por una Unica mutacién puntual (Figura 8B).

No se detectaron haplotipos compartidos entre ambos paises (Figura 8A).
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Figura 8. Distribucion geografica de los haplotipos (A) y red haplotipica (B), obtenidos
para el fragmento del gen ND5 de Galictis cuja. El tamafio de los circulos es
proporcional a la frecuencia de haplotipos (en Ay B) y las barras colocadas en las
lineas de conexién (en A) indican el nimero de diferencias nucleotidicas entre
haplotipos.
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Los arboles obtenidos a partir de las metodologias de maxima verosimilitud

(Anexo 3), método del vecino mas cercano (Anexo 4), e inferencia bayesiana, para el

fragmento de 640pb del gen ND5, fueron congruentes entre si. Por lo tanto, se presenta

Unicamente la filogenia obtenida a partir de inferencia bayesiana (Figura 10).

Las secuencias analizadas convergen en los haplotipos H1 y H2, los cuales se

agrupan en el clado correspondiente a Galictis Cuja con el maximo valor de probabilidad

posterior (1).

Como era de esperar las reconstrucciones filogenéticas muestran a G. vittata

como especie mas cercana a G. cuja (valor de probabilidad posterior 1) y a Neovison

vison y Ictonyx libycus por fuera del género Galictis (con un valor de probabilidad

posterior de 1). Por otra parte, no se verifica una estructuracion de G. cuja entre las

poblaciones de Brasil y Argentina.
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Galictis vittata

Ictonyx libicus
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Figura 10. Arbol filogenético resultante del analisis de inferencia bayesiana a
partir de los haplotipos de Galictis cuja obtenidos con el marcador ND5. Los numeros
en los nodos indican la probabilidad posterior. En rojo se indica el clado que agrupa
haplotipos de Argentina y en verde el que reune los de Brasil. Como grupos externos
se utilizaron secuencias de Galictis vittata, Ictionyx ilbicus y Neovison vison (Anexo 4).
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6. Discusion
Los resultados obtenidos en el presente estudio nos brindan una primera
aproximacion de la variabilidad genética de G. cuja en la region pampeana, estimada a

partir del marcador mitocondrial ND5.

En relacion a la parte metodoldgica, se obtuvo un bajo éxito en la extraccién del
ADN, el cual podria ser atribuido a diversos factores. Uno de ellos puede ser el tipo de
tejido utilizado como fuente de ADN, ya que el éxito en la extraccion a partir de muestras
de cuero fue notoriamente mas bajo que en las de musculo. Sin embargo, esta
observacion puede verse sesgada por al menos un par de factores: la antigliedad de
las muestras y el nivel de degradacion de las mismas. Del total de muestras colectadas,
las de cuero fueron las mas antiguas (una alta proporcion fueron conservadas por un
periodo mayor a 10 afios) por lo cual el bajo porcentaje de éxito puede no deberse al
tipo de tejido utilizado, sino mas bien al nivel de degradacion de las moléculas de ADN
relacionada con la edad y la forma de almacenamiento de las muestras (Michaud y
Foran 2011, Twort et al. 2021). Apoya esta hipétesis, el estudio realizado por Wandeler
y colaboradores (2007) donde las muestras de cuero han sido citadas como buena
fuente de ADN para este tipo de estudios. Otro factor que pudo haber condicionado el
éxito de extraccion es el estado de los animales atropellados, ya que los procesos de
degradacion del ADN post mortem (descomposicion hidrolitica y oxidativa), la
exposicion a condiciones ambientales (como la radiacion ultravioleta, altas
temperaturas y humedad) y en algunos casos alta circulacion de vehiculos sobre los
cadaveres, comprometen la calidad del material analizado (Paabo et al. 2004, Klippel
et al. 2015, Amarilla-Stevens et al. 2023, Coba-Males et al. 2023). Aun con las
limitaciones previamente mencionadas, el muestreo oportunista de animales
atropellados representa una valiosa fuente de muestras de tejido para el estudio
molecular de G. cuja, especie que tiende a ser esquiva y rara en algunas porciones de
su distribucion (Yensen y Tarifa 2003, Poo-Muiioz et al. 2014). Por lo tanto, a pesar del
relativamente bajo porcentaje de extraccion obtenido, dicho método de muestreo se
aconseja para el hurén menor, ya que es un meétodo simple, de costo relativamente
bajo, de bajo riesgo e impacto y evita el trabajo y la inversion que requiere la logistica
para la obtencion de muestras de animales vivos por medio de capturas (Nardelli et al.
2011, Coba-Males et al. 2023).
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Con respecto al proceso amplificacion del fragmento del gen ND5, la aparicion
de una banda inespecifica (de unos 1000pb), pudo deberse a la presencia de
pseudogenes mitocondriales en el genoma nuclear (NUMTS, por sus siglas en inglés).
Dichos genes resultan de la translocacion de secuencias del genoma mitocondrial en
el genoma nuclear (Bensasson et al. 2001). Este fenomeno ha sido reportado en
Pteronura brasiliensis y Galictis vittata, donde se encontraron bandas inespecificas de
gran tamafio asociadas a la region control del ADNmt (D-Loop; Correal 2003). Al igual
gue en el presente trabajo, dicha inespecificidad se redujo aumentando la temperatura

