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RESUMEN

Los tuco-tucos, roedores subterraneos del género Ctenomys,
constituyen un excelente modelo para el estudio de los mecanismos implicados
en la evolucion cromosémica y la especiacion. Estos roedores poseen en sus
genomas el satélite SRPC, el cual mostré ser particularmente dinamico. Para
explorar la relacién entre la dinamica de cambio del SRPC y la variabilidad
cromosomica, se abordd un enfoque que combina estudios filogenéticos y
moleculares. Se llevd a cabo el analisis filogenético de unas 25 especies
utilizando la secuencia del gen mitocondrial citocromo b, se determiné el
numero de copias y los patrones de restriccion del satélite SRPC. Se empled
una aproximacion filogenética para inferir la historia evolutiva de SRPC a lo
largo de la filogenia de los tuco-tucos, y se encontré que su historia fue
compleja. El satélite SRPC siguié un patron conservativo en algunos grupos y
altamente dinamico en otros. Por otro lado, se estudiaron aspectos
relacionados con la estructura del satélite y la evolucidon de su secuencia
nucleotidica. Se discuten las relaciones filogenéticas en el género y el rol del

SRPC en la evolucidon cromosodmica.

Parte de los resultados que se presentan en esta tesis han dado origen a las

siguientes dos publicaciones:

-Recurrent amplifications and deletions of satellite DNA accompanied
chromosomal diversification in South American tuco-tucos (genus Ctenomys,
Rodentia: Octodontidae): a phylogenetic approach. Molecular Biology and
Evolution. 2001.18(9):1708-1719.

Slamovits, C.H., Cook, J.A., Lessa, E.P. y Rossi, M.S.

-Satellite DNA: agent of chromosomal evolution in mammals. A review
Journal of Neotropical Mastozoology-Mastozoologia Neotropical. En prensa.
Slamovits, C. H. y Rossi, M. S.



Abstract

ABSTRACT

Subterranean rodents tuco-tucos of the genus Ctenomys constitute an
excellent model to study the mechanisms involved in chromosome evolution
and speciation. These rodents posses in their genomes the satellite RPCS,
which showed to be highly dynamic. To explore the relationship between the
dynamics of change of RPCS and chromosomal variability, an approach was
used that combines phylogenetics and molecular studies. A phylogenetic
analysis was carried out with 25 species, using the sequence of the
mitochondrial gene cytochrome b, and the copy number and restriction pattern
of RPCS were determined. A phylogenetic approximation was employed to infer
the evolutionary history of RPCS along the tuco-tuco phylogeny, and a complex
history was found. The SRPC satellite followed a conservative pattern in some
groups, and a highly dinamic one in others. On the other hand, aspects related
to the satellite structure and the evolution of its nucleotide sequence were
studied. The phylogenetic relationships of the genus are discussed, as well as
the role of the SRPC in the chromosomic evolution.

Part of the results presented in this thesis was published in:

-Recurrent amplifications and deletions of satellite DNA accompanied
chromosomal diversification in South American tuco-tucos (genus Ctenomys,
Rodentia: Octodontidae): a phylogenetic approach. Molecular Biology and
Evolution. 2001.18(9):1708-1719.

Slamovits, C.H., Cook, J.A., Lessa, E.P. and Rossi, M.S.

-Satellite DNA: agent of chromosomal evolution in mammals. A review
Journal of Neotropical Mastozoology-Mastozoologia Neotropical. In press.
Slamovits, C. H. and Rossi, M. S.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.0. Prélogo

Desde tiempos remotos, el hombre se ha visto fascinado por la enorme
diversidad de formas vivientes. A medida que el progreso cultural y tecnolégico
fue haciendolo posible, los limites del mundo conocido se fueron expandiendo.
En cada paso se descubrieron nuevas formas de vida, mostrando que no existe
practicamente ningun rincén del planeta carente de ella. Esta fascinacion llevé
al hombre a preguntarse acerca del origen de los organismos. Sin embargo,
las ideas sobre el origen de la diversidad bioldgica han sido extremadamente
cambiantes, reflejo de la compleja evolucion de la cultura humana. La idea del
hombre sobre el origen de los seres vivos ha sido moldeada no solamente por
el grado de conocimiento de la naturaleza que lo rodea, sino también por
innumerables factores inherentes a la sociedad humana, como las
cosmovisiones religiosas y filoséficas (principalmente), la politica, etcétera.

Entre los siglos XVIIl y XIX comenzd a tomar forma el concepto de
evolucion biologica, cuyo hito fundacional fue la célebre publicacion “El origen
de las especies” de Charles Darwin en 1859. Este nuevo campo de la biologia
se fue nutriendo con los avances provenientes de ofras disciplinas como la
genética, la sistematica, la paleontologia, la embriologia, convirtiéndose en un
campo sélido y unificador, capaz de dar respuesta a muchos de los
innumerables cémo y porqué de la biologia. Hacia mediados de los afios
sesenta se abre la posibilidad de estudiar la composicion genética de los
organismos en su nivel mas elemental: la secuencia de las proteinas y del
ADN. A partir de entonces, las investigaciones sobre los mecanismos Yy
procesos que operan en las poblaciones naturales se incrementaron
enormemente.

Asi, el desarrollo de estas nuevas herramientas brind6 a los estudiosos
de la biologia evolutiva la posibilidad de abordar en forma racional y objetiva la
comprension de los mecanismos y procesos que subyacen a la generacion de
nuevas especies, constituyendo el estudio de la especiacién uno de los puntos
de partida para explicar la génesis de la biodiversidad. A pesar de las décadas
de debate y los innumerables modelos de especiacion propuestos hasta el
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momento (Schiuter 2001; Turelli et al. 2001), no ha sido aun posible dar
explicaciones satisfactorias a todos los casos estudiados. Esto se debe
principalmente a dos factores: la controversia que ha existido siempre en torno
al concepto mismo de especie, (Hey 2001) y a que la especiacion no es el
resultado de un Unico mecanismo sino que es el producto de muitiples
procesos que involucran en muchos casos a distintos niveles de organizacién
(molecular, poblacional, ecolégico, geoldgico, etcétera)

Gran parte del conocimiento de la biologia moderna proviene de
investigaciones realizadas sobre determinados organismos, seleccionados
muchas veces por razones de indole practica y otras veces por la posibilidad
de extrapolar los conocimientos obtenidos a la biologia humana. Asi, la mosca
Drosophila, el raton, la rata, el batracio Xenopus, la planta Arabidopsis, la
bacteria E. coli y muchos otros organismos constituyen modelos para estudiar y
comprender tanto los procesos comunes a todas las formas de vida, como los
propios de determinados grupos de organismos como el desarrollo, la
fisiologia, el comportamiento, etcétera. Algunos de estos modelos, como
Drosophila, han sido extremadamente (tiles para la biologia evolutiva dada la
facilidad para estudiar su genética y simular procesos poblacionales a escala
de laboratorio. Existen sin embargo, organismos que no fueron utilizados como
modelos de laboratorio pero que exhiben en la naturaleza caracteristicas que
los hacen sumamente interesantes para estudiar los procesos evolutivos.

El estudio de los procesos de especiacion se ha servido de numerosos
modelos biolégicos cuyas caracteristicas los hacen aptos para abordar el tema.
Algunos modelos son los suficientemente versatiles para estudiar distintos
modos de especiacion, como son los casos de los grupos de especies de
Drosophila. Otros modelos son adecuados para estudiar casos particulares: por
ejemplo, los pinzones de las Galapagos constituyen un modelo para estudiar
factores ecologicos y de seleccion sexual en la especiacién, en la planta
Clarkia y en los roedores norteamericanos Thomomys, en cambio, la influencia
de los rearreglos cromosdmicos en la especiacion es particularmente evidente
(White 1978; Patton y Sherwood 1982).

Los roedores del género Ctenomys presentan una gran riqueza de

especies, inusual para el grupo taxondmico al que pertenece. Este hecho,
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observado hace ya mas de treinta afos, lo convierte en un atractivo modelo
para estudiar mecanismos de especiacion (Reig et al. 1990). Desde la década
de 1960, el Dr. Osvaldo Reig ha realizado y promovido numerosos trabajos
tendientes a conocer a fondo la biologia de estos roedores desde diversos
puntos de vista (paleontologia, sistematica, morfologia, genética, citogenética y
biologia molecular), y los resultados obtenidos confirman la riqueza del género
Ctenomys como modelo de investigacion de los mecanismos especiogénicos.

1.1. El género Ctenomys

1.1.1. Origen, historia y taxonomia

Los roedores caviomorfos, uno de cuyos representantes es el género
Ctenomys, pertenecen al suborden Hystricognathi (Carleton 1984) vy
constituyen una parte importante de la fauna actual de roedores en
Sudamérica. La sistematica del género puede resumirse de la siguiente

manera:

Clase: Mammalia
Orden: Rodentia Bowdich, 1821
Suborden Hystricognathi Tullberg, 1899
Infraorden Caviomorpha Wood and Patterson (Wood, 1955)
Familia Octodontidae Waterhouse, 1839
Subfamilia Ctenomyinae Tate, 1935
Género: Ctenomys
1 Palaeoctodon
tXenodontomys
T Actenomys
1 Eucelophorus
1 Praectenomys

Los primeros representantes de esta fauna de Sudameérica aparecen en
el Oligoceno temprano (alrededor de 35 M.A.), aunque se piensa que su origen

es aln anterior, ya que para ese entonces estaban diferenciados en cierto
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grado (Reig 1989). EI mismo autor especul6 que la implantacion de los
caviomorfos ancestrales en Sudamérica podria haber ocurrido hacia el Eoceno
medio o superior (alrededor de 40 M.A.) a partir de la inmigracién de un grupo
que llegd probablemente de Africa (Hoffstetter 1975; Reig 1989). Por el
contrario, Alderton (1996) propuso que los inmigrantes originales provienen de
Norteamerica.

Dentro de la familia Octodontidae se reconocen dos subfamilias:
Octodontinae, cuyos géneros vivientes son Octodon, Octodontomys, Octomys,
Tympanoctomys, Spalacopus y Pithanotomys (= Aconaemys), y Ctenomyinae,
que incluye al género Ctenomys como unico representante viviente. La historia
de los ctenominos se caracteriza por dos etapas claramente diferenciadas. La
primera comenz6 con la dicotomia entre octodontinos y ctenominos, ocurrida
probablemente durante el Mioceno medio-superior, alrededor de 10 M.A.
(Quintana 1994; Verzi 1999). Esta primera etapa se caracterizé6 por una baja
riqueza en especies, aunque con mayor diversidad adaptativa, hecho reflejado
por la existencia de cuatro géneros (Xenodontomys, Actenomys, Eucelophorus
y Praectenomys) que presentaban distintas estrategias de adaptacion al medio
subterraneo (Verzi 1994). Dichos géneros desaparecieron hacia el comienzo
del Pleistoceno (Vucetich and Verzi 1995), en una etapa muy diferente de la
historia de la subfamilia, caracterizada por la intensa cladogénesis
experimentada por un unico género: Ctenomys (Reig et al. 1990; Verzi 1994),
Unico representante actual de los ctenominos. Reig (1989) propuso una
antigiedad de 1,8 M.A. para el género Ctenomys. Sin embargo, nuevos
hallazgos paleontolégicos indican que hace 2,4 M.A. ya existian representantes
del género en la region central de Argentina (Verzi 1994; Cione and Tonni
1995).

1.1.2. Diversidad

Los roedores del género Ctenomys son conocidos vulgarmente como
tuco-tucos (figura 1), debido al sonido que producen para comunicarse, aunque
dependiendo de la regién, suelen utilizarse otras denominaciones, como
“tunduques”, “anguya tutus”, “ocultos”, etcétera. Habitan practicamente toda la

mitad septentrional de América del Sur (figura 2), incluyendo Argentina, Chile,
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Uruguay, Bolivia, Paraguay, sur de PerG y de Brasil (Reig et al. 1990). El gran
numero de especies, sumado a su amplia distribucién y a cierta homogeneidad
de caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas hacen de la sistematica de este
género una tarea complicada. Sucesivas revisiones han ido modificando el
numero de especies reconocidas. La primera lista fue de 49 especies (Rusconi
1928), luego se reportaron 53 (Tate 1935) y 51 (Ellerman 1940). Mas tarde,
Honacki y col. (1982) listaron 32 y Woods (1984) reconoci6 33 especies. Reig y
col. (1990) reconocen la existencia de 56 especies, aunque desde entonces
han sido nombradas varias especies mas (Giménez et al. 1997; Giménez et al.
1999). Ademas del continuo aporte de nuevos datos provenientes del trabajo
de laboratorio y de campo, es frecuente que los cambios en la sistematica del
genero se deban a las diferentes maneras en que los taxbnomos interpretan la
aplicacion de los conceptos de especie. Asi, se observan en los extremos
tendencias a reunir muchas entidades en unas pocas especies nominales
(lumpers) o bien a separar y nombrar como especies a poblaciones o pequenos
grupos de poblaciones que comparten algun rasgo en particular (splitters). Las
particulares estructuras poblacionales que presentan algunas especies de tuco-
tucos (marcada diferenciacion entre poblaciones, aislamiento) sumadas a otras
caracteristicas como los polimorfismos cromosémicos que se encuentran en
poblaciones de muchas especies (Massarini et al. 1991; Giménez et al. 1997;
Massarini et al. 1998) pueden tentar a los investigadores a caer en uno de los
extremos mencionados. El panorama se complica al observar que distintos
linajes parecen sufrir diferentes patrones evolutivos: algunos grupos de
especies parecen sufrir procesos tipicamente vinculados con la especiacion
cromosomica, con profunda y rapida diferenciacién cariotipica, como se ha
sugerido para el complejo arreglo de especies y poblaciones del Litoral
Argentino (Ortells et al. 1990), mientras que otros, como el “grupo mendocinus”
(Massarini et al. 1998) parecen responder mas a modelos de diferenciacion
alopatrica (Bidau et al. 2000). Este panorama complejo obliga a considerar
cada caso en particular al momento de evaluar criterios para realizar
consideraciones taxonomicas. Ademas, los mecanismos de especiaciéon son
dificilmente comprensibles fuera de un marco filogenético amplio de las

especies del género, por lo que reforzar tal marco es uno de los objetivos de
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esta tesis. Queda claro, sin embargo, que el género Ctenomys es, sin lugar a
dudas, altamente especioso en términos absolutos y en términos relativos a
sus grupos hermanos y a su antiguedad (Reig 1989).

Figura 1: Ctenomys australis (arriba), C. argentinus (izquierda) y C. talarum (derecha).
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1.1.3. Adaptaciones al ambiente subterraneo

Los tuco-tucos son roedores de habito subterraneo, que salen a la
superficie exclusivamente para recoger alimento o para incursiones de indole
reproductiva (Busch et al. 2000). Excavan madrigueras que discurren a unos 30
centimetros de la superficie y pueden llegar a extenderse hasta 90 metros en
longitud. Las madrigueras consisten en una galeria central, con ramificaciones
que conducen a salidas o a camaras utilizadas como habitaciéon o para guardar
pequenas cantidades de alimento (Antinuchi y Busch 1992). Pueden utilizar
desde suelos arenosos con vegetacion herbacea y arbustiva, como en las
areas costeras de la Provincia de Buenos Aires, hasta pedregales, faldeos y
laderas montafosas y desiertos.

Las cuevas de los tuco-tucos mantienen un microclima adecuado, con
independencia de las condiciones del exterior, de manera muy eficiente. El
animal residente puede regular el microclima de la madriguera abriendo o
cerrando las entradas de acuerdo a la direccion e intensidad del viento. Esta
capacidad es particularmente importante para las especies de Ctenomys que
viven en regiones aridas como la Puna, donde las extremas condiciones de
humedad y temperatura serian, de otro modo, letales. C. fulvus por ejemplo, es
una especie que habita el Salar de Atacama en Chile, una de las regiones mas
aridas del mundo. Alli la variacién diaria de temperatura es de casi 38 grados,
sin embargo, la variacion dentro de la cueva es de solo 5,8 grados. La
humedad relativa en el exterior varia de aproximadamente 1,6% durante el dia
a 27% durante la noche, mientras que dentro de la madriguera permanece
entre 53 y 65%, independientemente de la hora o estacion (Cortes et al. 2000).

Su alimentacién es exclusivamente vegetariana, con una dieta de amplio
espectro, dependiendo principalmente de la vegetacion presente en la zona.
Utilizan tanto raices y tallos de vegetacion silvestre, como arbustos y pastos, y
también pueden alimentarse de cultivos en zonas agricolas. En ese caso
pueden atacar sembrados de papa, batata, sorgo, zanahoria, mandioca, frutilla,
etcétera (Borruel et al. 1998). Entre los predadores de los tuco-tucos se
encuentran otros mamiferos, como zorros, comadrejas, hurones, aves rapaces

como las lechuzas y viboras.
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Su anatomia vy fisiologia presentan importantes adaptaciones al medio
subterraneo, aunque carecen de especializaciones extremas como reduccién
de ojos y cola, como ocurre en otros roedores subterraneos. Presentan
glébulos rojos grandes, alta concentracibn de mioglobina muscular y un
eficiente sistema buffer en la sangre (Busch 1987), que les permite estar
adaptados a vivir con bajas concentraciones de oxigeno y altas

concentraciones de diéxido de carbono en el aire.
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Figura 2: Distribucidon geografica del género Ctenomys. El area sombreada sefiala la
distribucién del género. Se indica la ubicaciéon de poblaciones de algunas especies.

Tienen un cuerpo robusto, con cabeza grande, y cuello y miembros
cortos y musculosos. Los dedos presentan fuertes garras que utiliza para
excavar y pelos que forman “cepillos” que utilizan para extraer tierra de su piel
(Nowak 1991). Esta caracteristica explica la etimologia de su nombre (ctenos =
pelos). El aspecto externo es muy similar entre las especies, variando
principalmente el color, que va desde muy oscuro, pasando por pardos de
distinta intensidad hasta amarillo-blanquecino. El peso promedio es otro
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caracter variable entre especies, variando entre 100 gramos en C. pundti hasta

mas de un kilogramo en C. conoveri.

1.1.4. Estructura poblacional

Las caracteristicas asociadas al estilo de vida subterraneo condicionan
la distribucion de estos roedores en muchos demos o colonias relativamente
pequefas y semiaisladas, lo cual conduce a una fuerte estructuracion
geografica de las poblaciones. (Reig et al. 1990; Steinberg and Patton 2000).
Muchas especies de Ctenomys no escapan a esta tendencia, y muestran
estructuras poblacionales muy fragmentadas, con poblaciones discontinuas
distribuidas en parches, con escaso intercambio entre ellas. Esta distribucién
es resultado por un lado de una limitada vagilidad, lo cual hace que en zonas
de baja densidad de poblacién la distancia represente una barrera al
intercambio entre colonias, y por el otro de factores propios del habitat, como la
presencia de barreras mas o menos efectivas a la dispersion, como areas
inundables, distintos tipos de suelos, etcétera (Reig et al. 1990; Busch et al.
2000). Por ejemplo, la distribucion local de C. talarum esta influenciada por el
suelo y la vegetacion, ya que en regiones donde suelos y vegetacion
apropiados estan distribuidos en parches, los individuos también tienden a
estar espacialmente agrupados (Busch et al. 1989). Sin embargo, en areas
donde los ambientes propicios son extensos e ininterrumpidos, las poblaciones
pueden llegar a ser grandes y continuas, como es el caso de poblaciones de C.
australis en extensiones homogéneas de dunas costeras de la Provincia de
Buenos Aires (Zenuto and Busch 1998).

La mayoria de las especies de tuco-tucos son tipicamente solitarias y
fuertemente territoriales. Las cuevas estan habitadas por un solo individuo, o
bien por una hembra y sus crias. Sin embargo, C. sociabilis constituye una
excepcion al modo solitario. Esta especie muestra caracteristicas sociales,
pudiendo encontrarse hasta siete individuos adultos por cueva (Lacey et al.
1997).

Las caracteristicas poblacionales de una especie estan estrechamente
vinculadas con su variabilidad genética, y por lo tanto deben ser tenidas en

cuenta al estudiar problemas evolutivos en un grupo de organismos. Hasta el
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momento existen pocos estudios genéticos realizados en especies de tuco-
tucos. Sage y col. (1986) llevaron a cabo el primer estudio de variabilidad
alozimica en tuco-tucos. Su objetivo fue caracterizar la variabilidad de algunas
poblaciones y también poner a prueba la hipdtesis de amplitud del nicho (Nevo
1979), segun la cual, la heterogeneidad ambiental determina la variabilidad
genética. La presunta homogeneidad del ambiente subterraneo favoreceria la
homocigosis en genes estructurales que codifican proteinas analizadas en los
estudios alozimicos. Al comparar sus resultados con los obtenidos en el caso
del roedor norteamericano de superficie Peromyscus, Sage et al. (1986)
observaron los mismos niveles de variabilidad alozimica en ambos grupos,
contradiciendo la hipétesis de Nevo. Una explicaciéon alternativa seria que en
este caso el ambiente subterraneo no seria tan homogéneo. Los autores
también encontraron que la diferenciacion interespecifica de las especies de
Ctenomys que estudiaron es sensiblemente menor a la habitual para especies
cogenéricas de otros roedores. En el citado trabajo (donde se analizan
principalmente poblaciones de C. mendocinus, C. haigi, C. bonettoi, C.
dorbignyi y C. argentinus) y en el de Gallardo y Kohler (1992), donde se
analizan poblaciones chilenas de C. maulinus, se sugiere que la diferenciacion
genética no se relaciona con la especiacion, ya que se encontraron bajos
niveles de diferenciacién genética interespecifica, sugiriendo que otras causas
(ademas de la diferenciacion genética) estarian participando del
establecimiento de las barreras reproductivas. Apfelbaum y col. (1991)
estudiaron la variabilidad alozimica en poblaciones de C. australis y C.
porteousi, encontrando también altos niveles de variacion, contrapuestos a los
esperados segun la hipétesis de la amplitud del nicho. Aqui los autores
sugieren que la estructura poblacional es probablemente mas determinante que
la homogeneidad ambiental en la variabilidad genética. Cook y Yates (1994)
encontraron un panorama diferente en las especies bolivianas que estudiaron.
En promedio, la diferenciacion intraespecifica en las especies de Bolivia fue
mas baja que las encontradas por Sage y col. (1986) en C. mendocinus, C,
haigi y C. bonettoi. Por otro lado, la diferenciacion interespecifica fue mayor en
las especies bolivianas que en las estudiadas por Sage y col. (1986). Otros
estudios poblacionales son los de Gallardo y col. (1995 y 1996), quienes
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estudiaron los efectos de catastrofes naturales sobre la variabilidad genética en
poblaciones de C. maulinus que fueron afectadas por la erupcion del volcan
Lonquimay, y de C. coyhaiquensis, por el volcan Hudson en el sur de Chile. En
ambos casos se observd una importante reduccion en la heterocigosidad,
atribuible al cuello de botella causado por la erupcion.

D'Elia y col. (1998) estudiaron la estructura genético-poblacional en 7
poblaciones de C. rionegrensis en Uruguay, con el objeto de determinar si la
fijacion de un tipo de coloracion del pelaje en un area donde aparentemente
resulta desfavorable ocurrid por deriva (el color del pelaje contrasta con el de
los suelos, lo cual hacia a los individuos mas visibles). Al no encontrar
evidencia de cuellos de botella, ademas de detectar la ocurrencia de flujo
génico entre las poblaciones con diferentes colores, concluyen que la fijacion
no ocurrié por deriva, sino que es parte de un reciente proceso de expansion
del rango habitado por la especie en el area. Mas recientemente se han
realizado estudios con microsatélites para analizar patrones de paternidad en
C. talarum (Zenuto et al. 1999), encontrando que en cada poblacién ensayada
cada macho produjo mas de una camada, sugiriendo que C. talarum es
poliginico. El mismo tipo de marcador se utilizd para comparar poblaciones de
C. haigi y C. sociabilis. Las diferencias interpoblacionales en la distribucion de
longitud y frecuencia de los alelos sugieren que C. sociabilis estuvo sujeto a
reducciones historicas en el tamafo poblacional, a diferencia de C. haigi. El
estudio mostré que el analisis de la estructura poblacional por microsatélites
puede proveer informacién sobre fendmenos histéricos que tienen una
importancia decisiva en los niveles actuales de variabilidad genética (Lacey
2001).

1.1.5. Variabilidad cromosomica

Ademas de una gran diversidad de especies, los tuco-tucos poseen un
rango de heterogeneidad cariotipica extremadamente grande. El numero de
cromosomas (2N) varia entre 10 en (C. steinbachi) y 70, en C. dorbignyi (Reig
1989). Si consideramos la familia Octodontidae en su conjunto (es decir,

octodontinos y ctenominos), el rango se eleva aun mas, ya que

12



Introduccioén

Tympanoctomys barrerae posee un complemento de 102 cromosomas, el mas
alto descripto en mamiferos (Contreras et al. 1990; Gallardo et al. 1999).

La mayoria de las especies del género tienen un cariotipo distintivo,
aunque como se menciond mas arriba, muchas especies presentan
polimorfismos y politipismos cromosomicos. Existen, sin embargo, patrones de
variacion cromosomica que se apartan de esta regla general. El grupo de
especies andinas C. opimus, C. fulvus y C. robustus presenta una marcada
estabilidad cariotipica, con 2N=26 y bandas C muy similares (Gallardo 1979).
Las especies del centro de Argentina C. mendocinus, C. porteousi, C. australis
y C. azarae comparten un complemento de 48 cromosomas, con gran
homogeneidad interespecifica a nivel de morfologia cromosdémica y bandas C y
G (Massarini et al. 1991), aunque existe en el grupo un polimorfismo complejo,
excepto en C. australis (Massarini et al. 1991; Massarini et al. 1998). En
contraste, otras especies presentan diferentes cariotipos coexistiendo en una
misma poblacion o como politipismos. Por ejemplo, la especie C. boliviensis
constituye un arreglo politipico de poblaciones con numeros diploides de 36 y
42 a 46 que posiblemente constituyan, en realidad, mas de una especie (Cook
1990). C. pearsoni representa un caso similar, con poblaciones de 2N=58 y
2N=70 que habitan en la regién costera de Uruguay (Novello and Lessa 1986).
El caso mas extremo en este sentido esta representado por una serie de
especies y poblaciones de la Provincia de Corrientes, en Argentina,
pertenecientes al llamado “grupo Corrientes”. Cada poblacién tiene un cariotipo
distintivo, aunque pocas son polimorficas, con numeros diploides de 42, 43, 44,
46, 47, 48, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58 y 66 (Ortells et al. 1990; Bidau et
al. 2000).

Pueden distinguirse, entonces, dos patrones generales de evolucidén
cromosomica en el género. Uno caracterizado por la variacion, en el cual las
especies tienen cariotipos distintivos, producto de un dinamico proceso de
evolucién cromosomica. El otro patron corresponde a grupos de especies entre
los cuales hay poca variacion en los cariotipos. Algo similar ocurre en los
roedores norteamericanos del género Thomomys (pocket gophers). Estos
roedores tienen algunos aspectos parecidos a los tuco-tucos y han sido muy

estudiados. Las especies de Thomomys miembros del grupo bottae comparten
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un cariotipo de 48 cromosomas, con polimorfismos solamente debidos a
adiciones o pérdidas de heterocromatina. El grupo talpoides, por el contrario,
contiene cariotipos que son especificos de cada especie (Patton and Yang
1977, Patton and Sherwood 1982).

La elevada diversidad cariotipica de Ctenomys condujo a postular que
los cromosomas juegan un papel central en los procesos de especiacion a
través de los cuales se generd gran parte de la diversidad de especies que hoy
se conocen en el género (Reig and Kiblisky 1969, Reig 1989, Reig et al. 1990).

1.1.6. Estudios de biologia celular y molecular en Ctenomys

Un peculiar aspecto de los tuco-tucos que ha sido objeto de numerosos
trabajos es el de la particular morfologia espermatica existente en algunas
especies del género. Inicialmente, Feito y Gallardo (1976) observaron que los
espermatozoides de C. maulinus presentan el flagelo desplazado de la regién
axial y ademas tienen una prolongacion posterior del acrosoma. Posteriormente
(Feito and Gallardo 1982; Vitullo et al 1988; Vitullo and Cook 1991) se encontré
que oftras especies, principalmente del centro de Argentina, poseen el
espermatozoide asimétrico, mientras que otras poseen el tipo simétrico, similar
al de la mayoria de los roedores. Vitullo y Cook (1991) propusieron que el tipo
asimeétrico representa una condicién apomérfica, lo que permitiria distinguir dos
grupos filogenéticamente diferenciados. Sin embargo, D'Elia et al (1999)
sugirieron, en base a estudios filogenéticos, que el espermatozoide asimétrico
se origind mas de una vez durante la evolucién del género.

Recientemente se ha descubierto que los tuco-tucos presentan un
particular procesamiento de su ARN ribosomal. A diferencia del resto de los
mamiferos, los tuco-tucos poseen la subunidad grande del ARN ribosomal
partida en dos moléculas de 2,6 y 1,8 kilobases, respectivamente (Melen et al.
1999; Melen 2001). Al mismo tiempo, dicho ARN sufre una maduracion por la
cual se elimina un intron de 106 nucleétidos. Este proceso de maduracion del
ARN es de expresion especifica en tejidos testiculares. Estas peculiares
caracteristicas descubiertas en el género Ctenomys son desconocidas en otros

vertebrados.
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1.2. Evolucion cromosomica y especiacion

Consideraremos como evolucién cromosomica a todos los procesos que
intervienen en el cambio en la composicion cariotipica de una poblacién o de
un conjunto de poblaciones o especies, sin suponer necesariamente una
relacion causal entre estos cambios cromosémicos y el proceso especiogénico.

La evolucion cromosomica estd condicionada tanto por el nivel
poblacional, ecolégico y demografico, como por el nivel genémico y molecular.
Los factores poblacionales, ecologicos y demograficos determinan la
probabilidad que tendran los cambios cromosdmicos de permanecer y fijarse
en una poblacién, mientras que los factores genomico y molecular tienen
influencia sobre el tipo y la frecuencia de los rearreglos cromosomicos. La
posibilidad de que diferencias cariotipicas entre poblaciones actien como una
barrera reproductiva generando aislamiento entre ellas origind el concepto de
especiacion por transiliencia cromosémica (Templeton 1980). Posteriormente
surgieron otros modelos de especiacion cromosomica que fueron clasificados
por Sites y Moritz (1987) en tres clases: la primera incluye a los modelos que
se basan en alteraciones en la eficiencia meidtica en los heterocariotipos
causadas por los reordenamientos. Los modelos incluidos en esta clase son el
estasipatrico (White 1968), de especiacion por alopatria cromosémica primaria
(King 1981), de cascada (Hall 1983) y en cadena (White 1978). Todos ellos
plantean que la ocurrencia de uno o varios reordenamientos cromosémicos
causan el aislamiento reproductivo de la poblacién o subpoblacién que lleva los
rearreglos respecto de la poblacién ancestral. En el modelo estasipatrico, el
cambio puede ocurrir dentro de la poblacién original o en parapatria, mientras
que los otros modelos (alopatria primaria, en cadena y de cascada) son
esencialmente alopatricos. Estos modelos presentan una importante dificultad.
La fijacion de rearreglos cromosomicos fuertemente negativos en heterocigosis
por deriva es altamente improbable, a menos que ocurran en poblaciones muy
pequefas (Hedrick 1981, Lande 1985). Esto significa que la probabilidad de
fijacion de un rearreglo es inversamente proporcional a su capacidad de
funcionar como barrera reproductiva. Existen mecanismos conocidos como de
“conduccion meidtica” (meiotic drive) que son capaces de favorecer la
transmision de ciertas gametas portadoras de un determinado rearreglo, en
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cuyo caso aun en condiciones poblacionales no tan favorables, ocurre la
fijaciéon (King 1993).

La denominada clase |l de Sites y Moritz (1987) contiene al
modelo de fusiones monobraquiales (Capanna 1982, Baker and Bickham
1986). Este modelo propone que diferentes fusiones céntricas se fijan
independientemente en distintas poblaciones con pequefio o nulo efecto en la
fertilidad de los heterocigotas. Los hibridos que resulten del contacto entre las
dos subpoblaciones resultaran interestériles debido a las diferentes
combinaciones de brazos cromosomicos fusionados en las dos
subpoblaciones. Es importante notar que la ocurrencia de este modelo no
estaria limitada por las dificultades mencionadas arriba.

La clase Il contiene al modelo recombinacional. EI mismo describe un
proceso en el cual la hibridacion entre poblaciones cromosdémicamente
divergentes conduce a la ruptura de los rearreglos que caracterizan a las
poblaciones parentales, produciéndose la ruptura de complejos de genes
coadaptados (Grant 1981).

Muchos autores han planteado dudas sobre el rol de los cromosomas en
la especiacion. Las criticas provienen principalmente de la observacion de que
muchos rearreglos tienen poco efecto sobre la fertilidad, de las dificultades
tedricas asociadas con la fijacion de rearreglos negativos en heterocigosis,
etcétera (Sites and Moritz 1987, King 1993). Dichos cuestionamientos pueden
ser adecuados para ciertos casos, pero los efectos de los rearreglos dependen
de muchos factores y seran diferentes en cada caso. Entre los tuco-tucos, las
poblaciones del “grupo Corrientes” son candidatas a representar un ejemplo
donde los reordenamientos cromosdmicos juegan un papel primario en el
aislamiento reproductivo (Ortells 1990), aunque resulta muy dificil encontrar el
modelo que mejor describa la situacion ya que en las especies del grupo se
han observado todo tipo de rearreglos. Sin embargo, para asignar
fundadamente un rol especiogénico a los rearreglos cromosomicos se requiere
demostrar que éstos producen efectos heteroticos negativos. Estudios
recientes sobre la meiosis de cariotipos reordenados en algunas zonas hibridas
entre poblaciones han mostrado meiosis regulares y probablemente con

escasos y nulos efectos sobre la fertilidad (Bidau et al. 2000).
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Muchos modelos de especiacion cromosomica casi no han tenido en
cuenta factores intrinsecos del genoma como la presencia de secuencias de
ADN repetido o elementos transponibles (ver item 1.5.1), que facilitan y/o que
pueden generar, en forma recurrente, rearreglos cromosémicos (Evgen'ev et al.
2000). Si los genomas tienen altas tasas de mutaciones cromosémicas, la
evolucion cariotipica ocurrira incluso si las condiciones poblacionales no son
tan estrictas como requieren los modelos. Los ADN repetidos, tanto los
altamente como los medianamente repetidos son probablemente los
componentes del genoma responsables de promover plasticidad genomica y
por consiguiente altas tasas de evolucion cromosdémica (Caceres et al. 1999;
Evgen'ev et al. 2000). Dado que tanto la evolucion cromosdmica como la
estabilidad son posibles resultados de la combinacion de factores a nivel
poblacional y genémico, la concurrencia de altas tasas de cambios
cromosémicos y una estructura poblacional permisiva facilitaran altas tasas de

evolucion cromosémica (King 1993).

1.3. Filogenia de Ctenomys

La comprension de las relaciones filogenéticas de los organismos
constituye uno de los puntos de partida para el estudio de aspectos evolutivos,
taxonémicos e incluso aquellos que atafien a la biologia, como la biogeografia
y la ecologia, pero también la fisiologia o el comportamiento. El marco
filogenético, ademas de proveer una base formal para la clasificacion natural,
representa una herramienta clave para entender la influencia de factores
historicos sobre la diversidad y distribucién actual de las especies, y para
discernir la naturaleza adaptativa o contingente y el modo de evolucion de los
rasgos tanto fenotipicos como genéticos.

La filogenia de los roedores octodontidos ha sido desconocida durante
mucho tiempo. Dado que esta familia posee representantes subterraneos y de
superficie, es particularmente interesante para el estudio del origen de las
adaptaciones a la vida bajo tierra. Se ha postulado que el estilo de vida
subterraneo favorece elevadas tasas de diversificaciéon en general y en los
tuco-tucos en particular (Nevo 1979; Reig 1989). Los trabajos de Cook y Lessa
(1998) y Cook y col. (2000) evaluaron estas hipotesis utilizando pruebas
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estadisticas disefiadas para detectar posibles desbalances en las tasas de
diversificacion entre las ramas de un arbol filogenético al comparar grupos de
habitos subterraneos y no subterraneos. No encontraron evidencia para
sostener que los primeros son mas diversos que los segundos, aunque si
resulté evidente que el linaje de Ctenomys tiene una tasa de diversificacion
mas elevada que sus parientes. En el caso particular de Ctenomys, la
necesidad de contar con una filogenia confiable se hace evidente al observar
las dificultades que existen tanto para el tratamiento taxonémico de muchas
especies como para la comprension de los complejos patrones de evoluciéon
cromosdémica. En esta tesis se desarrollara un enfoque filogenético para
intentar comprender, en un marco mas amplio, los patrones de evolucion
cromosomica en los tuco-tucos.

Histéricamente, las descripciones de las especies de Ctenomys estaban
basadas principalmente sobre la variacién en el color del pelaje, el tamafo del
cuerpo y en unos pocos caracteres osteolégicos (Sage et al. 1986). Los
sucesivos estudios que utilizaron caracteres bioquimicos y citogenéticos
mostraron que muchas entidades nombradas en basea a los caracteres
externos contenian a veces numerosas formas cripticas, distinguibles sélo por
caracteres genéticos y/o citogenéticos. Los primeros de estos trabajos
estudiaron la diferenciacion entre especies comparando el grado de reaccién
de las proteinas del sistema inmune al confrontarlas entre si (Roig and Reig
1969) y también analizaron la diferenciacion cariotipica (Reig and Kiblisky
1969; Kiblisky et al. 1977) e inmediatamente pusieron en evidencia el
impresionante potencial evolutivo de este género, que fue confirmado por
posteriores trabajos sobre cromosomas (Anderson et al. 1987, Freitas and
Lessa 1984; Gallardo 1991; Ortells et al 1990; Reig et al. 1992). La morfologia
espermatica y del aparato genital fueron utilizadas también como caracteres
para delinear relaciones evolutivas (Altuna et al. 1985; Feito and Gallardo 1982;
Vitullo and Cook 1991). Dentro del género se conocen dos tipos principales de
espermatozoide, uno simétrico con dos proyecciones laterales cortas del
acrosoma y uno asimeétrico, en el cual hay un unico proceso lateral largo (Feito
and Gallardo 1982). La morfologia espermatica fue utilizada por Feito y
Gallardo (1982) para delimitar dos linajes principales basados en la supuesta
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monofilia del caracter derivado asimétrico. Un estudio filogenético reciente
(D’Elia et al 1999) sugiere que el espermatozoide asimétrico habria aparecido
mas de una vez, contradiciendo el modo de evoluciéon propuesto por Feito y
Gallardo (1982).

El primer estudio realizado utilizando métodos de inferencia
filogenética fue el de Sage y col. (1986), que utilizaba como caracteres las
variantes alozimicas de 34 Joci en muestras procedentes de 11 localidades de
Argentina. Mas tarde, Cook y Yates (1994) exploraron las relaciones
filogenéticas de 8 especies procedentes de Bolivia, estudiando también
variacién alozimica en 21 Joci. Ortells (1995) utilizé datos de bandas G para
analizar cladisticamente las relaciones entre 11 especies y 5 cariomorfos de
Argentina, que abarcaban una distribucibn mas amplia que las especies del
estudio de Sage y col. (1986), aunque centrando el foco sobre el “grupo
Corrientes”. Mas recientemente, Lessa y Cook (1998) realizaron el primer
estudio de filogenia con secuencias de ADN en tuco-tucos. En dicho trabajo
analizaron la variacion en la secuencia nucleotidica del gen mitocondrial
citocromo b en 11 especies nominales de Ctenomys y & formas
indeterminadas. Los individuos utilizados provienen mayoritariamente de la
porcidbn noroeste del area de distribucion del género (Bolivia, Norte de
Argentina, este de Paraguay, norte de Chile). Mascheretti y col. (2000)
analizaron secuencias parciales del gen citocromo b en especies del centro y
noreste de Argentina, agregando algunas de las ya publicadas por Lessa y
Cook (1998). Ambos trabajos mostraron una notable falta de resolucion entre
las ramas basales de la filogenia, evidenciada por una gran politomia, mientras
que los grupos mas terminales son resueltos satisfactoriamente, mostrando
concordancia con agrupamientos encontrados en los trabajos antes citados. La
dificultad para determinar el orden de cladogénesis en un grupo de especies al
realizar un analisis de inferencia filogenética puede responder a dos causas. Si
las secuencias utilizadas para efectuar el analisis presentan un elevado grado
de divergencia, no necesariamente en la totalidad de la misma, sino en una
determinada proporcién de los sitios variables, la informacidén evolutiva que se
espera obtener de las mismas pudo haberse “borrado” debido a la ocurrencia

de mas de una mutacién en las mismas posiciones. En consecuencia, las
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relaciones filogenéticas entre algunas especies no pueden resolverse (figura 3),
generandose un arbol con una o varias politomias denominadas “blandas”
(Hillis et al. 1996). En cambio, si las especies en cuestion han surgido durante
un corto periodo de tiempo, las secuencias en estudio pudieron no haber
acumulado suficientes mutaciones informativas. En este caso, se habla de
politomias “duras”, producto de verdaderos eventos de cladogénesis
virtualmente simultanea (Hillis et al. 1996). Lessa y Cook (1998) discuten
entonces que la falta de resolucion en el arbol de los tuco-tucos puede deberse
tanto a la saturacion de los caracteres (politomia “blanda”), como a la radiacion
temprana de los tuco-tucos que involucro la diversificacion simultanea de
numerosos linajes (politomia “dura”). Al estudiar la filogenia de los equimidos,
utilizando también el gen citocromo b, Lara y col. (1996) obtuvieron una
politomia a niveles de divergencia mas grandes que los observados para las
especies de Ctenomys. Ademas, los datos de Lara y col. (1996) evidenciaban
fuerte sefal filogenética en ramas anteriores y posteriores a la politomia,

sugiriendo que la politomia corresponde a cladogénesis simultaneas.

Politomia "blanda"

Politomia "dura" (incerteza)

(divergencia simultanea)

V \\I/
‘VV

Figura 3: La falta de resolucién en un arbol puede deberse
a la diversificacion simultanea de los organismos o a falta de
informacién en el marcador. Modificado de Li (1997).

Utilizando el mismo gen, D’Elia y col. (1999) analizaron 12 individuos

que representaban a 5 especies con la intencién de evaluar la monofilia y los
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limites de las especies del grupo mendocinus. El grupo mendocinus,
compuesto originaimente por C. mendocinus, C. azarae, C. australis y C.
porteousi (Massarini et al. 1991) se caracteriza por una gran cohesion
morfologica, genética y cromosémica. Los resultados indican que la especie
brasilefia C. flamarioni y la especie uruguaya C. rionegrensis formarian también

parte del grupo mendocinus (D’Elia et al 1999).