de la PCR y disminuyendo la concentracion de ADN utilizado.

El andlisis filogenético realizado a partir de las muestras obtenidas en este
trabajo junto con las secuencias de Brasil disponibles en la base de datos de GenBank,
no permitié determinar la existencia de clados divergentes entre ambos paises. Esto
concuerda con lo encontrado por Bornholdt (2012) y Bontempo et al. (2020), quienes

no pudieron identificar un quiebre filogeografico definido.

Bornholdt (2012) utilizando los marcadores mitocondriales, region control y ND5,
reporté un nivel moderado de diversidad nucleotidica y una diversidad haplotipica alta
en comparacion con otros mustélidos sudamericanos, ademas los analisis de inferencia
bayesiana le permitieron identificar dos clados, un grupo cuyo origen fue la regién sur
de Brasil y otro grupo que abarcaba individuos del sur, asi como del centro y sureste
de Brasil y Argentina. Conclusiones similares fueron alcanzadas por Bontempo et al.
(2020) en el sureste de Brasil, quienes mediante el uso del marcador mitocondrial
Citocromo b, encontraron individuos con una diversidad nucleotidica baja y una
diversidad haplotipica alta, sin estructuracion poblacional. Lo que muestra que aln con
el uso de distintos marcadores, los resultados obtenidos para la especie fueron
similares en ambos estudios. En contraste, los individuos muestreados en el presente
trabajo exhibieron una baja diversidad tanto nucleotidica como haplotipica, para el
marcador ND5 configurando un patron mucho més simple, dominado por un haplotipo
comun (H1), a partir del cual ha surgido (mediante un Unico paso mutacional) el nuevo

haplotipo identificado (H2), en la localidad de Maracé, La Pampa.

La red haplotipica obtenida, revelo un patron interesante de relaciones, con un

haplotipo central que pertenece al sur de Brasil, con todos los haplotipos del sudeste
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de Brasil y el principal haplotipo de Argentina diferenciandose entre si por un Gnico paso
mutacional. La estructura caracteristica, en forma de estrella, podria indicar una
expansion poblacional reciente de la especie. Esto sustenta lo reportado en
publicaciones previas de la especie, en las cuales se sugiere una mayor antigiedad
para los linajes del sur de Brasil, una expansion poblacional en linajes del sudeste
brasilefio, y un origen reciente para los linajes argentinos (Bornholdt 2012, Bontempo
et al. 2020). Debido a la baja variabilidad presente en Argentina y dado que se ha
documentado con anterioridad de una baja diversidad del ADNmt en carnivoros que
presentan una rapida expansion, como por ejemplo en el chacal dorado (Canis aureus;
Fabbri et al. 2014), la garduiia (Martes foina; Vergara et al. 2015) y el zorro colorado
(Lycalopex culpaeus; Tchaicka et al. 2016), se podria pensar en un origen reciente para

estos linajes de haplotipos, seguido de una rapida expansion.