1.4. Inferencia Filogenética

Desde la antigtiedad, los naturalistas han tratado de describir y explicar
la diversidad de las formas vivientes. El primer esquema formal de clasificacion
de los organismos fue construido por Linneo (1758). Este sistema jerarquico de
clasificacion era independiente de cualquier tipo de consideracion evolutiva, ya
que los tiempos del pensamiento evolutivo no habian comenzado adn. Sin
embargo, a pesar de ser concebido bajo la fuerte influencia del esencialismo
aristotélico, el sistema sobrevivio y fue incorporado por los evolucionistas como
marco para generar una clasificaciéon basada en las relaciones filogenéticas.
Hasta casi la mitad del sigio XX, la reconstruccion de la filogenia se basaba
principalmente en muy pocos criterios objetivos, y la determinacién sistematica
era una atribucion de los expertos en los respectivos grupos de organismos.

La tarea de la sistematica moderna, entonces, consiste en generar una
clasificacion natural, reflejo de las relaciones filogenéticas entre los
organismos. Dichas relaciones son descriptas como patrones de ramificacién
en representaciones conocidas como arboles filogenéticos. La manera y los
criterios que los sistematicos utilizan para efectuar las comparaciones difieren
segun los preceptos de las dos grandes corrientes conceptuales dentro de la
sistematica. El feneticismo es el resultado del primer enfoque utilizado con la
meta de dar objetividad a las metodologias de reconstruccion filogenética
superando la subjetividad del criterio de autoridad que introducia, de hecho, el
confiar la sistematica de un grupo de organismos a la opinion de prestigiosos
expertos. Los métodos fenéticos funcionan agrupando Ilas unidades
taxonomicas operacionales (OTU, por operational taxonomic unit, corresponde
a las especies, poblaciones o cualquier otra entidad taxonémica representada)

sobre la base de su similitud general. Estos agrupamientos no representan
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necesariamente genealogias. La escuela feneticista sostiene que la similitud
general obtenida al comparar un gran numero de caracteres (rasgos que se
miden y comparan) resultara en una buena representacién de las relaciones de
parentesco.

La otra gran escuela sistematica surgié en la década del ‘50, a través del
trabajo del entomoélogo Willi Hennig (Hennig 1966). Esta nueva corriente,
conocida como cladismo, se propone reconstruir explicitamente las relaciones
evolutivas. A diferencia del feneticismo, quien no privilegia algun caracter en
particular, el analisis cladistico busca inferir la historia real a través de ciertas
caracteristicas conocidas como rasgos derivados compartidos, o sinapomorfias
en la terminologia cladista. Los rasgos llamados primitivos o plesiomorfias
(rasgos ya presentes en el ancestro comun del grupo en estudio) por el
contrario, no proporcionan informacién acerca de las relaciones de parentesco
entre los organismos analizados. Desde el origen mismo de ambas vertientes
sistematicas existe una permanente controversia respecto de cual de los dos
enfoques es mas adecuado para construir hipdtesis sobre las relaciones
evolutivas de los organismos. El debate planteado llegd a adquirir una
ferocidad inusitada entre los proponentes mas tenaces de ambas partes. Sin
embargo, la mayoria de los bidlogos parece reconocer una superioridad
filosofica en el enfoque cladistico, aunque sin descartar en ciertos casos la
utilidad de los métodos fenéticos.

Inicialmente la sistematica moderna compar6 rasgos morfolégicos entre
los organismos en estudio. El fundamento consiste en que la variacién en el
acervo genético de las poblaciones a lo largo de su historia se traduce en
cambios en el fenotipo de los organismos. Por lo tanto la observacion de las
diferencias y similitudes fenotipicas, aunque ocasionalmente se consideraron
también rasgos fisiolégicos y comportamentales, es interpretada como un
reflejo de la diferenciacion genética de los organismos dando por lo tanto
informacioén valida para inferir el grado de parentesco. Asi, un sinnUmero de
estudios abarcando en mayor o menor medida todo el espectro taxonémico
permitid llegar a construir un panorama general de la historia de los seres
vivos. Sin embargo, muchos grupos resultaban particularmente dificiles de

estudiar y sus relaciones permanecian poco claras y los resultados cambiaban
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de acuerdo al conjunto de datos o al método de analisis utilizado. Esta
situacion se debe a que existen limitaciones, resultando en algunos casos los
caracteres morfolégicos inadecuados para resolver las relaciones evolutivas.
Como resulta evidente, el repertorio de caracteres disponibles para ser
estudiados depende de la naturaleza de los organismos. Por ejemplo, un
entomologo podra comparar una gran cantidad de caracteres morfologicos
entre un conjunto de insectos pertenecientes a la misma familia, pero
encontrard menos caracteres en comun al extender la muestra a insectos de
otros ordenes. Esta caracteristica se profundiza al considerar estudios que
involucren grupos muy alejados evolutivamente. Es facil darse cuenta de que el
numero de caracteres morfolégicos comparables entre, por ejemplo, las
distintas clases de vertebrados, o entre las distintas divisiones de las plantas es
muy reducido. Mas aun, para comparar representantes de los distintos reinos
soOlo es posible utilizar caracteristicas subcelulares, muchas veces dificiles de
homologar entre si.

Cuando los especimenes a analizar estan estrechamente emparentados
y se quiere determinar sus relaciones de parentesco, ocurre frecuentemente
que a nivel morfologico los integrantes del grupo estan poco diferenciados,
haciendo a veces imposible encontrar diferencias que permitan establecer un
patron de diversificacion entre ellos. Asimismo, la base genética implicada en el
desarrollo y variacion de los rasgos morfologicos es, en el mejor de los casos,
poco conocida.

Otra dificultad que pueden mostrar los caracteres morfolégicos aparece
cuando un determinado caracter adquiere el mismo estado en distintos linajes
independientemente. Esto ocurre frecuentemente con los rasgos que estan
implicados en adaptaciones al medio, por o que se conoce a este fendmeno
como convergencia adaptativa, o en términos generales, convergencia
evolutiva, ya que no siempre la convergencia tiene razones adaptativas. Como
consecuencia, las convergencias favorecen agrupamientos falsos al realizar un
analisis filogenético. La similitud de caracteres no debida a ancestralidad
comun (adquirida independientemente) se denomina homoplasia.

Los caracteres moleculares no son ajenos a la homoplasia. Estos datos

también estan sujetos a convergencia por reversion o paralelismo. Si
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pensamos en dos secuencias de ADN de distintas especies, es facil darse
cuenta que un mismo sitio, que en principio contiene nucleétidos diferentes,
puede mutar en los dos linajes independientemente para llegar a contener la
misma base, generando el mismo estado en un caracter, resultando en una
homoplasia. Si el cambio es aleatorio (por ejemplo en el caso de mutaciones
sinénimas) hablamos de paralelismo, mientras que si hay influencia selectiva
se denomina convergencia. Por ejemplo, cuando una proteina se encuentra
ante presiones selectivas similares en dos linajes y se favorece la fijacion de
determinado aminoacido. La presencia y los efectos de las homoplasias en un
analisis de filogenia molecular depende en gran medida de la naturaleza de la

matriz de datos y de los métodos analiticos que se utilicen.

1.4.1. La filogenia molecular

Cuando la disponibilidad de metodologias lo hizo posible, muchos
bidlogos comenzaron a explorar el uso de las técnicas bioquimicas empleadas
por los genetistas para estudiar la variabilidad genética con el objeto de utilizar
los datos como caracteres en analisis filogenéticos y genealdgicos. Asi,
técnicas como el analisis de aloenzimas, empleadas desde los anos ‘60 para
estudiar la dinamica microevolutiva de las poblaciones (Lewontin and Hubby
1966), mostraron ser capaces de proveer informacidén para estimar relaciones
de parentesco entre poblaciones y especies cercanas. Técnicas inmunoldgicas
fueron también utilizadas para explorar afinidades genéticas, permitiendo en
este caso la comparacién de especies mas lejanamente emparentadas. Por
ejemplo, las distancias inmunolégicas fueron utilizadas para estudiar las
relaciones entre el hombre y los grandes simios (Goodman 1963). Estos
enfoques, si bien analizan diferencias y similitudes en un nivel mas cercano al
genético que los rasgos morfoldgicos, son aun relativamente indirectos. El
primer método utilizado con fines sistematicos que analiza en el nivel de los
acidos nucleicos fue la hibridacion ADN-ADN. Esta técnica consiste en la
desnaturalizacion térmica del ADN gendmico de dos especies y la medicion de
la cinética de renaturalizacién conjunta de los ADN heteroduplex de las dos

especies. Cuanto mayor es la similitud genética, la velocidad de
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renaturalizacion es mayor. La hibridacion ADN-ADN fue ampliamente utilizada
en numerosos casos que hasta el momento no habian sido resueltos por los
meétodos tradicionales (Springer and Kirsch 1991; Kirsch et al. 1991). Los datos
obtenidos por los métodos mencionados miden esencialmente el grado de
divergencia genética, o distancia genética, lo cual los hace adecuados para
analisis del tipo fenético y no cladistico. El desarrollo de las técnicas de biologia
molecular permitid a los bidlogos sistematicos tener acceso al maximo nivel de
detalle al poder comparar las secuencias de nucleétidos que forman el material
genético de los organismos. Las secuencias de ADN y de proteinas pueden ser
utilizadas tanto a través de metodologias fenéticas como cladisticas.

La posibilidad de utilizar directa o indirectamente la informaciéon del ADN
permite superar algunas de las dificultades que presentan los caracteres
morfologicos. La existencia de un conjunto de genes que es comun a todos los
organismos conocidos permite hacer estudios filogenéticos que involucren
representantes tan lejanos entre si como lo son las bacterias, los animales, las
plantas o cualquier otro ser vivo, y que comparten pocas caracteristicas
morfologicas. Por otro lado, aun especies muy cercanas, al grado de no
presentar diferencias morfolégicas, mostraran algun tipo de diferenciacion a
nivel genético, lo cual puede ser evidenciado por un andlisis molecular y

utilizado para resolver su parentesco.

1.4.2. El reloj molecular

A partir de mediados de la decada del ‘50 fue posible obtener la
secuencia de aminoacidos de las proteinas, aunque en principio la técnica fue
muy trabajosa y podia emplearse con proteinas que pudieran purificarse en
gran cantidad. En 1962, Emile Zuckerkandl y Linus Pauling obtuvieron la
secuencia de aminoacidos de la hemoglobina de algunas especies de animales
(Zuckerkandl and Pauling 1965). Al compararlas, notaron que el numero de
diferencias entre ellas parecia ser proporcional al grado de divergencia entre
las especies. Asi, Zuckerkandl y Pauling contaron 16 aminoacidos diferentes
entre el hombre y el raton, 18 entre el hombre y el caballo. Entre el hombre y
pajaros, ranas y tiburones encontraron 35, 62 y 79 diferencias, respectivamente

(Zuckerkandl and Pauling 1965). Este resultado indujo a sus autores a
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proponer que los cambios de aminoacidos que ellos observaron son el
resultado de mutaciones en el ADN que estarian ocurriendo a intervalos de
tiempo relativamente regulares, lo que resultaria en una proporcionalidad entre
los reemplazos de aminoacidos y el tiempo transcurrido desde la divergencia
de las especies consideradas. Este trabajo fue casi un hito fundacional para la
nueva disciplina de la sistematica molecular y significo una verdadera
revolucion para la biologia evolutiva, ya que introdujo el concepto del reloj
molecular. A pesar de permanecer aun en un candente debate, este concepto
nos permite incorporar un marco temporal a la comprensién de, al menos, gran
parte de la historia evolutiva.

A fin de convertir a las secuencias de proteinas y genes en herramientas
apropiadas para recuperar confiablemente la historia evolutiva, se requirié el
desarrollo de descripciones matematicas del proceso de cambio de las
secuencias en el tiempo. Estas descripciones son conocidas como modelos de
evolucién de las secuencias. Los modelos facilitan la reconstruccion de los
eventos pasados, permiten hacer predicciones acerca de los cambios futuros y
son una parte importante de la evolucion molecular. A pesar de estar en
constante desarrollo, los elementos basicos que formaban parte de los
primeros modelos desarrollados hace ya casi 40 afios son todavia relevantes.
El supuesto basico se refiere a que la mayoria de los procesos de la evolucién
al nivel molecular son de naturaleza estocastica, aleatoria.

Al extenderse las comparaciones de secuencias a distintas proteinas y
genes y a distintos grupos taxonémicos, rapidamente se hizo evidente que la
acumulacién de mutaciones no era la misma, tanto en el numero de cambios
por unidad de tiempo como en el modo de evolucién. Secuencias de ADN
pertenecientes a distintas regiones del genoma y con distintas funciones
mostraban muy diferentes patrones de reemplazo nucleotidico (Li 1997, Page
and Holmes 1998). Se notd, por ejemplo, que las sustituciones no estaban
homogéneamente distribuidas, particularmente en las secuencias de ADN que
codifican para proteinas o ARN ribosomal. Por otro lado, algunas secuencias
mostraban mucha diferenciacién entre especies cercanamente relacionadas,
mientras que otras eran casi invariantes. Todas estas observaciones fueron

paulatinamente interpretadas en términos de mecanismos de evolucion y se
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incorporaron a los modelos de evolucién molecular a fin de hacer mas preciso y
realista el trabajo de reconstruccion filogenética.

El concepto de reloj molecular esta intimamente relacionado con Ia
teoria neutralista de la evolucion molecular. La misma sostiene que la mayoria
de los cambios nucleotidicos no tienen efecto sobre la adecuaciéon darwiniana
(fitness) (Kimura 1983). Al mismo tiempo, puede demostrarse que la velocidad
de fijacion de las mutaciones en condiciones de neutralidad depende
solamente de la tasa intrinseca de mutacion (Li 1997). Por lo tanto, si la
hipotesis neutralista es correcta, las mutaciones neutras seran las mayoritarias
en una proteina y su tasa de evoluciéon deberia ser constante.

Los postulados de la teoria neutralista provocaron una encendida
controversia en torno al rol de la seleccion natural en la evolucion molecular. E!
estudio de la evolucion de las secuencias nucleotidicas en cientos de genes y
en numerosos organismos de todo tipo puso en evidencia que la seleccidén
natural es una fuerza que, en mayor o menor medida segun el caso, opera a
nivel molecular y llega a ser significativa (Kreitman 1983, Kreitman and Akashi
1995; Hartl et al. 1994). Las posiciones nucleotidicas en las que una mutacion
trae aparejado un cambio de aminoacidos suelen estar sujetas a presiones
selectivas en contra de los reemplazos. La intensidad de la presion varia segun
el grado de restriccion funcional que presenta el aminoacido en cuestion. Sin
embargo, aquellas mutaciones que no determinan un reemplazo aminoacidico
por la redundancia del codigo genético, conocidas como sinonimas, no estan
sujetas a restricciones selectivas y por lo tanto pueden evolucionar
neutralmente.

A medida que se conocieron mas datos sobre la evolucion de las
secuencias de ADN, se evidenciaron ciertas desviaciones a las predicciones de
la teoria neutralista. Un ejemplo es el sesgo en el uso de los codones
sinénimos. La degeneracion del codigo genético significa que la mayoria de los
aminoacidos estan codificados por un cierto numero de tripletes o codones que
resulta de la combinacién de distintos nucledtidos en la 1era y 3era posiciones.
Los tripletes que codifican un mismo aminoacido son sindnimos. Una hipétesis
nula sobre la frecuencia relativa de uso de los distintos codones sindnimos

predice que todos deberian encontrarse en igual frecuencia en los genes. Sin
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embargo, estudios realizados en algunos organismos como E. Coli (Sharp and
Li 1987), muestran que codones sindbnimos no se encuentran con la misma
frecuencia, es decir, hay un sesgo en el uso de codones sindnimos.

En E. coli y en levaduras (Bulmer 1991) se vio que este sesgo era mas
pronunciado en genes que se expresan a niveles altos (como los que sintetizan
proteinas de membrana) respecto de los que se expresan menos. Por otro lado
se observo que, para un dado aminoacido (por ejemplo leucina), el codén que
se encuentra con mas frecuencia en las proteinas corresponde al tRNAleu
trascripto en mayor abundancia. Es decir, lo que se observa es el resultado de
un proceso de coevolucion codén-tRNA; una explicacion seleccionista, que
encaja muy bien con poblaciones grandes como son las de bacterias.

También cabe un relato neutralista: el requerimiento funcional de los
codones ubicados en genes de altos niveles de expresion es alto y por lo tanto
es baja su velocidad de sustitucion sinonima. De hecho, el sesgo en el uso de
codones implica que una posicion considerada neutra en extremo (3a posicién
de codones 4 veces degenerados), esta sujeta a restricciones funcionales, lo
que explica que su tasa de sustitucion es menor que la maxima. El hallazgo de
sesgo en el uso de codones sinGnimos es una restriccion a la teoria neutralista,
es una desviacion, (aunque de pequena magnitud) a una de las predicciones
de la teoria.

Tomoko Ohta, la principal discipula de Kimura, incorporé estos hallazgos
y criticas y elaboré una nueva version de la teoria, conocida como teoria casi
neutralista, reconociendo que las sustituciones no sindnimas no son
perfectamente neutrales, sino ligeramente deletéreas o casi neutrales (Ohta
1992; Ohta 1995). Esta revision de la teoria neutralista proporciona una vision
mas realista de como las mutaciones afectan las complejas interacciones entre
los aminoacidos que componen una proteina y su medio.

. A pesar de las multiples criticas que recibié y recibe, la teoria neutralista
representa un aporte fundamental para la evolucidbn molecular al proveer
herramientas rigurosas con las cuales detectar efectos provocados por
evolucion adaptativa en proteinas, relajacion de restricciones funcionales, e
incluso grandes fluctuaciones en el tamafo poblacional de un linaje (McDonald
and Kreitman 1991; Hudson et al. 1987). Ademas, los tratamientos
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matematicos propuestos por la teoria neutralista permanecen siendo validos
para las mutaciones neutrales o cercanamente neutrales. Se considera ademas
que, si bien la tasa de evolucién varia considerablemente entre linajes
distantes, la variacién entre especies relacionadas es lo suficientemente
pequefa como para considerarla constante para el grupo en estudio, mas aun
cuando las especies se asemejan en parametros como el tamafo corporal,
tasa metabdlica y tiempo generacional ya que la tasa de mutacion depende de
estos factores (Martin and Palumbi 1993).

Se ha mencionado mas arriba que para estimar la divergencia entre
secuencias se utilizan modelos que tienen en cuenta el proceso de evolucién
molecular. A continuacion se mencionaran algunos de los factores que influyen
de alguna forma en este proceso alterando ya sea la constancia de la tasa
mutacional entre linajes como dentro de una secuencia.

Si comparamos la secuencia nucleotidica de un gen determinado entre
especies cercanamente relacionadas podremos contar un numero de
diferencias entre ellas. Al extender la comparacién a especies mas alejadas, el
numero de diferencias sera mayor, ya que otras posiciones nucleotidicas
habran experimentado mutaciones en uno u otro linaje. Asi, en muchos casos
la proporcionalidad pareciera ser lineal. Sin embargo, cuando el tiempo de
divergencia aumenta, la probabilidad de que ocurra una mutacion en un sitio
que ya mutd previamente se hace significativa. Por lo tanto, el numero
observado de sustituciones al comparar las dos secuencias serd menor que el
namero real de sustituciones ocurridas entre los linajes. Se conoce a este
efecto como saturacion por mdultiples sustituciones. La figura 4 muestra un
ejemplo de saturacion: la pendiente de la curva de numero de cambios versus
el tiempo de divergencia para el gen mitocondrial COll en bévidos disminuye
gradualmente debido a que, a partir de cierto, tiempo las nuevas sustituciones
tienen poco impacto sobre el niumero observado de sustituciones (Janecek et
al. 1996).
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Figura 4: La acumulacién observada de sustituciones
en el gen mitocondrial COIll pierde la linealidad debido
a la saturacién de sustituciones.

1.4.3. Modelos de evolucién molecular

El primer objetivo de los modelos de evolucidon molecular es corregir el
efecto de la saturacion en los calculos de la divergencia genética. La figura 5a)
resume los parametros que toman en cuenta algunos modelos de evolucién
molecular (para profundizar acerca de modelos de evolucion consultar Hillis et
al 1996; Li 1997). La figura 5b) muestra una representacion grafica del efecto
de aplicar un modelo que corrige la desviacion de la linealidad debida a

sustituciones multiples.
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Figura 5: a) Relaciones entre cinco modelos para estimar el nimero de sustituciones

nucleotidicas entre dos secuencias de ADN. Los modelos JC, K2P, F81 y HKY85 pueden ser

generados restringiendo los parametros del modelo GTR.

b) La ocurrencia de sustituciones multiples en un mismo sitio provoca que las sustituciones
sean subestimadas. Los modelos de evolucion tienen el objetivo de corregir la discrepancia.
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El modelo de Jukes-Cantor (Jukes and Cantor 1969) es el mas sencillo.
Asume que las cuatro bases tienen frecuencias iguales y que todas las
sustituciones son igualmente probables. La distancia d corregida entre dos

secuencias se expresa como:

d=-3/4 In(1-4/3p)

donde p es la proporcion observada de diferencias entre dos secuencias.

Sin embargo, las sustituciones entre dos nucleétidos con el mismo tipo
de base nitrogenada (purinas o pirimidinas) suelen ocurrir con mas frecuencia
que las sustituciones que cambian una purina por una pirimidina o viceversa. El
modelo conocido como Kimura 2 parametros (Kimura 1980) tiene en cuenta

esta asimetria, y la divergencia d esta expresada por:

d=1/2 In[1/(1-2P-Q)] +1/4 In[1/(1-2Q)]

donde P y Q son las diferencias proporcionales entre las dos secuencias
debidas a transiciones y transversiones, respectivamente.

Cuando el conjunto de secuencias presenta una importante
heterogeneidad en cuanto a la composicion nucleotidica (es decir, A, C, Gy T
no estan en igual proporcidon), las estimaciones también pueden verse
afectadas con el consiguiente error en la inferencia filogenética. EI modelo
propuesto por Felsenstein (1981), conocido como F81, es similar al modelo
Tajima-Nei (Tajima and Nei 1984). Estos modelos consideran diferentes
proporciones de cada unos de los cuatro nucleotidos.

El modelo HKY85 (Hasegawa et al. 1985) es una combinacion de K2P y
F81, ya que considera tanto frecuencia desigual de bases como diferente tasa
de transiciones y transversiones.

Por ultimo, el modelo GTR (por general time reversible), (Lanave et al.

1984; Rodriguez et al. 1990) permite especificar diferentes proporciones de
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bases y una tasa de sustitucion para cada uno de los seis tipos de sustitucion
posible (A por G, T por C, A por C, etcétera).

A pesar de que a mayor complejidad, el modelo parece ser mas realista
y por lo tanto es mas tentador utilizarlo, se debe estudiar cuidadosamente el
conjunto de datos ya que siempre es recomendable utilizar el minimo niumero
de parametros que sea posible. Por ejemplo, si el conjunto de datos presenta
una fuerte heterogeneidad de bases pero el cociente transiciones a
transversiones es cercano a 1, es conveniente utilizar el modelo mas sencillo
que representa a los datos, en este caso el F81 y no el HKY85 o GTR.

Como se menciond, algunas posiciones nucleotidicas estan sujetas a
presiones selectivas en contra de los reemplazos. La intensidad de la presion
es mayor o menor, segun el grado de restriccion funcional que sufre el
aminoacido determinado por el nucleétido. Otros sitios, no sujetos a seleccion,
evolucionaran neutralmente. Algo similar ocurre en las secuencias de ADN que
codifican para los ARN ribosomales y de transferencia. La funcién de los
ribosomas y ARN de trasferencia dependen fuertemente de su estructura
secundaria, la cual esta a su vez determinada por apareamientos entre tramos
de la misma molécula. Una mutacion en una regién de apareamiento sera
seleccionada en contra porque probablemente afecte a la funcion de la

molécula.

Sustituciones por sitio

il

Figura 6: Tasas promedio de sustituciéon en diferentes
regiones de genes de mamiferos y en seudogenes.
Modificado de Li (1997).
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1.5

0.5

Proporcién de sitios

0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0
Tasa de sustitucion

Figura 7: Distribuciones de las tasas de sustitucion para diferentes valores
del parametro a. Bajos valores de a corresponden a grandes variaciones
en la tasa. A medida que a aumenta, disminuye el rango de variacion de la
tasa. Para a tendiendo a infinito, todos los sitios tienen la misma tasa de
sustitucion. Modificado de Yang (1996).

Estos efectos explican porqué muchos genes presentan grandes
diferencias en la tasa de evolucion entre sitios. En estos genes suele ocurrir
que algunas posiciones se saturen rapidamente, mientras que otras exhiben
pocos cambios y otras son invariantes en toda la escala temporal representada
por la muestra. La figura 6 muestra como varia la tasa de sustitucion entre
distintas regiones de los genes. Los modelos planteados arriba consideran que
todos los sitios mutan con la misma probabilidad, por lo que utilizarlos con una
secuencia que presenta gran variacion de tasas entre sitios puede resultar
inadecuado. La solucion consiste en utilizar la distribucion gamma (y). Esta
distribucion tiene un parametro de “forma” alfa (a), el cual especifica el rango
de la variacion de la tasa entre sitios (Hillis et al. 1996). Pequefos valores de
alfa resultan en una distribucion con una extrema variacion de tasas: muchos
sitios invariantes y pocos sitios con alta tasa de evolucion. Por el contrario, a
mayores valores de alfa, menor es la variacion de las tasas (figura 7). El rango
de alfa para la mayoria de los genes mitocondriales y nucleares estudiados es
de 0,16 a 1,37 (Yang 1996). La distribucion gamma puede utilizarse con
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cualquiera de los modelos descriptos arriba. El simbolo utilizado para indicar su
uso en un modelo es “I"". Otro parametro que se refiere al grado de variacion
de tasas de evolucion entre sitios de una secuencia es la proporciéon de sitios
invariantes (l). Este parametro estima la proporcién de sitios que no varian, es
decir, donde la ocurrencia de mutaciones tiene baja probabilidad, respecto de

otras posiciones.

1.4.4. Arboles de genes y érboles de especies

Al trabajar con filogenias moleculares, nunca debe perderse de vista el
hecho de que, al construir filogenias comparando la secuencia de un gen,
estrictamente estamos construyendo la filogenia del gen, lo cual no implica
necesariamente que estemos reconstruyendo la filogenia de las especies que
lo portan. Es decir, no necesariamente hay coincidencia entre el arbol de genes
y el de especies. Esta discrepancia puede deberse a varias razones. Cuando
se utiliza una secuencia con altos niveles de polimorfismo en especies muy o
relativamente cercanas, puede ocurrir que en algunas especies el o los alelos
muestreados correspondan a variantes presentes en los ancestros, y por lo
tanto compartidas por los descendientes. En este caso las verdaderas
relaciones entre las especies no seran reflejadas por el arbol obtenido.

Otro motivo para la discrepancia entre el arbol del gen y el arbol de las
especies es la ocurrencia de eventos de transferencia horizontal. Este proceso
resulta cuando un linaje adquiere material genético de otro y lo integra a su
genoma ya sea reemplazando a la version propia, como ocurre en la
conjugacion de bacterias (Griffiths et al. 2000) o incorporandolo directa o
indirectamente a su genoma, como ocurre con los retrovirus en los genomas de
vertebrados cuando infectan especies distintas de su hospedador habitual e
incorporan ADN exotico. Por ejemplo, un ARN mensajero del gen FAM8A1
presente en el genoma humano y de funcién aun desconocida, si la tiene, fue
capturado por un retrovirus e integrado en el genoma durante la evolucion de
los primates (Jamain et al. 2001). La existencia de fenédmenos de transferencia
horizontal tiene profundas consecuencias en la forma en que representamos al
arbol de la vida. La transferencia horizontal altera la naturaleza dicotomica que

tradicionalmente se adjudica a cualquier arbol filogenético al aparecer ramas
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que comunican distintas partes del arbol entre si, transformando al arbol en una
red o “jungla” (Page and Charleston 1998).

Finalmente, otra causa, tal vez la mas comun, por la cual la filogenia de
genes no concuerda con la de las especies resulta de la comparacion entre
genes que se relacionan por un tipo particular de homologia, la paralogia.
Cuando en un linaje ocurre y se perpetia una duplicacién génica, las copias,
producto de la duplicacion, evolucionan independientemente entre si. Cada una
acumula mutaciones de acuerdo al proceso de evolucién molecular,
divergiendo de la otra copia en forma proporcional al tiempo transcurrido.
Cuando ese linaje experimenta un evento de especiacion, las dos copias
permanecen representadas en ambas especies, al igual que el resto de los
genes. Las copias que estan en especies distintas y que eran “la misma copia”
en el ancestro de las dos nuevas especies se dice que son ortélogas, su
separacion ocurrié en el evento de especiacion. Los genes que estan en
distintas especies y que derivan de copias distintas en el ancestro, se
denominan genes paralogos. Al comparar las secuencias nucleotidicas de los
genes en ambas especies, el numero de cambios entre genes ortélogos dara
informacién del tiempo transcurrido desde el evento de especiacion, mientras
que los cambios acumulados entre paralogos, seran un reflejo del tiempo
transcurrido desde la duplicacion génica. Si las tasas de evolucion molecular se
mantuvieron constantes entre ambos linajes, el numero de sustituciones entre
los paralogos deberia ser similar a los cambios entre los miembros del par de
genes en cada especie. Por supuesto, al elegir un marcador para efectuar un
analisis filogenetico es importante tomar recaudos para asegurarse de estar

comparando genes ortélogos.

1.4.5. Eleccién del marcador

En vistas de los numerosos factores que determinan el modo y velocidad
de evolucibn de las secuencias nucleotidicas, es muy importante una
cuidadosa evaluacion al momento de elegir un marcador genético para trabajar
en un estudio de filogenia. Dado que, para recuperar informacion evolutiva, un
marcador debe presentar variacidon entre los individuos en estudio, es
necesario utilizar un gen cuya tasa de evolucién sea tal que se evidencien
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mutaciones en el tiempo de divergencia de los taxones. Sin embargo, una tasa
demasiado alta provocara que la informacion o sefal filogenética sea “borrada”
al ocurrir multiples sustituciones en una gran cantidad de sitios.

Los genes mitocondriales han sido muy utilizados para reconstruir
filogenias en un gran numero de grupos de animales, pero especialmente en
vertebrados y artropodos (Hillis et al. 1996). El genoma mitocondrial de los
mamiferos tiene un tamano que varia entre 12000 y 17000 pares de bases.
Contiene las secuencias de 13 genes de proteinas, dos de ARN ribosomal, 22
genes de ARN de transferencia y una region que regula la replicacion y la
transcripcion conocida como region control o D loop (Attardi 1985). Los genes
mitocondriales mas utilizados son los que corresponden al ARN ribosomal 12S
y 165, citocromo oxidasa | y Il, citocromo b y la regién de control. La estructura
y organizacion del genoma varia muy poco en los mamiferos. La tasa de
sustitucién sinénima en las mitocondrias de mamiferos ha sido estimada en
5,7x10°® sustituciones por sitio sinénimo por afio (Brown et al. 1982). Esto es
cerca de 10 veces el valor de sustituciones sinénimas en genes nucleares (Li
1997). Aunque la tasa de evolucién no sindnima varia considerablemente entre
los genes mitocondriales, siempre es mucho mas alta que la misma para genes
nucleares. La razén de las altas tasas de evolucion nucleotidica en los
genomas mitocondriales parece ser su alta tasa de mutacion, resultado de la
elevada tasa de recambio del genoma mitocondrial y de la alta concentracion
de radicales libres que resultan de las funciones metabdlicas llevadas a cabo
por la mitocondria (Martin 1995). Debido a su elevada velocidad de sustitucion,
el ADN mitocondrial resulta muy adecuado para inferir relaciones filogenéticas
entre especies con divergencias no mayores a los 15 M.A., asi como para
estudios de dinamica intraespecifica (Avise 1994). Al no sufrir recombinacion y
tener herencia uniparental, el ADN mitocondrial no introduce las distorsiones
debidas a la recombinacién a las que si estan sometidos los estudios que
utilizan genes nucleares. Debido a su herencia clonal, y a pesar de que existen
hasta cientos de copias de mitocondrias por célula, los genes mitocondriales
pueden considerarse ortélogos, es decir, no se provocan discrepancias entre el

arbol de genes y el de especies.
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En esta tesis se utilizaron las secuencias del gen de la proteina
mitocondrial citocromo b, que forma parte del complejo citocromo c oxidasa, el
cual es parte de la cadena de transporte de electrones que funciona entre la
membrana interna y la matriz mitocondrial. Es una proteina integral de
membrana con 8 pasos a través de la membrana interna. En la gran mayoria
de los mamiferos su longitud es de 379 aminoacidos, y el gen tiene 1140 pares
de bases, dado que, como todos los genes mitocondriales, no tiene intrones.
La secuencia del gen citocromo b ha sido muy utilizada en filogenias de
roedores, en rangos taxondmicos que van desde la diferenciacion
intraespecifica y filogeografia (Kim et al. 1998, Conroy and Cook 2000, Erlich et
al. 2000, Harris et al. 2000, Demastes et al. 2002) hasta el nivel de superfamilia
(Martin et al. 2000) y suborden (Montgelard et al. 2002).

1.4.6. Métodos moleculares de inferencia filogenética

Con el objeto de extraer e interpretar la informacion evolutiva contenida
en los datos de secuencias se han desarrollado (y continian desarrollandose)
una serie de métodos analiticos basados en técnicas estadisticas elaboradas,
que toman en cuenta tanto los mecanismos de evolucién como las propiedades
bioloégicas de las moléculas en estudio. Los métodos de inferencia filogenética
son alimentados por datos, y mediante procedimientos conducidos por un
algoritmo matematico se construye una representacion grafica de las relaciones

entre los taxones, llamada arbol (figura 8).
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Grupos hermanos Nodo terminal
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Figura 8: Esquema de un arbol con sus partes constituyentes.

Por supuesto, dada la complejidad de los algoritmos en uso y el tamafio
de los conjuntos de datos a utilizar (secuencias de cientos a miles de bases)
los métodos estan implementados en programas de computacion. Ninguno de
los métodos conocidos funciona igualmente bien en cualquier circunstancia, por
lo que es necesario tener una idea de cuales son sus limitaciones y ante qué
tipo de datos puede presentar dificultades cada uno de ellos. Ninguno de los
métodos hace estimacion alguna respecto de la ancestralidad de los taxones
en estudio, lo que significa que los arboles obtenidos son arboles sin raiz. La
raiz otorga al arbol direccionalidad, que permite tener idea de relaciones de
ancestralidad entre las OTU. Para enraizar un arbol es necesario introducir en
el analisis un grupo externo (outgroup). Un grupo externo es un organismo del
cual se sabe fehacientemente que ha divergido mas tempranamente que los
taxones en estudio (el ingroup), pero al mismo tiempo debe tener cercana
relacion con los mismos.

A continuacion, se presentara una breve descripcion de los tres métodos
mas utilizados actualmente en los estudios de filogenia molecular: neighbor-

joining (NJ), maxima parsimonia (MP) y maxima verosimilitud (MV).

1.4.7. Neighbor-Joining o método del vecino mas préximo
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Este es un metodo de construccion de arboles basado en distancias
(Saitou and Nei 1987). Esto significa que el algoritmo es alimentado con una
matriz de distancias genéticas entre todos los pares posibles de OTUs
calculada utilizando aigun modelo de evolucion (ver item 1.4.3), como Kimura 2
parametros (K2P) u otro. El principio del método consiste en encontrar los
vecinos (pares de OTUs simples y compuestas unidas por un nodo) de tal
forma que minimicen la longitud total del arbol en términos de las distancias
estimadas por el modelo de evoluciobn empleado. Se comienza con una
topologia en estrella, donde todas las ramas que conducen a OTUs se unen en
un unico nodo central (figura 9). Luego se conectan dos OTUs cualesquiera y
se calcula la nueva longitud total del arbol. El algoritmo ensaya todas las
combinaciones posibles y permanece unido aquel par de OTUs que haya
minimizado la longitud del arbol. El proceso se repite, esta vez considerando al
par de OTUs elegido como una unica OTU e incorporando los taxones
restantes, originandose en este proceso OTUs compuestas. El método produce
un anico arbol con ramas de longitud proporcional al numero de cambios
acumulados en cada rama, dando informaciéon sobre el comportamiento de la

secuencia respecto de las tasas de evolucion en cada rama.

8 (b) 8
1 7 7

N |
N

3 5 4
4 3

(a

Figura 9: El algoritmo de construccion de arboles Neighbor-joining. (a) Se parte de una
topologia en estrella (todas las OTUs unidas a un nodo). (b) Se asocian dos OTUs, y si ello
resulta en una longitud minima, se mantiene esa agrupacién como una nueva OTU.
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Al no incorporar como supuesto la constancia de evolucion entre linajes
(reloj molecular) como ocurre con métodos de distancia mas simples, este
meétodo es eficiente cuando se utilizan marcadores que no cumplen la
condicion del reloj molecular, al mismo tiempo que permite detectar diferencias
en la tasa de evolucién entre linajes del marcador utilizado. Es un método
rapido y requiere poca potencia computacional, una computadora de escritorio
puede ser utilizada para construir arboles a partir de, por ejemplo 50 OTUs con
secuencias del orden de las mil bases, como las utilizadas en esta tesis, en

pocos minutos.

1.4.8. Maxima parsimonia

Los métodos de construccién de arboles por el criterio de maxima
parsimonia (MP) se basan en los postulados de la escuela cladista. El cladismo
sostiene que la hipétesis filogenética que mas probablemente refleje la filogenia
real sera aquella que se explique con el menor numero posible de cambios en
los caracteres (Farris 1973). El objetivo, entonces, es buscar el arbol que
requiera el menor numero de cambios evolutivos (mutaciones en este caso)
necesarios para explicar las diferencias observadas entre las OTUs.
De todos los caracteres presentes en el conjunto de datos (posiciones
nucleotidicas o aminoacidicas), so6lo son consideradas aquellas que
proporcionan informacién evolutiva segun el criterio cladista. Dichos caracteres
se denominan informativos. Los caracteres informativos son aquellos que
presentan variacion entre las OTUs, y donde cada variante esta presente en al
menos dos OTUs. El siguiente paso consiste en determinar el numero de pasos
mutacionales requeridos para cada una de las topologias posibles. Esta etapa
es critica ya que el numero de arboles posibles crece exponencialmente
respecto del numero de OTUs. La tabla 1 muestra el numero de arboles
enraizados y no enraizados que pueden construirse con hasta 10 OTUs.
Cuando el analisis involucra mas de 10 OTUs, la evaluacion de todas las
topologias posibles puede hacerse impracticable debido la enorme cantidad de
tiempo requerido, ain en computadoras muy poderosas. La solucion es
provista por un modo de busqueda conocido como heuristico, que evita

explorar todo el espacio de topologias, aunque al costo de no poder asegurar la
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obtencion del arbol con el menor numero de cambios posibles (Hillis et al.
1996). Sin embargo, la probabilidad de no obtener el mejor arbol es

aceptablemente baja.

Numero de Numero de arboles
Secuencias sin raiz

2 1

3 1

4 3

5 15

6 105

7 945

8 10.395

9 135.135
10 2.027.025
22 3x10%

50 3x10™
100 2x10'%

Tabla 1: Numero de topologias que es
posible construir a partir de un determinado
numero de secuencias. (Tomado de Hillis et
al. 1996)

A menudo se obtienen como resultado de la busqueda mas de un arbol
de maxima parsimonia. Esto significa que varias topologias diferentes
requieren el mismo nimero de cambios, que a su vez es el minimo encontrado.
En este caso se procede construyendo un arbol consenso superponiendo todas
las topologias igualmente parsimoniosas. Aquellos grupos que aparecen
iguales en todos los arboles obtenidos permaneceran en el consenso, mientras
que las OTUs que cambian de ubicacién, formaran nodos multirramificados o
politomias en el consenso, como muestra la figura 10. Es importante notar que
el método de MP no produce informacién de longitud de ramas, solamente del
orden de ramificacion, es decir de la topologia.

No todos los caracteres informativos proporcionaran informaciéon que
favorezca al mismo arbol. Se espera, sin embargo, que la mayoria de ellos
determine la representacion de la filogenia real, como explicita el principio de
maxima parsimonia. Los sitios informativos que favorecen una topologia
erronea son homoplasicos, y corresponden a casos de similitud por paralelismo
o reversion. En secuencias de ADN, los sitios que tienen mas probabilidad de

presentar homoplasia son aquellos que presentan mayor tasa de sustitucion.
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De la misma manera, los tipos de cambio que ocurren mas facilmente seran

también mas propensos a generar homoplasia (Page and Holmes 1998).

topologias alternativas

A B C D A C B D
consenso
A B C D
politomia

Figura 10: La representacion combinada de topologias diferentes (consenso) genera nodos no
dicotémicos (politomias).

Teniendo esta informacion en cuenta, es posible generar esquemas de
pesado de caracteres que permiten reducir el efecto negativo de las
homoplasias (Hillis et al. 1996). De esta manera, se asigna un peso mayor a las
posiciones que presentan menor probabilidad de mutar, ya que es menos
probable que presenten homoplasia y mas probable que informen relaciones
evolutivas. También se suele dar un peso mayor a las transversiones cuando el
conjunto de datos presenta una alta relacion de transiciones a transversiones,
ya que es mas probable que las transiciones, al ser mas frecuentes, resulten en
homoplasias. Es decir, es posible realizar analisis mas realistas al tener en
cuenta al proceso de evolucion molecular.

El método de MP permite calcular indices que dan informacién sobre la

congruencia de los datos entre si y con la topologia. El indice de consistencia
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Cl se calcula dividiendo el minimo nimero de pasos posible para la topologia
obtenida por el numero reconstruido de pasos para dicha topologia (Farris
1969). El Cl seria 1 si no hubiese homoplasia alguna y 0,5 si la topologia
requiere el doble de pasos que los minimos necesarios. El indice de retencion
(RI) (Farris 1989) tiene el mismo sentido y se calcula dividiendo la diferencia
entre el numero maximo de pasos posible menos el nimero calculado, sobre el
nuamero maximo menos el niumero minimo. Los indices pueden calcularse tanto
para el arbol en conjunto, es decir para todos los caracteres, como para cada
caracter.

Los esquemas de pesado mencionados arriba, como por ejemplo,
asignar un peso mayor a una posicion o conjunto de posiciones que
evolucionan lentamente, se consideran pesado a priori porque el pesado de
los caracteres se asigna previamente al analisis y sin que el resultado influya
en los valores del pesado. Otra posibilidad es utilizar el pesado a posteriori
(Williams and Fitch 1989). En este caso, primero se efectua una corrida del
algoritmo sin pesar los caracteres y luego se repite esta vez pesando los
caracteres de acuerdo a alguno de los indices mencionados (Cl, RI) calculados
en la primera corrida para cada caracter. Por ejemplo, un caracter
particularmente variable, resultara homoplasico con mayor frecuencia vy
obtendra un valor bajo de ClI. Si se adjudica como peso el valor de Cl a todos

los caracteres, dicho caracter tendra menor peso en el analisis.

1.4.9. Maxima verosimilitud

Este es un método mas reciente que los arriba mencionados. Es un
enfoque sumamente atractivo por su versatilidad para incorporar modelos
explicitos de evolucidén molecular y también porque permite hacer pruebas
estadisticas de las hipétesis evolutivas (Felsenstein 1981; Page and Holmes
1999). El principio de verosimilitud (/ikelihood) sugiere que las relaciones entre
los taxones expresadas como una topologia particular (el arbol) que hace mas
probables los datos observados (las secuencias), debe ser la preferida. Dicho
de otra forma, cada arbol lleva asociada una verosimilitud L, que representa la
probabilidad P de obtener los datos observados dada una determinada

topologia.
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L=P(D\H)

donde D son los datos, por ejemplo las secuencias nucleotidicas y H una
topologia determinada.

La topologia preferida serd entonces aquella cuyo valor L de
verosimilitud sea maximo. El procedimiento requiere tres elementos: un modelo
de evolucion de los datos, los datos observados y arboles (topologias
alternativas). Para llegar al resultado, el método de construccion de arboles
debe resolver dos problemas: encontrar las longitudes de ramas que
maximicen la verosimilitud de una topologia respecto de los datos observados,
y encontrar el arbol de mayor verosimilitud entre todos los posibles. Para
resolver el primer problema se computan las longitudes de ramas que
maximizan L para cada sitio de las secuencias, y luego se obtiene el logaritmo
de L del arbol sumando los logaritmos de los L de cada sitio:

k

1n L= 1n L;

donde k es el numero de sitios en las secuencias.

El algoritmo debe estimar los estados de los caracteres (nuclebtidos o
aminoacidos) presentes en los nodos internos (ancestrales) para cada sitio tal
que maximicen la verosimilitud de las secuencias observadas. La estimacién de
las longitudes de rama requiere de mucha capacidad computacional ya que se
deben evaluar todas las combinaciones posibles de nucle6tidos o aminoacidos
en todos los nodos ancestrales del arbol. La etapa de busqueda del arbol de
maxima verosimilitud puede resolverse con aproximaciones heuristicas, como
en el caso de la busqueda de los arboles de maxima parsimonia.

Dijimos que el método de MV incorpora modelos de evolucion, los cuales
pueden llevar parametros como un cociente de transiciones a transversiones,
composicion de bases, variacion de tasa entre sitios, etcétera (ver item 1.4.3).
Los valores de tales parametros pueden provenir de estimaciones previas
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realizadas para el mismo marcador en grupos taxondmicos relacionados o bien
pueden ser estimados a partir de los datos. La estimacioén del valor de un
parametro sera aquella que maximice la verosimilitud de los datos. La figura 11
ejemplifica la estimacion del cociente de transiciones a transversiones. Para
distintos valores de los parametros a estimar, se calcula el In L utilizando una
topologia que no necesariamente sera la de In L maximo ni obtenida bajo MV,

por ejemplo, una topologia obtenida por neighbor-joining.

S -2620-
.E
G -2640-
o
o
2 -2660-
° '
o .
2 -2680 :
£ . Valor del cociente
= -2700- i Ts/Tv que maximiza
S + la verosimilitud de
2720 - E los datos.
-2740 < 5
v
-2760 : : \ T T T T T 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cociente Transiciones/Transversiones

Figura 11: Una manera de estimar el cociente de transiciones
(Ts) a transversiones (Tv) mediante el método de MV.

Al igual que en los métodos de distancias, el uso de los parametros debe
ser racional, ya que al incrementarse la cantidad de parametros se intensifica
enormemente la complejidad del analisis y por ende los tiempos de
computacion requeridos. Ademas, a mayor numero de parametros aumenta la
varianza de la estimacion, perdiéndose definicién en el analisis.

¢Como decidir entonces qué modelo de evolucién conviene utilizar?
Existen procedimientos que aprovechan una importante propiedad de los
métodos de MV, la de poder comparar estadisticamente si dos topologias
difieren significativamente en verosimilitud para un conjunto de datos (Hillis et
al. 1996; Posada and Crandall 1998; Page and Holmes 1999). El procedimiento
basico consiste en calcular el valor de verosimilitud (In L) de una topologia

46



Introduccion

obtenida por algun método rapido, como neighbor-joining, empleando el
modelo mas sencillo (Jukes-Cantor). A continuacion de repite utilizando el
siguiente modelo en orden de complejidad. Si el valor de In L es
significativamente mayor que el obtenido con el modelo anterior, entonces se
avanza repitiendo el calculo con un modelo mas complejo. Cuando se obtiene
un valor de In L que no difiere significativamente del anterior, entonces se toma
al modelo anterior como el modelo mas sencillo que se ajusta a los datos y se
utiliza para la busqueda del arbol de maxima verosimilitud.

La principal desventaja de MV es su extremada complejidad de analisis,
haciendo muy largos los tiempos de analisis para conjuntos de datos no muy
extensos, comparados con aquellos que pueden manejarse con los otros dos

meétodos.

1.4.10. Calidad de los datos y confianza

Dada la naturaleza estocastica del proceso de evolucidén de las
secuencias, es probable que, en un conjunto de secuencias, una parte
importante de la variacién sea “ruido filogenético”, es decir, que no refleje las
relaciones evolutivas. Al mismo tiempo, se dice que los datos son robustos
cuando el numero de caracteres que provee informacion filogenética es
grande, lo cual reduce la posibilidad de errores de muestreo (Hillis et al. 1996).
En este caso, el error de muestreo proviene de la incorporacion de caracteres
homoplasicos al analisis. Si por azar la muestra contiene una gran proporcion
de caracteres homoplasicos, las hipétesis filogenéticas obtenidas a partir de
ella seran probablemente incorrectas.

El “ruido” en un conjunto de datos aparece cuando la variacion aleatoria
es importante respecto de la que refleja las relaciones histéricas de los
organismos en estudio. En este caso se habla de falta de sefal filogenética en
los datos. Hillis y Huelsenbeck (1992) elaboraron un método para evaluar la
presencia de sefal filogenética en los datos a través de la estimacion del
estadistico g, el cual describe la distribucion de las longitudes en numero de
pasos de un gran numero de arboles (1.000 6 10.000, por ejemplo)
arbitrariamente construidos segun el criterio de parsimonia. Ellos mostraron
que los datos con fuerte senal filogenética producen una distribucion asimétrica
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de los arboles ordenados en forma creciente por la suma de todos los cambios.
En ese caso, se observan pocos arboles de longitudes cortas y muchos arboles
de longitudes mas largas. En contraste, un conjunto de secuencias aleatorias,
produce una distribucién simétrica, con gran cantidad de arboles de longitudes
intermedias. Un valor de g=0 corresponde a una distribucién perfectamente
asimetrica, mientras que los valores negativos de g corresponden a
distribuciones favorecidas por datos con fuerte sedial filogenética.

Cuando el namero de caracteres que favorecen la filogenia real es
pequefno, puede llevar a obtener topologias que no estan fuertemente
respaldadas por los datos, debido al error de muestreo. La forma de evaluar
esta situacion es a través del bootstrap (Felsenstein 1985a; Hillis et al. 1996).
Esta técnica puede utilizarse con cualquiera de los métodos de inferencia
filogenética y consiste en generar muchos conjuntos de datos, donde cada uno
es producto de haber eliminado un numero pequefo de sitios y duplicado otros
tantos, (ambos al azar) de forma tal que la cantidad de sitios queda constante.
Luego se construye el o los arboles a partir de cada pseudoréplica y se obtiene
un consenso de todos los arboles. Cada nodo en el consenso llevara asociado
un indice de bootstrap, que no es mas que el porcentaje de veces que ese
nodo esta representado en los arboles obtenidos a partir de cada
pseudoréplica. Asi, un nodo que no se vio afectado por el “barajado” de sitios
en las secuencias aparecera en todos los arboles y se le asignara un 100% de
bootstrap, mientras que un nodo que aparece en la mitad de los arboles tendra
un 50%, indicando que ese agrupamiento no esta respaldado por una gran
cantidad de sitios en las secuencias, respecto de sitios que no lo favorecen.
Este método permite detectar agrupamientos de OTUs que no estan
soportadas por un numero importante de caracteres, es decir que son
fuertemente dependientes del muestreo de algunos datos en particular.

En suma, cada uno de los diferentes métodos de inferencia filogenética
tiene fortalezas y debilidades que dependen fuertemente de las caracteristicas
del conjunto de datos (Hillis and Huelsenbeck 1995; Hillis et al. 1996). Mas alla
de que algunos meétodos pueden comportarse mejor que otros en muchas
situaciones, la clave del éxito en la reconstruccion de la filogenia reside en la
calidad de los datos. Por eso es aconsejable, en la medida de lo posible, utilizar
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varios metodos y analizar los resultados en conjunto, tomando como medida de
soporte no soélo el valor de bootstrap sino la congruencia entre los arboles

producidos por los distintos métodos.

1.4.11. Tiempo de divergencia

Como se ha mencionado, una secuencia nucleotidica que acumula
cambios con una tasa regular puede funcionar como reloj molecular mientras la
relacion entre la divergencia y el tiempo sea lineal. El uso de la hipotesis del
reloj molecular para estimar tiempos de divergencia ha producido mucha
controversia desde que fue propuesto por primera vez (Margoliash 1963;
Zuckerkand! and Pauling 1965). Hoy se acepta que diferentes genomas dentro
de un organismo (por ejemplo, mitocondrial y nuclear), genes dentro de
organismos y taxones o clados de organismos, evolucionan a diferentes tasas
(Li 1997, Avise 1994; Page and Holmes 1999). Hillis y col. (1996) sugieren que,
incluso para un reloj molecular perfecto que sigue un proceso de Poisson, la
variacion estocastica vuelve al reloj muy impreciso para estimar tiempos de
divergencia. No obstante, tras muchos estudios tendientes a determinar la
factibilidad de la hipétesis, existen propuestas sobre la existencia de relojes
moleculares “locales”, lo que significa que la constancia de la tasa de evolucion
puede mantenerse dentro de un rango taxonémico restringido y para un tipo de
genoma Yy secuencia en particular (Bailey et al. 1991; O'hUigin and Li 1992;
Schneider et al. 1993, Easteal et al. 1995; Kishino et al. 2001).

Para utilizar el concepto del reloj molecular en la estimacion de tiempos
de divergencia es necesario, por un lado, emplear métodos filogenéticos que
produzcan arboles con informacion sobre las longitudes de las ramas (métodos
de distancia y de maxima verosimilitud) y por el otro, informacién que relacione
por lo menos un nodo del arbol con una escala temporal absoluta. Para ello, es
imprescindible que al menos uno de los taxones en estudio haya sido
confiablemente datado. Si eso es posible, la antigiiedad de las divergencias
podra extrapolarse a partir de la divergencia genética. Si el gen en cuestion se
comporta como un perfecto reloj, entonces bastara con construir un sencillo
arbol con un procedimiento que produzca ramas proporcionales al tiempo,
como UPGMA (Sneath and Sokal 1973), ubicar en la escala la fecha de algun
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ancestro y calcular las restantes fechas por extrapolacion. Sin embargo, el
método de UPGMA es muy sensible a variaciones en las tasas de evolucién
entre ramas y no funciona bien cuando se viola el supuesto del reloj molecular
(Hillis et al. 1996), aunque en algunos casos es posible obtener buenas
estimaciones aproximadas de los tiempos de divergencia entre especies (Nei et
al. 2001).

El calculo del numero de sustituciones entre organismos de una filogenia
provee informacién relativa de la divergencia entre ellos. Es posible, sin
embargo, asignar datos absolutos a uno o mas nodos de la filogenia a fin de
establecer una cronologia de tiempos reales. Este procedimiento se denomina
calibracion. La calibracién so6lo es posible cuando existen datos confiables
sobre la edad de la divergencia entre especies o grupos. Dichos datos pueden
provenir del registro fosil (por ejemplo, cuando un fosil es el ancestro comuan
mas reciente de dos especies actuales) o de informacidén biogeografica (por
ejemplo, si se conoce la antigiiedad de una barrera que generé el aislamiento a
partir del cual divergieron dos grupos). Asi, la existencia de un fosil que se
piensa que pertenece a un determinado grupo taxonomico (por ejemplo a un
género) determina la antigiedad minima de ese género. Si se descubre un fosil
mas antiguo, cuyas caracteristicas determinan su asignacion al mismo género,
entonces la antigiiedad minima conocida de dicho género sera ahora mayor.
Por otro lado, el fésil mas reciente conocido, que resulta ancestral a dos
especies actuales, determina una edad maxima para la divergencia entre ellas.
Como es de esperar, la validez de las estimaciones realizadas sobre la base de
datos moleculares esta absolutamente sujeta a las fluctuaciones de las
estimaciones paleontoldgicas debidas tanto a nuevos descubrimientos que
proporcionan fechas diferentes de las que se asumian hasta entonces, como a
la reevaluacion del material existente, produciendo también cambios en las
estimaciones previas o alterando los limites de confianza de las mismas.

Como se desprende de lo discutido al inicio de esta seccidén, una
confiable estimacion de tiempos de divergencia requiere el uso de un conjunto
de datos que se comporte como reloj molecular. Varias metodologias han sido
propuestas para evaluar la constancia de evolucion en un conjunto de

secuencias. La mas simple es el test de tasas relativas, en el cual se estima la
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diferencia en el nimero de sustituciones entre dos taxones cercanamente
relacionados en comparacién a un tercero, mas lejano (Page and Holmes
1999). Takezaki y col. (1995) desarrollaron un método para estimar tiempos de
divergencia en filogenias moleculares bajo el supuesto del reloj molecular. El
procedimiento consiste en evaluar primero los datos, para verificar si cumple la
constancia de velocidades de evolucion, mediante un analisis derivado del test
de tasas relativas llamado test de dos grupos (two cluster test). Las secuencias
que no satisfacen la hipétesis del reloj a un alto nivel se significancia (1%) son
eliminadas del analisis. Luego se construye un “arbol linealizado”, cuyas ramas
son proporcionales al tiempo transcurrido, sobre el cual se estiman los tiempos
de divergencia a partir de la inclusion de un dato externo que aporte una fecha
absoluta. El método mostro ser eficaz aun cuando secuencias que diferian en
tasa a un nivel de significacion menor (5%) eran incluidas (Russo et al. 1995,
Takezaki et al. 1995). Este método fue utilizado para estimar los tiempos de
divergencia de los principales grupos de especies en los drosofilidos a partir de
la secuencia del gen Adh (Russo et al. 1995), Hedges y col. (1996) lo utilizé
para reconstruir la cronologia de la diversificacion de los 6érdenes de mamiferos
y Kooistra y Medlin (1996) lo usaron para reconstruir la edad de las diatomeas
con la secuencia de ARN ribosomal.

Métodos mas recientes trabajan incorporando la variacion de tasas
directamente en el procedimiento de inferencia, es decir, dejan de lado el
supuesto de constancia de tasas o reloj molecular. Sanderson (1997) elabor6
un método llamado "no paramétrico”, que no asume constancias de tasas
locales ni globales, y tiene la propiedad adicional de permitir la evolucion de las
tasas en el tiempo. Este trabajo fue seguido por estimaciones basadas en
modelos de evolucion de la tasa de evolucion molecular (Thorne et al. 1998;
Huelsenbeck et al. 2000; Korber et al. 2000; Cutler 2000; Kishino et al. 2001),
aunque ninguno de ellos ha sido por el momento implementado en programas

de uso accesible.

1.4.12. Inferencia de estados ancestrales
La comprension de los mecanismos involucrados en el proceso evolutivo

se hace muchas veces dificil, sino imposible, al desconocer las caracteristicas
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de los organismos que antecedieron a los que existen hoy en dia. A pesar de
que el registro fosil provee valiosa y en algunos casos abundante informacion
sobre algunas caracteristicas de ciertos organismos y de las transformaciones
que ocurrieron entre ancestros y descendientes, no existen fésiles adecuados
para el estudio de la evoluciébn de muchos caracteres. Esto es especialmente
cierto para el caso de los caracteres moleculares, los cuales dificiimente
pueden ser observados en organismos fosiles, salvo los fosiles moleculares,
solo hallados en contados casos (DeSalle 1994).

Para superar esta dificultad, es posible utilizar técnicas analiticas para
inferir los estados de los caracteres en los ancestros de una grupo de
organismos, dada una filogenia. Tradicionalmente se ha empleado el criterio de
parsimonia para inferir los estados en los nodos internos de una topologia
observando los estados presentes en los nodos terminales (Maddison and
Maddison 1992; Schiuter et al. 1997). El uso de los métodos de MP para la
inferencia de caracteres ancestrales esta favorecido por el caracter atractivo e
intuitivo de la reconstruccion por parsimonia, ademas de estar implementados
en programas de computacion de facil uso como MacClade (Maddison and
Maddison 1992). La inferencia de estados ancestrales por maxima parsimonia
ha sido habitualmente aplicada al estudio de caracteres morfologicos (Basolo
1990), comportamentales (Schluter et al. 1997) y ecologicos (Losos 1992).
Recientemente se ha comenzado a aplicar este tipo de analisis a la
reconstrucciéon de secuencias de ADN vy proteinas. Jermann y sus
colaboradores (1995) han utilizado este método para reconstruir la secuencia
aminoacidica ancestral de la superfamilia de la ribonucleasa de Ilos
artiodactilos. A partir de la secuencia ancestral inferida por el criterio de MP, los
autores sintetizaron una proteina que mostré in vitro propiedades y funcién
similares a las esperadas. El método de MV también puede utilizarse para
reconstruir secuencias ancestrales (Yang et al. 1995). Fuera de |la
reconstruccion de secuencias, no se han realizado estudios de estados
ancestrales en otros tipos de caracteres moleculares, y en todos los casos se
trata de caracteres discretos, como lo son las secuencias y el orden de genes

en genomas mitocondriales (Blanchette et al. 1999).
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Recientemente han sido desarrollados nuevos métodos para la
reconstruccion de estados ancestrales basados en algoritmos de maxima
verosimilitud, tanto para caracteres discretos (Schluter 1995) como continuos
(Schluter et al. 1997). Una caracteristica importante de los métodos basados en
MV es que proveen la oportunidad de cuantificar la incerteza, a diferencia de la
reconstruccion por MP. Otra ventaja del método de MV es que considera las
longitudes de las ramas, agregando una importante componente temporal
ausente en el método de parsimonia. De esta manera, se tiene una mejor
estimacién de la probabilidad de que el estado de un caracter haya cambiado a
lo largo de una rama. Una limitacion de este método reside en asumir que la
tasa de cambio del caracter en cuestion es constante a lo largo de la filogenia,
aunque la incorporacion de tasas variables seria problematica, ya que se
deberan estimar muchos parametros con pocos datos (Cunningham et al.
1998).

Schluter y col. (1997) utilizaron el método de reconstruccién de
caracteres continuos por MV para analizar casos que ya habian sido
estudiados con el método de MP. En uno de ellos, Losos (1992) midié algunos
rasgos morfologicos en los lagartos Anolis de las Antillas que permitian asignar
las distintas especies a diferentes ecotipos y clasificarlos como especialistas o
generalistas. A través de la reconstruccion por MP, hipotetizé6 que el ancestro
del grupo era generalista de acuerdo a los valores que obtuvo en su inferencia.
Schluter y col. (1997) cuantificaron la incerteza de la estimacion de los rasgos
morfologicos y resultdé que los limites de la misma (con un 95% de confianza)
eran muy amplios, con lo que la asignacién de un ecotipo al ancestro se hacia
imprecisa. Las estimaciones de caracteres continuos en los ancestros serian
adecuadas si el grado de incerteza de las estimaciones es bajo comparado con
el rango de variacion de los valores en las especies existentes (Schluter et al.
1997).

1.5. ADN repetido
Los genomas eucariotas contienen mucho mas ADN que el directamente
involucrado en las secuencias regulatorias y codificantes de proteinas y los

diferentes ARNs. El ADN “extra” esta compuesto principalmente por secuencias
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de ADN no codificante, repetido desde cientos a miles y millones de veces. La
presencia de este tipo de secuencias en los genomas, su abundancia y grado
de variacion entre grupos de organismos, permitid dar una explicacion al
problema conocido como “paradoja del valor C". Se denomina valor C al
contenido de ADN por genoma haploide. Los eucariotas presentan una enorme
variacion en el contenido de ADN: el genoma eucariota mas grande es unas
80.000 veces mayor que el mas pequefo. Sin embargo, dicha variacién no
guarda correlacion con el grado de complejidad del organismo o el nUmero de
genes. Por ejemplo, varios eucariotas unicelulares poseen mucho mas ADN
que los mamiferos, mientras que organismos que parecen similares en
complejidad (por ejemplo, moscas 0 saltamontes y salamandras o sapos)
presentan enormes diferencias en su valor C (tabla 2). Esta falta de
correspondencia entre contenido de ADN y la presunta cantidad de informacién
genética contenida en los genomas es conocida como paradoja del valor C
(Thomas 1971; Cavalier-Smith 1985).

Al conocerse en mayor detalle la estructura de los genomas, se hizo
evidente que el ADN con informacion codificante y regulatoria es minoritario,
mientras que el ADN no codificante, cuya cantidad varia entre 3 millones y
100.000 millones de pares de bases, constituye entre un 30% y casi el 100%
del genoma (Cavalier-Smith 1985). EI ADN repetido consiste en secuencias de
longitud y composicion variada que aparecen desde unas pocas veces hasta

varios millones en el genoma, y pueden disponerse en tandem o en forma

dispersa.

Rango de valor C para varios grupos de organismos eucariotas
Grupo Rango de valor C (kb)
Protistas 23.500 - 686.000.000
Hongos 8.800 - 1.470.000
Animales 49.000 - 139.000.000

Moluscos 421.000 - 5.290.000
Insectos 98.000 - 7.350.000
Peces 6seos 382.000 - 139.000.000
Anfibios 931.000 - 84.300.000
Mamiferos 1.420.000 - 5.680.000
Algas 80.000 - 30.000.000
Angiospermas 50.000 - 125.000.000

Tabla 2: Rango del valor C en kilobases en distintos grupos de
organismos eucariotas
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Una explicacién satisfactoria de la paradoja del valor C y de la estructura
del genoma eucariota requiere descubrir los mecanismos responsables del
mantenimiento a largo plazo de las vastas cantidades del aparentemente
superfluo ADN no génico. Esta cuestion esta a su vez intimamente ligada con
la pregunta acerca de cual podria ser la funcion, si es que la tiene, de este tipo
de ADN. Durante décadas se han propuesto numerosas explicaciones
evolutivas para este fenomeno.

Una de las posturas extremas plantea que el ADN no codificante posee
importantes funciones regulatorias, por lo que su eliminacidbn resultaria
deletérea para las células (Zuckerkandl 1976). Segun esta postura, el exceso
de ADN solo es aparente, ya que todo el ADN seria indirectamente funcional.

En el otro extremo, Ohno (1972) propone que el ADN no génico es inutil,
una suerte de chatarra que es llevada pasivamente por el cromosoma sélo por
su ligamiento fisico con los genes funcionales. Al no afectar a la adecuacion
darwiniana del organismo, puede ser pasado indefinidamente de generacion en
generacion. Una variante de esta ultima idea es que el ADN no codificante es
“parasito” o “egoista” (Orgel and Crick 1980; Doolittle and Sapienza 1980), que
es activamente mantenido por su eficiente capacidad para replicarse vy
propagarse en el genoma.

Varios autores suponen que al menos gran parte del ADN no codificante
es egoista o chatarra, ya que es posible eliminar en forma experimental ciertas
porciones sin aparentemente afectar el fenotipo (ver revisiéon de John and
Miklos 1988). Es comun ademas observar grandes variaciones en la cantidad
de ADN repetido aun entre especies muy cercanas, sin que pueda adjudicarse
a ello algun efecto bioldgico (Rees et al. 1982). La variacion interespecifica en
contenido de ADN repetido puede generar polimorfismos heterocromaticos. Por
ejemplo, en el grillo Atractomorpha similis todos los miembros de su conjunto
haploide pueden estar afectados por estos polimorfismos, habiéndose
detectado mas de 250 citotipos (John and King 1983). Desde el punto de vista
evolutivo, el ADN no codificante podria participar en el establecimiento de
nuevas relaciones entre el conjunto de genes estructurales y regulatorios que
resulten en variaciones que sirvan como sustrato del proceso evolutivo. Esta
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“funcion” per se podria ser una de las causas de la perpetuacion de las
secuencias repetidas en el genoma eucariota.

Existen, sin embargo, algunas funciones descriptas del ADN no
codificante. Los telomeros estan formados por repeticiones de secuencias cuya
funcion es proteger los extremos de los cromosomas de la degradacion
exonucleolitica (Zakian 1989). La cromatina centromérica esta también
compuesta por ADN repetido con una estructura particular y conservada, que
se distingue del resto de la cromatina y heterocromatina por su particular
condensacion (Gilbert and Allan 2001; Blower et al. 2002). Los ADN repetidos
centroméricos son capaces de unir proteinas histonicas especificas del
centromero, como CENP-A (o CenH3s en general, ya que son similares a la
Histona 3) y son de vital importancia para la actividad cinética de los
cromosomas en la segregacidbn meidtica y mitdtica (Bernard et al. 2001).
Debido a su particular estructura, las regiones centroméricas han sido dificiles
de estudiar con los métodos habituales de clonado, mapeo y secuenciacion,
constituyendo regiones “oscuras" para los proyectos de secuenciacion de
genomas. Ha sido necesario desarrollar nuevas técnicas de mapeo de alta
resolucion que permitieron comenzar a analizar en detalle el ADN
centromeérico, y revelar su particular estructura (Schueler et al. 2001; Henikoff
2002).

De acuerdo a su organizacion, la cual es a su vez una consecuencia de
sus modos de amplificacion y dispersion, el ADN repetido se clasifica, segun
los esquemas corrientes, en dos clases principales: ADN repetido disperso y

ADN repetido en tandem.

1.5.1. ADN repetido disperso

A esta clase pertenecen los elementos repetidos que presentan
secuencias de estructura definida y que se encuentran dispersas usualmente
en intrones, regiones flanqueantes y regiones intergénicas. Debido a su modo
de dispersion se los denomina también elementos transponibles (ET), o
elementos genéticos méviles a causa de su habilidad para “saltar” a diferentes
localizaciones en el genoma mediante distintos mecanismos conocidos como

transposicion.
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Un primer analisis permite distinguir dos tipos principales de ET:
retrotransposones o0 elementos de clase |, que transponen a través de un
intermediario de ARN replicando una copia del elemento en cada evento
(transposicién replicativa) y los transposones o elementos de clase Il, que
transponen por escision desde su localizacion genémica y posterior integracion
en otro sitio, no existiendo intermediarios de replicacion, sin que haya aumento
en el nimero de copias (transposicion conservativa) (Capy et al. 1997).

Entre los ET de clase | pueden reconocerse dos grandes grupos.
Algunos retrotransposones (o retroelementos) derivan de Ios retrovirus y tienen
en comun la presencia de tipicos LTR (/long terminal repeats) caracteristicos de
los genomas retrovirales, por lo que son conocidos como retrotransposones
con LTR (Xiong and Eickbush 1990). Los retroelementos con LTR son similares
a los genomas retrovirales pero no son infecciosos por si mismos. La diferencia
basica entre un retrovirus y un retroelemento con LTR es que el ultimo carece
del gen de la glicoproteina de envoltura. Esta crucial diferencia impide la
formacion de una particula viral extracelular infecciosa, dejando al
retrotransposon encerrado en la célula (Garfinkel et al. 1989; Léwer et al.
1996). Los genomas de los primates poseen familias de retroelementos de este
tipo conocidos como ERV (endogenous retrovirus). Los ERV presentes en
humanos (HERV, por human endogenous retrovirus) representan
probablemente huellas de antiguas infecciones retrovirales a tejidos germinales
y ocupan alrededor del 1% del genoma humano (Bock and Stoye 2000;
Sverdlov 2000). Se postula que estos elementos jugaron un rol importante en la
evoluciéon del genoma de los hominidos. La presencia de estos elementos en
los ancestros de humanos y simios podrian haber conferido resistencia antiviral
a sus portadores, constituyendo un importante factor adaptativo. (Best et al.
1997, Svoboda 1998). Retroelementos con estructura retroviral también
aparecen en roedores, como por ejemplo el elemento mys en sigmodontinos
(Cantrell et al. 2001), MUERV-C (murine endogenous retrovirus type C) en
raton (Zhao et al. 1999) y el elemento IAP (intracisternal A-particle) en hamster
(Meyer et al. 1996).

Otras dos familias de retroelementos con LTR son los elementos gypsy y

Ty1-copia. Ty1-copia y gypsy son conocidos en plantas, hongos y animales,
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sugiriendo que los retrotransposones constituyen un linaje muy antiguo (Capy
et al. 1997). La distincion entre ellos se basa en el arreglo interno de los genes
y en que gypsy contiene un marco de lectura abierto que codifica genes de
envoltura que en algunos casos mostrd ser funcional, otorgando propiedades
infectivas al elemento y convirtiéndolo en el primer retrovirus descripto en
invertebrados (Bucheton 1995). Ademas de participar en el mecanismo de
transposicion, los LTR contienen secuencias como promotores y enhancers
con capacidad de conducir la expresion de los genes propios del elemento y de
genes vecinos al sitio de integracién. Por ejemplo, Mager y col. (1999)
encontraron dos genes humanos de funcion aun desconocida que utilizan
sefnales de poliadenilacién presentes en los LTR del retrovirus endégeno
HERV-H. De la misma manera, la insercion de un elemento gypsy rio arriba del
gen yellow en Drosophila causa su silenciamiento en algunos tipos celulares
(Pelisson et al. 1994). Existen alelos del gen waxy de maiz cuyos patrones de
splicing alternativo estan alterados por la presencia de un retrotransposon en
uno de sus intrones (Varagona et al. 1992). Por ultimo, un caso conocido en
detalle y muy ejemplificador es el de los genes de amilasa. Todos los
mamiferos producen amilasa en el pancreas, pero los primates, roedores y
lagomorfos ademas la producen en la saliva por expresion de tres de los cinco
genes en la glandula parétida (Samuelson et al. 1988). Los genes de expresion
salival llevan insertado en su extremo §' un retrovirus que aporta la regulacién
para la expresion especifica en parétida (Ting et al. 1992).

El otro grupo de retroelementos carece de LTR, por lo que son
conocidos como retroelementos no virales, o retrotransposones sin LTR (Capy
et al. 1997). Dentro de este variado grupo de elementos, que comparten el
hecho de provenir de la retrotranscripcion de ARNs citoplasmaticos, existen
dos subgrupos que pueden alcanzar un alto grado de repeticién: SINEs y
LINEs, por short y long interspersed nuclear sequences. Las SINEs son
secuencias de entre 75 y 500 nucleétidos de longitud, producto de la copia
reversa de transcriptos generados por la ARN Polimerasa Il (Capy et al. 1997).
Contienen un promotor para la POL lll, un extremo 3' rico en adeninas y
repeticiones flanqueantes directas producidas por duplicacion del sitio blanco

de integracion (Li 1997). Se conocen diferentes familias de SINE. La mas
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conocida es la familia Alu, presente en humanos y otros primates (Schmid and
Jelinek 1987). La secuencia nucleotidica de estos elementos tiene similitud con
parte del gen del ARN 7SL, un ARN citoplasmatico componente de la particula
de reconocimiento de la sefal de translocacion al reticulo endoplasmico (Ullu
and Tschudi 1984). Para explicar la abundancia de las secuencias Alu,
Jagadeeswaran y col. (1981) y Van Arsdell y col. (1981) propusieron un modelo
por el cual la secuencia Alu es transcripta a un ARN por la ARN polimerasa lll,
seguida de la transcripcion reversa a ADN y posterior integracion al genoma.
Esto genera un proceso de cascada, ya que con cada integracion hay nuevos
sustratos para generar mas copias. Se calcula que en el genoma humano
existen mas de 500.000 copias de la secuencia Alu (Capy et al. 1997).

Los elementos LINE fueron caracterizados originalmente en humanos,
primates y roedores, aunque se encontrd que existen también en insectos,
protistas, hongos y plantas (Capy et al. 1997). La familia presente en humanos
es conocida como L1 y conforma al menos un 15% del genoma. Los LINE
tienen entre 5 y 8 kilobases de longitud, aunque son frecuentes las versiones
truncadas (Li 1997). A diferencia de los SINEs, los LINEs contienen marcos de
lectura abiertos que codifican alguna de las enzimas requeridas para su
transposicioén, tales como la transcriptasa reversa y la RNasa H. El mecanismo
de transposicién comienza al transcribirse en un intermediario de ARN por
accion de la ARN Polimerasa |l utilizando promotores internos. La transcriptasa
reversa reconoce el extremo 3’ del transcripto, iniciandose la transcripcion
reversa e integracion al mismo tiempo, utilizando como templado ADN
gendmico cortado (Luan et al. 1993).

En conjunto, los ETs representan un importante factor que participa de la
evolucion gendmica de los eucariotas. El significado evolutivo de los ETs reside
en su capacidad de producir mutaciones al integrarse en sitios aleatorios del
genoma (McDonald 1995, Capy et al. 1997). La integracion de estos elementos
genéticos puede producir cambios en los patrones de expresion de los genes
del portador. Las secuencias regulatorias que poseen algunos ETs son
capaces de conducir la expresion de los genes cercanos al lugar de
integracion, provocando cambios en nivel de expresion, temporales y/o en
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especificidad de tejido (ver ejemplos citados mas arriba y referencias en
Stravenhagen and Robins 1988; McDonald 1995; Kidwell and Lisch 1997).
Como consecuencia de los mecanismos involucrados en la
transposicién, los ETs podrian también estar involucrados en translocaciones,
inversiones, y otros cambios estructurales que involucran ruptura del ADN
(Evgen’ev et al. 2000). Por ejemplo, una copia del elemento de clase Il hobo
ubicado en un intrén del locus Notch de Drosophila melanogaster esta
implicada en la ocurrencia de una inversién que involucra dicho locus
(Eggleston et al. 1996). Durante la evolucién de los hominidos, posteriormente
a la divergencia entre los humanos y chimpancés ocurrié una inversion en el
cromosoma Y en el linaje de Homo. Dicha inversidn ocurrié por recombinacién
entre dos unidades del elemento LINE L1 (Schwartz et al. 1998). Rearreglos
cromosémicos inducidos por ETs han sido también reportados en D. buzzatii
(Céaceres et al. 1999) y en el grupo virilis de Drosophila. En una linea de
investigacion similar, Kim y col. (1998) proponen que familias de
retroelementos Ty han tenido gran influencia en la organizacion del genoma de

Saccharomyces cerevisiae.

1.5.2. ADN repetido en tandem

Este tipo de secuencias esta presente en virtualmente todos los
eucariotas, y se encuentran usualmente en mayor numero de copias que los
ETs. No se caracterizan por poseer una secuencia nucleotidica particular ni por
la organizacién interna de la secuencia basica, como en el caso de las SINE y
LINE, y no poseen marcos de lectura abiertos. Se reconocen tres clases, que
se diferencian en longitud, localizacién y otras propiedades: microsatélites,
minisatélites y satélites (Jeffreys et al. 1991).

Los microsatélites son arreglos de repeticiones nucleotidicas cortas (de
2 a 5 pares de bases) que se localizan en regiones eucromaticas. Los numeros
de copias presentan considerable variacidon a nivel poblacional, con tamafios
medios de los arreglos del orden de 100 repeticiones. Por ejemplo, en el
genoma humano existen aproximadamente 50.000 /oci de repeticiones del
dinucledtido CA (Hudson et al. 1992) y unos 300.000 arreglos de trinucleétidos

y tetranucleétidos (Beckman and Weber 1992).
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Los minisatélites presentan arreglos de repeticiones de longitudes del
orden de la decena, mientras que el tamano de los arreglos varia entre 0,5y 30
kilobases. Se encuentran también en regiones eucromaticas y subteloméricas,
y son variables en cuanto a la longitud de los arreglos (Charlesworth et al.
1994).

Una regién de repeticiones en tandem que muestra variaciéon en el
namero de repeticiones es conocida como locus VNTR (variable number
tandem repeat) o "repeticiones en tandem de numero variable". Muchos /loci
VNTR presentan un gran nimero de alelos (cada alelo se caracteriza por el
numero de repeticiones), y son altamente polimérficos (Avise 1994). El elevado
grado de variacion en el numero de repeticiones presentes entre individuos ha
sido aprovechado por la biologia, la medicina y la ciencia forense. Dado el gran
namero de alelos en cada locus VNTR, una coleccion de loci puede
proporcionar un numero enorme de combinaciones posibles de alelos, lo que
hace al analisis de VNTR una poderosa herramienta para estudios de identidad
y parentesco con aplicaciones en genética y ecologia de poblaciones,
evolucion, medicina de enfermedades genéticas y medicina forense (Avise
1994; Caetano-Anollés and Gresshof 1998).

1.6. ADN satélite

El tercer tipo de repeticiones en tandem consiste en secuencias de mas
de 100 pares de bases de longitud, usualmente de hasta 1000 6 2000, aunque
un satélite presente en el genoma del ciervo muntjac tiene una unidad
monomeérica de mas de 40 kilobases (Benedum et al. 1986). La mayoria de los
satélites descriptos tienen longitudes de entre 150 y 400 pares de bases,
mientras que los arreglos contienen varios miles de repeticiones. Estos largos
arreglos forman conspicuos bloques de cromatina, principalmente en regiones
centroméricas, pericentroméricas y teloméricas de los cromosomas que
permanece en un estado diferencial de condensacion conocido como
heterocromatina (John 1988). Los ADNs satélites son los elementos repetidos
con numeros de copia mas altos, alcanzando habitualmente el orden del millén,

por ejemplo 6 millones en algunas especies de Ctenomys (esta tesis) y 10
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millones (Nabeyama et al. 2000). Es por ello que comUnmente se refiere al
ADN satélite como ADN altamente repetido.

Una familia de satélites se reconoce por presentar cierta similitud de
secuencia y longitud. A pesar de que todos los eucariotas contienen, en mayor
o menor medida, bloques de heterocromatina, las secuencias que los
componen no estan en absoluto conservadas. Una familia de satélite en
particular esta presente en un rango taxondémico mas bien estrecho, siendo
muchas veces especie-especificos, sugiriendo que los ADN satélites de los
eucariotas se originaron a partir de diferentes secuencias.

Existen numerosos patrones de distribucién de las familias de ADN
satélites, tanto al nivel de un genoma como interespecifico. Como se menciond,
existen familias que se conocen en una sola especie, aunque muchas veces
esto se debe a que las técnicas que se emplearon originalmente no eran
capaces de detectar variantes que estaban presentes en bajo nimero de
copias y que si lo fueron al utilizar métodos mas sensibles, como la PCR (King
et al. 1995). Se ha encontrado ademas, que diferentes familias de ADN
satélites coexisten en un mismo genoma. En algunos casos, dichas familias
estan claramente relacionadas evolutivamente entre si, pudiendo a veces
reconstruirse la evolucion de la familia dentro del linaje de los organismos

portadores (Nijman and Lenstra 2001).

1.6.1. Origen y amplificacién del ADN satélite

Se han propuesto varios mecanismos para explicar el origen,
mantenimiento y amplificacion de las secuencias repetidas, aunque las fuerzas
que gobiernan la dinamica del ADN satélite son todavia poco comprendidas,
principalmente porque el gran tamano de los bloques de ADN satélite dificulta
el analisis experimental directo. Se piensa que el proceso que conduce a la
generaciéon de los ADN satélites, minisatélites y microsatélites comienza con la
aparicion de pequefas repeticiones que exhiben eficientes propiedades
replicativas "egoistas”, es decir, independientes del efecto que su replicacion
pueda tener sobre el portador, obedeciendo luego a mecanismos auto-
organizativos que desarrollan periodicidades mayores, no restringidas por la

seleccién (Hancock 1996).
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El mecanismo de deslizamiento de la replicacion (replication slippage)
consiste en la generacion de repeticiones por deslizamiento de las hebras
complementarias del ADN durante la replicacion (Levinson and Gutman 1987).
Este mecanismo parece ser importante para la formacién inicial de pequefas
repeticiones, que podrian ser luego un sustrato para otros mecanismos
capaces de producir repeticiones mayores (Charlesworth et al. 1994). Una vez
que se ha alcanzado un cierto grado de repeticion, el deslizamiento puede
ocurrir incluso entre unidades ubicadas en distintas moléculas de ADN,
seguidos por un intercambio mediado por recombinacién. Cuando esto ocurre
en el apareamiento de los cromosomas homologos durante la meiosis se habla
de entrecruzamiento desigual (unequal crossing-over), pero algo similar puede
ocurrir durante la mitosis, donde se habla de entrecruzamiento desigual entre
cromatidas hermanas, aunque esto ultimo se observa con menor frecuencia
(Petes et al. 1991).

Se ha sefalado que los procesos de deslizamiento en la replicacion y
entrecruzamiento desigual tienden tanto a remover repeticiones en tandem
como a incrementar el numero de copias, de tal forma que estos mecanismos
no podrian explicar la dinamica de cambio de numero de copias de un ADN
repetido en una particular localizacion genémica (Walsh 1987). La conspicua
existencia de grandes bloques localizados de ADN satélite ha llevado a
postular la amplificacion de ADN, concepto que se refiere a cualquier
mecanismo que produzca una gran aumento en el contenido de ADN de un
organismo (Li 1997). Uno de los métodos de amplificacion que mas
posiblemente actuen en la formacion del ADN satélite es el de replicacion por
circulo rodante (Walsh 1987). Este modelo implica la recombinacion
intracatenaria entre unidades contiguas del satélite, resultando en la formacion
de una estructura circular. Esta estructura podria, mediante un mecanismo de
replicacion por circulo rodante, amplificar las unidades del satélite (Figura 12).
Estas estructuras se integrarian luego por recombinacién en sitios homologos
o, eventualmente, con menor probabilidad en sitios no homdlogos. EI ADN
satélite de los roedores tuco-tucos representa un ejemplo donde el mecanismo
preponderante de amplificacion ha sido el de circulo rodante (Rossi et al.

1990). Este modelo puede también explicar la ocurrencia de rapidas
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disminuciones en el numero de copias en el caso en que la integracion de los
arreglos no ocurra, o lo haga en baja proporcién. Este modo de amplificacion, si
bien no tiene por el momento corroboracion experimental directa, esta
soportado por algunas evidencias indirectas, como patrones de corte por
enzimas de restriccion respecto de la variabilidad general de secuencia (Rossi
et al. 1990). Ademas, se ha observado la formacion de ADN circular
extracromosomal en células eucariotas en cultivo (Gaubatz 1990). En algunos
casos, los elementos estaban formados por copias de ADN satélites, como el
ADN alfoide humano Sau3A (Okumura et al. 1987; Kiyama et al. 1989).