El hecho de que tanto Brasil como Argentina no compartan haplotipos podria
constituir un indicio de la ausencia de flujo genético matrilineal histérico entre estas
regiones. Si se tiene en cuenta la actual clasificacion y distribucion de subespecies de
G. cuja, los haplotipos H1 y H2 pertenecerian a G. c. huronax y los haplotipos de Brasil
(H3 a H7) a G. c. furax. Sin embargo, para confirmar esta hipotesis seria necesario un
muestreo mas exhaustivo en el Noreste de Argentina e idealmente incluir otros

marcadores moleculares mitocondriales.

Si comparamos la diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica (Pi) encontrada en
otros mustélidos sudamericanos, tales como el lobito de rio (Lontra longicaudis;
Hd=0,819, Pi=0,0039/0,0067; Trinca et al. 2007), el chungungo (Lontra felina; Hd=0,93,
Pi=0,005; Vianna et al. 2010), el huillin (Lontra provocax; Hd=0,44/0,71, Pi=0,13/0,16;
Centrén et al. 2008), y la tayra (Eira barbara; Hd=0,972, Pi=0,0661; Ruiz-Garcia et al.
2013), vemos que la diversidad de G. cuja en el area de estudio es muy baja. Por lo
gue la historia evolutiva de G. cuja en la regidn parece ser un caso diferente a lo

observado en otras especies de la familia.

El ADN mitocondrial ha demostrado ser una poderosa herramienta para estudios
genealdgicos y evolutivos de poblaciones animales, aunque posee ciertas limitaciones,
que podrian simplificar las relaciones evolutivas o subestimar la diversidad genética

(Zzhang y Hewitt, 2003). Tal como menciona Moritz (1994), ante la falta de cualquier
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relacion teodrica o empirica entre la diversidad y la aptitud del ADNmt y la falta de
evidencia de una fuerte correlacion entre la diversidad del ADNmt y la diversidad en el
genoma nuclear, el uso de este tipo de marcador, tiene una aplicacion relativamente
débil en determinar la pérdida de variabilidad gendmica y si esta se traduce a una

reduccion de la aptitud individual.

Sin embargo, resulta llamativa la baja variabilidad hallada para la region de
estudio, la cual no puede atribuirse a una propiedad intrinseca del marcador dados los
valores alcanzados en los muestreos realizados en Brasil. Por esta razon, con la
informacion disponible, no podemos descartar la hipétesis planteada de que la baja
diversidad genética de G. cuja esta siendo afectada por la accion del hombre en la
region. Es sabido que la pérdida y la fragmentacién del habitat, conllevan procesos
como la deriva génica que pueden causar pérdidas de variabilidad genética en las
poblaciones (Gurrutxaga y Lozano Valencia 2006), sin embargo, estos procesos no
determinan por si solos la estructura genética de la poblacién, sino que también van a
depender de los rasgos biologicos especificos de cada especie (Wereszczuk et al.
2017). También, como se mencion6 con anterioridad, esta baja diversidad genética

puede ser el resultado de una expansién reciente de la especie.

La adiciéon de marcadores mitocondriales y la ampliacién del area de muestreo,
podrian complementar los resultados obtenidos en este estudio para asi dilucidar los
procesos histéricos y evolutivos, que actian o han actuado, durante la expansion y
diversificacion de la especie. A su vez la adicion de marcadores nucleares
hipervariables constituird un insumo de gran importancia para determinar la estructura
y dinamica de la poblacién y poder cuantificar adecuadamente el efecto de la actividad

antropica sobre la especie.
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El hurén menor, Galictis cuja (Molina 1782), es un mustélido endémico de
Sudamérica, que se distribuye desde el sur de Peru hasta el sur de la Patagonia en
Argentina y Chile, abarcando una amplia variedad de habitats. En la actualidad, G. cuja
esta categorizado a nivel nacional como “Preocupacion Menor”, debido a la amplia
distribucion de la especie en el pais. Sin embargo, en la region central de nuestro pais
donde se concentra la mayor densidad de la poblacion humana, la persecucion por
parte del hombre y la pérdida y fragmentacion de los habitats, podrian estar afectando

su estado de conservacion.