Arreglo de repeticiones en tdndem

Recomblnaclén y
circuiarizacién

ADN circular
extracromosomal

Replicacién por
clrculo rodante

Integracién en ei
genoma

Figura 12: Modelo de amplificacién de ADN repetido por
circulo rodante. Modificado de Bostock (1986) y Li (1997).

Debido a la dificultad de estudiar experimentalmente los procesos y
mecanismos de generacion de ADN repetidos, gran parte de lo que conocemos
acerca de los modos mas probables de amplificacién y los factores que afectan
al proceso proviene de simulaciones por computadora (Charlesworth et al.
1994). Smith (1976) fue el primero en demostrar que la accién conjunta de la
mutacion y el entrecruzamiento desigual es capaz de generar estructuras
repetidas en tandem. Modelos mas elaborados (Charlesworth et al. 1986;
Stephan 1986; 1987; 1989; Walsh 1987) confirmaron estos resultados vy
propusieron también otros mecanismos de amplificacion tales como el
deslizamiento de hebras en la replicacion y la amplificacion por circulo rodante.
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Estos trabajos mostraron que es posible producir estructuras repetidas aunque
existan tasas de recombinaciéon muy diferentes. Las simulaciones de Stephan
and Cho (1994) introdujeron la seleccién natural como un parametro adicional
en la evolucion del nimero de copias. Cuando la longitud total de los arreglos
esta por debajo de un valor umbral, la seleccion es nula o muy débil, pero
cuando los mecanismos de amplificacién llevan al tamario de los arreglos por
encima del umbral, el fitness cae a cero.

Los estudios de simulacién mencionados coinciden en predecir que los
ADNs repetidos en tandem mas largos, como los ADN satélites, tenderan a
acumularse en regiones de baja recombinacion. Esta prediccion es
concordante con los patrones observados de heterocromatina en posiciones
teloméricas y centromericas (Charlesworth et al. 1994). Si la variabilidad entre
repeticiones es alta, la frecuencia de entrecruzamientos se reduce, lo que
conducira a la acumulacion de copias del satélite, esperandose una correlacion
entre variabilidad entre monomeros del arreglo y nUmero de copias.

Las predicciones generadas por estos modelos han comenzado a ser
evaluadas con datos empiricos a través del estudio de las secuencias
nucleotidicas en ADN satélites. Por ejemplo, Bachmann y col. (1996)
obtuvieron las secuencias de varios clones del monémero de dos familias de
ADN satélite en grillos del género Dolichopoda. El analisis conjunto de la
variabilidad nucleotidica y el numero de copias mostrdé que el nUmero de copias
se incrementa con la variabilidad de secuencias, lo cual concuerda con las
predicciones de Stephan y Cho (1994). Al mismo tiempo, encontraron que la
longitud de las repeticiones disminuye con el numero de copias, en
contradiccion con el citado modelo, por lo cual sugieren que las simulaciones
incorporen parametros como la composicion de bases y el grado de

complejidad de las unidades repetidas.

1.6.2. ADN satélite y evolucion cromosomica

Estudios en numerosos grupos taxondmicos hicieron evidente que el
ADN satélite es, ademas, un componente muy dinamico de los genomas,
constituyéndose en un potencial factor causal de la plasticidad genomica. La

naturaleza dinamica del ADN satélite puede apreciarse en algunos ejemplos: el
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satélite MSAT-160 presente en los roedores del género Microtus presenta gran
heterogeneidad interespecifica en numero de copias, organizacion y
localizacion gendémica de los arreglos (Modi 1993a, 1993b, 1993c),
encontrandose notables diferencias aun entre subespecies. Los mamiferos
artiodactilos presentan numerosas familias de ADN satélite, cada una con
diferentes distribuciones taxonémicas, edades y variabilidad en el niumero de
copias (Jobse et al. 1995; Modi et al. 1996; Nijman and Lenstra 2001). En los
agnatos de la familia Eptatretidae, el satélite EEEo02 representa entre un 0,03%
y un 35% del genoma, evidenciando una intensa dinamica del satélite en
cuanto al numero de copias. Ademas, este satélite muestra un peculiar
comportamiento a nivel ontogenético: durante el desarrollo, el satélite es
eliminado en toda la linea somatica, permaneciendo solamente en tejidos
germinales (Nabeyama et al. 2000). Este proceso se conoce como “eliminacién
de cromatina”, y ocurre ademas en algunos ciliados, nematodes, crustaceos e
insectos (Tobler 1986). Los experimentos de hibridacién in situ revelan que,
ademas de diferir en numero de copias, en muchos casos existen también
importantes diferencias interespecificas en la localizacion cromosémica de los
bloques de satélite (Hamilton et al. 1990; Bradley and Wichman 1994).

En diferentes grupos taxonémicos se observd que, en muchos, casos la
variabilidad cariotipica ocurria en genomas con cantidades igualmente
variables de heterocromatina. Esto indujo a varios autores a sugerir que el
ADN satélite juega un rol importante en el origen de los cambios cromosoémicos
(Wichman et al. 1991; Bradley and Wichman 1994; Rossi et al. 1995c; Garagna
et al. 1997). Sin embargo, la existencia de diferentes patrones en la relacién
entre heterocromatina y variabilidad cariotipica indica que el rol de los ADN
satélites no es el mismo en todos los casos. Por ejemplo, algunos grupos
cariotipicamente conservativos poseen a su vez importantes cantidades de
heterocromatina (Hatch et al. 1976; Barros and Patton 1985). En este caso, los
ADN satélites que la componen no estarian promoviendo la variabilidad
cromosomica. Wichman y col. (1991) postularon que familias de ADN satélites
que evolucionan rapidamente promueven rearreglos cromosdémicos, como
consecuencia de movimientos intragendmicos tanto entre cromosomas no

homélogos como entre diferentes regiones de un cromosoma. Estos
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investigadores sefalan que dichos rearreglos tendrian poco efecto sobre el
genoma eucromatico, ya que los segmentos sinténicos se mantendrian
intactos, dado que las rupturas afectarian sélo a los bloques de ADN satélite.
Este modelo predice que linajes cromosdmicamente variables poseeran
familias de ADN satélite en un estado evolutivamente dinamico (en activo
proceso de amplificacion, contraccion y movimiento intragenémico), mientras
que un linaje cromosOmicamente conservativo contendra su ADN satélite
localizado en determinadas regiones cromosomicas, invariantes entre las
especies del grupo. Estas hipétesis derivan de estudios en équidos (Wichman
et al. 1991), en el roedor Peromyscus (Hamilton et al. 1992) y en el género de
murciélagos Macrotus (Bradley and Wichman 1994). Los dos primeros son
cariotipicamente variables y poseen numerosas familias de ADN satélite de
evolucidn rapida, mientras que el ultimo es un linaje de cariotipo conservado y
presenta secuencias satélites poco dinamicas.

Otros géneros caracterizados por la gran variablidad cariotipica y con
ADN satélites que muestran mucha plasticidad son los roedores
Reithrodontomys (Hamilton et al. 1990), Proechimys (Garagna et al. 1997) y
Ctenomys (Reig et al. 1990; Rossi et al. 1990; Rossi et al. 1995c) y los cérvidos

Muntjacus.

1.6.3. Evolucion de Ila secuencia nucleotidica de los ADN satélites

Como el resto del ADN, las secuencias satélites estan sujetas a la
mutacién. A pesar de que la tasa intrinseca de mutacién es relativamente
constante para cualquier region del genoma, la velocidad con que las
mutaciones se fijan o se extinguen en una especie dependera, en gran parte,
de la seleccion natural en el caso de variantes ventajosas o desventajosas y
del tamano efectivo de la poblacion (Ne) en la que la variante se produzca, en
el caso de las variantes neutras. Una mutacién que provoque un reemplazo
aminoacidico 0 un cambio regulatorio desfavorable tendra una probabilidad de
fijarse mucho menor que una mutacién neutra que pase desapercibida para la
seleccion natural. Asi, las secuencias sin restricciones funcionales
evolucionaran a una velocidad maxima, determinada por la tasa de mutacion,

como resulta de los postulados de la teoria neutralista de la evolucion
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molecular (Kimura 1983), como ocurre con seudogenes, intrones y gran parte
de los sitios cuatro veces degenerados (Li 1997), (ver item 1.4.2). Los ADN
satéelites no parecen poseer funciones que dependan de la conservacién de su
secuencia, aunque en algunos casos, cortas subsecuencias parecen ser
importantes para ciertas funciones como la centromérica, en la unién de
proteinas especificas (Csink and Henikoff 1998). Sin embargo, la extrema
diferenciacién interespecifica de secuencias satélites observada en muchos
grupos parece reflejar la ausencia de presiones selectivas en resguardo de una
secuencia en particular (Ohta and Dover 1984, Bachmann and Sperlich 1993;
Charlesworth et al. 1994; Elder and Turner 1994).

De la misma manera, de acuerdo con la teoria neutralista, cabria esperar
que las unidades que componen el satélite en una especie evolucionen
independientemente unas de otras, alcanzando rapidamente altos niveles de
variabilidad entre ellas. Sin embargo, una caracteristica notable de los ADN
repetidos es la de exhibir mayor similitud de secuencia intraespecifica que
cuando se compara entre especies, contrariamente a lo esperado por una
evolucion neutral e independiente de las unidades que forman los arreglos.
Este fendmeno de conservacion, como se explicitd mas arriba, tampoco se
debe a seleccion natural (Elder and Turner 1995).

El fendbmeno de similitud intraespecifica versus diferenciacién
interespecifica ha sido observado desde muy temprano, mediante técnicas de
analisis de la reasociacion de ADN desnaturalizado. Edelman and Gally (1970)
llaman la atencion sobre el hecho de que los miembros de una familia de
secuencias en una especie coevolucionan, manteniendo la similitud entre ellos
mientras divergen de los miembros en otras especies. En todos los tipos de
ADN repetidos que se conocen se ha observado este fenémeno (Elder and
Turmmer 1995), tanto en secuencias codificantes como no codificantes. Los
primeros analisis detallados se hicieron sobre los genes de ARN ribosomal en
Xenopus. Los genes que especifican los ARNs ribosomales 18S y 28S en
vertebrados estan presentes en uno o unos pocos arreglos continuos de
cientos de repeticiones. Cada repeticion contiene una regiéon espaciadora
llamada IGS (intergenic spacer). Las regiones IGS en el ADN ribosomal de X.

laevis son altamente homogéneas pero son muy diferentes de las de X
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Borealis (Brown et al. 1972). La gran diferenciacion interespecifica indica que
las regiones IGS acumularon mutaciones independientemente desde la
divergencia de las dos especies. Por lo tanto, la alta homogeneidad
intraespecifica no es mantenida por restricciones selectivas, o seleccion
purificadora, sino por ciertos mecanismos que “difunden” horizontalmente la
mutacion producida en una repeticion a todas las restantes repeticiones de la
familia (Brown et al. 1972). El término evolucion concertada habia sido
originalmente propuesto por Zimmer y col. (1980) y es comunmente utilizado
para referir al citado fenédmeno. Dover (1982) definié a la evolucién concertada
como la evolucion no independiente de secuencias de ADN repetido que
resulta en una similitud mayor entre las unidades repetidas dentro de una
misma especie que entre especies. Se considera que la evolucién concertada
es resultado de una serie de mecanismos relacionados con la reparacion y
replicacion del ADN, tales como el entrecruzamiento desigual, transposicién
replicativa, amplificacion génica y conversion génica. Todos estos mecanismos,
que en conjuncion con procesos geneético-poblacionales resultan en la
amplificacion sesgada o aleatoria de secuencias repetidas de ADN, han sido
colocados dentro de una categoria general de procesos conocida como
conduccion molecular (molecular drive), (Dover et al. 1982). Al participar
mecanismos de amplificacion “egoista” sumamente eficientes, los procesos de
conduccién molecular pueden sobrellevar los efectos de una seleccion negativa
moderada. La conduccion molecular habitualmente no es considerada por la
genética de poblaciones clasica. Sin embargo constituye un proceso que, junto
con la deriva y seleccion, es capaz de causar la fijacion de ciertas variantes de
una secuencia repetida en los genomas. Estos mecanismos operan tanto en
secuencias repetidas codificantes como no codificantes, y pueden
potencialmente afectar la evolucion de los organismos en formas
decididamente no mendelianas y no darwinianas (Dover 1982; Elder and
Turner 1995).

La conversiéon génica es un proceso recombinacional en el cual dos
secuencias interactian de tal manera que una es convertida en la otra. La
interaccion puede ser intracromosomal si ocurre entre alelos de un locus o
entre distintos /oci de un cromosoma. Si ocurre entre Joci ubicados en
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cromosomas diferentes, es intercromosomal (Petes and Hill, 1988; Nagylaki
1990). La conversion génica es mas frecuente y ha sido mas estudiada en
levaduras (Petes and Hill 1988), aunque ha sido observada también en otros
hongos, Drosophila y maiz (Nelson 1975; Hilliker and Chovnick 1981; Nagylaki
1983).

El entrecruzamiento desigual, a diferencia de la conversion génica, es un
proceso recombinacional reciproco, ya que produce cambios en ambas
cadenas intervinientes. Una de las cadenas sufre una duplicaciéon, mientras que
la otra pierde unidades. La homogeneizacién a través de este mecanismo
puede ocurrir entre cromatidas o entre homoélogos en la meiosis (Szostak et al.
1983). A pesar de estar formalmente definida en términos de la diferenciacion
entre especies, la evolucion concertada (y la conduccién molecular en general)
son fenomenos que operan al nivel de poblaciones naturales (Elder and Turner
1995). Elder y Turner (1994) analizaron la evolucion concertada de un ADN
satélite en poblaciones del pez Cyprinodon variegatus de diferentes localidades
de la costa atlantica estadounidense. A partir de los datos obtenidos,
concluyen que este satélite de 2 millones de copias por genoma haploide, esta
sufriendo evolucion concertada al nivel de poblaciones locales. El analisis
mostré que la divergencia de ADN satélite entre poblaciones puede proveer
informacién a nivel de secuencia sobre el grado de aislamiento entre ellas, y
por lo tanto, de la ocurrencia de procesos de divergencia alopatrica.

Los mecanismos que producen subitas amplificaciones de ADNs
repetidos pueden ser vistos también como mecanismos que causan evolucién
concertada. El efecto homogeneizador de la amplificacién por circulo rodante
se debe al rapido incremento en el numero de copias de una variante en
particular, en un tiempo tal que la mutaciéon no llega a actuar y a reducir la
identidad de secuencia (Walsh 1987; Rossi et al. 1990; Nijman and Lenstra
2001). Luego de la amplificacion, la homogeneidad puede mantenerse por
accion de suficientes niveles de conversion génica y entrecruzamiento
desigual.

Los enfoques experimentales para estudiar las propiedades y la
evolucion de los satélites al nivel nucleotidico se basan principalmente en

técnicas de Southern, utilizando sondas construidas con la secuencia o parte
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de la secuencia repetida (Southern 1975). De esta manera se puede estimar el
grado de similitud general que existe entre la sonda y el satélite presente en la
muestra. Aunque, debido a la utilidad de la informacién que proporciona, la
técnica de Southern continta en uso en estudios de ADN satélite, la evaluacion
de la evolucién concertada se ha venido realizando en los ultimos afos
mediante el clonado al azar y secuenciacion de unidades repetidas (Dover et
al. 1993). Usualmente se obtiene una secuencia consenso y a continuacion se
calculan los parametros que miden la variabilidad entre las secuencias
obtenidas, ya sea entre todos los pares posibles o contra la secuencia
consenso (Dover et al. 1993; ver ejemplos en Bachmann and Sperlich 1993;
Bachmann et al. 1996; Pons et al. 1997; Mravinac et al. 2002). En la misma
linea de investigacion, Strachan y col. (1985) estudiaron secuencias satélite en
especies de Drosophila. La comparacién de las secuencias mostré6 en este
caso que, en la mayoria de las especies, la diversidad nucleotidica
interespecifica era generalmente de un orden de magnitud mayor que la
diversidad intraespecifica. No obstante, la misma medida de divergencia entre
las especies mas cercanamente relacionadas (D. simulans y D. mauritiana) no
reveld diferencias entre y dentro de las especies. Para detectar evolucion
concertada en tal caso es necesario abandonar el procedimiento de utilizar
diferencias globales de similitud entre las secuencias y los consensos vy
examinar directamente todas las secuencias disponibles. Al hacer esto, los
mismos autores, Strachan y col. (1985), pudieron identificar varios nucleétidos
diagnosticos de especie, e incluso pudieron diferenciar etapas en el proceso de
homogeneizacion.

Otra metodologia alternativa que brinda mucha informacién consiste en
la secuenciacion directa de las unidades repetidas del satélite a partir de ADN
gendémico. El fundamento consiste en obtener una “mezcla” de las secuencias
presentes en el satélite. Al contabilizar las posiciones que presentan
ambiguedades puede obtenerse una estimacién de la variabilidad interna del
satélite. Al mismo tiempo, puede obtenerse una secuencia consenso para ser
comparada con las de otras especies. Dicho enfoque fue utilizado por Elder y
Turner (1994) al estudiar evolucién concertada al nivel poblacional. Los autores

compararon la secuencia obtenida a partir de un monémero clonado, con la
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obtenida a partir de ADN genomico, utilizando cebadores especificos del
satélite. La conclusion fue que el método resulté adecuado para obtener una
secuencia consenso representativa del conjunto de las repeticiones.

Muchmore y col. (1998) secuenciaron el ADN satélite en cinco especies
de gasteropodos marinos de California a partir de ADN gendmico, con el
objetivo de evaluar su utilidad como marcador taxonémico. El procedimiento
permiti6 en este caso detectar sitios con variantes, que en todos los casos
fueron solamente dos, evidenciando un elevado grado de homogeneizacion en
el grupo analizado. Con un objetivo similar, Picariello y col. (2002)
secuenciaron el satélite S1 en anuros del género Rana, aunque en este caso
se amplificé la unidad repetida por PCR a partir del ADN genomico y el
producto se utiliz6 como sustrato para la secuenciacion. Los autores elaboraron
criterios de interpretacion de la lectura de la secuenciacion para discriminar
entre senal de fondo y bases minoritarias: presencia de la base en ambas
cadenas y sefales de mayor intensidad que determinado umbral. Finalmente,
la electroforesis en gel de gradiente desnaturalizante o DGGE (Lessa 1998) fue
utilizada para analizar la homogeneizacién de secuencias en arreglos de ARN
ribosomal en el parasito nematodo Haemonchus contortus (Gasser et al. 1998).
Esta técnica, alternativa al clonado y secuenciacion, consiste en amplificar por
PCR un segmento de ADN (en este caso se amplifico la region ITS-2 de los
genes ribosomales) y someter al producto a una electroforesis en gel de
poliacrilamida con un agente desnaturalizante en gradiente. El producto de
PCR se siembra desnaturalizado, y en caso de existir diferentes variantes de la
secuencia, se formaran cadenas hibridas que produciran diferentes patrones
de corrida. El estudio detect6é 13 variantes de ITS-2 en individuos
pertenecientes a 9 poblaciones, es decir, permitié relevar gran parte de la

variabilidad.

1.6.4. ADN satélite de los tuco-tucos

Como inicio de la linea de investigacion en la que se encuadra esta
tesis, Rossi (1990) caracterizd al principal ADN satélite presente en el genoma
de Ctenomys porteousi, una de las especies de los roedores tuco-tucos. El
satélite fue nombrado RPCS (del inglés Repetitive Pvull Ctenomys Sequence),
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(Rossi et al. 1990) ya que pudo ser detectado en virtud de poseer un unico sitio
de corte para la enzima de restriccion Pvu I, y a través de analisis de Southern
y dot blot se determind que esta presente también en otras 9 especies del
género: C. mendocinus, C. azarae, C. australis, C. talarum y C. latro en alto
numero de copias, C. perrensi, C. tuconax y C. occultus en bajo numero de
copias, mientras que en C. opimus fue indetectable (Rossi 1990). Se determin6
también que los octodontinos Octodontomys gliroides y Octodon degus poseen
secuencias homoélogas a la RPCS. El ADN gendmico de estas especies
produce sefal positiva al ser hibridado con una sonda del monémero de RPCS
solamente en condiciones de baja rigurosidad (6X SSC, 60°C), en las cuales
pueden hibridar secuencias que difieren hasta en un 60% (Rossi 1990). La
especie Proechimys guairae, por otro lado, no produjo sefial en ninguna
condicion de hibridacién. C. opimus también produjo sefial en un Southern
utilizando la enzima Pwvull en condiciones de baja rigurosidad se secuencia,
aunque con menor intensidad y con un patréon de bandas anémalo comparado
con los tipicos patrones en escalera (A 6 B), presente en las especies
estudiadas (Rossi 1990).

La localizacion cromosdmica del satélite RPCS fue estudiada mediante
hibridacion in situ (Rossi et al. 1995b). Se observé una buena correlacion entre
la sefal de hibridacién con la sonda RPCS y el grado de amplificacion de la
secuencia, medido en los ensayos de dot blot como numero de copias por
genoma. Las especies con alto numero de copias presentan localizacion de
RPCS principalmente pericentromérica y en muchos casos, en brazos cortos
enteros. Las especies con numero bajo de copias (C. latro y C. occultus)
mostraron tener RPCS en regiones pericentroméricas de algunos cromosomas
y también bandas intersticiales. La segunda especie presenta, sin embargo,
algunas bandas C que no contienen RPCS. En las condiciones de la
hibridacion in situ no se detectaron secuencias RPCS en C. opimus, aunque
esta especie contiene conspicuos bloques de heterocromatina evidenciados
por bandas C, tanto pericentroméricas como en bloques de brazos cortos
enteros (Reig et al. 1992), en concordancia con ios ensayos de Southern. Estos
resultados indican que el satélite RPCS constituye la mayor parte de la porcion

heterocromatica del genoma de las especies con alto numero de copias, y que
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probablemente exista otro tipo de satélite en las especies con bajo contenido
de RPCS C. occultus y C. opimus (Rossi et al. 1995b). El analisis conjunto de
los ensayos de numero de copias (dot blot), patrones de restriccion de los
arreglos (Southern) y distribucion cromosomica (hibridacion in situ) de RPCS
en las especies de Ctenomys, mostraban que este satélite se habria
amplificado en forma diferencial, tanto cuantitativamente como cualitativamente
en los distintos linajes (Rossi et al. 1990; Rossi et al. 1995a; Rossi et al.
1995b). Este dinamico proceso, evidenciado por una variacion amplia en el
numero de copias y en las diferentes localizaciones en los cromosomas de
Ctenomys, abrid el interrogante acerca del rol de esta secuencia en la
evolucién cromosémica en el género.

A pesar de compartir las caracteristicas usuales de los ADN satélites
como la disposicion en tandem, el patrén de restriccién en escalera (Rossi et al
1990), el alto numero de copias (Rossi et al. 1993b), y la localizacion
heterocromatica (Rossi et al. 1995b), el satélite RPCS presenta una
caracteristica inusual: su secuencia nucleotidica de 348 pares de bases
muestra una importante identidad con la region U3 del LTR del Virus del
Sarcoma de Rous, incluyendo promotor y enhancers, lo que caracteriza a la
magquinaria de transcripcion de los retrovirus (Rossi et al. 1993). Se determiné
ademas que algunas regiones de la RPCS son capaces de unir factores de
transcripcion (Pesce et al. 1994), lo que sugiere que la secuencia podria,
potencialmente, modificar los patrones de expresion de genes vecinos a su sitio
de integracion (Rossi et al. 1995a). A raiz de estos hallazgos, se postulé que en
el genoma de un ancestro del género se inserté un retrovirus que sufrié luego
una delecién importante de su genoma, posiblemente por recombinacién entre
ambos LTR. Mecanismos como el entrecruzamiento desigual generaron luego
un arreglo de varias repeticiones, que fue luego sustrato para la amplificacion
por circulo rodante (Rossi et al. 1990).

La evidencia obtenida por Rossi (1990) permitié esbozar un esquema de
la evolucion del satélite RPCS, aunque sin el apoyo de un marco filogenético
adecuado de la evolucion de las especies del género, para ese entonces
inexistente. A través de dicho esquema se postuld que, luego de la divergencia

entre equimidos y octodontidos, se produjo la insercion retroviral y posteriores
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rearreglos, que originaron la unidad repetitiva del satélite RPCS. Luego ocurri
una amplificacion moderada y a continuacién la divergencia entre octodontinos
y ctenominos. Dentro ya del linaje que conduce a las especies actuales de
Ctenomys, primero habrian divergido las especies con escaso grado de
amplificacion del satélite. Finalmente, una gran amplificacion de RPCS habria
ocurrido en el ancestro de las especies del grupo mendocinus y C. talarum,

todas con elevado numero de copias del satélite.



Materiales y Métodos

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Especimenes examinados

Se estudiaron 68 individuos pertenecientes a 25 especies nominales y 4
formas no determinadas de Ctenomys y representantes de los géneros
Octodon, Octodontomys, Spalacopus, Tympanoctomys, Octomys, Galea,
Microcavia, Myocastor.

La mayoria de los ejemplares provienen de la coleccién del GIBE,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires
(cédigo 1) y del Museo de Historia Natural "Noel Kempf Mercado", Santa Cruz,
Bolivia (cédigo NK). Otras muestras provienen del Laboratorio de Evolucién,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay (cédigo CA), de
los Dres. Milton Gallardo y D. Reize (MHG, DR), Instituto de Ecologia y
Evoluciéon, Universidad Austral de Chile (IEEUACH), del Dr. Angel Spotorno
(AS), del Dr. Carlos Quintana (CQ), de la Dra. M. Susana Rossi (MSR), del
Museum of Vertebrate Zoology, Berkeley, University of California (MVZ), del
Field Museum of Natural History, Chicago (FMNH) y de |la Dra. Marta Lizarralde
(CT). Todas las localidades, excepto aquellas donde se indica, estan en
Argentina. Se indican los codigos de acceso a Genbank para las secuencias
que fueron previamente publicadas por Lessa y Cook (1998), los coédigos
comienzan con "AF". Las secuencias de citocromo b que fueron obtenidas en
esta tesis fueron depositadas en Ila base de datos Genbank bajo los numeros
de acceso AF370680 a AF 370706.

Ctenomys porteousi (N=3), Bonifacio, Buenos Aires (1539, 1229, 1545),
Ctenomys australis (N=2), Necochea, Buenos Aires (11036), Claromecd,
Buenos Aires (11054), Ctenomys mendocinus (N=2), Tupungato, Mendoza
(MSR2, MSR33), Ctenomys opimus (N=2), Tres Cruces, Jujuy (l464) and
Parinacota, Chile (DR2326), Ctenomys fulvus (N=4), San Pedro de Atacama, E!
Loa, Chile (DR2323), Vegas de Turi, Antofagasta, Chile (DR2324, MHG1042),
Salar de Atacama, Region de Antofagasta, Chile (AS872), Ctenomys talarum
(N=3), Necochea, Buenos Aires (1734, 1733, 1695), Ctenomys argentinus (N=1),
Colonia Benitez, Chaco (1702), Ctenomys latro (N=3), Tapia, Tucuman (1998,
1995, 1831), Ctenomys tucumanus (N=3), Ticucho, Tucuman (1987, 1988, 1989),
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Ctenomys tuconax (N=3), El Infiernilio, Tucuman (1867, 1679, 1990), Ctenomys
magellanicus (N=4), Tres Arroyos, Tierra del Fuego, (1308, 1307, CT20, CT50),
Ctenomys haigi (N=1), 13.5 km E Perito Moreno, Rio Negro, (MVZ184885),
Ctenomys pearsoni (N=1), Rocha, Uruguay, (CA583), (AF119108), Ctenomys
rionegrensis (N=1), Rio Negro, Uruguay, (CA435), (AF119114), Ctenomys
maulinus (N=3), Rio Colorado, Caracautin, Malleco, Chile (MHG1151,
MVZ183304); Pelechue, Chile (AS1019), C. coyhaiquensis (N=1), Region XI,
Chile (FMNH134300), (AF119112), Octodontomys gliroides, (N=1) Tilcara,
Jujuy (CQ-1), Octodon degus (N=1), Region Metropolitana, Chile (I-89A),
Spalacopus cyanus (N=1), Los Vilos, Chile (IEEUACH 4544), Aconaemys
porteri (N=1), Puyehue, Chile (IEEUACH 3702), Aconaemys fuscus (N=1), Area
de proteccion Vilches, Chile (IEEUACH 602), Aconaemys sagei (N=1) Pampa
Hui-Hui, Mendoza (IEEUACH 4401), Octomys mimax (N=1) Parque
Ischigualasto, San Juan (MHG 1487), Tympanoctomys barrerae (N=1) Nihuil,
Mendoza (MHG 1482), Galea musteloides (N=1) Criadero Dr. Burgos, Mendoza
(MHG 1534), Myocastor coypus (N=1) (MHG 1575), Microcavia australis (N=1)
Reserva Nacufan, Mendoza (MHG 1540). C. boliviensis (N=2) Santa Cruz,
Bolivia (NK15726, NK15800), (Genbank No. AF007037, AF007038), C.
goodfellowi (N=2) Santa Cruz, Bolivia (NK13029, NK13030), (AF007050,
AF007051), C. sp. "ROBO" (N=2) Santa Cruz, Bolivia (NK12437, NK12438),
(AF007039, AF007040), C. steinbachi (N=2) Santa Cruz, Bolivia (NK12133,
NK12134), (AF007043, AF007044), C. opimus (N=1) Oruro, Bolivia (NK11516),
(AF007042), C. conoveri (N=2) Chuquisaca, Bolivia (NK12606, NK12607),
(AF007054, AF007055), C. leucodon (N=1) La Paz, Bolivia (NK14789),
(AF007056), C. frater (N=2) Tarija, Bolivia (NK14621, NK14622), (AF007045,
AF007046), C. minutus (N=2) Santa Cruz, Bolivia (NK12404, NK12406),
(AF007052, AF007053), C. lewisi (N=1) Chuquisaca, Bolivia (NK14649),
(AF007049), C. sp. "ITA" (N=1) Tarija, Bolivia (NK21221), (AF007047), C. sp.
"MONTE" (N=1) Chuquisaca, Bolivia (NK21303), (AF007057), C. sp. "LLATHU"
(N=1) Cochabamba, Bolivia (NK22840), (AF007048).

2.2. Extraccion y purificacion de ADN genémico
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Para obtener ADN gendmico se utilizaron trozos de higado conservados

en etanol al 70%.

2.2.1. Digestion con Proteinasa K
Se molieron fragmentos de higado de alrededor de 0,5cmm?® en un
mortero con nitrégeno liquido. Una vez homogeneizado, el higado se colocé en
buffer de digestion en tubos de polipropileno de 15 mi:
Tris HCI 10mM pH 8
5 mM EDTA
0,6% SDS
Proteinasa K 0,5mg por ml de buffer
Se incubd a 55°C con mezcla por inversion cada 15 minutos durante al

menos 2 horas, hasta digestion completa.

2.2.2. Purificacién con Fenol — Cloroformo - Isoamilico
A la digestion se agregé un volumen de una mezcla formada por:
Fenol: 25 partes
Cloroformo: 24 partes
Alcohol Isoamilico: 1 parte
Se mezcld hasta emulsion completa y se centrifugé a 13.000 RPM por
15 minutos. Se descarto cuidadosamente la fase organica. Se repitié al menos
una vez mas, o hasta que no se observd material entre las fases acuosa y
organica. Se agreg6 un volumen de Eter etilico saturado en agua, se mezclé
hasta emulsién, se centrifugd 5 minutos a maxima velocidad y se descart6 la

fase organica. Se repitio tres veces mas.

2.2.3. Precipitacion del ADN genémico

Se agregé CH3COONa hasta 0,3M final y 2,5 volumenes de etanol
absoluto. Se colocé 2 horas a -20°C y se centrifugd a 13.000 RPM. Se descart6
el sobrenadante y el precipitado se lavo 3 veces con etanol 70%. El precipitado
se secO al aire y se resuspendié en un volumen apropiado de agua destilada.
Finalmente, se agregé RNasa hasta una concentracion de 0,1 mg/ml, y se

repitio la purificacion con fenol-cloroformo-isoamilico.
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2.2.4. Cuantificacion del ADN
El ADN purificado fue cuantificado en un espectrofotometro de UV
Genequant (Pharmacia). Se prepararon diferentes diluciones de la muestra

hasta obtener lecturas de absorbancia de entre 0,2y 1,8.

2.3. Digestion con enzimas de restriccion

Se utilizaron enzimas de la firma Promega y se siguieron las
recomendaciones de la misma. Para ADN genomico se utilizaron entre 5 y 6
unidades por microgramo de ADN, y para ADN plasmidico, entre 1 y 2

unidades por microgramo.

2.4. Electroforesis en geles de agarosa
2.4.1. Analitica

Se prepararon los geles con 0,8% a 1,2% de agarosa (BRL) en buffer
TBE o TAE. Se agregb bromuro de etidio a la agarosa una vez disuelta hasta
una concentracion de 0,5 ug/ml. Las corridas se efectuaron a unos 20 Volts por
centimetro. La visualizacion del ADN se realiz6 a través de un transiluminador

UV con sistema de video e impresion FOTODYNE Inc.

2.4.2. Preparativa

Para recuperar ADN a partir de un gel de agarosa se utilizo el sistema
con resina de intercambio QIAEX-II (QIAGEN). Se escindié la banda del gel
con bisturi y se tratd con la resina segun el protocolo recomendado por el

fabricante.

2.5. Transferencia y fijacion del ADN a membranas
2.5.1 Southern

El ADN gendmico digerido con enzimas de restriccidn se sometié a
electroforesis en gel de agarosa (18 horas a 2 V/cm). El gel fue luego sometido
a incubaciones con las siguientes soluciones :

Solucién desnaturalizante: NaCl 1,5M; NaOH 0,5N

Solucién neutralizante: Tris-HCI 0,5M; NaCl 1,5M; pH8
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La primer incubacién fue de 30 minutos, y la segunda se repite dos
veces, 20 minutos cada una. Luego se transfiri6 el ADN por capilaridad con
SSC 20X seguan el protocolo de Southern (1975) durante 18 horas a una
membrana de nitrocelulosa Hybond N+ (Amersham). Luego de la transferencia,

la membrana se coloc6 a 80°C durante dos horas para fijar el ADN a la misma.

2.5.2. Dot blot

El ADN purificado y cuantificado se adhiri6 a una membrana de
nitrocelulosa Hybond N+ (Amersham) utilizando una unidad microfiltradora Bio-
Dot (BioRad) con una bomba de vacio. Luego de la transferencia, la membrana
se colocé a 80°C durante dos horas para fijar el ADN a la misma.

2.6. Marcacion de sondas

La marcacioén radioactiva de las sondas se lievo a cabo con el método de
random priming utilizando el equipo de la firma New England Biolabs. Las
sondas empleadas fueron o bien el inserto liberado de un plasmido, o el
producto de PCR con cebadores especificos para SRPC. Se utilizaron entre 10
y 20 microCuries de dCT*?P alfa.

2.7. Hibridacién del ADN

Las membranas con ADN fijado se preincubaron a 60°C con una
solucién acuosa con 6X SSC, 0,5% SDS, solucion Denhart 5X y 100
microgramos de ADN de esperma de salmén desnaturalizado por cada ml de
solucioén. La preincubacion, la hibridacion y los lavados se hicieron en tubos de
vidrio Hybritube (BRL) colocados en un horno rotatorio WTB Binder. Luego de
dos horas, se agregd la sonda desnaturalizada por calentamiento a 95°C
durante 5 minutos. La hibridacion continué por 18 horas. Se hicieron cuatro
lavados de 20 minutos cada uno con diferentes soluciones segun el caso: para
alta rigurosidad se us6 una solucién 0,1X SSC y 0,5% SDS a 65°C, y para baja
rigurosidad se usé una solucion 6X SSC y 0,5% SDS a 60°C. Luego se
envolvié la membrana en film de polietileno y se revel6 la senal radioactiva de

una de las dos siguientes maneras:
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1) Exposiciéon de una placa radiografica: se colocd la membrana en un
casete de exposicion junto con una placa radiografica AGFA y una pantalla
reflectante. El casete se mantuvo a -80°C entre dos horas y varios dias, segin

el caso.

2) Lectura en un sistema de deteccion y andlisis de imagenes
PHOSPHOIMAGER BAS1000 (FUJI). La membrana se colocé en el casete con
la pantalla sensible FUJI entre 30 minutos y dos dias, y luego se analizé con el
dispositivo lector. La imagen fue guardada en un archivo grafico en

computadora.

2.8. Ligaciones
Las reacciones de ligacion para el clonado de fragmentos de ADN

genomico se hicieron a 20°C durante 26 hs, en 20 ul de buffer de ligacion

(BRL), en presencia de 500 uM ATP y 1 U de DNA ligasa del fago T4.

2.9. Transformacion de bacterias competentes

Cultivos de E.coli de las cepas DH5a se procesaron segun Hanahan
(1983) para obtener bacterias competentes. Para transformar las bacterias
competentes se coincubaron a 0°C durante 30 min 50 microlitros de
suspension de bacterias competentes con ADN plasmidico. La mezcla se
incubé a 40°C durante 90 seg y se enfrié rapidamente durante 5 min. Luego se
agregaron 200 microlitros de medio de cultivo LB y se incubo a 37°C durante
una hora con agitacion. La mezcla fue luego sembrada en placas de petri con
agar LB y con 100 microgramos/ml de ampicilina y/o 40 microgramos/ml de

IPTG y 120 microgramos/ml de Xgal, segun el caso.

2.10. Preparacion de plasmidos en pequena escala
Se utilizé el método de Birnboim y Doly (1979). Si los plasmidos iban a
ser utilizados para reacciones de secuenciacion, fueron ademas purificados

con fenol-cloroformo-isoamilico.
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2.11. Oligonucleétidos

Para las reacciones de amplificacion y secuenciacion se utilizaron los
siguientes oligonucleétidos cebadores:

SRPC17U: 8 — TTCGCCTATACTTTTCTCTNN - 3’

SRPC325L: 5 - TAGTGCAAAAGAGATACANN - 3'

T7:5 - GTAATACGACTCACTATAGGGC -3

-40 M13: 5’ - GTTTTCCCAGTCACGAC -3

M13 reverse: 5' — GGAAACAGCTATGACCATG -3

2.12. PCR (polymerase chain reaction)
Las reacciones de PCR se efectuaron con un termociclador MJ
Research PTC100. Se utiliz6 la enzima Taq polimerasa y demas reactivos de

Promega en las siguientes concentraciones:

Taq Polimerasa: 2,5 Unidades
desoxinucledtidos trifosfato: 20uM

MgCil: 2,5mM
cebadores: 2uM

Para amplificar el satélite SRPC se incluyé una etapa de
desnaturalizacion inicial (5min, 94°C). Cada ciclo se programoé en las siguientes
condiciones:

Desnaturalizacion: 1min, 94°C,
Apareamiento: 1min, 48°C,
Elongacion: 30seg, 72°C.

Se finalizdé con una elongacion final de 5min a 72°C.

2.13. Secuenciacion de ADN

Las secuencias nucleotidicas presentadas en esta tesis fueron obtenidas
en algunos casos, en el laboratorio por el método de Sanger, o por su
modificaciéon con polimerasa termorResistente). En otros casos (la mayor parte
de los productos de PCR vy clones) las muestras fueron purificadas con fenol-

cloroformo-isoamilico hasta obtener una relacion de absorbancias de 260 a 320
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superior a 1.8 y enviadas a servicios de secuenciacion automatica. Las
secuencias de citocromo b fueron realizadas con secuenciador automatico por

el laboratorio del Dr. Joseph Cook, de la Universidad de Alaska.

2.13.1. Método de Sanger

Para secuenciar por el método de Sanger se empled el equipo
Sequenase 2.0 (USB). Los detalles del protocolo pueden consultarse en la
literatura técnica del fabricante. Para secuenciar el clon SRPO7 se utilizaron los

oligonucleétidos 40 M13 y M13 reverse.

2.13.2. Secuenciacion por PCR

Este método es una version modificada del procedimiento de Sanger. El
mismo utiliza una ADN polimerasa termorresistente (Taq) y un termociclador.
Se utilizé el equipo femtoMol (fmol) de la firma Promega. El método permite
utilizar dos tipos de marcacién radioactiva del ADN. El primero consiste en
marcar el oligonucledtido cebador con [y*?P]JATP y el segundo en marcar el
ADN sintetizado incorporando uno de los nucleoétidos trifosfato marcados con
[ 3?P]ATP 6 [ >*S]ATP. El primer método de marcacion resulté mas efectivo
en la secuenciaciéon de productos de PCR, mientras que el segundo lo fue para
los clones en ADN plasmidico. Para secuenciar ambas cadenas en los
productos de PCR de SRPC se utilizaron los oligonucleétidos SRPC17U y
SRPC325L. En el caso de los clones, ya que la calidad de la secuenciacion de
los mismos fue lo suficientemente buena como para obtener una lectura sin
dudas, se secuencio una sola cadena, utilizando el oligonucleétido T7 a fin de
obtener la mayor cantidad posible de secuencias.

Para secuenciar productos de PCR y los clones se utilizo el siguiente
esquema de temperaturas y tiempos, el cual representa una ligera modificacion
del recomendado por el fabricante: se programé una desnaturalizacién inicial
de 3min a 95°C, y a continuacioén 35 ciclos de la siguiente manera:

desnaturalizacion: 45seg a 95°C,
apareamiento: 45seg a 42°C,

elongacion: 1min a 72°C.
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2.13.3. Lectura de las secuenciaciones:

Las muestras provenientes de las reacciones de secuenciacion se
sometieron a electroforesis en geles desnaturalizantes de 8% acrilamida y 7M
urea, en geles planos de 0,4mm de espesor, en buffer TBE. Las muestras

fueron desnaturalizadas por calentamiento a 100°C por 5 min y enfriamiento
rapido. Se sembraron 3ul de mezcla de reaccion en cada calle. La
electroforesis se desarroll6 a potencia constante de 60 Watts durante 4 a 6
horas, repitiéndose las siembras en calles diferentes cada dos horas para
mejorar el rango de lectura. Luego de la corrida, los geles fueron secados en
una secadora de geles BioRad por una hora y expuestos ante una placa

radiografica AGFA durante 1 a 2 dias para la marcacion con [« >2P] y 3 a 6 dias

para la marcacion con [a>°S].

2.14. Analisis de secuencias y filogenéticos

En todos los casos las secuencias fueron alineadas con el programa
ClustalX (Thompson et al. 1997). El manejo de las alineaciones para su
presentacion e impresion se llevd a cabo con el programa GENEDOC (Nicholas
et al. 1997). Las distancias geneéticas entre secuencias y la composicion de
bases se calcularon con el programa PAUP 4.0beta10 (Swofford 1998), lo
mismo que el estadistico g1 para senal filogenética. La construcciéon de los
arboles filogenéticos fue realizada con PAUP 4.0. La visualizacion e impresion
de los arboles filogenéticos se realizd con el programa TREEVIEW 1.6.6 (Page
1996).

Para MP se hicieron 20 réplicas con orden de adicion de secuencias
aleatorio utilizando un esquema de pesos a priori para primera, segunda vy
tercera posicion de los ftripletes de 2, 5 y 1, respectivamente. Se definid
también una matriz de sustituciones dando una relacién de transiciones a
transversiones de 6 a 1. Se utiliz6 también un esquema de pesado a posteriori,
utilizando la opciéon en el programa, donde se indico que se pesen los
caracteres segun el indice de consistencia (Cl). El soporte de cada clado fue
evaluado mediante un analisis de bootstrap con 500 pseudoréplicas, cada una

con un orden distinto y aleatorio de adicion de secuencias.
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Los arboles de MV se construyeron siguiendo el modelo GTR de
evolucion nucleotidica, cuyos parametros fueron estimados con el programa
Modeltest (Posada and Crandall 1998). Se llevaron a cabo 10 corridas con
ordenes aleatorios de adicion de secuencias.

Se construyeron arboles de distancias con el algoritmo NJ, utilizando los
modelos GTR con los parametros calculados por Modeltest (Posada and
Crandall 1998), y el modelo Kimura 2 parametros. El analisis de soporte por

bootstrap se realiz6 con 1.000 pseudoreéplicas.

2.15. Estimacion del numero de copias ancestral de SRPC

La condicion ancestral del numero de copias de SRPC fue reconstruida
en los nodos internos del arbol de MV (el de mayor verosimilitud) utilizando el
programa ANCML (Schluter et al. 1997). El programa se alimentd con la
topologia del arbol y los valores de numero de copias de SRPC medidos por
dot blot. La salida del programa contiene los valores estimados para los nodos

internos y el error estandar de Ios mismos.

2.16. Tiempos de divergencia

Para estimar el tiempo de divergencia en Ctenomys se utilizd el conjunto
de programas LINTRE (Takezaki et al. 1995). El procedimiento consiste en
generar un arbol de distancias, para el cual se utiliza el programa NJBOOT del
paquete LINTRE (Takezaki et al. 1995), indicando el modelo de evolucion
Tajima-Nei (el mas similar a GTR dentro de las posibilidades ofrecidas por el
programa). Se utilizaron las secuencias de citocromo b de 49 taxones. A
continuacioén se efectué la prueba de dos grupos (two cluster test) corriendo el
programa TPCV de LINTRE. La salida de este programa informa la
significacion estadistica de la diferencia entre las ramas que parten de cada
nodo. Aquellas ramas cuya longitud difiere significativamente del promedio (CP
> 95%) son excluidas. A continuacion se corri6 nuevamente TPCV, esta vez
excluyendo las secuencias con tasa de evolucién significativamente diferente y
se obtuvo un arbol linealizado, con ramas proporcionales al tiempo.
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3. RESULTADOS

3.1. Filogenia molecular de Ctenomys

Con el objetivo de contribuir a la comprension de la historia evolutiva de
las especies de Ctenomys, y al mismo tiempo referir al marco filogenético la
evolucion del ADN satélite SRPC, se resolvid encarar el estudio de las
relaciones evolutivas entre las especies del género, utilizando las secuencias

de gen mitocondrial citocromo b.

3.1.1. Variabilidad a nivel nucleotidico del gen citocromo b

El estudio incluye secuencias previamente publicadas por Lessa y Cook
(1998), Cook y Lessa (1998) y D’Elia y col. (1999), y secuencias originales
obtenidas a partir de tejidos conservados en etanol. En total se obtuvieron 27
nuevas secuencias completas de citocromo b. Todas las secuencias tienen
una longitud de 1140 pares de bases que codifican 379 aminoacidos y un
triplete STOP (ver item 6.1), idéntica a la encontrada en otros roedores
caviomorfos (Lara et al. 1996).

Las secuencias exhiben un notable sesgo en la composicion de bases,
caracteristico del citocromo b de mamiferos (Irwin et al. 1991). Existe una
deficiencia general de Gs en la hebra codificante (12,4%), que se acentua al
considerar soélo la tercera posicion de los tripletes, donde la G aparece con una
frecuencia de 0,03, mientras que en la primera posicion la frecuencia es 0,2.

La matriz de caracteres, producto de la alineacion de todas las
secuencias, contiene 461 sitios variables, que representan el 40% del total. De
ellos, el 26,3% pertenece a primera posicion de tripletes, el 19,9% a segunda y
el 53,7% a tercera posicion.

Para evaluar los niveles de variabilidad interespecifica respecto de la
intraespecifica se construy6 una matriz de porcentajes de diferencias (distancia
p) entre todos los pares de secuencias (ver item 6.2). Los valores mas altos de
divergencia intraespecifica fueron encontrados en C. mendocinus (0,7% - 2,8%;
n=3), C. talarum (0,9% - 2,1%; n=3), C. maulinus (1,8%; n=2), C. opimus (1,1%
- 1,8%; n=4), C. porteousi (1,6%; n=2) y C. fulvus (0,1% - 1,6%; n=4).
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Las comparaciones interespecificas mostraron que los pares de
especies menos divergentes tienen niveles de divergencia comparables a
algunos valores de diferenciacion intraespecifica: C. argentinus y C. latro
difieren en 1,2% - 1,4%, C. porteousi y C. australis difieren en 1,2% mientras
que la divergencia entre C. opimus y C. fulvus va de 1,2% a 2,2%. El par de
especies mas divergente fue C. conoveri y C. leucodon con 12,5% de
diferencias.

Se utilizé el método de Hillis y Huelsenbeck (1992) para evaluar si la
matriz de datos contiene sefal filogenética o si, por el contrario, los caracteres
se distribuyen en forma aleatoria (ver item 1.4.9). El estadistico g1 se calculd a
partir de 10.000 arboles aleatorios y arrojé un valor de -2,887, resultando
altamente significativo (P>0.01) e indicando que la matriz contiene fuerte senal

filogenética (Hillis and Huelsenbeck 1992).

3.1.2. Andlisis filogenéticos

Como un reflejo de la complejidad que presenta el estudio de la
evolucion de los tuco-tucos, los distintos métodos empleados produjeron
topologias coincidentes para muchos grupos de especies, pero diferentes para
otros. Dado que existen controversias acerca de la validez y robustez de los
diferentes métodos de reconstruccion filogenética, consideraremos como
hipotesis filogenéticas mas confiables a aquellas que estén soportadas por la
mayor cantidad de enfoques posibles, mientras que aquellas relaciones que
surjan de solo alguna combinacion particular de parametros seran tomadas con

cautela.

3.1.2.1. Méaxima parsimonia

Los analisis filogenéticos de maxima parsimonia (MP) se realizaron con
el programa PAUP 4.0 (Swofford 1998) y se emple6 la totalidad de las
secuencias disponibles. Del total de posiciones que presentan variacion entre
secuencias, 411 son informativas segun el criterio de parsimonia: cada variante
esta representada en al menos 2 secuencias (Felsenstein 1993), mientras que
75 de las posiciones variables no son informativas para parsimonia. Como se
desprende del analisis de la distribucion de la variabilidad respecto de la
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posicion en los tripletes, la tercera posicion, al ser mas variable, es mas
propensa a presentar homoplasias producidas por multiples sustituciones. Los
cambios ocurridos en la segunda y tercera posicion, por el contrario, resultaran
con mayor probabilidad altamente informativos de las relaciones de parentesco
entre las especies, ya que acumulan cambios mas lentamente.

Para acomodar estos sesgos en al analisis de MP, se utilizaron dos
esquemas de pesado de los caracteres, a priori y a posteriori. El pesado a priori
asigno un peso relativo de 2, 5 y 1 a primera, segunda y tercera posicion de los
tripletes, respectivamente, de acuerdo a las frecuencias relativas de las
sustituciones en cada posicion, calculadas a partir de las secuencias obtenidas
en esta tesis (ver item 3.1.1), y de las publicadas por otros autores (Lessa and
Cook 1998). El pesado a posteriori o pesado dinamico (Williams y Fitch 1989)
asigna pesos en base al analisis de las tasas de sustitucion de los caracteres
distribuidos en un arbol. El método procede construyendo un arbol de MP sin
asignacion de pesos. A partir del arbol obtenido, el programa calcula algun
indice de consistencia para cada uno de los caracteres y luego se repite el
analisis, esta vez asignando a cada caracter un valor de peso proporcional al
indice calculado. En este caso se utilizo el indice de consistencia (Cl, ver item
1.4.8 en la Introduccion) (Maddison and Maddison 1997), calculado para cada
sitio. De esta manera se busca dar un peso de acuerdo al grado de homoplasia
que presentd cada sitio en la corrida inicial.

Con el mismo criterio de evitar que las homoplasias originadas por
eventos de sustituciones multiples distorsionen el analisis, se realiz6 una
estimacion de la proporcién de transversiones respecto de las transiciones
mediante el programa McClade 3.07 (Maddison and Maddison 1997) y se
encontré que las ultimas superan en 6 veces a las primeras. Se incorporo,
entonces, a los analisis de MP una matriz que especifica pesos diferenciales a
las transiciones respecto de las transversiones, de tal forma que una
transversion represente 6 pasos mientras, que una transicion represente 1.

Dado el gran nimero de secuencias, es decir, de OTUs que integran el
analisis, resulta imposible utilizar para la busqueda del arbol mas parsimonioso
un método exacto, es decir, que evallua la totalidad de las topologias posibles.

Por lo tanto se empled un algoritmo heuristico implementado en PAUP 4.0. (ver
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item 1.4.8). Dado que estas metodologias pueden producir resultados que
dependen del orden en que se adicionan las secuencias al analisis (Hillis et al.
1996), se hicieron 20 busquedas, en cada una alterando al azar el orden de

incorporacion de las secuencias.

3.1.2.1.1. Arbol de MP con pesado a posteriori

El procedimiento de pesado a posteriori es capaz de detectar y
cuantificar el nivel de homoplasia que lleva cada sitio. Esto representaria una
opcion mas realista que el pesado a priori. Por ello analizaremos en mas
detalle los arboles resultantes del pesado a posteriori, respecto de los
resultantes del pesado a priori. La figura 13 muestra el consenso estricto de los
6 arboles de MP obtenidos con el esquema de pesado a posteriori y una
relacion de pesos de 6 a 1 para transiciones a transversiones.

En este caso, la congruencia entre los 6 arboles obtenidos es grande, ya
que en el consenso estricto (figura 13) so6lo se observan politomias en nodos
que relacionan especies muy cercanas. Las especies del grupo externo estan
claramente separadas, indicando la monofilia de Ctenomys. Entre éstas,
Tympanoctomys es la que aparece mas cerca de los tuco-tucos, seguida por
Octodontomys y Spalacopus.

Para facilitar la comparacion de las topologias resultantes de los
diferentes métodos, se asigndé un nombre a aquellos grupos de especies que
mostraron estar estrechamente relacionados en los tres tipos de analisis (MP,
MV y NJ). El nombre refleja, en algunos casos, su distribucién geografica, y en
otros toma el nombre de alguna de las especies que lo componen (tabla 3).

Se reconoce en el arbol de la figura 13 un clado del llamado grupo
“boliviensis”, el cual se asocia con el grupo “boliviano-paraguayo” (tabla 3). A
este Ultimo se asocian, ademas, C. minutus y las formas ITA y MONTE. Otro
clado que se asocia mas profundamente a los grupos mencionados contiene
otras dos agrupaciones que muestran gran consistencia: el grupo “sur”,
formado por las especies de la Patagonia, y el grupo “tucumanus”. La especie
de Bolivia, C. steinbachi, se asocia a estos dos grupos en este arbol. El clado
denominado grupo “altiplano” aparece asociado a la especie del centro de Chile

y Neuquén, C. maulinus, y a su vez se relaciona con el grupo “central” (tabla 3).
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Figura 13: Consenso estricto de los 6 arboles mas parsimoniosos obtenidos al utilizar el
esquema de pesado a posteriori segun el indice de consistencia.
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Finalmente, C. tuconax y C. leucodon ocupan las posiciones mas
basales entre las especies de Ctenomys.

Grupo Especies integrantes

“boliviensis”  C. boliviensis — C. goodfellowi — ROBO

“boliviano-
. C. frater — C. lewisi — C. conoveri — LLATHU
paraguayo
“altiplano” C. opimus — C. fulvus
“sur” C. haigi - C. coyhaiquensis — C. magellanicus

“tucumanus” ¢ argentinus — C. latro — C. tucumanus
C. porteousi — C. australis — C. mendocinus — C.

“central” rionegrensis — C. flamarioni — C. talarum — C.

pearsoni — C. torquatus

Tabla 3: Agrupamientos de especies consistentemente recuperados en los andlisis.

3.1.2.1.2. Arbol de MP con pesado a priori

Este esquema de pesado, que asigna peso a los caracteres de acuerdo
a su posicién en un codén, produjo 42 arboles de MP. El consenso estricto de
los mismos se muestra en la figura 14. Los agrupamientos mencionados en el
punto anterior se mantienen en este resultado, aunque en la mayoria de los
casos cambia la relacion entre ellos. El grupo “boliviano-paraguayo”, que
continia asociado a C. minutus, se agrupa ahora con el grupo “altiplano” y, a
su vez, con el grupo “boliviensis”. Los grupos “sur” y “tucumanus” continuan
relacionados entre si. La politomia que se aprecia en este consenso estricto
indica que, entre las 42 topologias producidas, existen diferencias en el orden
de divergencia de varios linajes principales. Igual que en el caso anterior, C.
tuconax y C. leucodon son los linajes que divergen primero.

Las similitudes y diferencias entre los arboles generados con pesado a
priori y a posteriori estan dando idea de la estabilidad en los nodos que
relacionan a los grupos mencionados en la tabla 3, y de la inestabilidad de los

nodos que relacionan a estos grupos entre si.
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Figura 14: Consenso estricto de los 42 arboles mas parsimoniosos utilizando el esquema de

pesado a priori segun posicion en el triplete (2:5:1) y una relacién de transiciones a
transversiones de 6 a 1.
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3.1.2.1.3. Andlisis de bootstrap en MP

Para determinar el grado de soporte que brindan los datos a cada uno
de los clados que surgen del analisis de MP, se realizaron analisis de bootstrap
(ver item 1.4.9 en la Introduccidén) con 500 pseudoréplicas, utilizando los
mismos esquemas de pesos que se mencionaron.

La figura 15 muestra el arbol de bootstrap con el esquema de pesado a
posteriori. Otra vez, los agrupamientos mencionados en la tabla 3 mantienen su
integridad y, excepto los grupos “sur” y “tucumanus”, los demas grupos surgen
de una gran politomia. Los grupos “boliviensis”, “boliviano-paraguayo”,
“altiplano”, “sur” y “tucumanus” recibieron un soporte de bootstrap mayor al
80%; el grupo “central” recibié un soporte moderado, del 68%. C. leucodon y C.
tuconax conservan la posicion basal, aunque con soportes moderados a bajos,
del 67% y del 59%.

El bootstrap con el esquema de pesado a priori (figura 16)generd un
arbol menos resuelto que el obtenido con pesado a posteriori (figura 15). Sélo
permanecen intactos los grupos “boliviano-paraguayo”, “altiplano” y “sur”, este
ultimo con un soporte moderado, del 68%. Ademas, la mayoria de los nodos

internos del arbol han colapsado en una politomia ubicada en la base.

3.1.2.2. Maxima verosimilitud

Dado que el analisis de MV es sumamente intensivo en cuanto a los
requerimientos computacionales, se seleccioné de un total de 58 secuencias,
un subconjunto de 40 secuencias, manteniendo un representante de cada
especie o forma, excepto para aquellos taxones con valores de divergencia
intraespecifica superior al 1,5%.

Para determinar cual es el modelo de evolucion que mejor representa a
los datos, se utilizé el programa Modeitest 3.06 (Posada and Crandall 1998).
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Figura 15: Bootstrap de 500 pseudoréplicas utilizando el esquema de pesado a posteriori. Los
nameros en las ramas indican el porcentaje de soporte de los nodos. Los nodos con soporte
menor al 50% colapsan formando politomias.
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Figura 16: Consenso de 500 pseudoréplicas del bootstrap construido por el método de MP. Los
numeros indican el porcentaje de bootstrap. Se utilizd una relacién de transiciones a
transversiones de 6 a 1, y pesos relativos de 2, 5 y 1 para las posiciones de los tripletes. El

circulo () indica que el grupo no esta completo.
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Este programa estima el estadistico:
6=-2log A,

siendo:

max[Lo(modelo nulo)]

Max[L4(modelo alternativo)]

Lo es la verosimilitud bajo la hipétesis nula (el modelo mas simple), y L4
es la verosimilitud bajo la hipétesis alternativa (el modelo mas complejo). El
estadistico & sigue una distribucion X?* con grados de libertad iguales a la
diferencia en el numero de parametros libres entre los dos modelos. El
programa calcula el L (verosimilitud) para una sucesién de modelos cada vez
mas complejos y propone el modelo que mejor se ajusta a los datos, con el
minimo numero posible de parametros (Posada and Crandall 1998). Como se
ha mencionado en la Introduccion (item 1.4.8), el método de MV permite
incorporar modelos explicitos que describen el proceso de evolucién molecular.
Por lo tanto, la seleccién adecuada de un modelo de evoluciéon nucleotidica es
muy importante para aprovechar la ventaja de este método en cuanto a lograr
un analisis mas realista, teniendo en cuenta la combinacion de parametros que
mejor describen la evolucién del marcador que se utiliza.

El modelo seleccionado por el programa Modeltest fue el GTR + G + |,
general time reversible con gamma y proporcion de sitios invariantes (ver item

1.4.3). Los valores estimados de los parametros fueron:
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Proporcién asumida de sitios invariantes (1)= 0,5
Parametro a de la distribucion G = 1,3

Matriz de sustituciones:

A C G T
A - 7,36 55,75 6,65
C 4,63 70,5
G 1,0

El analisis de MV se llevd a cabo empleando el programa PAUP 4.0
especificando el modelo y los valores propuestos por Modeltest (Posada and
Crandall 1998). La frecuencia de cada nucleétido fue calculada a partir de los
datos. La técnica de bootstrap no fue utilizada con este método ya que resulta
imposible debido a los enormes tiempos requeridos. Por ejemplo, 10 corridas
realizadas con esta matriz de datos requirieron mas de dos semanas de
computo ininterrumpido.

Para lograr una busqueda heuristica confiable, se llevaron a cabo 10
corridas con diferentes 6rdenes de incorporacion de secuencias,
produciéndose como resultado dos arboles que no difieren significativamente
en su valor de In Likelihood (P>0,05) segin el test de Kishino-Hasegawa
(Kishino and Hasegawa 1989), que consiste en evaluar la significacion
estadistica de la diferencia entre los valores de InL de dos topologias.

A continuacidén se muestra parte de la salida del programa:

Heuristic search completed
Total number of rearrangements tried = 1082570
Score of best tree(s) found = 8151.48740
Number of trees retained = 2

Time used = 390:43:49.5

Tree-island profile:

First Last First Times
Island Size tree tree Score replicate hit
1 1 1 1 8151.48740 1 8
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2 1 2 2 8151.57900 3 2

-1n L (unconstrained) = 4465.60944

Kishino-Hasegawa test results:

Tree -ln L Diff -1n L s.d. (diff) T p*
1 8151.48740 (best)
2 8151.57900 0.09160 7.26321 0.0126 0.9899

* Probability of getting a more extreme T-value under the null

hypothesis of no difference between the two trees (two-tailed test)

En la figura 17 se muestran los dos arboles obtenidos por el método de
MV. Los 6 grupos mencionados en la tabla 3 aparecen representados en
ambas topologias, cambiando soélo la relacién entre los grupos “altiplano”,
“boliviensis” y “boliviano-paraguayo”. Como en los arboles de MP, los grupos
“sur’” y “tucumanus” aparecen unidos. El grupo "central", en cambio, queda
reducido a las especies del grupo mendocinus (tener en cuenta que, de
acuerdo a lo mencionado, algunas especies de este grupo no han sido
incluidas en este analisis). La ubicacién basal de C. talarum, una de las
especies de este grupo, sin embargo, no aparece en los arboles resultantes de
los otros métodos filogenéticos, asi como tampoco la disociacion de C.
pearsoni del grupo “central”.

La cercana relacion de los grupos "boliviensis" con el "boliviano-
paraguayo” se mantiene, tanto en los arboles de MV (figura 17) como en los de
MP (figuras 13 a 15). Las especies C. leucodon y C. tuconax no aparecen en la
base del género, como lo hacian en los arboles de MP; mas aun, su posicion
es diferente en los dos arboles obtenidos por ML.

Los métodos de MV generan arboles cuyas ramas son proporcionales a
los cambios ocurridos. En la figura 17 puede verse que las ramas mas basales
del género, que definen a los principales linajes o grupos, son muy cortas. Es
decir, las sustituciones ocurridas entre estas divergencias son pocas. Esto
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Figura 17: Los dos mejores arboles obtenidos con el método de Maxima Verosimilitud.
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explica, en parte, la dificultad de obtener en forma consistente la resolucion de
las relaciones entre estos linajes basales del género.

3.1.2.3. Método de distancia

Para generar la matriz de distancias a emplearse en la construccion de
un arbol de distancias, se utilizaron los parametros y el modelo de evolucién
obtenidos mediante el programa Modeltest (Posada and Crandall 1998). Como
se mostro en el item 3.1.2.2, el modelo de evolucién seleccionado fue GTR + G
+ |. El algoritmo NJ de construccion de arboles fue utilizado porque no asume
que las tasas de evolucion sean constantes, como lo hacen, por ejemplo, otros
algoritmos de distancia como UPGMA, que supone constancia en las tasas de
evolucioén de las secuencias en todas las ramas del arbol (Hillis et al. 1996). El
algoritmo NJ considera, en cambio, posibles diferencias en las tasas de
evolucion (Saitou y Nei 1987).

El arbol obtenido bajo los parametros mencionados se muestra en la
figura 18. Nuevamente, los grupos definidos en la tabla 3 mantienen su
integridad en este caso. C. tuconax ocupa la posicion basal respecto del resto
de los géneros, como en MP (figuras 13 a 15). Como en el arbol de MP pesado
a priori (figura 14), el grupo “boliviensis” esta asociado al grupo “altiplano”,
aunque separados del grupo “boliviano-paraguayo”, el cual ocupa una posicion
ancestral que no mostré en los otros analisis. Los grupos “sur” y “tucumanus”,
que habian permanecido unidos tanto en MP (figuras 13 a 15) como en MV
(figura 17), estan ahora separados. Al igual que en los arboles de MV, es
interesante notar que las ramas que unen los nodos a partir de los cuales
surgen los grupos mencionados son muy cortas, es decir, la cantidad de
cambio acumulado entre la divergencia de los primeros linajes de tuco-tucos es
muy baja.

Respecto de las relaciones dentro de los grupos, las ramas que
relacionan las especies que componen los grupos “altiplano” y “central” son
cortas. Esto puede ser atribuido a una divergencia reciente entre los miembros,
o bien a bajas tasas de evolucion del citocromo b en estos linajes. En

contraposicion, los integrantes de los grupos “boliviano-paraguayo” y “sur” se
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Figura 18: Arbol obtenido por el algoritmo Neighbor-joning a partir de una matriz de distanci
utilizando el modelo de evolucién GTR gamma.
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relacionan entre si con ramas largas, dando cuenta de una mayor
antigledad, o bien de una aceleracion en las tasas de evolucion.

Se construyo también un arbol utilizando un modelo de evolucién mas
sencillo, el de Kimura (K2P) (Kimura 1980) considerando, ademas, diferentes
tasas de evolucion entre sitios (gamma) y proporcion de sitios invariantes (1)
(ver item 1.4.3). El arbol obtenido resulté idéntico en topologia, y sus longitudes
de ramas fueron muy similares al obtenido bajo modelos mas complejos. Un
arbol construido con el algoritmo UPGMA (no mostrado) produjo una topologia
diferente, sugiriendo que existen ramas con tasas de evolucion distinta.

El analisis de bootstrap (1000 pseudoréplicas) realizado con el algoritmo
NJ, provoco el colapso de la mayoria de los nodos en una gran politomia en la
base del arbol (figura 19). C. tuconax y el grupo “boliviano-paraguayo” ocupan
la posicion ancestral aunque con bajo soporte, del 62%. El nodo que reune al
grupo “central” permanece con un soporte muy bajo, 54%, pero la asociacion
del grupo mendocinus mas C. talarum obtuvo un soporte del 89%. Otros grupos
bien soportados son “altiplano” y “boliviano-paraguayo”. Sin embargo, los

grupos “boliviensis” y “tucumanus” aparecen incompletos.

3.2. Tiempos de divergencia en ctenominos

A pesar de que las velocidades de evolucion molecular pueden variar
sustancialmente entre taxones, en general una molécula dada evoluciona de
manera constante dentro de un grupo de especies estrechamente
relacionadas. Esto es asi porque las velocidades a las que se acumulan
mutaciones dependen de factores, como tiempo generacional y fidelidad de
copia de las enzimas replicadoras, que habitualmente no varian entre linajes
evolutivamente cercanos (Kishino et al. 2001). Estos factores que afectan las
tasas de mutacion, y que dependeran de caracteristicas intrinsecas de cada
tipo de organismo, con independencia de factores selectivos o de historia
poblacional, se llaman “efectos de linaje” (Page and Holmes 1999). Bajo este
supuesto, se ha utilizado en muchos grupos de organismos el concepto del
reloj molecular para estimar tiempos de divergencia, tomando como referencia

datos externos fosiles o biogeograficos (Kishino et al. 2001).
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Figura 19: Bootstrap de 1000 pseudoréplicas a partir del algoritmo de distancias neighbor-
joining utilizando el modelo de evolucion GTR gamma.
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Sin embargo, en el caso de los tuco-tucos, la incongruencia entre los
arboles obtenidos por los algoritmos UPGMA y NJ, y la presencia de ramas de
distinta longitud en los arboles de distancia y MV, llevan a pensar que es
posible que existan desviaciones de la constancia de tasa de evolucion del
citocromo b en algunos linajes, constituyendo una potencial fuente importante
de error a la hora de estimar tiempos de divergencia. A fin de identificar ramas
que hayan acumulado cambios a una tasa significativamente diferente que el
promedio general, se utilizé el método de Takezaki y col. (1995) llamado
“prueba de 2 grupos” (two cluster test). EIl método construye un arbol cuyos
largos de ramas han sido recalculados de tal forma que resulten proporcionales
al tiempo de divergencia (Russo et al. 1995, Takezaki et al. 1995).

Se utilizé en este caso una matriz de secuencias, en la cual se mantuvo
so6lo un representante de cada especie, excepto donde la variacién
intraespecifica fue mayor al 0,3%, quedando 49 secuencias. El programa
llamado Lintre (Takezaki et al. 1995) genera un arbol con el algoritmo de NJ
utilizando el modelo de Tajima-Nei (Tajima and Nei 1984). La tabla 4 muestra la
diferencia (delta) en longitud de las dos ramas que surgen de todos los nodos.
Este valor resulta significativamente diferente al promedio general cuando el
valor de CP (ver tabla 4) es mayor a 95%. De acuerdo a este criterio, para
construir el arbol linealizado se excluyeron del analisis a las especies C. haigi,
C. leucodon y la rama de C. argentinus y C. latro, ya que muestran sustancial
variacion en tasa de evolucion de la secuencia del citocromo b. Takezaki y col.
(1995) senalaron que la presencia de algunas ramas de longitud
significativamente distinta al promedio no produce, en la practica, efectos
notables en el arbol linealizado y por lo tanto tampoco afectan al calculo del
tiempo de divergencia. Sin embargo, el arbol linealizado construido sin eliminar
las especies que presentaban ramas largas presentd algunas diferencias,
principalmente en la profundidad relativa de algunos nodos. Por esta razén se
prefiri6 mantener fuera del arbol las ramas divergentes.

La figura 20 muestra el arbol linealizado obtenido con el programa Lintre.
La escala que se presenta debajo del mismo ha sido construida considerando
10 MA para la divergencia entre las dos subfamilias de octodéntidos (Quintana

1994; Verzi 1999). El primer dato importante que surge de este analisis es la
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nodo delta

57
54
61
53
75
87
69
62
63
64
65
66
67
92
81
68
70
78
71
72
73
74
77
79
80
88
58
55
56
83
96
95
84
86
59
60
85
90
91
94
93
89
82
76

0.005101
0.002058
0.004809
0.001300
0.013807
.002235
.001033
.000844
.001182
.000045
.002041
.000493
.000375
.007112
.002250
.005203
.001675
.003249
.001191
.002914
.004065
.000910
.004252
.003223
.002674
.000929
.004470
.001143
.001211
0.017229
0.012400
0.001523
0.003234
0.000809
0.001461
0.001988
0.001911
0.001481
0.001883
0.001565
0.002777
0.015915
0.000232
0.010234

o

O OO0 000000000000 O0OO0OO0ODOOCOOO

8.e.

0.007018
0.006179
0.006535
0.001800
0.005083
.005022
.002993
.000885
.001296
.002192
.002574
.002576
.002464
.005081
.005380
.002691
.002265
.003747
.001986
.003277
.002578
.002616
.003339
.002816
.004026
.003853
.002043
.001960
0.003020
0.006098
0.004537
0.003900
0.005638
0.005184
0.002935
0.002187
0.005727
0.005700
0.003921
0.003060
0.003266
0.006176
0.005037
0.005895

o

OO OO0 OO OO0 O0DO0DO0DO0ODO0DO0ODO0OOOOOO

Z

0.726880
.333119
.735958
.722120
.716066
.444996
.345099
.954120
.911633
.020489
.792988
.191226
.152154
.399721
.418268
.933284
.739651
.867017
.599969
.889216
.576535
.347914
.273379
.144587
.664213
.241118
.188650
.582925
.400931
.825605
.732984
.390523
.573670
.156101
.497846
.909351
.333649
.259844
.480105
.511335
.850231
.576845
.046048
.735982

HFODNOOOOOOOOOONNMNOONOOKFRFMFOFOOOOFOFOOOOOOOONOOO

CP

52.84%
25.86%
53.46%
52.84%
99.34%
34.00%
26.62%
65.78%
63.72%
1.60%
57.04%
15.06%
11.92%
83.54%
31.82%
94.64%
53.46%
61.02%
44 .48%
62.12%
88.36%
26.62%
79.60%
74.58%
49.08%
18.96%
97.08%
43.80%
31.08%
99.52%
99.36%
30.34%
43.14%
11.92%
37.58%
63.18%
25.86%
19.74%
36.88%
39.00%
60.46%
98.98%
3.20%
91.64%

Tabla 4: Salida del programa Lintre (Takezaki et al. 1995). La primer columna (nodo) indica los
nodos de un arbol de distancias generado por el programa. Delta es la diferencia en las
longitudes de las ramas que parten de cada nodo. S.E. es la desviacion standard, Z es
Delta/s.e. y CP la probabilidad de confianza. Para valores de CP mayores a 95%, la diferencia
en las longitudes de ramas es significativa al 5%. Se resaltan los nodos que corresponden a C.
leucodon, C. haigi, C. argentinus y C. latro, cuyos valores de CP son mayores a 95%.
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Figura 20: Arbol linealizado construido con el programa Lintre. La escala de tiempo
indica millones de afos (MA) desde el presente y esta calibrada con la fecha de Ia
divergencia entre octodontinos y ctenominos (10 MA).
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edad del género Ctenomys: casi 5 millones de afnos (figura 20, nodo 65,
flecha A), cuando se inicia la extensa cladogénesis que da origen a la mayoria
de los linajes representados en este estudio. Este tiempo es bastante anterior a
los 1,8 — 2 millones de afos previamente sugeridos (Reig 1989; Reig et al.
1990).

En el otro extremo de la escala temporal, alrededor de 600.000 afos
atras, es decir en tiempos muy recientes, se habria producido la divergencia C.
boliviensis — C. goodfellowi (nodos 52 y 53 en la figura 20, flecha D). Hay otros
dos nodos que divergen hacia la misma fecha: el nodo C. opimus — C. fulvus
(nodo 60 en la figura 20), y el que reune al grupo mendocinus sensu Massarini
y col (1991) (nodo 71). Curiosamente, en todos estos casos, esta en discusiéon
si estos taxones son especies plenas o si se trata de formas diferentes de una
misma especie (Gallardo 1979; Massarini et al. 1991; Cook and Yates 1994). C.
maulinus y C. talarum, dos especies claramente diferenciadas y establecidas,
presentan una divergencia intraespecifica en los mismos niveles de antigliedad
que los clados mencionados, por lo que lo reciente de la fecha de
diversificacion no deberia ser un argumento en contra de su condicion de
especies plenas. Si se considera que C. opimus y C. fulvus constituyen, en
realidad, una Unica especie, del mismo modo que los integrantes del grupo
mendocinus, la divergencia de las especies actuales de Ctenomys se habria
producido entre los 1,75 (nodo 72, flecha C) y los 5 millones de afios (nodo 65,
flecha A), es decir, en un lapso de unos 3,25 millones de afos. Si, por el
contrario, se considera tanto a C. opimus, C. fulvus, C. goodfellowi y C.
boliviensis y a los miembros del grupo mendocinus como especies plenas, la
diversificacion de los tuco-tucos habria abarcado unos 4,4 miliones de arios.
Por otro lado, el tiempo comprendido entre el comienzo de la diversificacion del
género (flecha A en la figura 20) y el origen del primero de los clados que no
caen en la politomia basal (nodo 84, flecha B en la figura 20), puede estimarse
en unos 2 millones de afos (ver figura 20, barra gris). Durante este intervalo se
habria producido la radiacion inicial que generd los principales linajes del
género, aunque no es posible decidir si esta primera cladogénesis ocupé todo

el intervalo o si tuvo lugar durante un periodo mas restringido.
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3.3. Evolucién del numero de copias de SRPC
3.3.1. Numero de copias de SRPC

Para comprender los procesos implicados en la evolucion del satélite
SRPC en los tuco-tucos, es importante medir el grado de amplificacion del
satélite. Se llevd a cabo la cuantificacion del numero de copias de satélite
presentes en los genomas de las especies que forman parte de esta tesis,
extendiendo las mediciones iniciales de Rossi y col. (1993b) hasta un total de
32 especies y formas, incluyendo a Octodon, Octodontomys y Tympanoctomys.

La tabla 5 resume los resultados obtenidos con la técnica de dot blot
realizado en condiciones de baja rigurosidad (6X SSC, 60°C). El numero de
copias de SRPC en cada especie se estimé por comparaciéon con la intensidad
de sefal obtenida, al hibridar la sonda SRPC con una masa conocida de
plasmidos que llevan como inserto un clon de un unico monémero de SRPC de
C. porteousi (Rossi et al. 1990), y teniendo en cuenta que el contenido de ADN
por genoma haploide de los tuco-tucos oscila alrededor de los 7 pg (Ruedas et
al. 1993). Las manchas circulares corresponden al revelado de la senal
radioactiva provocada por la hibridacion de la sonda a 1ug, 100ng y 10ng de
ADN gendmico, respectivamente.

Los valores de numero de copias van desde 6,6x10° copias en C. haigi a
2.000 copias en C. opimus, C. fulvus y C. tucumanus, es decir que el satélite
exhibe un rango de varios érdenes de magnitud en la variacion en el numero de
copias. Esta enorme variacion en el numero de copias de SRPC refleja una
dinamica muy importante de este satélite en el genoma de los tuco-tucos.

Los resultados pueden ser considerados, sencillamente, como el valor
que alcanz6 el satélite, tanto como producto de una o unas pocas
amplificaciones importantes, o bien como el de una sucesiéon de
amplificaciones de pequefia magnitud. Una hipétesis mas compleja podria
interpretar la distribuciéon actual en el niumero de copias como el resuitado neto
de amplificaciones y también de deleciones, producidas tanto en los linajes

actuales como en los ancestraies.
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especie senal r:;c;i:se especie senal r:':;ila):
C. haigi g. 6.665.000 [ MONTE . . 410.000
C. porteousi - @ |4.690.000 |ITA . ™ 327.000
C. australis i. 4.362.000 | Octodon oo 250.000
C. leucodon “.‘ 3.596.000 | C. tuconax 0 - 244.000
C. talarum i. 3.456.000 | C. /atro @ s - 229000
C. frater ﬁ ® [3.390.000 | C. coyhaiquensis . 150.000
C. rionegrensis i. ® | 3.229.000 | C. maulinus - 22.000
C. mendocinus Q. 3.217.000 | MINUT Q 21.000
C. pearsoni @ « |2-806.000  C. steinbachi - 20.000
C. conoveri %g 2.331.000 | C. magellanicus . 19.000
C. lewisi @@ + | 1:974.000| Tympancotomys ™ 18.000
C. goodfellowi ‘,‘ « | 1.854.000 | Octodontomys - 16.000
C. boliviensis .. « | 1.205.000 | C. opimus (Bolivia) 2.000
LLATHU i. « [969.000 |C. opimus (Arg.) 2.000
ROBO .. . 660.000 |C. fulvus v 2.000
C. argentinus i ® +|586.000 |C.tucumanus 2.000

Tabla 5: Cuantificacion del numero de copias de SRPC en especies de Ctenomys y los
octodontinos Tympanoctomys, Octodon y Octodontomys. Las tres manchas corresponden a la
sefal radioactiva emitida por la sonda SRPC al hibridar con 1 microgramo, 100 y 10

nanogramos de ADN gendémico respectivamente.
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3.3.2. Estimacién del numero de copias de SRPC en nodos ancestrales de
la filogenia

El modo de evolucion de los procesos de amplificacion y/o reduccion del
numero de copias en Ctenomys podria interpretarse exclusivamente a partir de
la distribuciéon del caracter niumero de copias en las especies actuales en el
marco de las relaciones filogenéticas de las mismas. Sin embargo, se
considera que resultaria muy ventajoso estimar el contenido de SRPC en los
ancestros hipotéticos de los tuco-tucos, porque estos datos permitirian explicar
la evolucion del satélite SRPC y no sélo describir su estado actual. Se introdujo
este enfoque, que combina datos moleculares y técnicas filogenéticas, e
integra las fluctuaciones en el numero de copias del satélite SRPC con los
patrones de evolucion cromosémica (ver Discusion).

Existen dos metodologias para estimar estados ancestrales de
caracteres sobre una filogenia. El enfoque usual ha sido reconstruir estados
ancestrales por el criterio de MP (Maddison and Maddison 1997). Sin embargo,
este método no es capaz de estimar el error, lo cual es importante para evaluar
la utilidad y precisidén de la estimacion, particularmente en el caso de caracteres
continuos, como es el caso del numero de copias del satélite SRPC (Schiuter et
al. 1997). El otro método, desarrollado por Schluter y col. (1997) permite inferir
estados ancestrales de caracteres continuos basandose en algoritmos de MV,
y tiene la ventaja de cuantificar la precision de la estimacion. El modelo de
cambio evolutivo sobre el que se realiza la inferencia se inspira en un proceso
de movimiento browniano, cuyos supuestos son que la probabilidad de cambio
en un punto no depende de los estados previos y que las transformaciones a lo
largo de cada rama son independientes de los cambios en cuaiquier otro lugar
del arbol, y que la tasa de cambio del caracter es constante en el tiempo
(Felsenstein 1985b). Este ultimo supuesto, empero, podria ser visto como una
limitacién, dado que puede ser violado por las discontinuidades en el proceso
de amplificacion y delecion de SRPC. Sin embargo, la estimacion mostrd ser
robusta e informativa, dado que los errores en los valores estimados en los
nodos son inferiores al rango de variacion de los valores en los nodos
terminales (especies existentes). Se utilizo el programa ANCML (Schluter et al.
1997) para inferir el nimero de copias del satélite SRPC, considerandolo como
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un caracter continuo. El programa se alimento con la topologia obtenida por el
método de MV, en base a las secuencias del gen citocromo b por un lado, y los
datos de numero de copias de SRPC, por el otro (tabla 5). Aprovechando la
flexibilidad del programa, que acepta diferentes formatos de archivos de
arboles, se tomoé la decision de utilizar el arbol de MV teniendo en cuenta que
al incorporar un modelo explicito de evolucién de secuencias, el cOmputo de las
longitudes de ramas seria mas realista. De los dos arboles de MV mostrados
en la figura 17 se utilizé el de mayor valor de verosimilitud (figura 17, parte
superior).

La figura 21 muestra el arbol de MV con los valores de numero de copias
de SRPC en los nodos inferidos por ANCML, junto con el error de la
estimacion. Se muestran solo los valores que difieren en mas del 25% respecto
de sus vecinos. Para una mejor interpretaciéon de la evolucién de los numeros
de copias de SRPC se agregaron los valores de las especies actuales (ver
item 3.3.1).

El resultado sugiere que el SRPC permanecié relativamente estable en
alrededor de 1,5x10° copias a lo largo de las ramas basales del género. A
pesar de que esta es un area de poca resolucion filogenética, parece haber
habido poca variacion en estas ramas. Subsecuentemente, sustanciales
incrementos en el numero de copias han ocurrido en la rama que conduce al
grupo mendocinus, seguido por valores relativamente constantes en las ramas
terminales de este clado. Dado que C. talarum esta estrechamente relacionado
al grupo mendocinus (ambos taxones pertenecen al grupo que aqui
denominamos “central”, item 3.1.3), probablemente las dos amplificaciones
sefialadas por flechas en la figura 21 correspondan, en realidad, a una unica
amplificacion.

También han ocurrido importantes deleciones a lo largo de ramas
internas del arbol. Por ejemplo, el ancestro del grupo “altiplano” ha
experimentado una reduccion de 17 veces en el numero de copias de SRPC,
conservandose los bajos valores a lo largo de las ramas terminales de dicho
clado.

En contraste, varios grupos bien definidos muestran sustancial variacion
interna en el nimero de copias, implicando cambios relativamente recientes y
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Figura 21: Evolucion del numero de copias de SRPC en las especies de Ctenomys y
octodontinos. La topologia corresponde al MV. La primer columna muestra los numeros de
copias de SRPC en las especies actuales y los numeros en el arbol representan los valores
inferidos para los ancestros. Entre corchetes se expresa el error de la estimacion. Se muestran
solo los valores que difieren en mas de un 25% respecto de los valores en los nodos vecinos.
La segunda columna muestra los numeros cromosoémicos (2N) y fundamental (NF). Los
triangulos negros sefalan ramas donde ocurrieron amplificaciones importantes, y los triangulos

blancos senalan deleciones.
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rapidos. Por ejemplo, hay una reduccién en el numero de copias en la rama
que conduce a C. steinbachi, en contraste con los otros miembros del grupo
“boliviensis”, los cuales cuentan con valores relativamente altos de SRPC.
Dentro del grupo denominado “sur”, C. haigi habria sufrido una amplificacion
importante, en contraste a una reduccion en C. magellanicus y, aun mas
drastica, en C. coyhaiquensis. Dentro del grupo “tucumanus”, ocurrié una
reduccion en el nimero de copias en el linaje que conduce a C. tucumanus,
cuyos taxones hermanos, C. latro y C. argentinus, presentan numero de copias
mayores, aunque reducidos respecto del nodo ancestral para ese grupo.