En el presente trabajo se realizdé una primera caracterizacion de la variabilidad
genética del huron menor en la Region Pampeana y se compararon los resultados
obtenidos con los previamente publicados para la especie, mediante el uso del

marcador mitocondrial ND5.

A partir del andlisis de 46 muestras de tejido provenientes de animales
atropellados o capturados (con fines cientificos) se obtuvo un total de 21 secuencias de
640pb de longitud, identificandose un sitio polimorfico y dos haplotipos (uno no
registrado previamente en la bibliografia). Los andlisis mostraron una baja variabilidad
genética de G. cuja en la region de estudio, en comparaciéon a la encontrada en Brasil.
Dichos resultados podrian atribuirse tanto a la fuerte presion antropica presente en la

region, y/o al origen reciente de dichas poblaciones en nuestro pais.

Con el fin de profundizar estas hipétesis, se propone llevar a cabo nuevos estudios
filogenéticos, incluyendo una mayor cantidad de muestras que amplien el area de
estudio y marcadores adicionales. Finalmente, el uso de marcadores moleculares
hipervariables, ademas de complementar los resultados obtenidos permitiran dilucidar

la variabilidad y la estructura genética de la especie a una escala geografica mas fina.
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9. Anexos

Anexo 1. La tabla muestra el numero de identificacion de las muestras y la variante

haplotipica encontrada. *Extraccion de ADN no exitosa.

ID Haplotipo
1 H1
2 *
3 H1
4 *
5 *
6 *
7 *
) *
9 *
10 *
11 *
12 *
13 H1
14 H1
15 *
16 *
17 H1
18 H1
19 H1
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Secuencias de Galictis cuja extraidas de GenBank. Se muestran ID de la mismas,
variante del haplotipo asignada en el presente trabajo, localidad, pais, y coordenadas

geograficas de los sitios de colecta.

ID GenBank Variante Pais Localidad Latitud Longitud
haplotipica
JX570686.1 H1 Argentina Tornquist -38,05 -62,01
JX570690.1 H3 Brasil Curvelo -18,95 -44,56
JX570689.1 H4 Brasil Conchas -23,02 -48,07
JX570688.1 H5 Brasil Curitiba -25,42 -49,25
JX570687.1 H6 Brasil Pelotas -31,77 -52,32
JX570691.1 H7 Brasil Morro do -11,41 -41,28
Chapéu
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Arbol filogenético resultante del analisis de maxima verosimilitud a partir de
los haplotipos de Galictis cuja obtenidos con el marcador ND5 y los disponibles en la
base de datos GenBank. Como grupos externos se utilizaron secuencias de Galictis

vittata, Ictionyx ilbicus y Neovison vison.

H1

H2

- H4

- HS

- H7

H3

Hé

Galictis vittata

Ictonyx libycus

Neovison vison

0.0
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Arbol filogenético resultante del andlisis del vecino mas cercano a partir de
los haplotipos de Galictis cuja obtenidos con el marcador ND5 y los disponibles en la
base de datos GenBank. Como grupos externos se utilizaron secuencias de Galictis

vittata, Ictionyx ilbicus y Neovison vison.

- H7

H3

- H4

H1

H2

H5

HE

Galictis vittata

Ietonyx libycus

Neovison vison

n.oz2
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En la tabla se indica la especie y el ID de GenBank de las secuencias utilizadas

como outgroup en los analisis filogenéticos.

Especie ID GenBank
Galictis vittata JX570694.1
Ictionyx ilbicus ON584176.1
Neovison vison KM488625.1
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