De acuerdo al analisis de la evolucion del numero de copias de SRPC
(figura 21), la misma involucr6 tanto procesos de amplificacion continua a lo
largo de los distintos linajes, como asi también grandes amplificaciones
(tridngulos blancos en la figura 21) y deleciones (triangulos negros en la figura
21), que afectaron a ciertas especies en particular o a los descendientes de un

linaje cuando el evento se produjo en el ancestro.

3.4. Patrones de restriccion del satélite SRPC en especies de Ctenomys

Rossi (1990) estudio los patrones de restriccion con la enzima Pvull en
11 especies de tuco-tucos, mayoritariamente argentinas. Todas las especies
ensayadas, excepto C. opimus, produjeron un patrén de restriccion en escalera
del tipo A (mayor intensidad en el mondémero e intensidad decreciente hacia
multimeros de mayor tamafio). C. opimus no produjo sefal en condiciones de
alta rigurosidad de hibridacion, pero mostré un patrén andémalo, distinto del Ay
el B en hibridaciones con condiciones de baja rigurosidad (Rossi 1990).

Para ampliar el analisis, se realizaron experimentos de Southern
incluyendo especies bolivianas y uruguayas, mediante la digestion de ADN
genomico de distintas especies con la enzima Pvull e hibridando con la sonda
SRPC (Rossi 1990) en condiciones de alta (0,5X SSC, 65°C) y baja rigurosidad
(6X SSC, 60°C). Las especies muestran un patrén tipo A y la sefial es
abundante tanto en condiciones de alta (figura 22) como de baja exigencia de
identidad (no mostrado). C. steinbachi, C. opimus y C. minutus presentan
sefal muy escasa (visible s6lo con exposiciones largas), o en la hibridaciéon con

baja rigurosidad.
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14 15 16

1234 5 6 7 8 9 1011 12 13

Figura 22: Patrones de restriccion de ADN genémico de especies bolivianas y uruaguayas
digeridas con Pvull e hibridadas en condiciones de lavado rigurosas (65 grados, 0,1X SSC,
0,5% SDS). La sonda utilizada es SRPC. La flecha indica la posicion del monémero.
Referencias: 1y 2: C. boliviensis; 3: C. goodfellowi; 4: ROBO; 5: C. steinbachi; 6: C. opimus; 7:
C. frater; 8: C. conoveri; 9: C. minutus; 10: ITA; 11: MONTE; 12: C. leucodon; 13: C opimus
(Argentina). 14: C. pearsoni; 15y 16: C. rionegrensis
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A fin de visualizar en detalle los patrones de restriccion de las especies
con muy bajo numero de copias, se realizaron ensayos de Southern en
condiciones de baja exigencia de identidad (figura 23). C. steinbachi presenta
un patrén de bandas heterogéneo en cuanto a la intensidad de las bandas; los
multimeros de 2, 4 y 7 unidades son claramente mas abundantes. Este patréon
anémalo es diferente, tanto del patron tipico tipo A como del patron B (inverso
al patron A). C. opimus y C. fulvus presentan también un patrén anémalo,
donde las 4 6 5 bandas de menor tamafo presentan similares intensidades
(figura 23). En el individuo de C. opimus de la provincia de Jujuy, el multimero
de 5 unidades es particularmente intenso. C. maulinus y C. magellanicus
produjeron una sefial muy débil porque la calidad del ADN genémico extraido
de ellas es muy pobre, pero puede apreciarse la presencia de bandas
correspondientes a fragmentos de una y dos unidades. C. coyahiquensis fue

también incluido en este ensayo pero no se obtuvo un resultado satisfactorio.

3.5. El satélite homoélogo a SRPC presente en los octodontinos

Rossi (1990) encontré que los géneros de octodontinos Octodon vy
Octodontomys poseen en su genoma secuencias relacionadas a la SRPC,
cuya presencia se evidencio a través de hibridacion en condiciones de baja
rigurosidad, no detectandose en condiciones de alta rigurosidad. El equimido
Proechimys guairae dio resultado negativo en los mismos experimentos,
indicando que no existen en esta especie secuencias homoélogas a la SRPC
(Rossi 1990).

Con el propésito clonar secuencias homélogas a SRPC en octodontinos,
se digiri6 el ADN gendmico de una de las especies de la subfamilia,
Octodontomys gliroides con la enzima de restriccion Pvull. El producto de la
digestidon se sometid a una electroforesis en gel de agarosa, que mostré el
tipico patrén A. Se recupero la fraccion que corresponde a dimeros, es decir,
de alrededor de 700 pares de bases. Los fragmentos fueron purificados,
ligados y clonados al vector plasmidico pBluescript Il. Se utilizd el método de
IPTG-Xgal para la deteccion de colonias transformantes. Se realizd una
hibridacion en colonias utilizando como sonda ADN la fraccién de 350 pares de

bases de la digestion de ADN gendémico de C. talarum con Pvull, es decir

115



Resultados

magellanicus
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C. opimus (Chile)
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Figura 23: Patrones de restriccion de ADN genémico de especies con bajo contenido de SRPC
digeridas con Pvull e hibridadas en condiciones de lavado no rigurosas (60 grados, 6X SSC,
0,5% SDS). La sonda utilizada es SRPC. La flecha indica la posicion del monémero.
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correspondiente a la mezcla de mondémeros de SRPC. De las colonias blancas
que produjeron sefial radioactiva positiva, se seleccionaron 16. Se extrajeron
los plasmidos de dichas colonias y se liberaron los insertos por digestiéon con
las enzimas Eco Rl y Hindlll. Los productos de digestién fueron analizados en
un experimento de Southern, en el que se utilizé como sonda una mezcla de
fragmentos gendmicos correspondientes al monémero de SRPC de C. talarum
(figura 24a). Se obtuvo sefal positiva en 15 de los 16 clones analizados (figura
24b). En adelante se trabajéo con el clon numero 7, al que se denominé
pSRPO7 (plasmido que contiene la secuencia repetida Pvull de
Octodontomys).

Para confirmar el clonado de la secuencia buscada, se utilizé el pPSRPO7
como sonda en un experimento de Southern, donde se analizdé el ADN de O.
gliroides digerido con Pvull e hibridado en condiciones de alta rigurosidad. El
ADN de C. talarum fue incluido como control positivo, en cantidad comparable.
Como se esperaba, se obtuvo abundante sefal en la calle correspondiente a O.
gliroides, con un patrén de bandas tipo A, mientras que en la calle
correspondiente a C. talarum aparece una sefial muy débil (figura 25). Las
especies Tympanoctomys y Octomys, dos géneros muy relacionados entre si y
con los tuco-tucos (Gallardo et al. 1999) también presentaron patrén del tipo A
cuando se las ensayo en condiciones de baja rigurosidad (no mostrado). Esta
diferencia en las sefales de hibridacion estaria reflejando la diferencia a nivel
nucleotidico del satélite en ambos linajes

Los géneros Octodon y Spalacopus contienen también secuencias
homologas a SRPO7, aunque con menor proporcion de sitios blanco para Pvull
respecto de Octodontomys (figura 26). En Southerns realizados en condiciones
de baja rigurosidad la sefal obtenida fue similar, indicando que la secuencia
de SRPO7 es representativa de la mayor parte del satélite presente en los
genomas de octodontinos. Por el contrario, las especies de tuco-tucos
produjeron sefales abundantes en condiciones de baja rigurosidad pero nulas
0 muy escasas en condiciones de alta rigurosidad (figura 27). Estos resultados
muestran que sélo una pequena proporciéon de las secuencias SRPC presentes
en las especies de Ctenomys son similares a la SRPO7 y confirman la

divergencia entre ambos satélites.
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Figura 24: Clonado de la secuencia repetida en Octodontomys gliroides. a: gel de agarosa
donde se corrieron los productos de digestion de los plasmidos recombinantes luego del
escrutinio de las colonias. b: Southern blot del mismo gel. La sonda utilizada fue ADN de 350
pares de bases obtenido por digestion de ADN de C. talarum con Pvull. Referencias: 1 y 16:
400ng de ADN de C. talarum digerido con Pvull (control para el gel de agarosa); 2y 17: 25 ng
de ADN de C. talarum digerido con Pvull; 3-10 y 18-26: plasmidos de colonias blancas que
dieron positivo en el escrutinio de colonias; 11, 12, 27 y 28: plasmidos de colonias blancas que
no dieron sefal; 13: plasmido de colonia azul, sin sefal; 14 y 29: plasmido Bluescript cortado
con EcoRI y Hindlll; 15 y 30: plasmido Bluescript sin cortar.
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P

Figura 25: Southern de ADN genémico cortado con Pvull de C. talarum (1) y O. gliroides (2)

hibridado en condiciones de alta rigurosidad (0,1X SSC; 65°C) con el fragmento escindido del
clon 7. La flecha indica la posiciéon del monémero.

0. gliroides Octodon Spalacopus

— - e “ '

Figura 26: Southern de ADN genémico cortado con Pvull de Octodontomys gliroides, Octodon
degus y Spalacopus cyanus hibridados en condiciones de alta rigurosidad (0,1X SSC; 65°C)
con el fragmento escindido del clon 7. La flecha indica la posicién del monémero.
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Figura 27: Southern blots de ADN genémico cortado con Pvull de especies de Ctenomys
hibridado en condiciones de baja (a) y alta (b) rigurosidad. La sonda utilizada es SRPO7.
Referencias: 1y 2: C. boliviensis; 3: C. goodfellowi; 4: ROBO; 5: C. steinbachi; 6: C. opimus; 7:
C. frater; 8: C. conoveri; 9: C. minutus; 10: ITA; 11: MONTE; 12: C. leucodon; 13: C opimus
(Argentina).
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3.5.1. Secuencia nucleotidica de SRPO7

Para determinar la secuencia del inserto presente en el plasmido
pSRPO7 se utilizd el sistema SEQUENASE. Se emplearon oligonucleétidos
cebadores que se ubican a ambos lados del inserto, que corresponde a un
dimero del satélite de O. gliroides, a fin de secuenciar las dos cadenas. La
comparacioén de la secuencia nucleotidica del inserto presente en el plasmido
pSRPQO7 con la secuencia de SRPC (Rossi et al. 1990) arroj6é una similitud del
63% (figura 28). Este nivel de similitud es compatible con resultados previos
(Rossi 1990; Rossi et al. 1990), donde la hibridacion en condiciones de alta
rigurosidad (identidad mayor a 90%) de SRPC con ADN de Octodontomys
producia una sefal muy escasa, mientras que la hibridacién en condiciones de
baja rigurosidad (identidad mayor a 60%) generaba sefial apreciable.

La mayor parte de las diferencias entre las dos secuencias se deben a
mutaciones puntuales aleatoriamente distribuidas, algunas de las cuales son
inserciones y deleciones. Se compararon las secuencias de los dos
monodmeros que componen el dimero de SRPO7, junto con la de SRPC (figura
29). Ambos monémeros tienen una similitud del 88%. La similitud de SRPO7a y
SRPO7b con SRPC es del 60 y 66%, respectivamente. Se observan tanto
sustituciones, como inserciones y deleciones (de hasta 5 bases), compartidas

tanto entre los mondmeros de SRPO7 como entre SRPC y cada uno de ellos.

3.6. Variabilidad nucleotidica de la SRPC en las especies de Ctenomys
3.6.1. Amplificacion por PCR de las secuencias homélogas a SRPC en
otras especies de Ctenomys

Dado que el andlisis de la variabilidad a nivel nucleotidico del satélite
SRPC en las especies de tuco-tucos permitira extender el panorama de la
evolucion de este ADN satélite, el propésito de los experimentos que se
describen a continuacion fue obtener las secuencias representativas de
monémeros de SRPC en especies de los principales linajes de Ctenomys. La
secuencia SRPC es representativa del satélite presente en C. porteousi. Con el
proposito de obtener las secuencias nucleotidicas homologas en las restantes
especies, se disefiaron experimentos de PCR.
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CTGGCTCTTCTGCAATCAGAAGTCACACTTAGAAACACAAGTCATGCAGTAGAAACAAGC
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ACAGAATCAGGAATTGGAGTGCCCTGCCTACCARAGAAGCTGGAGATTAGCTGGCTCTTC
GAGGAAACAGGCATTGCAGTTCCCTGCTTCCCAATGAATTTGGAGCTCAGCTGGCTGTTC
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Figura 28: Alineacion de la secuencia del clon SRPO7 de Octodontomys gliroides y la
secuencia de SRPC de C. porteousi (Rossi 1990). La ultima ha sido duplicada ya que la
primera corresponde a un dimero. Los asteriscos indican similitud.
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Figura 29: Alineacién de los dos monémeros que forman el clon SRPO7 y la secuencia de

SRPC (Rossi 1990). Los asteriscos indican similitud entre las tres secuencias.
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La técnica de PCR podria ser de gran utilidad para estudiar la secuencia
del ADN satélite, ya que se dispondria de una forma rapida de obtener una
secuencia consenso de los miles o millones de copias de un ADN satélite. Esta
técnica en particular, seria util para estudiar el grado de variabilidad entre
repeticiones dentro de un mismo genoma, proporcionando importante
informacién sobre la intensidad de los procesos de evolucién concertada (ver
item 1.6.3 en la Introduccion).

Sobre la base de la alineacion entre las secuencias SRPC y SRPO7, se
disefid un par de oligonucledtidos cebadores para amplificar, mediante la
técnica de PCR, una parte de la unidad repetida de la secuencia SRPC.

El oligonucledtido SRPC17U abarca las posiciones 181 a 200 y el
SRPC325L desde 140 a 159 en el mondémero orientado segun los sitios Pvull
(figura 30).

Pwvull Pwvull Pvull

|
' — -

SRPC17U SRPC325L

SRPC17U: 5' TTCGCCTATACTTTCTCTNN 3'
SRPC325L: 5' TAGTGCAAAAGAGATACANN 3'

Figura 30: Localizacion de las regiones de hibridacion y secuencias de los cebadores
SRPC17U y SRPC 325L, utilizados en los experimentos de PCR.

Se ensayaron numerosas combinaciones de las condiciones de la PCR
hasta lograr la mezcla de reaccion que mejor funcioné con los cebadores
disefiados y el ADN genomico de C. talarum (ver item 2.12 en Materiales y
Métodos). En la mayoria de los casos la temperatura de la etapa de
apareamiento entre cebadores y ADN molde fue de 48 grados, aunque en
algunas especies, como es el caso de C. opimus y C. steinbachi, la
temperatura que se utiliz6 fue de 42 grados.

Los productos de la PCR estaban formados principalmente por ADNs de

unos 320 pares de bases, y en menor proporcion por ADNs de unos 700 pares
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de bases (figura 31). En algunos casos se obtuvo una pequefia fraccion de
moléculas de mayor tamafio, que corresponden a arreglos de tres repeticiones.

Figura 31: Gel de agarosa con el producto de la PCR
preparada con ADN genémico de C. minutus (calle 1;
250 ng) y C. tucumanus (calles 2; 250 ng y 3; 400 ng)
y los cebadores especificos para el satélite SRPC17U
y SRPC325L. M: Marcador de tamafio; se muestran
los tamanfos en pares de bases de algunas bandas.

3.6.2. Similitud intra e interespecifica de la SRPC a nivel de secuencia

El producto de PCR correspondiente al monémero es una mezcla de
secuencias que se espera que representen la variabilidad del conjunto del
satélite. La secuenciacion de estos productos se realizd por PCR (ver item
2.13.2) con los mismos cebadores que se utilizaron para amplificar los
monémeros de SRPC inicialmente. El resultado fue una secuencia consenso
del producto. Para discriminar entre posiciones variables (aquellas en las
cuales difieren entre si algunos monomeros) y ambigliiedades producidas por
errores o defectos metodolégicos, se adoptdé como criterio que las variantes
deberian aparecer en las dos cadenas, aunque no necesariamente en la misma
proporcion. La figura 32 muestra dos ejemplos de posiciones con y sin
variaciones en los dos tipos de secuenciacion.

En todos los casos se secuenciaron ambas cadenas. La figura 33
muestra la alineacion de las secuencias nucleotidicas obtenidas a partir de los
monoémeros amplificados por PCR. La regién comprendida entre las posiciones
140 y 200 aproximadamente, no tiene datos, ya que corresponde a la regiéon
del monémero que queda por fuera de los cebadores en la PCR.

La alineacion de las secuencias muestra un alto grado de conservacion

interespecifica del satélite (figura 33). En algunos casos, cuando un sitio
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C. argentinus, cebador 17U C. argentinus, 325L
1 ‘.Oﬁl (1 ‘.“T P | '.“U| T | I 2.‘%1 e 2.‘“1 o | 200 |
| T A N G A c T c c T f
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A El pic6 méyoritario Jcorresponde a G en la cadena de lectura diré?:?a y c'oiﬂncide con
una C en la complementaria. El pico secundario es T en la primera y A en la segunda.
En este caso se asigna el simbolo K (G y T) a la posicién.

e e — ] ; TNOOCS] |~ (i = 2
B: El pico mayoritario indica una G sin dudas (la secuencia obtenida con el cebador

C. boliviensis, 17U C. boliviensis, 325L
ml i 1 Aii
L P T .. W
fi A N A 3]

190 T T C T T G

80

\ / \/
/.\ k

325L siempre da la secuencia complementaria). Solo en una de las cadenas se
observa un pico secundario. Se asigna una G a este sitio.

C. latro, 17U C. latro, 325L
L 1 igﬁl M 1 ixml " 1 2.izal i 1

C: Un caso similar a A, aunque con una marcada diferencia de intensidad entre ambas

cadenas. Se asignaR (Ay G).

Figura 32: Interpretacion de las posiciones ambiguas en los electroferogramas
proporcionados por el equipo de secuenciacion automatica. Se muestran los picos
correspondientes a la misma posicién en ambas cadenas.
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CTTGAACTACCCTGCATACATACCCAGGGGAAATAACCTCAGTTCCCATAGGAATGAATGGGAGA

Figura 33: Secuencias de los productos de PCR del satélite SRPC en especies de Ctenomys.
Simbolos IUPAQ para las ambigledades: R: A/G, Y: T/C, S: C/G, W: A/T, M: A/C, K: GIT, b:
C/GIT.
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Figura 33 (continuacion).
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presenta dos o mas variantes en una o mas especies, la base presente en el
resto de las secuencias concuerda con una de estas variantes. Esto ocurre, por
ejemplo, en los sitios 2, 26 y 96. En otros casos, ambas variantes estan
también presentes en las otras especies. Por ejemplo, en el sitio 94, C. tuconax
y C. maulinus presentan K (G y T), mientras que otras 10 especies tienen T y el
resto tiene G. Pocas variantes son exclusivas de una sola especie, y en la
mayoria de los casos las posiciones variables presentan ambigtedades.

Se calculd el porcentaje de sitios variables (incluyendo ambigiedades)
como una medida de la variabilidad intraespecifica evidenciada por la PCR
(tabla 6).

Especie Sitios variables  Egpecie Sitios variables

C. australis: 0,0% C. opimus (Arg): 0,9%
C. talarum: 0,3% C. opimus (Bol.): 0,9%
C. pearsoni: 0,3% ITA: 0,9%
C. minutus: 0,3% C. fulvus: 1,0%
C. argentinus: 0,3% C. porteousi: 1,7%
C. latro: 0,3% C. leucodon: 1,8%
C. haigi: 0,3% C. magellanicus: 2,9%
LLATHU: 0,3% C. steinbachi: 4,2%
C. maulinus 0,6% C. frater: 5,0%
C. tucumanus: 0,6% C. lewisi: 5,8%
C. mendocinus:  0,6% C. tuconax: 6,4%
ROBO: 0,6% C. conoveri: 6,5%
C. boliviensis: 0,7% MONTE: 8,2%
C. goodfellowi: 0,7%

Tabla 6: Variabilidad intraespecifica del satélite estimada a partir de las
secuencias del producto de PCR.

Para estudiar la diferenciacion interespecifica en el satélite se construyo
una matriz de distancia P con el programa PAUP 4.0 (item 6.3). El valor mas
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alto correspondi6 a la comparacion entre C. mendocinus y C. conoveriy fue de
7,39%. La divergencia entre C. haigi y C. mendocinus fue de 1,69%, y entre C.
haigiy C. conoveri fue de 5,74%. Algunas comparaciones produjeron valores
de distancia sumamente bajos. Cuando se compararon secuencias que solo
difieren en sitios que presentaron variantes, las distancias fueron de 0. Ver, por
ejemplo, en el arbol de distancias de la figura 34, el grupo que contiene a C.
talarum, MONTEGG, y C. tucumanus, también el par C. maulinus — C.
leucodon.

Para estudiar el efecto que pudiera tener la especificidad de los
cebadores en la recuperacién de la variabilidad global del satélite, se amplifico
el monomero a partir de ADN de MONTE, una de las especies que
presentaban mayor variabilidad (tabla 6). Se utiliz6 un juego de cebadores mas

especifico, con extremos 3' con menor grado de ambigliedad:

SRPC17UKG: 5 TTCGCCTATACTTTCTCTKG 3’
SRPC325LGG: 5 TAGTGCAAAAGAGATACAGG 3

El producto fue luego secuenciado (MONTE GG en la figura 33). Se
obtuvo en este caso una secuencia con menos ambigledades que la que
contiene la secuencia de MONTE obtenida a partir de los cebadores con los
extremos degenerados. El porcentaje de sitios variables, al utilizar estos
cebadores mas especificos, fue de soélo 0,3. Este resultado indica que los
cebadores con extremos 3' degenerados (figura 30) son capaces de recuperar
mayor cantidad de variantes de la secuencia repetida. En este caso, MONTE
mostrd poseer una gran variabilidad entre monémeros al utilizarse el juego de
cebadores menos especifico (con NN en sus extremos 3') (ver tabla 6),
mientras que la utilizacion de cebadores mas especificos resultd en un
producto de PCR mucho mas homogéneo.

Para visualizar las relaciones de similitud entre las secuencias consenso
obtenidas por PCR, se construyd un arbol con el método de NJ. El arbol (figura
34) distribuye las secuencias en cuatro clusters diferenciados. Uno de ellos
corresponde al grupo “boliviano-paraguayo” (tabla 3), uno de los grupos
filogenéticamente bien resueltos (item 3.1.3). C. steinbachi y C. tuconax se
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del satélite SRPC construido con el método de NJ.
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presentan asociados a este grupo. Los otros clusters muestran poca
concordancia con lo que se esperaria por el grado de parentesco. Las especies
C. fulvus y C. opimus que conforman el grupo “altiplano”, presentan una alta

similitud de sus secuencias SRPC.

3.6.3. Clonado de monoémeros en tres especies de Ctenomys

Para determinar si las secuencias obtenidas a partir de productos de
PCR eran representativas de la variabilidad de SRPC, se resolvidé clonar y
secuenciar monomeros del satélite en algunas especies y comparar cualitativa
y cuantitativamente la variacion de los clones con la observada en las
secuencias de PCR. Se eligieron dos especies (C. haigi y C. mendocinus) que
presentaron productos de PCR con bajo porcentaje de sitios variables y una
con valores relativamente altos (C. conoveri) (ver tabla 6).

Se digiri6 ADN genémico de C. haigi, C. mendocinus y C. conoveri con
Pvull y se extrajo de geles de agarosa la fraccion correspondiente a 350 pares
de bases. Dichos fragmentos fueron clonados en plasmidos pBlueScript
(Stratagene). En este caso, se omitid la etapa de hibridaciéon de colonias y se

escogieron directamente colonias blancas.

C 12 3 4567 89

Figura 35: Andlisis de los plasmidos que contenian
insertos Pvull de C. haigi. La sefial en los clones 1y 4 al
8 indica hibridacion positiva con la sonda SRPC de C.
magellanicus. Calle C: Control positivo con ADN de C.
talarum digerido con Pvull.

El analisis de los clones se realizd por uno de dos procedimientos

alternativos: en uno de ellos, se liber6 el inserto por digestion con las enzimas
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EcoRI y Hindlll en un experimento de Southern, utilizando como sonda SRPC
obtenido por PCR de ADN gendémico de C. magellanicus. Como ejemplo se
muestra, en la figura 35, el analisis de 8 plasmidos recombinantes obtenidos a
partir de ADN genomico de C. haigi, 6 de los cuales resultaron contener
secuencias SRPC.

El otro método de seleccion se llevd a cabo sometiendo a los plasmidos
recombinantes a una reaccion de PCR utilizando el cebador T7, el cual tiene su
sitio de apareameinto a pocos nucleétidos del sitio de clonado de pBlueScript.
Se agregaron, ademas, los cebadores especificos SRPC17U y SRPC325L con
el objeto de lograr la amplificacion del inserto, cualquiera sea su orientacion
respecto del cebador T7. Los plasmidos que tienen secuencias SRPC insertas
se evidenciaron por la presencia de producto de PCR (figura 36). En algunos
casos, como en el de la calle 12 de la figura 36, se observan fragmentos que
tienen el doble de longitud que SRPC, probablefnente por la incorporacion de
dos fragmentos al plasmido durante la ligacion. Dado que esta estrategia
resultd ser muy especifica y ademas mas economica, el andlisis de los clones
de C. mendocinus y algunos de C. haigi se realiz6 por este segundo

procedimiento.

12345678 910111213

Figura 36: Analisis con PCR de los plasmidos que
contenian insertos Pvull de C. haigi (calles 1 -12y 14
-17) y de C. mendocinus (calles 18-25). La presencia
de banda indica que el plasmido contenia un
monémero de SRPC. Calles 13 y 26: Marcador de
tamafios Lambda Hindlll.
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3.6.4. Variabilidad de los clones

Se obtuvo las secuencias nucleotidicas de 18 clones de C. conoveri, de
11 de C. haigi y de 6 de C. mendocinus. Se analizaron solo aquellas
secuencias que pudieron leerse con claridad y sin posibles errores, con lo que
el conjunto final se clones resultd6 de 13 secuencias de C. conoveri, 9 de C.
haigi y 5 de C. mendocinus (figura 37).

Con el proposito de estudiar el grado de homogeneidad entre los
mondmeros de RPCS a nivel general, se calcularon algunos parametros de
variabilidad utilizando el programa DNASP (Rozas and Rozas 1999), cuyos

resultados se resumen en la tabla 7.

N L S L
C. conoveri 13 350 135 0,091
C. haigi 9 348 69 0,051

C. mendocinus 5 348 23 0,028

Tabla 7: Variabilidad de los clones de SRPC en tres
especies de Ctenomys. N: nimero de clones analizados,
L: largo de las secuencias, S: numero de sitios
polimérficos, m (Pi): diversidad nucleotidica.

La variabilidad entre los clones fue evaluada calculando el nimero de
sitios polimorficos (aquellos que presentan variacion entre los clones) y 1, o
diversidad nucleotidica, que estima el numero promedio de diferencias
nucleotidicas por sitio entre todos los pares de secuencias (Li 1997).

Los clones de C. conoveri presentaron mayor variabilidad, mientras que
los de C mendocinus mostraron mayor homogeneidad, aunque debe tenerse
en cuenta que en este caso se analizaron sélo 5 secuencias.

A pesar de la gran cantidad de variantes que pueden verse en el
conjunto de las secuencias (figura 37), la comparacién entre las secuencias
consenso de las tres especies indica que a nivel general, la similitud entre los
satélites es grande (figura 38). C. haigi y C. mendocinus difieren en el 1,4% de
los sitios, C. haigiy C. conoveri en el 5,2% y C. mendocinus 'y C. conoveri en el
6,6%.
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AGGGGAMTMCC ‘l’CAG‘I‘TCCCATAGGMTGMTGGGAGAGMCATGTGCCTGTAT CTCTTTTGCACTAAGAACTGGAAAGCCACCAA

Figura 37: Secuencias nucleotidicas de los clones de C. haigi, C. mendocinus y C. conoveri.
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CONHSB : i e : 348

CONREB :  Liii e : 348
CONH14 : : 348
CONM1S : : 349
CONM2O : : 348
CONH23 : 348
CONM24 : : 348
CONM26B : : 348
CONM2?7 : : 348
CONM28 : : 348
COoNM29 : : 348
CONMI0 & .....i.ceetinennneotsstasossss siosstsasseasnssssssssansssssssos sasoannannsssss s 349
CONM34 : ........ N R i ittt : 348

CATTAGCCAATTCCTCTATTTTGCTATATGAGGAARCAGGCATTGCAGTGCCCTGCTTCCCAATGAAGCTGGAGCTCAG
Figura 37 (continuacion).

La mayoria de las variantes se encuentran distribuidas en forma
aleatoria y corresponden a sitios que presentan variantes en una sola
secuencia (singletons). No se observé ningun sitio que posea una base
distintiva en todos los clones de una especie, respecto de las otras. Este tipo
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SRPC i i e s e e P TT. v enns 348

GAGGAAACAGGCATTGCAGTGCCCTGCTTCCCAATGAAGCTGGAGCTCAG

Figura 38: Alineacion de las secuencias consenso de los clones del satélite de C. haigi, C.
mendocinus 'y C. conoveriy del clon de SRPC de C. porteousi (Rossi 1990).

de sitios se denomina sitio diagnéstico, y es una indicaciéon de que los procesos
de evolucion concertada han homogeneizado completamente ese sitio en una
especie. Sin embargo, existen sitios que muestran un patron de
homogeneizacion parcial. Por ejemplo, el sitio 27 lleva una T en todos los
clones excepto en 4 clones de C. mendocinus, donde hay una G. Algo similar
ocurre en los sitios 74, 215 y 230. Algunos sitios, como el 43 y el 94, contienen
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una base comun a todos los clones de C. conoveri excepto uno, y otra base
comuln a todos los demas clones. Esto evidencia una homogeneizacion casi
completa en estos sitios en C. conoveri, si se los compara con los de C. haigi y
C. mendocinus. Los sitios contiguos 243 y 244 parecen estar sujetos, ambos, a
los mismos eventos de evolucién concertada en forma simultanea. En C.
conoveri existen las variantes GG (mayoritariamente), AC, GC y GT, mientras
que los clones de las otras dos especies tienen CT, excepto un clon de C. haigi
que tiene GG.

Las similitudes globales entre las distintas variantes analizadas del
satélite pueden visualizarse en un arbol obtenido por el método de NJ (figura
39). Todos los clones de C. conoveri derivan de un mismo nodo, es decir el
parecido es mas alto entre ellos que con las secuencias de las otras especies.
El otro grupo contiene intercalados a los clones de C. haigi y C. mendocinus.
La secuencia de SRPC de C. porteousi (Rossi et al. 1990) fue incluida en el
analisis y se agrup6 en este ultimo nodo. Los clones de C. haigi y C.
mendocinus no se diferencian claramente en este arbol, a pesar de que estas
dos especies no guardan una relacion muy estrecha. Los clones de C. conoveri
tienen ramas comparativamente mas largas que los de las otras dos especies,

en concordancia con la mayor variabilidad observada en dicha especie.

3.6.5. Comparacion de las secuencias de PCR y los clones

Una reaccién de PCR que amplifique en forma aleatoria los monémeros
de una secuencia repetida, es decir, sin ningun sesgo respecto de la secuencia
blanco, deberia proporcionar una secuencia representativa de los nucleétidos
presentes en cada posicion de la mayoria de las unidades que forman el
satélite. Para evaluar si esto ocurri6 en este caso, se compararon las
secuencias de los mondémeros amplificados por PCR a partir de ADN genémico
y las secuencias de los clones. La figura 40 a, b y ¢ muestra la alineacién de
las secuencias de los clones de C. mendocinus, C. haigi y C. conoveri,
respectivamente, junto con la secuencia de los productos de PCR para cada
especie.

En la mayor parte de los sitios que poseen una variante en sélo una de

las secuencias (singletons) la base registrada en la secuencia de PCR fue la
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Figura 39: Arbol de los clones de SRPC de C. haigi, C. mendocinus y C.
conoveri obtenido por el método de NJ con distancia de Kimura 2
parametros.
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mayoritaria. Por ejemplo, los sitios 5, 9, 27, y 45 en C. mendocinus, 7, 19, 30 y
31en C. haigiy 7, 8,12y 22 en C. conoveri. Lo contrario (la secuencia de PCR
registrd la base que esta presente en so6lo una secuencia) ocurrié en la posicion
122 de C. conoveri. En otros sitios se registré una base minoritaria (posiciéon 15
en C. conoveri). La posicion 90 en la misma especie tiene A en 8 clones, G en
dos, Cenunoy T en 2, siendo esta ultima la base en la secuencia de PCR. Los
sitios 101 y 104 presentan también este tipo de situacion.

En el caso de las posiciones que registraron mas de una base en la
secuencia de PCR, existe una buena correlacion con las variantes presentes
en los clones. Por ejemplo, la posiciéon 60 en C. haigi presenta K en la
secuencia de PCR (T y G), mientras que 6 clones tienen T y los restantes 3
tienen G. La posicion 67 en C. conoveri tiene Y en PCR (T y C), mientras que
en 7 clones hay C y en los otros 7 hay T. Otros 4 sitios de esta especie
muestran también sitios ambiguos en la PCR y ambas variantes presentes en
mas de un clon. En C. conoveri existen 12 posiciones donde la secuencia de
PCR tiene ambigliedad y so6lo uno de los clones presenta una variante diferente
al resto (siempre la ambiguedad representa a las dos variantes observadas en
los clones). Llamativamente, en 11 de estos sitios, la variante diferente se
encuentra en el clon CONM14.

Por ultimo, existen posiciones variables en los clones donde las
variantes estan presentes en proporciones significativas pero la secuencia de
PCR no registré6 ambiguedad. Por ejemplo, la posiciéon 11 en C. conoveri tiene
8 T,4 AyunaC, yla PCR registra solo T. La posicién 268 tiene A en la PCR,
aunque 6 clones tienen T. Los sitios 15, 69, 235, 244, 284 y 335 presentan
casos similares.

Como puede verse en la figura 33, donde se muestran las secuencias
obtenidas a partir los productos de PCR de cada especie, la secuencia
consenso de todos los clones (antelltima linea en la figura) tiene gran similitud

con el consenso de las secuencias de PCR y a su vez con cada una de ellas.
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Figura 40 a: Alineacion de las secuencias de los clones junto con la secuencia del producto de
PCR de C. conoveri.
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Figura 40 b: Alineacion de las secuencias de los clones junto con la secuencia del producto de
PCR de C. haigi.
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Figura 40c: Alineacién de las secuencias de los clones junto con |a secuencia del producto de
PCR de C. mendocinus.
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4. DISCUSION

Como se ha planteado al comienzo de esta tesis, se intentd aportar
informacidén y analisis tendientes a avanzar en la comprensiéon de varios
aspectos de la evolucion de este particular género de roedores sudamericanos,
y al mismo tiempo, estudiar distintos aspectos de la evolucién de las

secuencias repetidas.

4.1. Patrones y tiempos de la cladogénesis en Ctenomys

Un requisito insoslayable para analizar la evolucion de cualquier rasgo
en un grupo de organismos es contar con un panorama filogenético confiable
del grupo en cuestion. Esfuerzos realizados por numerosos investigadores han
mostrado que las relaciones evolutivas de las especies de Ctenomys son
particularmente elusivas, siendo paradéjicamente los fendmenos causantes de
esto, los que convierten a este género en un modelo atractivo para la biologia
evolutiva.

Hasta hace soélo unos pocos afios, los trabajos de filogenia en Ctenomys
se realizaron sobre conjuntos parciales de especies, que generalmente
representaban regiones geograficas mas o menos localizadas, con poca
superposicion de entidades taxondémicas entre ellas. El estudio de Lessa y
Cook (1998), el primero en utilizar secuencias nucleotidicas como caracteres,
incluyd especies principalmente de Bolivia, aunque también algunos
representantes de distribucion mas austral. Mas recientemente, Mascheretti y
col. (2000), utilizando secuencias parciales de citocromo b, analizaron unas 14
especies argentinas no representadas en el trabajo de Lessa y Cook (1998). El
estudio presentado en esta tesis, se complementa con los dos anteriores,
permitiendo ampliar el panorama de la discusién de las relaciones filogenéticas
en Ctenomys. En general, las relaciones entre especies bolivianas
concuerdan con las previamente establecidas en analisis basados en
caracteres morfolégicos (Anderson et al. 1987), alozimicos (Cook and Yates
1994) y de secuencias de ADN (Lessa and Cook 1998). Las especies que

componen el grupo “boliviensis” (tabla 3) mostraron tener una estrecha relaciéon
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(figuras 13 a 19). La forma ROBO ha sido mencionada por Cook y Yates (1994)
como parte del complejo “boliviensis”. C. goodfellowi, por su parte, ha sido
tratada en algunos casos como una subespecie del mismo complejo (Reig et al.
1992). A pesar de las grandes diferencias cariotipicas con los taxones
mencionados, C. steinbachi es posiblemente una especie afin a ellos (figuras
14, 17 y 18). Esta relacién habia sido sugerida ya por Cook y Yates (1994) en
base a estudios de alozimas. Ademas, C. steinbachi se distribuye
parapatricamente respecto de C. boliviensis. El clado “boliviano-paraguayo”
(tabla 3) fue consistentemente recuperado en los analisis que forman el
presente trabajo (figuras 13 a 19). La asociacion entre C. frater y C. lewisi era
ya conocida a partir de diversos trabajos (Anderson et al. 1987; Cook and
Yates 1994; Lessa and Cook 1998). Osgood (1946) habia propuesto que C.
conoveri representa una forma distintiva, creando en consecuencia el
subgénero Chacomys para incluir a dicha especie. Sin embargo, tal distinciéon
no se verifica a través de las hipotesis filogenéticas presentadas aqui, asi como
en otros trabajos (Cook and Yates 1994; Lessa and Cook 1998).

Es notable también la cohesion mostrada por los representantes de las
especies C. opimus y C. fulvus, denominadas grupo “altiplano” en este estudio
(figuras 13 a 19). Estas especies, junto con C. robustus constituyen un grupo
homogéneo con similares cariotipos (2N=26; NF=48) y patrones de bandeo C
(Gallardo 1991), que habitan las areas desérticas de aitura en el norte de Chile,
Argentina y oeste de Bolivia. Tanto las topologias de los arboles filogenéticos,
como las distancias genéticas muestran que la forma de C. opimus de Jujuy
esta mas diferenciada de las de Chile y Bolivia, respecto a las poblaciones de
C. fulvus. Al tomar en cuenta este resultado (de gran consistencia en el
presente trabajo) junto con sus similitudes en otros aspectos (Gallardo 1991),
podria considerarse la posibilidad de que, al menos las dos especies
representadas en este estudio, son coespecificas. Seria interesante entonces
llevar a cabo un estudio mas detallado, con datos intraespecificos de las tres
especies que forman este grupo para resolver el estado taxonomico de las
mismas.

La monofilia del llamado grupo mendocinus ha sido sefialada desde que

sus cariotipos fueron descriptos por primera vez (Massarini et al. 1991). Otras
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investigaciones propusieron la inclusion de C. flamarioni y C. rionegrensis en
este grupo (D'Elia et al. 1999). Desde el punto de vista citogenético, C.
flamarioni ha sido estudiado por de Freitas (1994), quien sugiere tambiéen la
pertenencia de esta especie al grupo mendocinus en virtud de las similitudes
cariotipicas. Los andlisis presentados aqui sefalan consistentemente la
monofilia del grupo mendocinus, al mismo tiempo que coinciden en la estrecha
relacion entre C. rionegrensis y C. flamarioni con éste (figuras 13 a 15, 18 y
19). La relacién entre C. pearsoni con el grupo es también sugerida por los
arboles, asi como la relacién con C. talarum, formando el conjunto de estas
especies, el grupo “central” (figuras 13 a 15, 18 y 19). Esta especie comparte el
numero cromosomico con especies del grupo mendocinus (Massarini et al.
1991), aunque existen diferencias en los patrones de bandas G vy
caracteristicas morfologicas (Ortells and Barrantes 1994). Si bien C. azarae no
fue incluido en los presente estudio, el analisis con secuencias parciales de
citocromo b de Mascheretti y col. (2000) mostré que C. azarae se asocia
fuertemente a C. mendocinus. Los tres especimenes de C. mendocinus
utilizados en este estudio no forman un grupo monofilético. Uno de los
ejemplares exhibe una relacion mas cercana con otros miembros del grupo
mendocinus que con los dos ejemplares restantes de C. mendocinus (figuras
13 a 19). Es posible que algunas de las numerosas poblaciones de tuco-tucos
que han sido asignadas a C. mendocinus representen en realidad formas
diferentes pero a su vez cercanamente relacionadas a las especies ya
reconocidas del grupo (C. Borghi, comunicacién personal). Las caracteristicas
exhibidas por este interesante grupo de especies representan un desafio para
el concepto linneano de especie debido a la dificultad en determinar los limites
entre ellas (Massarini et al. 1991).

Las especies que conforman el grupo “sur”, que mostraron en estos
analisis una estrecha relacion entre si (figuras 13 a 19), son parte del nutrido e
interesante conjunto de especies y poblaciones que habitan la Patagonia.
Hasta el momento se han descripto ocho especies en la zona, principalmente
andinas. Recientemente, Jiménez y col. (2000) y Bidau y col. (2000) estudiaron
poblaciones de tuco-tucos de la region costera de las provincias de Chubut y
Rio Negro, con lo que la presencia del género en la Patagonia parece ser al
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menos tan conspicua como en otras zonas de su distribucién. Estos autores
llevaron a cabo analisis filogenéticos y encontraron que dichas poblaciones
guardan relacion con C. haigi, que habita en la zona de Bariloche. Esto
indicaria que estas poblaciones costeras no estarian relacionadas con C.
talarum 6 C. australis, que ocupan las costas de la Provincia de Buenos Aires,
sino con el stock que colonizd la Patagonia, distribuyéndose desde la Cordillera
de los Andes hasta la costa atlantica.

La relacion entre el grupo “sur” y el grupo “tucumanus” (figuras 13 a 17)
resulta intrigante, ya las areas que ocupan ambos grupos estan separadas por
centenares de kildmetros, al mismo tiempo que numerosas especies, con poca
relacion con ellos, ocupan el area intermedia. Si se confirmara la afinidad entre
estos grupos en analisis mas abarcativos, se plantearian interesantes
preguntas acerca de la dindmica de dispersion en los tuco-tucos.

No ha sido posible determinar la afinidad de las especies que no forman
parte de los grupos definidos en la tabla 4. Esto puede ser una consecuencia
de que la muestra de secuencias utilizada, aunque numerosa, resulta aun
incompleta o0 sesgada para algunos grupos en particular.

Al igual que en los estudios previos de filogenia molecular en el género
(Lessa and Cook 1998; D'Elia et al. 1999; Mascheretti et al. 2000), aqui
también se presenta la dificultad para resolver las relaciones al nivel de los
nodos basales del arbol. La presencia de la gran politomia basal en algunos
analisis no se modificé al incorporar en el presente trabajo un importante
namero de especies al estudio (figuras 14 a 16 y 19). Al mismo tiempo, puede
observarse que las diferencias de las topologias obtenidas por MP, MV y NJ
esta principaimente al nivel de las relaciones entre grupos de divergencia
temprana o basal (figuras 13 a 19).

Sin embargo, los agrupamientos a partir de nodos relativamente mas
recientes resultan consistentes, en su mayoria, con los resultados obtenidos
con las diferentes metodologias analiticas (figuras 13 a 19). Esta situacion
obliga a ser cauteloso, tomando en cuenta solamente aquellos agrupamientos
de especies que reciben soporte de la mayoria de los analisis. Lessa y Cook
(1998) discutieron el problema en términos de politomias “duras” y “blandas”, y

concluyeron que en este caso, la incapacidad del marcador en resolver la
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divergencia basal se debe a que la misma ocurrido en forma explosiva, con lo
que la incerteza en la filogenia de Ctenomys genera una politomia “dura”. Una
postura mas estricta sostiene que en la mayoria de los casos las politomias son
blandas, ya que la divergencia virtualmente simultanea de mas de dos linajes
es improbable (Slowinski 2001). Sin embargo, si bien es cierto que en ultima
instancia la cladogénesis sera siempre dicotémica, es razonable considerar la
velocidad con que ocurren los eventos especiogénicos respecto de la velocidad
de evolucion de las secuencias nucleotidicas. Procesos que culminan en el
aislamiento definitivo de poblaciones separadas, ocurridos en u lapso de
decenas de miles de anos, podrian parecer simultaneos respecto del proceso
de evolucién molecular, ain cuando se utilicen marcadores de evolucion
rapida. Una caracteristica que estaria sefialando un caso de politomia dura,
como ya ha sido discutido por Lessa y Cook (1998), y por Lara y col. (1996) es
que la falta de resolucion se observa en un determinado nivel del arbol, a pesar
de que la resolucién es buena por encima y por debajo de ese nivel. Las
politomias blandas estan causadas por la falta de resolucion del marcador
debida a las homoplasias introducidas por sustituciones muitiples en los sitios
de evolucién mas rapida. En el caso de Ctenomys, un grafico de sustituciones
versus divergencia muestra que la relacion es lineal, indicando que la
saturacion por multiples sustituciones no es significativa al nivel de la

divergencia entre las especies del género (figura 41).
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Figura 41: Relacion entre el numero de sustituciones y la distancia
genética en el gen citocromo b para un conjunto de especies de Ctenomys. Tv:

transversiones, ti: transiciones.

¢, Sera posible, entonces resolver la historia de la cladogénesis inicial en
el género? La clave para superar este problema reside en encontrar el
marcador genético que haya incorporado variacion informativa durante el
periodo en el que la radiacion de los principales linajes tuvo lugar. Algunas
regiones del genoma nuclear que no estan sujetas a restricciones de secuencia
(por ejemplo, intrones y seudogenes) podrian resultar utiles, aunque es
necesaria una evaluacion previa para evaluar el grado de  saturacion
mutacional, es decir, el problema opuesto.

La informacion provista por el estudio de las formas fosiles es importante
en el esfuerzo de encontrar las relaciones entre los distintos linajes de tuco-
tucos. Una exhaustiva revision de la morfologia de los Ctenomys fosiles en
conjunto con los actuales es un enfoque que resulta clave para resolver al
menos en parte el problema planteado (Verzi y Lezcano 1996), ya que de esa
forma seria posible encontrar afinidades que relacionen algunas formas
primitivas con los linajes actuales. Dicho de otra forma, la resolucion de las
elusivas relaciones entre los grupos principales podria facilitarse al estudiar los

representantes de los nodos ancestrales de la filogenia.
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Una cuestion de gran relevancia para comprender el patron evolutivo de
las especies de los tuco-tucos es la duracién que pudo haber tenido el periodo
de diversificacion inicial. Lessa y Cook (1998) sugirieron que la diversificacion
fue practicamente simultanea considerando por un lado la imposibilidad para
resolver el orden de ramificacion en la base del arbol. Los mismo autores, en
otro trabajo (Cook and Lessa 1998), mostraron que la tasa de diversificacion
fue elevada en la base del género. Ademas, Reig (1989) propuso una
antigiiedad de 1,8 millones de afos para el género, un periodo de tiempo
evolutivo muy corto para la especiogénesis de los tuco-tucos, si se considera
que se han descripto mas de 60 especies. No obstante, la presencia de la
especie extinta C. chapalmalensis en estratos de edad Sanandresense
(Vucetich y Verzi 1995) sugiere que el origen del género debe haber ocurrido
en una antigiedad bastante mayor al final de esta edad, situada en los 2,5
millones de afios (Verzi 2001). Mas aun, andlisis en curso sugieren que un
material fosil proveniente de Salta, podria tener mas de 3 millones de afios (D.
Verzi, comunicacién personal). Por lo tanto, el valor de 5 millones de afnos
obtenido en esta tesis por reloj molecular con las secuencias de citocromo b no
parece exagerado (ver item 3.2). El analisis de tiempo de divergencia realizado
en esta tesis sugiere que el periodo durante el cual se originaron los linajes
principales pudo haber durado hasta unos 2 millones de afos (figura 20, area
gris), ya que este es el tiempo estimado entre la divergencia entre los dos
primeros linajes de tuco-tucos y el origen de los grupos filogenéticamente
resueltos (tabla 3). Si la cladogénesis hubiese ocurrido con eventos regulares a
lo largo de ese tiempo, probablemente no resulte imposible dados los
marcadores adecuados, llegar a una resolucion de las relaciones entre los
principales linajes. Sin embargo, la estimacién no descarta que el periodo de
diversificacion haya tenido una duracion mas breve, dada la inestabilidad de los
nodos en esta region del arbol.

En resumen, el panorama actual del conocimiento de las relaciones
filogeneticas dentro del género Ctenomys ha avanzado enormemente durante
la Ultima década. Sage y col. (1986) habian opinado que “la taxonomia de
Ctenomys esta en un estado de caos general”. Hoy en dia, sin embargo, existe

al menos un consenso sobre las relaciones al nivel de algunos grupos de
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especies bien delimitados, aunque resta resolver el problema de la politomia
basal. La secuenciacion de otras regiones del genoma puede aportar la
informacién necesaria para lograr una filogenia que resuelva las relaciones en
la base del arbol, asi como la incorporacién de mas especies y un analisis

filogenetico de los fosiles de los tuco-tucos.

4.2. SRPC y evolucion cromosomica en los tuco-tucos

Las especies del género Ctenomys contienen el satélite SRPC en
cantidades altamente variables (Rossi 1990). Los estudios cuantitativos
mostraron que el rango de variacion resulté ser de 2 érdenes de magnitud, con
2000 copias en C. opimus y mas de 6 millones en C. haigi (ver item 3.3.1). Ante
la falta de un adecuado panorama filogenético del género, y en base a un
criterio de parsimonia, Rossi (1990) postuld que el numero de copias de SRPC
caracteriza a especies o0 grupos de especies filogenéticamente relacionadas. C.
opimus habria divergido tempranamente, heredando un bajo numero de copias.
Posteriormente habria ocurrido una gran amplificacion, determinando que las
especies mas recientes hereden un ailto contenido de SRPC. Sin embargo, al
contar hoy con un panorama filogenético mas completo, se hace evidente que
el numero de copias de SRPC no parece ser un caracter que refleje las
relaciones filogenéticas. La inferencia de los valores de numero de copias en
los nodos internos del arbol mostré que la historia del satélite SRPC fue
extremadamente compleja, con mdltiples eventos de amplificaciones vy
deleciones, que ocurrieron independiemente en diferentes linajes (figura 21).
Ante este panorama, y dado que otra caracteristica saliente en las especies del
genero Ctenomys es su extrema variabilidad cromosomica, cabria preguntarse
si existe una relacion entre la dinamica del satélite y la variabilidad
cromosomica en estos roedores.

La amplificacion y movilizacion del ADN satélite es un fenémeno bien
documentado (por ejemplo, ver Hamilton et al. 1990; Modi 1993a) y se ha
sugerido que juega un importante rol en la evolucion cariotipica (Wichman et al.
1991; Hamilton et al. 1992; Garagna et al. 1997; Garagna et al. 2001; Yang et
al. 1997). Estos procesos pueden tener importantes consecuencias para la
arquitectura cromosémica. Por ejemplo, Garagna y col. (2001) dilucidaron la
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organizacion de un ADN satélite en los puntos de fusion involucrados en
translocaciones robertsonianas en cromosomas de raton. Li y col. (2000)
demostraron la participacion de dos ADN satélites en las fusiones que llevaron
a una drastica reduccion en el niamero cromosémico durante la evolucion de los
ciervos muntjac. Estos resultados concuerdan con la hipétesis de Wichman y
col. (1991), que sugiere que el movimiento intragenémico de secuencias
repetidas (estudiado por hibridacién in situ en cariotipos ancestrales vy
derivados) promueven la evolucion cromosémica. Esta hipétesis es consistente
con numerosos casos de evolucién cromosémica, incluyendo a Microtus (Modi
1993a; 1993c), Reithrodontomys (Hamilton et al. 1990), Peromyscus (Hamilton
et al. 1992) y Equus (Bradley and Wichman 1994) (ver item 1.6.2). El enfoque
abordado en esta tesis combin6é un marco filogenético con informacion
cariotipica y de la evolucion del ADN satélite, permitié investigar el impacto del
ADN satélite sobre la evolucidn cromosomica.

Los tuco-tucos han sido reconocidos como un modelo excepcional para
investigar la dinamica de los rearreglos cromosomicos (Reig et al. 1990). El
satélite de origen retroviral SRPC, presente en los genomas de estos roedores
(Rossi et al. 1995b; Pesce et al. 1994) ha sido vinculado con la extrema
variabilidad cromosdmica registrada en este grupo (Rossi et al. 1995a). La
variabilidad cromosémica en algunos grupos de especies de Ctenomys es
comparable a los casos que han sido considerados de evolucién cromosémica
rapida. Bush y col. (1977) calcularon velocidades de evolucion cromosdmica en
algunos grupos de mamiferos. La mayor tasa de diversificaciéon cromosomica
que obtuvieron fue para los caballos y fue de 0,61 cambios en el cariotipo cada
milldon de afos. Wang y Lan (2000) hicieron lo propio con los ciervos muntjac
de China e India, resultando una tasa de entre 1 y 2,1 cambios en el cariotipo
cada millén de afos. En los tuco-tucos, por ejemplo, el grupo de especies “sur”
exhibe grandes diferencias cariotipicas entre sus integrantes. E! analisis de
tiempos de divergencia (figura 20) mostré que el grupo “sur” se habria
originado hace unos 2,5 millones de afos. Si se asume tal antigiedad para la
divergencia entre C. coyhaiquensis (2N=28, NF=44)(Kelt and Gallardo 1994) y
C. haigi (2N=50, NF=66)(Gallardo 1991), y se considera el numero de cambios

que pueden haber ocurrido, se puede concluir que la tasa de diversificacion
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cariotipica en este grupo de tuco-tucos podria ser aun mayor que los ejemplos
citados.

El analisis de la evolucibn del numero de copias de SRPC
conjuntamente con la variabilidad cromosdmica en los linajes mostré dos
patrones diferenciados. Un patron se caracterizé por una alta variabilidad en el
numero de copias entre especies cercanamente relacionadas, acompafada por
una sustancial variacion cromosémica. El otro patrén presenta en niumeros de
copias mas bien estables dentro de grupos cariotipicamente mas estables. El
primer patron es reflejado por tres grupos bien definidos. En el grupo
“tucumanus” el SRPC exhibie deleciones, especiaimente en la rama que
conduce a C. tucumanus (figura 21). Aunque los cariotipos de estas especies
se diferencian por muchos rearreglos (Reig et al. 1992) (ver numeros
cromosoémicos en la figura 21), la afinidad filogenética entre ellas es clara. Mas
impresionante es el caso de las especies del grupo “sur’. En este grupo
ocurrieron tanto grandes amplificaciones como deleciones (figura 21), las
cuales fueron acompafnadas por altos niveles de variacidn cromosomica. En
este caso, el cariotipo mayormente bibraquiado de C. coyhaiquensis (2N=28,
NF=44)(Kelt and Gallardo 1994) evolucion6 en el cariotipo principalmente
monobraquiado de C. haigi (2N=50, NF=66)(Gallardo 1991). Estos rearreglos
habrian sido acompanados por importantes expansiones del SRPC, y serian
principalmente fisiones, aunque Gallardo (1991) sefala también que la
presencia de bandas de heterocromatina intersticial en C. haigi seria evidencia
de otros rearreglos mas complejos. No puede descartarse, sin embargo,el
proceso inverso en el linaje de C. coyhaiquensis.

Finalmente, si se acepta la estrecha relacion de C. steinbachi con el
grupo “boliviensis” (Cook and Yates 1994; Lessa and Cook 1998), este grupo
seria otro representante del primer patrén de evolucion (gran dinamica del
satélite y alta variacion cromosomica). C. steinbachi (2N=10) es una especie
que ha sufrido evolucién cariotipica extensa y rapida a partir de cariotipos con
numeros cromosoémicos mas altos, evolucion que ha sido acompafiada por una
disminucién de 46 veces de SRPC (figura 21).

El segundo patron se caracteriza por estabilidad cariotipica asociada a

nimeros de copias de SRPC similares y fue observado en el grupo
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mendocinus y en el grupo “altiplano” (tabla 3). El contenido de SRPC es
uniformemente alto en los miembros del grupo mendocinus. La inferencia del
numero de copias en los nodos ancestrales sugiere que hubo una importante
amplificacion en el origen del grupo, manteniéndose los valores altos a lo largo
de las ramas (figura 21). Al mismo tiempo, el grupo se caracteriza por una
marcada estabilidad cromosémica, tanto en numero como en morfologia
cariotipica (Massarini et al. 1991; Freitas 1994). C. opimus y C. fulvus, que
componen el grupo “altiplano” y también C. robustus, tienen cariotipos muy
similares (Gallardo 1979) y ambos presentaron cantidades casi indetectables
de SRPC (tabla 6). Se infirid que una gran delecién ocurridé en el nodo ancestral
de este grupo, manteniéndose bajos valores de SRPC a lo largo de las ramas
terminales (figura 21). Finalmente, el grupo “boliviano-paraguayo” también
muestra contenidos de SRPC relativamente estables, excepto LLATHU, que
tiene un contenido de SRPC de casi un millon de copias, frente a los 2 a 3
millones en el resto de los miembros del grupo. Los numeros diploides son
también parecidos, con lo que este grupo podria también mostrar el patron de
estabilidad, aunque para tener un panorama mas completo, se necesita la
informacion cariotipica de LLATHU.

La asociacién entre dinamica del satélte SRPC y la variabilidad
cromosomica en los tuco-tucos apoya la hipotesis de Wichman y col. (1991)
sobre el rol del movimiento intragenémico de las secuencias repetidas sobre la
evoluciéon cromosémica. La observacién en Ctenomys indica que la evolucién
cariotipica esta influenciada por la actividad replicativa de SRPC, evidenciada
por cambios rapidos en el numero de copias. Esta conclusion implica que la
influencia del ADN repetido sobre la evolucibn cromosémica no reside
simplemente en su numero de copias, sino en su capacidad de involucrarse en
procesos replicativos y recombinacionales. De ser asi, un ADN satélite “activo”
puede promover el cambio cromosdémico aunque esté presente en bajo niumero
de copias. Esta propiedad de los ADN satélites podria explicar la excepcional
variabilidad cromosémica observada en las poblaciones que habitan en la
provincia de Corrientes (ver item 1.1.5), ya que muchas de las especies y
poblaciones involucradas presentan escaso contenido de heterocromatina en
estudios de bandeos C (Reig et al. 1992; Ortells et al. 1995).
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4.3. Variabilidad de la secuencia de SRPC

Muchos aspectos de la evoluciéon de los ADN satélites estan afectados
por procesos relacionados con la recombinaciéon. Dado que la misma es a su
vez fuertemente dependiente de la similitud de las regiones involucradas, el
estudio la secuencia nucleotidica de un satélite es importante para entender el
proceso en su conjunto. Como se explicé en la Introduccion (item 1.6.3), el
modo de evolucidbn de las secuencias repetidas difiere de aquellas que
corresponden a genes de copia Unica y otras regiones genomicas. Las
investigaciones en este sentido mostraron que las variantes son capaces de
expandirse en una familia repetida por medio de procesos como el
entrecruzamiento desigual, la transposicién, el circulo rodante y la conversion
génica, aunque la contribucién relativa de cada proceso no esta clara aun
(Charlesworth et al. 1994). Este proceso involucra tanto al genoma de un
individuo, como de los individuos interfértiles de una poblaciéon. Asimismo,
aunque usualmente se encuentran altos niveles de conservacion
intraespecifica respecto de la intraespecifica como consecuencia de estos
procesos, cada caso puede presentar particularidades que dependen de las
propiedades de cada familia de ADN satélite y de las caracteristicas de la
poblacién. Por ejemplo, estudiar la evolucion de las secuencias satélites es
mas facil en insectos y plantas que en mamiferos, a causa del diferente
comportamiento del ADN repetido en estos grupos (Mravinac et al. 2002). La
mayoria de los estudios en plantas e insectos muestran que los satélites estan
altamente homogeneizados entre todos los cromosomas de la especie, y
habitualmente no se evidencia una importante estructuracion en subfamilias
(Bachmann and Sperlich 1993; Tares et al. 1993; Elder and Turner 1995; King
et al. 1995; Bachmann et al. 1996; King and Cummings 1997; Pons et al. 1997;
Plohl et al. 1998; Mravinac et al. 2002). En los mamiferos, sin embargo, los
satélites suelen presentar subfamilias, a veces especificas de cromosomas o
de grupos de cromosomas, y estructuracion de las repeticiones en unidades de
orden superior. Muchas veces las subfamilias son evolutivamente mas antiguas
que las especies que las contienen, y exhiben mayor similitud con la misma

subfamilia en otras especies que con otras subfamilias en la misma especie
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(Durfy and Willard 1990; Baldini et al. 1991; Elder and Turner 1995; Rossi et al.
1995b; Modi 1993; Modi et al. 1996; Blake et al. 1997; Lee et al. 1997; Nijman
and Lenstra 2001; Mravinac et al. 2002). Por ejemplo, Modi y col. (1996)
describieron un complejo panorama en los genomas de los artiodactilos, donde
coexisten 6 familias de ADNs satélites, algunas de las cuales estan
relacionadas entre si, y presentan distribuciones taxonomicas variadas y
grandes diferencias en el numero de copias tanto entre familias como entre
especies. Modi (1993 a y c¢) analizd un satélite que a pesar de mostrar una
importante dinamica de amplificacion y contraccién, su ubicacién esta
restringida a unas pocas regiones cromosomicas en los roedores del género
Microtus. Estas caracteristicas complejas de los satélites de mamiferos
determinan que los datos derivados de su estudio resulten menos claros y
directos que en el caso de los insectos y otros grupos, aunque para una mejor
comprension de los procesos evolutivos en mamiferos en importante abordar el
estudio de los aspectos moleculares del ADN satélites en estos animales.

El satélite SRPC presenta un elevado grado de conservacion. Esto
surge de los resultados de experimentos Southern en condiciones de alta y
baja rigurosidad realizados en esta tesis (item 3.4) y en estudios previos (Rossi
et al. 1995a), y de la comparacion interespecifica tanto de las secuencias de
clones (figura 37), como de las secuencias consenso obtenidas de productos
de PCR (figuras 33, 37 y 38, item 6.3).

A pesar de la gran similitud interespecifica, es posible aun reconocer los
efectos de los procesos de evolucion concertada. La comparacién de las
secuencias de los clones (figura 37) muestra que algunas posiciones
nucleotidicas presentan bases comunes a casi todos los clones de una
especie, aunque en ningun caso se observan variantes que tipifiquen una
especie, es decir, presentes en todos los clones de una especie y ausente en el
resto. Esta diferenciacion es mas evidente entre C. conoveri y las otras dos
especies (C. haigi y C. mendocinus), las cuales muestran mas homogeneidad
entre si respecto de C. conoveri. En concordancia con esta observacion, un
arbol de NJ construido con las secuencias de todos los clones (figura 39)
muestra que las variantes presentes en el genoma de C. conoveri se

diferencian claramente de las de C. haigi y C. mendocinus. Al mismo tiempo,
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puede verse que las ramas de las secuencias de C. conoveri son mas largas,
evidenciando que las variantes en esta especie son mas divergentes entre si,
probablemente a consecuencia de que C. conoveri pertenece a una clado (el
grupo “boliviano-paraguayo”) relativamente antiguo (figura 20). Los clones de
C. haigi y C: mendocinus muestran gran cohesién entre si, e incluso uno de los
clones de C. mendocinus (ME1) tiene mayor similitud con los de C. haigi que
con los otros cuatro clones de C. mendocinus.

La existencia de sitios que presentan variantes compartidas entre dos o
mas especies ha sido interpretada por Dover y col. (1993) como debida a
estados intermedios en el proceso de homogeneizacién. Dichos autores
resaltan que la evolucién concertada no es un proceso de “todo o nada”. La
homogeneizacion es el resultado de mecanismos dinamicos de conduccion
molecular, producto de las interacciones entre monémeros, principalmente
entre cromosomas homodlogos en la meiosis, pero también durante las
divisiones somaticas, en las que pueden ocurrir también intercambios entre
cromosomas no homoélogos y entre regiones de un mismo cromosoma. La
homogeneizacién completa de un sitio nucleotidico (fijacién de una variante en
todas las repeticiones) no ocurre inmediatamente, sino que, como todo proceso
evolutivo, se requiere tiempo para el reemplazo de una variante por otra en una
poblacién. Entre los factores que influyen en la distribucion de las variantes y el
grado de homogeneizacion de un satélite en una poblacién, son importantes las
tasas de intercambio (turnover) entre y dentro de los cromosomas que llevan
las repeticiones, el niumero de repeticiones, y la dinamica mutacional (Dover et
al. 1993). Desde este punto de vista, la existencia de variantes parcialmente
homogeneizadas entre especies relativamente alejadas en Ctenomys, como C.
conoveri respecto de C. mendocinus o C. haigi puede responder simplemente a
que el tiempo transcurrido desde la aparicion de una variante en una de las
especies no fue suficiente para permitir la homogeneizacion completa. Por otro
lado, si el intercambio entre determinados cromosomas o0 campos
cromosomicos se encuentra restringido, con lo cual las repeticiones que estén
ubicadas en uno u otro cromosoma o region evolucionaran en forma
independiente, las variantes presentes no podran homogeneizarse entre si.

Para resolver este punto, serd necesario estudiar en detalle la distribucion
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cromosomica de variantes que muestran patrones de homogeneizacion parcial,
para determinar si alguna variante estad confinada a una region de
entrecruzamiento restringido. Hay que tener en cuenta, sin embargo, que la
elevada tasa de evolucidén cromosdomica en algunas especies podria causar
que alternancias temporales en el estado de restriccion de los arreglos de
repeticiones de SRPC.

La estrategia de amplificacion por PCR y secuenciacién del producto
mostré ser efectiva tanto para realizar una evaluaciéon rapida de la variabilidad
intraespecifica (item 3.6.2 y tabla 6), como para comparar la diferenciacion
interespecifica de SRPC (items 3.6.2; 6.3 y figura 34). Los valores de
diferenciacion interespecifica se corresponden muy bien con los obtenidos a
partir de las secuencias de los clones (tabla 7). Se estimd la variabilidad
intraespecifica medida como porcentaje de sitios con variantes (tabla 6),
aunque, como resulta de la comparacién de las secuencias de los clones,
algunas variantes minoritarias no fueron detectadas. Los valores son bajos
para C. haigi y C. mendocinus y mas altos para C. conoveri, en concordancia
con la variabilidad calculada a partir de los clones. Las secuencias consenso de
los productos de PCR resultaron también informativos para la evaluacién de los
sitios sometidos a homogeneizacion, aunque teniendo en cuenta que no
siempre las variantes minoritarias son detectadas. Sin embargo, en el caso
particular de C. conoveri, la comparacién del consenso de PCR con los clones
muestra que la secuencia de PCR esta sesgada a favor de una variante que no
es representativa de la mayoria de los clones. Muchas variantes presentes solo
en el clon CONM14 de C. conoveri aparecen también representadas en la
secuencia consenso de los productos de PCR (figura 40a). Es posible que, en
este caso los cebadores estén favoreciendo a alguna o algunas variantes en
particular.

Cuando un conjunto de secuencias repetidas (tipicamente familias
génicas) no esta sujeto a procesos de evolucién concertada, las copias
evolucionaran independientemente, como ocurre con genes ortélogos de copia
unica al compararlos en distintos linajes. Para describir la relacidbn entre las
distintas copias de la familia multigénica, como los genes de globinas, los

genes ribosomales y los ADN satélites se utiliza la palabra paralogia, para
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diferenciarla de la ortologia, que hace referencia a la relacién entre genes en
distintas especies o linajes originados por eventos de cladogénesis. Patterson
(1988) notd que los miembros de una familia repetida que esta sujeta a
homogeneizacion, guardan una relacién que resulta mayor que la esperada por
evolucion independiente de cada uno de ellos. El autor propuso el término
plerologia para enfatizar que se trata de secuencias sometidas a una serie de
mecanismos de evolucidén concertada, es decir que evolucionan en conjunto.
La plerologia implica que cualquiera de las secuencias representa a todos los
miembros de la familia, por lo que cualquiera podria utilizarse como se utilizan
las secuencias ortologas. El mejor ejemplo de este caso es el de los genes
ribosomales (ver item 1.6.3 en Introduccion). Estos genes estan altamente
homogeneizados; cuando aparece una variante en una copia, es “transmitida”
al resto de las copias, 0 bien revierte a la version original. Se ha intentado en
ocasiones utilizar secuencias satélites como marcadores filogenéticos.
Muchmore y col. (1998) secuenciaron el satélite presente en cinco especies
cercanas de gastropodos marinos. La variacion encontrada les permitid
establecer relaciones de parentesco entre ellas. Kunze y col. (1999) hicieron lo
propio con un ADN satélite pericéntrico de roedores del género Acomys,
aunque en ninguno de los casos citados se compararon los resultados con
hipétesis filogenéticas externas.

En Ctenomys, s6lo en algunos casos el agrupamiento por distancias de
las secuencias consenso de SRPC obtenidas a partir de los productos de la
amplificacion por PCR reflejo relaciones congruentes con las obtenidas en los
analisis con citocromo b (figura 34). Las secuencias consenso de las especies
del grupo “boliviano-paraguayo” por un lado, y “altiplano” por el otro, aparecen
asociados respectivamente en dos clusters. El cluster que incluye a las
especies del grupo “boliviano-paraguayo”, incluye también a C. tuconax, cuya
posicion resultd incierta en los analisis filogenéticos, y a C. steinbachi,
posiblemente asociado al grupo “boliviensis”. Los otros clusters del arbol
incluyen especies de diversos grupos (figura 34).

La falta de congruencia del analisis de cluster de NJ con las secuencias
de SRPC respecto de los arboles filogenéticos de citocromo b puede

adjudicarse, en algunos casos, a la falta de variacion entre las secuencias
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consenso, que en algunos casos difieren en muy pocos sitios (item 6.3). Otro
aspecto que debe tenerse en cuenta, que limitaria la utilidad de las secuencias
satélites como marcadores filogenéticos, es que la evolucion concertada haya
favorecido a diferentes variantes en especies cercanamente relacionadas, ya
sea difundiendo una variante por mecanismos recombinacionales (conversion
geénica, entrecruzamiento desigual), o por amplificaciéon por circulo rodante. En
este caso, la relacion entre las variantes mayoritarias presentes en las distintas
especies puede no reflejar las relaciones filogenéticas entre las mismas. Por
ejemplo, dos eventos de amplificacién independientes que ocurran en especies
0 grupos con estrecha relacion, pueden causar la expansion de variantes muy
diferentes, con lo que la comparacién del consenso de dicho satélite no

representara el parentesco entre los grupos.

4.4. Dinamica de la evolucion de SRPC

Al igual que otros aspectos de los genomas eucariotas, los ADN satélites
presentan caracteristicas complejas, por lo que la comprension de los
mecanismos involucrados en su dinamica evolutiva y los patrones resultantes,
son dificiles de abordar sin la ayuda de una gran cantidad de datos
experimentales, asi como de modelos tedricos y simulaciones. Luego de una
primera etapa durante la cual se comenzo a recopilar datos al nivel citogenético
y estructural, y luego de secuencia, se desarrollaron los primeros modelos que
intentaban describir la evolucion de los satélites, basados en simulaciones por
computadora (Charlesworth et al. 1994). Sélo recientemente, se propuso un
modelo integral para describir diferentes etapas intragenémicas en la historia
de un ADN satélite, llamado modelo de retroalimentacion (Nijman and Lenstra
2001). El modelo tiene como premisa que las interacciones moleculares que
resultan en la dinamica de un ADN repetido (amplificacion, delecion, conversion
génica, entrecruzamiento desigual, etcétera), dependen de la recombinacion,
que a su vez depende de la homogeneidad de secuencia en las regiones
involucradas. Por lo tanto, los procesos que influyen en la homogeneidad de
secuencia de los satélites tienen gran importancia en este modelo. Segun
Nijman y Lenstra (2001), la historia de un satélite presenta una fase inicial, en

la cual el satélite es homogéneo, por lo que se favorecen interacciones que
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causan tanto expansiones como contracciones del satélite. Dado que el
numero de interacciones depende del nimero de copias (es decir, del nimero
de las secuencias que son sustrato de la recombinacioén), cuando el resultado
neto de las interacciones es la amplificacién, se genera un circuito de
retroalimentacién positiva, produciéndose cambios rapidos y sustanciales en el

numero de copias (figura 42).
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Fase | Interaccion entre unidades
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Amplificaciones y deleciones abruptas ~
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Fase ll l

Divergencia de variantes

Satélite degenerado e inactivo
Fase Il v

Reemplazo eventual por otro satélite

Figura 42;: Modelo de retroalimentacion de la evolucion del ADN satélite. Los signos “+" y
indican retroalimentacién positiva y negativa, respectivamente. Tomado de Nijman y Lenstra
(2001).

Cuando la mutacién comienza a introducir sustituciones en algunas
unidades, se inicia la segunda fase en la historia del satélite, durante la cual
estan privilegiadas las interacciones entre monémeros con mayor similitud de
secuencia. La consecuencia de este proceso mutacional es, entonces, la
amplificacion o contraccion de las distintas variantes. Si la interaccion involucra
dos o mas unidades, pueden aparecer arreglos de orden superior (unidades de
mayor tamano, formadas por dos o mas monomeros). Finalmente, cuando la

acumulacion de mutaciones no es contrarrestada por la propagacion de una
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variante en particular, la pérdida gradual de homogeneidad sera probablemente
irreversible, con lo que el satélite entrara en una fase terminal (figura 42). En
esta fase, las interacciones entre unidades del satélite, tanto intra como
intercromosomales se detienen. La ausencia de mecanismos que aseguren el
mantenimiento subsiguiente del satélite conducira a su remociéon o,
eventualmente, su reemplazo por otro satélite.

Los datos del satélite SRPC que se obtuvieron en esta tesis pueden ser
analizados a la luz de las predicciones del modelo descripto. Como la
divergencia entre los octodontinos y los ctenominos fue estimada en 10
millones de afos (Quintana 1994; Verzi 1999), el satélite tiene al menos esa
edad. Dentro del contexto del modelo de retroalimentacion, el satélite SRPC es
mas bien antiguo, por lo tanto deberia exhibir caracteristicas tipicas de la fase
final. Esto parece ser cierto en el caso de los géneros de octodontinos, donde
el satélite no es notablemente activo en términos de cambio en el niumero de
copias, al menos cuando se lo compara con el género Ctenomys. Sin embargo,
en las especies de tuco-tucos, el satélite ha sufrido sustanciales expansiones y
contracciones en el nimero de copias (figura 21). Este escenario sugiere que
variantes de la secuencia ancestral (la que encontramos hoy en octodontinos
seria la mas parecida a ésta) surgieron en el linaje que condujo al género
Ctenomys, originando una nueva y “joven” subfamilia que entré en la fase
inicial (figura 42). Como predice el modelo de retroalimentacion, esta fase
muestra drasticos cambios en el numero de copias, como ocurrid, por ejemplo,
en la base del grupo “central”, y en linajes de los grupos “sur” y “tucumanus”
(figura 21).

Los niveles de divergencia interespecifica estaria reflejando que el
satélite estaria atravesando por diferentes etapas en determinadas especies o
grupos de especies. Aquellas que muestran mayor homogeneidad de
secuencia tendrian su satélite en la primera etapa, como puede ser el caso del
grupo “central”, mientras que aquellos linajes que presentan mas divergencia
en sus repeticiones estarian atravesando una etapa mas avanzada, como
podria ser el caso del grupo “boliviano-paraguayo”, el cual es uno de los grupos
antiguos (figura 20) y presenta ademas valores altos de variacion nucleotidica

en el satélite (tablas 6 y 7).
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4.5. SRPC como agente de evolucion en los tuco-tucos

Los resultados presentados aqui muestran claramente que el SRPC es
un componente sumamente dinamico de los genomas de las especies de
Ctenomys. Como se discutié mas arriba (item 4.2), la relacién entre la dinamica
del satélite y la evolucion cromosémica es evidente, y responderia a las
propiedades de la SRPC en tanto que secuencia altamente repetida, es decir,
con capacidad de funcionar como sustrato para procesos recombinacionales
que promueven rearreglos cromosomicos.

Las complejas caracteristicas que presenta el satélite SRPC,
concuerdan con lo predicho por el modelo de retroalimentacion, segun el cual
el SRPC estaria atravesando diferentes etapas de la historia de vida en
diferentes linajes, explicando la multiplicidad de patrones evolutivos
observados. Por otro lado, este satélite, al ser de origen retroviral, tiene la
potencialidad de influir sobre la regulacion génica del genoma portador (Pesce
et al. 1994; Rossi et al. 1995a), constituyendo un factor mas que sedala al

satélite SRPC como un agente promotor del cambio evolutivo.

e
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6. APENDICE

6.1 Nuevas secuencias nucleotidicas del gen citocromo b

1702_argenATGACCAATACACCAAAATCCCACCCCCTCATTAAAATTATGAATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCTCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAATTTTGGTTCTTTATTAGGACTATGCTTAGGATTACARATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTACATATCGGACGGGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCACAAACACATGARAAT
ATTGGGGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGTTACGTATTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAACCTCCTTTCAGCTATCCCTTATATTGGACCTACTCTAGTAGAGTGAATTTGAGGAGGTTTCTCAGTTGACAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACAGCAATAGTAATAATTCACCTACTATTCTTACACGAA
ACAGGATCAAATAATCCATCTGGCGTAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACTATACAATCAAAGATGTATTAGGGA
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAAGTCTAGTAATATTTACGCCAGATCTTCTAGGAGATCCAGACAACTATACCCCTGCCAACCC
ATTAAACACACCTCCCCATATTAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTTGGCGGA
GTATTAGCTTTAGTCTTCTCCATCCTAATCCTAACACTATTCCCTATTCTACATTCATCTARACAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAATATTAGTGGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGCGGCCAACCAGTCGAACATCCCTTTATCAC
CATTGGTCAACTAGCATCTGTAARCCTATTTCTTTACTATCTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAAAATAAACTACTCAAA
TGATAA

1229 port
ATGACCAATACACCACAATCTCATCCCCTCATCAAAATTGTARATCATTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAATATCTCAGCAT
GATCAAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAACTCTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACACCGCTGACAC
CACTACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTACATACATGCCAACGGAGCATCA
ATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTACACATTTATAGACACATGARATATTGGAGTCT
TACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACARATATCTTTTTGAGGAGCAACAGTAATTAC
AAACCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGCCACATTAACC
CGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCTTACACGAAACAGGATCAA
ACAACCCGTCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCARAGATATCTTAGGAATCTTATTCAT
AATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCCCTTARATACA
CCTCCCCATATCAARACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGAGTATTAGCCT
TAGTCTTCTCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTCATCTARACAACGCAGCATATCATTCCGACCTTTAAGTCAATG
TCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGGGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCACCATTGGCCAG
TTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTATTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCTTAATAGAAAATAAACTACTCAAATGAAGA
I_539port
ATGACCAATACACGAAAATCTCATCCCCTCATCAAAATTGTARATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAATATCTCAGCAT
GATGGAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACACCGCTGACAC
CACTACCGCATTCTCATCAGTCACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTACATACATGCCAACGGAGCATCA
ATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTACACATTCATAGACACATGAAATATTGGAATCT
TACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAACAGTAATTAC
AAACCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCTTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGCCACATTAACC
CGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAAACAGGATCAA
ACAACCCGTCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAAAATACCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGAATCTTATTCAT
AATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCCCTTAAATACA
CCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGAGTATTAGCCT
TAGTCTTCTCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTATACACTCATCTARACAACGCAGCATATCATTCCGACCTTTAAGTCAATG
CCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGGGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCACCATTGGCCAA
CTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTATTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCTTAATAGAATATARACTACTCAAATGAAGA

I1679_tuconATGACCAATATACGAAAATCTCATCCTCTTATTAAAATTGTARATCACTCTTTCATTGATTTACCAACCCCTTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCTCTATTAGGAGTATGTTTAGGATTACAAATTTTAACAGGTTTATTCCTAGCAATACACTATA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTARACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTACTTCCACATCGGACGAGGAATTTATTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAC
ATCGGAATCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCTACCGCCTTCATAGGTTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGCGCAA
CAGTAATTACAAACCTTCTTTCAGCTATCCCTTATATTGGACTCACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTCCCATTTATCATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAATCCATCGGGCATAAATTCAGATTCAGACAAAATTCCATTCCACCCCTACTATACAATTAAGGATATCTTAGGAG
TCTTATTCATAATAATCGCATTAATAAGTCTAGTAATATTTTCACCAGACCTTTTAGGGGACCCAGACAACTACACCCCTGCCARCCC
CTTARATACACCTCCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATTCCCAACAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGCCTTCTCCATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTTATCCAAACAACGCAGCATATCATTCCGGCCCC
TAAGCCAGTGTTTAATATGAATACTAGTGGCCAATCTAATAATCCTTACATGAATTGGAGGACAACCAGTTGAACACCCCTTCATCAT
CATTGGTCAACTAGCATCCGTAACCTACTTCTTTACTATTTTAATTCTAATGCCTTCAACGGCCTTAATAGAAAACAAACTACTCARA
TGAAGA

1867 _tuconATGACCAATATACGAAAATCTCATCCTCTTATTAAAATTGTAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCTTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCTCTATTAGGAGTATGTTTAGGACTACAARATTTTAACAGGTTTATTCCTAGCAATACACTATA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTACTTCCACATCGGACGAGGAATTTATTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAC
ATCGGAATCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCTACCGCCTTCATAGGTTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGCGCAA
CAGTAATTACAAACCTTCTTTCAGCTATCCCTTATATTGGACTCACCTTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTCCCATTTATCATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAATCCATCCGGCATARATTCAGATTCAGACAAAATTCCATTCCACCCCTACTATACAATTAAGGATATCTTAGGAG
TCTTATTCATAATAATCGCATTAATAAGTCTAGTAATATTTTCACCAGACCTTTTAGGGGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAATACACCTCCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATTCCCAACAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGCCTTCTCCATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTTATCCAAACAACGCAGCATATCATTCCGGCCCC
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TAAGCCAGTGTTTAATATGAATACTAGTGGCCAATCTAATAATCCTTACATGAATTGGAGGACAACCAGTTGAATACCCCTTCATCAT
CATTGGTCAACTAGCATCCGTAACCTACTTCTTTACTATTTTAATTCTAATGCCTTCAACGGCCTTAATAGAAAACAAACTACTCAAR
TGAAGA

AS872_ful vATGACCAATACACGARAAATCTCATCCTCTCATTAARATTATARACCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCTCTACTAGGAGTATGCCTAGGATTACAAATCTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTARACTATGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCATGGACACATGAAAT
ATCGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTAATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCCTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATCACGAACCTTCTTTCAGCCATCCCCTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACACTAACCCGATTCTTCGCATTCCATTTCATTCTCCCATTTATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGAATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACCATACAATTAAARGATATCCTAGGAG
TCTTACTCATAATAATTATATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCCGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGT
GTATTAGCCTTAGCTTTCTCCATCCTAATCCTAATACTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAGCAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCCTAATATGAACACTAGTGGCTAACCTATTAATCCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCTTCCGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAATATAAACTACTCAAR
TGAAGA

2342 _fulvuATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTCATTAAAATTATAARCCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCTCTACTAGGAGTATGCCTAGGATTACAAATCTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTARACTATGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCATGGACACATGAAAT
ATCGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTAATAGCTACCGCCTTCATAGGGTACGTACTACCATGAGGACAARTATCCTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATCACGAACCTTCTTTCAGCCATCCCCTACATTGGACCTACCCTAGTAGGATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATARAAGC
CACACTAACCCGATTCTTCGCATTCCATTTCATTCTCCCATTTATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGAATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACCATACAATTAAAGATATCCTAGGAG
TCTTACTCATAATAATTATATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCCGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGT
GTATTAGCCTTAGCTTTCTCCATCCTAATCCTAATACTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAGCAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCCTAATATGAACACTAGTGGCTAACCTATTAATCCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCTTCCGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAARATAAACTACTCAAA
TGAAGA

MHG1042_fuATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTCATTAAAATTGTAAACCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTTGGCTCTCTACTAGGAGTATGCCTAGGGTTACAAATCTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGCTATTTACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCATGGACACATGAAAT
ATCGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTAATAGCTACTGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCCTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATCACGAACCTTCTCTCAGCCATCCCCTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACACTAACCCGATTCTTCGCATTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTTCTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGAATAAACTCAGACTCAGACAARATTCCATTTCACCCTTACCATACAATTAAGGATATCCTAGGAG
TCTTACTCATAATAATTATATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAARCACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATATTTCCTCTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATARACTCGGCGGG
GTATTAGCCTTAGCTTTCTCCATCCTAATCCTAATACTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAGCAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAACACTAGTGGCCAACCTATTAATCCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCCGTAACCTATTTCTTCACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAAAATAAACTACTCAAR
TGAAGA

DR2323_fulATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTCATTAAAATTATAAACCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCTCTACTAGGAGTATGCCTAGGATTACARATCTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCATGGACACATGAAAT
ATCGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTAATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCCTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATCACGAACCTTCTTTCAGCCATCCCCTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATARAGC
CACACTAACCCGATTCTTCGCATTCCATTTCATTCTCCCATTTATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGAATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACCATACAATTAAAGATATCCTAGGAG
TCTTACTCATAATAATTATATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCCGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAARACACACCTCCCCATATCARACCAGAATGATACTTCCTCTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGT
GTATTAGCCTTAGCTTTCTCCATCCTAATCCTAATACTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAGCAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCCTAATATGAACACTAGTGGCTAACCTATTAATCCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCTTCCGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAAAATARACTACTCAAA
TGAAGA

1695_talarATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTTATTAARATTGTAAATCACTCTTTTATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATCTCAACATGATGAAACTTTGGTTCTTTATTGGGAGTATGTCTAGGATTACAAATTTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACTACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGCCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCTTTCATAGGTTACGTACTACCATGAGGACAAARTATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAACCTTCTCTCTGCCATCCCTTATATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTTGACAARGC
TACATTAACCCGATTTTTTGCCTTTCATTTCATTCTTCCATTCATTATCACAGCAATAGTGATAATCCACCTACTATTTCTACACGAA
ACAGGATCAAATAATCCATCTGGCATAARACTCAGACTCAGACAAARATTCCATTCCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGAA
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAACCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTATTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGTGGA
GTATTAGCCTTAGTTTTCTCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAACAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
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TAAGTCAGTGCCTAATATGAACACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGGGGACAACCAGTCGAACACCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCCATAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACTTTCAACAGCCTTAATAGAATATAAACTACTCAAA
TGAAGA

68_magellaATGACCAACACACGAAAATCCCACCCTCTCATTARAAATTATAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCCAAT
ATTTCAGCATGATGGAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGCCTAGGATTACAAATTTTAACTGGCTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACTACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGCCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTTCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGGTCCTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCCACCGCCTTCATAGGTTACGTACTGCCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAACCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCTTAGTAGAATGAATCTGAGGAGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTCGCTTTCCATTTCATTCTTCCATTCATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAARATCCCATTCCACCCCTACCACACAATCARGGATATCCTAGGAG
TTATATTTATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCACCCCATATCARACCAGAATGATATTTCCTCTTCGCATACGCAATCCTACGCTCAATCCCTAATAAACTTGGCGGA
GTATTAGCCCTAGTACTCTCCATCCTAATCCTGATACTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAACAACGCAGTATATCATTCCGACCCT
TAAGCCAGTGCTTAATATGAATACTAGTGGCCAATCTACTAATTCTTACATGAATCGGAGGTCAACCAGTCGAACACCCCTTCATCAC
CATTGGACAACTAGCATCCGTAACCTACTTCTTTACTATTCTAATTCTTATACCTTCAACAGCCCTAATAGAAAATAAACTACTCAAR
TGAAGA

1987 _tucumATGACCAATACACGAAAATCCCATCCTCTCATTAAAATTGTAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATTTCGGCATGATGGAATTTTGGCTCCTTATTAGGAGTATGCCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGCTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTATGGGTCATATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAATCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATTACAAATCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCCACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCACTTCATTCTTCCATTTATCATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTATTATTCCTACATGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGCATAAATTCAGACTCAGACAAAATCCCATTTCACCCCTACTATACAATCARAGATATCTTAGGGG
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
ATTAAATACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCTTTAGTTTTCTCTATCCTARTCCTAATATTATTCCCTATTCTACATTCATCCAAACAACGCAGTATATCATTTCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTCACATGAATTGGTGGTCAACCAGTAGAACACCCCTTTATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCTGTAATCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTCATACCTTCAACAGCCTTAATAGAARATAAACTACTCAAA
TGAAGA

1989_tucumATGACCAAAACACGAAAATCCCATCCTCTCATTAAAATTGTAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATTTCGGCATGATGGAATTTTGGTTCCTTATTAGGACTATGCCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTCCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTARACTACGGCTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTATGGGTCATATACATTCATAGACACATGAART
ATTGGAATCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATTACAAATCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCCACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCACTTCATTCTTCCATTTATCATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTATTATTCCTACATGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGCATAARTTCAGACTCAGACAARATCCCATTTCACCCCTACTATACAATCAMAGATATCTTAGGGG
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
ATTAAATACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCTTTAGTTTTCTCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCTATTCTACATTCATCCAAACAACGCAGTATATCATTTCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTCACATGAATTGGTGGTCAACCAGTAGAACACCCCTTTATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCTGTAATCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTCATACCTTCAACAGCCTTAATAGAAGATAAACTACTCAAA
TGAAGA

I1990_tuconATGACCAATATACGAAAATCTCATCCTCTTATTAAAATTGTAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCTTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCTCTATTAGGAGTATGTTTAGGACTACAAATTTTAACAGGTTTATTCCTAGCAATACACTATA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTARAACTACGGTTGACTAATTCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTACTTCCACATCGGACGAGGAATTTATTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGARAC
ATCGGAATCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCTACCGCCTTCATAGGTTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATTACAARCCTTCTTTCAGCTATCCCTTATATTGGACTCACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTCCCATTTATCATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAATCCATCCGGCATAAATTCAGATTCAGACAAAATTCCATTCCACCCCTACTATACAATTAAGGATATCTTAGGAG
TCTTATTCATAATAATCGCATTAATAAGTCTAGTAATATTTTCACCAGACCTTTTAGGGGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAATACACCTCCCCATATTAAACCAGAATGATATTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATTCCCAACAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGCCTTCTCCATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTTATCCAAACAACGCAGCATATCATTCCGGCCCC
TAAGCCAGTGTTTAATATGAATACTAGTGGCCAATCTAATAATCCTTACATGAATTGGAGGACAACCAGTTGAATACCCCTTCATCAT
CATTGGTCAACTAGCATCCGTAACCTACTTCTTTACTATTTTAATTCTAATGCCTTCAACGGCCTTAATAGAARACAAACTACTCAAA
TGAAGA

38_tucumanATGACCAATACACGAAAATCCCATCCTCTCATTARAATTGTARATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATTTCGGCATGATGGAATTTTGGCTCCTTATTAGGAGTATGCCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGCTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTATGGGTCATATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAATCTTACTATTATTTGCAGTCATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAATCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCCACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGAGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCACTTCATTCTTCCATTTATCATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTATTATTCCTACATGAA
ACAGGATCAARCAACCCATCTGGCATAAATTCAGACTCAGACAAAATCCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGGG
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
ATTAAATACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCTTTAGTTTTCTCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCTATTCTACATTCATCCAAACAACGCAGTATATCATTTCGACCTT
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Apéndice

TAAGTCAGTGCTTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTCACATGAATTGGTGGTCAACCAGTAGAACACCCCTTTATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCTGTAATCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTCATACCTTCAACAGCCTTAATAGAARATAAACTACTCAAA
TGAAGA

MSR2_mendoATGACCAATACACGARARATCTCACCCTCTCATTAAARATTGTARATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATCTCAACATGATGARACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTCCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTCACACATATTTGTCGTGACGTARACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTCTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAACCTCCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCGTCTGGCATARACTCAGACTCAGATAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGAA
TCTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAARCACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCCAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGTCTTCTCTATCTTAATCCTAATATTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAACAACGCAGCATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGAGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAATTAGCATCCGTAACCTATTTTTTTACTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCCTAATAGAARATAAATTACTCAAA
TGAAGA

MSR33_mendATGACCAATACACGAAAATCCCACCCTCTCATTAAAATTGTAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATCTCAGCATGATGAAACTTTGGCTCTTTACTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTCACACATATTTGTCGTGACGTAARCTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTCTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAACCTCCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACGTTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCGTCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGACATCTTAGGAA
TCTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGTCTTCTCTATCTTAATCCTAATATTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAACAACGCAGCATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGAGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAATTAGCATCCGTAACCTATTTTTTTACTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCCTAATAGAARATAAATTACTCAAA
TGAAGA

1036_aust rATGACCAATACACGAARATCTCATCCCCTCATCAARATTGTAARTCATTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATCTCAGCATGATGGAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACTACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTACATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTACACATTCATAAACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACARACCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTTATTCTTCCATTTATTATCACAGCGATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCGTCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAARAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGAA
TCTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAATACACCTCCCCATATCAAARCCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGTGGA
GTATTAGCCTTAGTCTTATCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTCATCTAARCAACGCAGCATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAATGCCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGGGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAATTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTATTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCTTAATAGAAAATAAACTACTCAAA
TGAAGA

2_australiATGACCAATACACGAAAATCTCATCCCCTCATCAAAATTGTAAATCATTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATCTCAGCATGATGGAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAATATTAACTGGGTTGTTCCTCGCTATGCACTACA
CCGCTGACACCACTACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAARCTACGGTTGACTAATCCGCTACATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTACACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACARATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACAAACCTTCTCTCAGCCATCCCTTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATCTGAGGGGGCTTCTCAGTTGATAARGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCCTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACAGCGATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAMRACAACCCGTCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGAA
TCTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAATACACCTCCCCATATCAAARCCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAARCTCGGTGGA
GTATTAGCCTTAGTCTTATCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTCATCTAARCAACGCAGCATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAATGCCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGGGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAATTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTATTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCTTAATAGAARAATAAACTACTCAAA
TGAAGA

44_talarumATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTTATTAARATTGTAAATCACTCTTTTATTGATTTACCTGCCCCCTCTAAT
ATCTCAGCATGATGAAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAATTTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGCCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCTTTCATAGGTTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACGAACCTTCTCTCTGCCATCCCTTATATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGACAAAGC
TACATTAACCCGATTCTTTGCCTTTCATTTCATTCTTCCATTCATTATCACAGCAATAGTGATAATCCACCTACTATTTCTACACGAA
ACAGGATCAAATAATCCATCTGGCATAARCTCAGACTCAGACAAAATTCCATTCCACCCCTACTATACAATCAARGATATCTTAGGAA
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAACCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTATTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGTGGA
GTATTAGCCTTAGTTTTCTCTATCCTAATCCTAATATTGTTCCCTATTCTACACTCATCCAAACAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
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Apéndice

TAAGTCAGTGCCTAATATGAACACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGGGGACAACCAGTCGAACACCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCCATAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCTTAATAGAAAATAAACTACTCAAR
TGAAGA

2_talarum
ATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTTATTAAAATTGTAAATCACTCTTTTATTGATTTACCTGCCCCCTCTAATATCTCAGCAT
GATGAAACTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAAARTTTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACACCGCTGATAC
CACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGCCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAACGGAGCATCA
ATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAATATTGGAGTCT
TACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCTTTCATAGGTTACGTACTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAACAGTAATTAC
GAACCTTCTCTCTGCCATCCCTTATATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGCTTCTCAGTTGACAAAGCTACATTAACC
CGATTCTTTGCCTTTCATTTCATTCTTCCATTCATTATCACAGCAATAGTGATAATCCACCTACTATTTCTACACGAAACAGGATCAA
ATAATCCATCTGGCATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTCCACCCCTACTATACAATCAAAGATATCTTAGGAATCTTATTCAT
AATAATTACATTAATAACCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCCCTTAAATACA
CCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCTATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGTGGAGTATTAGCCT
TAGTCTTATCTATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTCATCTAAACAACGCAGCATATCATTCCGACCTTTAAGTCAATG
CCTAATATGAATACTAGTAGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATCGGGGGACAACCAGTCGAACATCCCTTCATCACCATTGGCCAA
TTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTATTATTTTAATTCTTATACCTTCAACAGCCTTAATAGAARAATARACTACTCAARTGAAGA

I1464_opimuATGACCAARTACACGAAAATCTCATCCTCTCATTAARATTGTAAACCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTTGGCTCTTTACTAGGAGTATGCCTAGGATTACAAATCTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTATGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGGATTTACTACGGGTCCTATACATTCATGGACACATGAAAT
ATCGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTAATAGCTACTGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAARRTATCCTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATCACAAACCTTCTCTCAGCCATCCCCTACATTGGACCTACCCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACACTAACCCGATTCTTCGCATTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGAATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACCATACAATTAAGGATATCCTAGGAG
TCATACTCATAATAATTATATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCCGACAACTACATCCCTGCCAACCC
CTTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTCTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGG
GTGTTAGCCTTAGCTTTCTCCATCCTAATCCTAATATTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAGCAACGCAGCATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAACACTAGTGGCTAACCTATTAATCCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTCGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCCGTAACCTATTTCTTCACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAAAATARACTACTCAAA
TGAAGA

DR2326_opiATGACCAATACACGAARATCTCATCCTCTCATTAARATTGTARACCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAACTTTGGCTCTTTACTAGGAGTATGCCTAGGGTTACAAATCTTAACCGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGATACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAARCTATGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGACGAGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCATGGACACATGAAAT
ATCGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTAATAGCTACTGCCTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAMATATCCTTTTGAGGGGCAA
CAGTAATCACGAACCTTCTCTCAGCCATCCCCTACATTGGACCTACCTTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACACTAACCCGATTCTTCGCATTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATTACAGCAATAGTAATAATCCACCTACTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAACAACCCATCTGGAATARACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACCATACAATTAAGGATATCCTAGGAG
TCTTACTCATAATAATTATATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCCGACARCTACACCCCTGCCAACCC
CTTAARCACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATACTTCCTTTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTTGGCGGG
GTATTAGCCCTAGCTTTCTCCATCCTAATCCTAATACTATTCCCTATTCTACACTCATCCAAGCAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAACACTAGTGGCTAACCTATTAATCCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTAGAACATCCCTTCATCAC
CATTGGCCAACTAGCATCCATAACATATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAAAATARACTACTCARA
TGAAGA

MHG1151_maATGACCAATACACGAAAATCTCATCCTCTCATTAAAATTATAAATCACTCTTTCATTGATTTACCTACCCCTTCTAAT
ATCTCAGCATGATGGAATTTCGGTTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGGTTACAAATTTTAACTGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTARACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTTTTCATTTTCCTTTATTTCCATATCGGGCGAGGAATTTACTATGGATCCTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTATTACCATGAGGACARATATCCTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACGAATCTTCTCTCAGCCATCCCCTACATTGGTCCTACTCTAGTAGAATGAATTTGAGGAGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACTGCAATAGTAATAATCCACCTATTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAAATAACCCATCTGGAATAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAGGATATCTTAGGAG
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAAGCCTAGTAATATTTACACCAGACCTTCTAGGAGACCCAGACAACTACACCCCTGCCAACCC
CCTAAACACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATATTTCCTCTTTGCATACGCAATCCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGTTTTCTCCATCCTAATCCTAATATTATTCCCCATTCTACACTCATCCARACAACGCAGTATATCATTCCGACCCT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAGTGTTAGTAGCTAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGAGGACAACCAGTCGAACACCCCTTCATCAC
CATTGGTCAACTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTCATACCTTCAACAGCCTTAATAGAAAACAAACTACTCAAA
TGAAGA

1019_maul iATGACCAATACACGAAAATCTCACCCTCTCATTAARATTATAARTCACTCTTTCATTGATTTACCTGCCCCTTCTAAT
ATCTCAGCATGATGGAACTTCGGCTCTTTATTAGGAGTATGTCTAGGATTACAARTTTTAACTGGGTTATTCCTAGCAATGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTTTTCATTTTCCTTTATTTCCATATTGGACGAGGAATTTACTATGGATCTTATACATTCATAGACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTATTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGCTACGTATTACCATGAGGACARATATCCTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACGAATCTTCTCTCAGCCATCCCCTACATTGGTCCTACTCTAGTAGAATGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCATTTCATTCTTCCATTTATTATCACTGCAATAGTAATAATCCACCTATTATTCCTACACGAA
ACAGGATCAARCAACCCATCTGGAATARACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCCTACTATACAATCAAGGATATCTTAGGAG
TTTTATTCATAATAATTACATTAATAGGCGTAGTAATATTTACACCAGATCTTCTAGGAGACCCAGACAAGTACACCCCTGCCARCCC
CCTAAATACACCTCCCCATATCAAACCAGAATGATATTTCCTCTTTGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTCGGCGGA
GTATTAGCCTTAGTTTTCTCCATCCTAATCCTAATACTATTCCCCATTCTACACTCATCCAAACARCGCAGTATATCATTCCGACCCT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAATGTTAGTAGCTAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGAGGGCAACCAGTCGAACACCCCTTCATCAC
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Apéndice

CATTGGCCAACTAGCATCCGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTCATACCTTCAACAGCCTTAATAGARAACAAACTACTCAAR
TGAAGA

1998_latroATGACCAATACACGAARATCTCACCCCCTCATTAAAATTATGAATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCTCCCTCTAAT
ATTTCAGCATGATGAAATTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGCTTAGGATTACAAATTTTAACTGGGTTGTTCCTAGCARTGCACTACA
CCGCTGACACCACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAA
CGGAGCATCAATATTCTTCATTTTCCTTTATTTACATATCGGACGGGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCACAAACACATGAAAT
ATTGGAGTCTTACTATTACTTGCAGTTATAGCTACTGCCTTCATAGGTTACGTATTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAA
CAGTAATTACARACCTCCTTTCAGCTATCCCTTACATTGGACCTACTCTAGTAGAGTGAATTTGAGGAGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
CACATTAACCCGATTCTTTGCTTTCCATTTTATTCTTCCATTTATAATCACAGCAATAGTAATAATTCACCTACTATTCTTACACGAA
ACAGGATCAAATAATCCATCTGGCGTAAACTCAGACTCAGACARAATTCCATTTCACCCTTACTATACAATCAAAGATGTATTAGGGA
TTTTATTCATAATAATTACACTAATAAGTCTAGTAATATTTACGCCAGATCTTCTAGGAGATCCAGACAACTATACCCCTGCCAACCC
ATTAAACACACCTCCCCATATTAAACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATARACTTGGAGGA
GTATTAGCTTTAGTCTTCTCCATTCTAATCCTAACACTATTCCCTATTCTACACTCATCTAAACAACGCAGTATATCATTCCGACCTT
TAAGTCAGTGCTTAATATGAATATTAGTGGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGCGGCCAACCAGTCGAACATCCCTTTATCAC
CATTGGTCAACTAGCATCTGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGAAAATAAACTACTCARA
TGATAA

46_latro
ATGACCAATACACGAAAATCTCACCCCCTCATTAAAATTATGAATCACTCTTTCATTGATTTACCTGCTCCCTCTAATATTTCAGCAT
GATGAAATTTTGGCTCTTTATTAGGAGTATGCTTAGGATTACAARTTTTAACTGGGTTGTCCCTAGCAATGCACTACACCGCTGACAC
CACCACCGCATTCTCATCAGTTACACATATTTGTCGTGACGTAAACTACGGTTGACTAATCCGCTATATACATGCCAACGGAGCATCA
ATATTCTTCATTTTCCTTTATTTACATATCGGACGGGGAATTTACTACGGGTCCTATACATTCACAAACACATGAAATATTGGGGTCT
TACTATTACTTGCAGTTATAGCTACCGCCTTCATAGGTTACGTATTACCATGAGGACAAATATCTTTTTGAGGAGCAACAGTAATTAC
AAACCTCCTTTCAGCTATCCCTTACATTGGACCTACTCTAGTAGAGTGAATTTGAGGGGGTTTCTCAGTTGATARAGCCACATTAACC
CGATTCTTTGCTTTCCATTTTATTCTTCCATTTATAATCACAGCAATAGTAATAATTCACCTACTATTCTTACACGAAACAGGATCAA
ATAATCCATCTGGCGTAAACTCAGACTCAGACAAAATTCCATTTCACCCTTACTATACAATCARAAGATGTATTAGGGATTTTATTCAT
AATAATTACACTAATAAGTCTAGTAATATTTACGCCAGATCTTCTAGGAGATCCAGACAACTATACCCCTGCCAACCCATTAAACACA
CCTCCCCATATTARACCAGAATGATACTTCCTCTTCGCATACGCAATTCTACGCTCAATCCCTAATAAACTTGGCGGAGTATTAGCTT
TAGTCTTCTCCATTCTAATCCTAACACTATTCCCTATTCTACATTCATCTAAACAACGCAGTATATCATTCCGACCTTTAAGTCAGTG
CTTAATATGAATATTAGTGGCCAACCTATTAATTCTTACATGAATTGGCGGCCAACCAGTCGAACATCCCTTTATCACCATTGGTCAA
CTAGCATCTGTAACCTATTTCTTTACTATTTTAATTCTTATACCCTCAACAGCCTTAATAGARAATAAACTACTCAAATGATAA

Octodont omATGACTAATATCCGAARATCTCACCCCTTAATCAARATCATTAACCACTCATTTATCGACTTACCAGCTCCCTCAAAT
ATCTCAGCATGATGAAACTTCGGCTCCTTATTAGGTGTATGTTTAATATTACAAATTATCACAGGGTTATTTCTAGCTATACACTACA
CAGCCGATACTACTACAGCATTCTCATCAGTCACCCATATCTGCCGAGATGTTAACTACGGATGACTAATCCGCTACCTTCACGCTAA
CGGGGCATCTATATTCTTTATTTTCCTTTATCTTCATATCGGACGAGGAATTTATTACGGATCATTTACTTTTATAGAAACCTGAAAC
ATCGGAGTACTACTATTATTCGCGGTCATAGCTACAGCTTTCATAGGCTACGTACTACCATGAGGACAARTATCCTTTTGAGGGGCGA
CTGTTATTACAAATCTTTTATCAGCAATCCCTTATATTGGGCCTAACTTAGTAGAATGAATCTGAGGTGGTTTCTCAGTTGATAAAGC
TACACTAACCCGATTCTTCGCCTTCCACTTCATTTTACCATTCATTATCACAGCAATAGTAATAATCCACTTATTATTCCTACACGAA
ACAGGGTCAAATAACCCATCAGGACTAAACTCAGATTCAGACARAATCCCATTCCACCCTTATTATACAATCAAAGACATCCTAGGAC
TTCTATTCATAGTACTTACACTAATAACCCTTGTTTTATTTTCACCAGATCTCTTAGGAGACCCAGATAATTATACACCCGCTAATCC
GCTARATACCCCTCCACACATTAAARCCAGAATGATATTTTCTATTTGCATACGCTATCCTTCGCTCAATCCCCAATAMATTAGGAGGG
GTTTTAGCCTTAGTATTTTCTATTTTAATCTTAATATTATTTCCCCTACTACAAATATCCAAACAACGCAGTATATCATTCCGTCCCC
TAAGTCAATGCCTTTTATGAGTCCTAGTGGCAARCTTAATTATTCTTACATGAATTGGAGGTCAACCAGTAGAACACCCATTCATCAT
AATTGGACAACTAGCCTCAGTGATTTATTTTTCTATTATCTTAATCTTTATACCAATTATTAGTCTTATAGAAAACAAACTCCTTAAA
TGAAGA

6.1. Matriz de distancias entre las secuencias de citocromo b

PAUP*
Version 4.0bl10 for Macintosh (PPC)
This copy registered to: Maria Susana Rossi
FCEyN, UBA
(serial number = B413774)
Uncorrected ("p") distance matrix

1

1 C.boliv15800 -

2 C.boliv15726 0.00000 -

3 ROBO12437 0.03355 0.03355 -

4 ROBO12438 0.03355 0.03355 0.00000 -

5 C.opimusl11550 0.03388 0.03388 0.03849 0.03849 -

6 Octodonl7519 0.09836 0.09836 0.10493 0.10493 0.10230 -

7 Octodon17520 0.09836 0.09836 0.10493 0.10493 0.10230 0.00000 -
8 C.steinbachil213 0.03421 0.03421 0.03684 0.03684 0.03914 0.10559 0.10559
9 C.steinbachil213 0.03388 0.03388 0.03651 0.03651 0.03882 0.10526 0.10526
10 C.fraterl4621 0.05724 0.05724 0.06414 0.06414 0.05888 0.10921 0.10921
11 C.fraterl4622 0.05658 0.05658 0.06349 0.06349 0.05822 0.10921 0.10921
12 ITA12221 0.03224 0.03224 0.03586 0.03586 0.03257 0.10230 0.10230
13 LLATHU22840 0.05625 0.05625 0.05724 0.05724 0.05000 0.10461 0.10461
14 C.lewisil4649 0.05625 0.05625 0.05954 0.05954 0.05329 0.10658 0.10658
15 Spalacopus 0.10757 0.10757 0.11053 0.11053 0.11447 0.06349 0.06349
16 C.mendoc5502 0.03487 0.03487 0.03783 0.03783 0.03553 0.09375 0.09375
17 C.goodfellol3029 0.00789 0.00789 0.03421 0.03421 0.03553 0.09967 0.09967
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Apéndice

.goodfellol13030

C
C.minutusl2404
C.minutusl12406
C.conoveril2é606
C.conoveril2607
C.leucodonl14789
Tympanoctomys
C.haigi5509
MONTE21303
C.argentinusI702
C.porteousil229
C.porteousiI539
C.tuconaxI679
C.tuconaxIge?
C.fulvusAS872
C.fulvus2342
C.fulvusMHG1042
C.fulvusDR2323
C.talarumI695
C.magellanicusé8
C.tucumanusI9g?
C.tucumanusI9os9
C.tuconaxI990
C.tucumanus38
C.mendocinusMSR2
C.mendocinusMSR3
C.australisl036
C.australis2
C.talarum44
C.talarum2
C.opimusI4é64
C.opimusDR2326
C.maul inusMHG115
C.maulinusl1019
C.latrolI99s
C.latro46
C.pearsoni

C
C
(o]
C
o]

.rionegrensisCA
.coyhaiquensisF

.torquatusCA743
.flamarioniT29
ctodontomys

OC0DO0O00DO0O000000D0DO0DO0O00DO00O0O0DO0D0D0DD0DO0ODO0DO0DO00DO0DO0DO0DO0DO0DO0O0O0ODOOOO

.00526
.03355
.03421
.05197
.05296
.05329
.09803
.03849
.03092
.04868
.04046
.03421
.04408
.04408
.03651
.03783
.03454
.03586
.03882
.03520
.03421
.03783
.04375
.03388
.03553
.03421
.03520
.03520
.03487
.03816
.03750
.03421
.03651
.03553
.04572
.04770
.04145
.03750
.03026
.03750
.03816
.10625

0000000000000 0DO00D0D0D0D0DO0OO0O0DO0DO0O0DO0DO0DO0DO0DO0DODODOO0ODOODOOOOO

.00526
.03355
.03421
.05197
.05296
.05329
.09803
.03849
.03092
.04868
.04046
.03421
.04408
.04408
.03651
.03783
.03454
.03586
.03882
.03520
.03421
.03783
.04375
.03388
.03553
.03421
.03520
.03520
.03487
.03816
.03750
.03421
.03651
.03553
.04572
.04770
.04145
.03750
.03026
.03750
.03816
.10625

00000000000 0D0DO0O0D0CO0O0CO00DO000000CO0D0D0D00D0DO0ODOOCO0OO0OO0OOOOO

.03224
.03783
.03849
.05526
.05625
.05263
.10362
.04474
.03191
.05000
.04276
.03586
.04934
.05000
.03849
.04046
.03717
.03849
.04474
.03684
.03520
.03783
.05066
.03553
.03914
.03783
.03882
.03882
.04211
.04342
.03947

03684

.03783
.03750
.04770
.05033
.04408
.03816
.03717
. 04046
.03980
.10789

000000000000 0D0DO0DO00C0D0D0DO0DO0DO0DO0DODO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0OO0D0O0DODODOOOOO

.03224
.03783
.03849
.05526
.05625
.05263
.10362
.04474
.03191
.05000
.04276
.03586
.04934
.05000
.03849
.04046
.03717
.03849
.04474
.03684
.03520
.03783
.05066
.03553
.03914
.03783
.03882
.03882
.04211
.04342
.03947
.03684
.03783
.03750
.04770
.05033
.04408
.03816
.03717
.04046
.03980
.10789

0.03289
0.03520
0.03586
0.04967
0.05066
0.05329
0.10164
0.04507
0.03553
0.04967
0.03947
0.03487
0.04605
0.04507
0.01086
0.01217
0.00822
0.01020
0.03684
0.03553
0.03618
0.03980
0.04572
0.03651
0.03520
0.03257
0.03618
0.03586
0.03224
0.03750
0.00954
0.00559
0.03158
0.03322
0.04737
0.04934
0.03849
0.03454
0.03586
0.03882
0.03816
0.10757

CO0OO0OO0O0D0CO0D000D0DO00D0D0D0D0DO0DO00DO0D0DO0DO0D0CO00DO0O00O0DO000D000CODO0OOO0

.10000
.09803
.09803
.10526
.10592
.11118
.07204
.10197
.10592
.10493
.10033
.09539
.09868
.10132
.09868
.10000
.10033
.09803
.09375
.09474
.09178
.09474
.10066
.09211
.09737
.09572
.09474
.09474
.09178
.09145
.10197
.10033
.09605
.09770
.10428
.10625
.10132
.09572
.09638
.09836
.09770
.06776

OO0 0000000000000 0D00D0DO0D0D0D0D0D0DO0OO0ODO0ODO0ODOCO0DO0OO0DO0O0O0DO0DO0DOO0OOO

.10000
.09803
.09803
.10526
.10592
.11118
.07204
.10197
.10592
.10493
.10033
.09539
.09868
.10132
.09868
.10000
.10033
.09803
.09375
.09474
.09178
.09474
.10066
.09211
.09737
.09572
.09474
.09474
.09178
.09145
.10197
.10033
.09605
.09770
.10428
.10625
.10132
.09572
.09638
.098136
.09770
.06776
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Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

C.steinbachil213
C.steinbachil213
C.fraterl4621
C.fraterl4622
ITA12221
LLATHU22840
C.lewisilq649
Spalacopus
C.mendoc5502
C.goodfellol3029
C.goodfellol3030
C.minutusl2404
C.minutusl2406
C.conoveril2606
C.conoveril2607
C.leucodonl14789
Tympanoctomys
C.haigisso09
MONTE21303
C.argentinusl702
C.porteousil229
C.porteousil539
C.tuconaxIé679
C.tuconaxIB8é?
C.fulvushS872
C.fulvus2342
C.fulvusMHG1042
C.fulvusDR2323
C.talarumI695
C.magellanicusé68
C.tucumanusI9osg?
C.tucumanusIogs
C.tuconaxI990
C.tucumanus3s
C.mendocinusMSR2
C.mendocinusMSR3
C.australisl036
C.australis2
C.talarum44
C.talarum2
C.opimusI4é64
C.opimusDR2326
C.maulinusMHG11S
C.maulinusl019
C.latroI998
C.latro46
C.pearsoni
C.rionegrensisCA
C.coyhaiquensisF
C.torquatusCA743
C.flamarioniT29
Octodontomys

0000000000000 O00DO00DO0O0D00DO0DO0O0O0O0DO0O0DO0O0O0O0O0O0OO0DO0O0O00DODO0OOOOOOOOOO

9

.05691
.05691
.03158
.05921
.05658
.10691
.03618
.03618
.03421
.03618
.03651
.05362

05461

.05789
.10493
.04243
.03487
.04605

04112

.03586
.04539

04671

.03947
.04079

03816

.03882
.03849
.03717
.03421
.03783

04638

.03388
.03487
.03421
.03717
.03717
.03520
.03980

03980

.03750
.03421

03289

.04507

04638

.03947
.03783
.03520
.04013
.04145
.11086

OCO0O00000D0D0DO0DO0O0O0DO0DO00D00DO0O00DO0D0DO0DO0DO0DO0O0O0DO0O00O0C0CO0O00O00O0DO0OO0O0OOOOOCOO

10

.00066
.05559
.04803
.02895
.11349

05559

.06020
.05888
.05493
.05526
.05033
.05099
.06447
.10822
.06184
.05691
.06612
.06184
.05461
.05428
.05592
.05691
.05855

05395

.05691
.05954
.05197
.05757
.05987
.05493
.05724
.05493
.05428
.05625
.05691
.05691
.05724
.05658
.05658
.05592
.05395
.06414
.06546
.06217
.05592
.05395
.05822
.05921
.10855

0000000000000 O00O0O000D0DO0O0DO0DO0O0DO0DO0OO0O0OO0OO00DO0ODOO0DDO0OO0DOOOOO0OO0OOO

.05493
.04737
.02895
.11414
.05493
.05954
.05822
.05428
.05461
.05033
.05099
.06382
.10789
.06118
.05691
.06612
.06118
.05395
.05493
.05658
.05625
.05789
.05329
.05625
.05954
.05197
.05691
.05921
.05559
.05658
.05428
.05362
.05559
.05625
.05691
.05724
.05592
.05592
.05526
.05329
.06414
.06546
.06217
.05526
.05329
.05757
.05855
.10855

0.05263
0.05362
0.10987
0.03125
0.03421
0.03059
0.02730
0.02763
0.04901
0.04967
0.05066
0.09770
0.04243
0.02730
0.04276
0.03553
0.03158
0.04408
0.04539
0.03520
0.03586
0.03322
0.03454
0.03684
0.03355
0.03158
0.03454
0.04507
0.03125
0.03092
0.02961
0.03125
0.03125
0.03289
0.03487
0.03355
0.03289
0.03158
0.03322
0.04112
0.04243
0.03553
0.03388
0.03355
0.03553
0.03388
0.10493

OO0 0000000000000 O0CO0O000O0D000DO00D0O0O0D0O00D0D0DO0OO0O00O0DO0ODO0O0DOO0OO

.04507
.11250
.05395
.05789
.05362
.05428
.05493
.04046
.04079
.06414
.10362
.06053
.058395
.06414
.06086
.05329
.05230
.05296
.05132
.05263
.05000
.05066
.05987
.04770
.05362
.05658
.05395
.05329
.05329
.05197
.05493
.05625

05625

.05559
.05164
.04934
.04967
.05230
.06414
.06579
.05921
.05493
.05164
.05625
.05954
.10362

Q0000000000000 0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0OO0DO0OO0OO0DODO0OO0DO0O0DO0ODO0ODO0ODOO0OOOOOOO

.11316
.05033
.05658
.05428
.04868
.04901
.04211
.04243
.06414
.10461
.05921
.05822
.06349
.05658
.04803
.05296
.05197
.05559
.05658

05329

.05493
.05526
.04770
.04967
.05329

05296

.04934
.04868
.04868
.05197
.05263
.05197
.05263
.05461
.05230
.05263
.05395
.06217
.06349
.05493
.05164
.05066
.05493
.05362
.10855
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Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
S1
52
53
54
55
56
57
58
59

Spalacopus
C.mendoc5502
C.goodfellol3029
C.goodfellol3030
C.minutusl2404
C.minutusl12406
C.conoveril2é606
C.conoveril2é607
C.leucodonl4789
Tympanoctomys
C.haigiss509
MONTE21303
.argentinusI702
.porteousil229
.porteousil539
.tuconaxI679
.tuconaxIlg8ée?
.fulvusAss72
fulvus2342
fulvusMHG1042
. fulvusDR2323
.talarumI695
.magellanicusé8
tucumanusI9osg?
.tucumanusI9se9
.tuconaxI990
.tucumanus38
.mendocinusMSR2
.mendocinusMSR3
.australislo3é
.australis2
.talarum44
.talarum2
.opimusl4é64
.opimusDR2326
.maulinusMHG115
.maulinus1019
.latroI9o9s
.latro46
.pearsoni

.coyhaiquensisF
.torquatusCA743
.flamarioniT29
Octodontomys

oMo NN Ne e e N N Ne e e e e Ne e Re e e e Ne e e Ne Ne e e Re e e Ko e )

.rionegrensisCA

Q0000000000000 0O00CO0DO0O0O0O000O0DO0OO0O0O00D0DO00O0DO0O0O0O0O0OO0OO0OO

15

.10066
.10987
.10888
.10592
.10592
.11316
.11316
.11678
.08224
.10888
.11118
.11447
.10526
.10066
.10428
.10493
.10987
.11118

11184

.10921
.10296
.10099
.10197
.10559
.10428
.10230
.10099
.10132
.10033
.10033
.10197
.09868
.11250
.11184
.10658
.10592
.11118

11349

.11053
.09836
.10164
.10493
.10164
.07763

000000000 DNDO00D0DO0DO0D0DO0O0DO0DO0O0DO0D0DO0O0O0OO0O0O0DO0O0O0OODOO0O0DODOOOOOO

16

.03750
.03684
.03158
.03224
.04605
.04638
.05428
.09211
.03553
.03487
.03980
.01086
.00658

04342

.04507
.03487
.03618

03487

.03421
.02533
.03026
.02401
.02763
.04474
.02368
.01447
.01316
.00625
.00625
.02138
.01349
.03520
.03651
.02697
.02533
.03816
.03947

02895

.01711
.02566
.02862
.01382
.09770

0000000000000 00O00O00CO0O0O0DO000D0D0O0O0DO0O0OOO0OO0OOOO0OO0DOO0OO0OO

17

.00724
.03586
.03651
.05559
.05658

05461

.10099
.04013
.03224
.05033
.04309
.03750
.04671
.04803
.03651
.03783
.03421
.03586
.04211
.03750
.03586
.03947
.04770
.03553
.03816
.03684
.03849
.03849
.03816

04079

.03717
.03388
.03849
.03684
.04737
.04934
.04309
.03947
.03421
.03914
.04079
.10724

.03322
.03388
.05132
.05164
.05197
.09836
.03947
.03191
.04901
.04309
.03684
.04408
.04408
.03520
.03618
.03289
.03454
.04079
.03421
.03454
.03750
.04375
.03421
.03816
.03684
.03783
.03783
.03684
04013
.03586
.03257
.03553
.03586
.04671
.04868
.04211
.03947
.03289
.03816
.04013
0.10724

0000000000000 O00DO0O0DO0DO00DO0DO0DO0D00O0OO0O0OO0O0D0DODOOOO0OOOOO

0.00066
0.04441
0.04507
0.05263
0.09770
0.04145
0.03092
0.04507
0.03717
0.03125
0.04704
0.04737
0.03816
0.03914
0.03618
0.03750
0.03684
0.03257
0.03125
0.03487
0.04704
0.03092
0.03092
0.02961
0.03191
0.03191
0.03289
0.03487
0.03651
0.03586
0.03092
0.03191
0.04211
0.04342
0.03717
0.03520
0.03125
0.03421
0.03553
0.10395

.04507
.04572
.05329
.09737
.04211
.03158
.04572
.03783
.03191
.04770
.04803
.03882
.03980
.03684
.03816
.03750
.03322
.03191
.03553
.04770
.03158
.03158
.03026
.03257
.03257
.03355
.03553
.03717
.03651
.03158
.03191
.04276
.04408
.03783
.03586
.03191
.03487
.03618
0.10362

00D 0000000000000 O00DO0O00O0O0DO00O0CO0OO0O0O0O0O0OO0OO0OO0OO0O0O0O0O

OO0 0000000000000 O0O0O0DO0D0DD0DO0OO0O0O0O0O0DODO0OO0OO0OO0OO0OODOOOOO

.00099
.06842
.10526
.05625
.05493
.06151
.05296
. 04474
.05559
.05428
.05230
.058362
.04934
.05164
.05230
.04934
.04803
.05164
.05395
.04770
.04868
.04803
.04605
.04803
.04901
.04737
.05132
.05000
.04770
.04934
.05921

06053

.05263
.05132
.04638
.05493
.05033
.10625
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Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

C.conoveril2607
C.leucodonl4789
Tympanoctomys
C.haigis509
MONTE21303
C.argentinusI702
C.porteousil229
C.porteousil539
C.tuconaxI679
C.tuconaxI86?
C.fulvusAS872
C.fulvus2342
C.fulvusMHG1042
C.fulvusDR2323
C.talarumlI695
C.magellanicusé8
C.tucumanusI9osg?
C.tucumanusI9sgs
C.tuconaxI990
C.tucumanus3g
C.mendocinusMSR2
C.mendocinusMSR3
C.australisl036
C.australis2
C.talarum44
C.talarum2
C.opimusI4é64
C.opimusDR2326
C.maulinusMHG115
C.maulinusl019
C.latroI998
C.latro46
C.pearsoni
C.rionegrensisCA
C.coyhaiquensisF
C.torquatusCA743
C.flamarioniT29
Octodontomys

0
0
0
0
0
0
0

0
0
0
0
0
0

0.

]
0
1]
0
0
0
0
]
0
0
0
0.
0
0
0
0
0
0
0
]
0
0

22
.06875
.10428
.05724
.05559
.06118
.05329
.04507
.05592
.05461
.05329
.05428
.05033
.05263
.05132
04967
.04901
.05263
.05428
.04868
.04901
.04836
.04638
.04836
.04803
.04638
.05230
05099
.04803
.05033
.05888
.06020
.05296
.05164
.04671
.05526

.10592

OO0 0000000000000 0D0DO0DO0O0OO0DO0DO0DO0DO0D0DOO0ODOOOOOOOO

23

.10691
.05888
.05329
.06086
.05789
.05395
.05987
.05888
.05822
.05954
.05658
.05757
.05921
.05132
.05428
-05724
.05954
.05461
.05428
.05230
.05461
.05461
.05658
.05789
.05691
.05428
.05164
.05197
.06053
.06250
.05230

04967

.05066
.05395
.05724
.11250

0000000000000 O0CO0D0D0D0D0D0DD0DO0DO0DO0DO0DO0O0O0DO0OOOOOO

24

.10099
.10132
.10921
.09671
.09243
.10000
.09770
.10263
.10362
.10329
.10197

09868

.09638
.09408
.09737
.09770
.09441
.09803
.09605
.09243
.09309
.09572
.09211
.10263
.10362
.09638
.09638
.10461
.10757
.10362
.09671
.09507
.09671
.09572
.07007

COO0O000D0O0DO0O0CO0O00D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DODO0OOOOOOO

.04309
.05132
.04276
.03882
.04836
.05000
.04507
.04638
.04243
.04441

04342

.03454
.03487
.03816
.04934
.03520
.03487
.03355
.03816
.03816
.04013
.04079

04539

.04408
.03586
.03388
.05000
.05197
.04375
.03914
.02303
.03914
.04276
.10592

0.05033
0.03980
0.03553
0.04507
0.04638
0.03816
0.03914
0.03487
0.03750
0.04013
0.03618
0.03618
0.03947
0.04572
0.03651
0.03421
0.03289
0.03586
0.03586
0.03618
0.03882
0.03520
0.03520
0.03520
0.03487
0.04737
0.04868
0.04013
0.03783
0.03553
0.03816
0.03750
0.10888

0000000000000 0D0D0DO0D0DO00D0DO000D0DO0DO0ODO0DO0OOOO

.03947
.04013
.05658
.05822
.04704
.04803
.04770
.04638
.04342
.04243
.03684
.03849
.05789
.03651
.03882
.03684
.03882
.04013
.04079
.04145
.04934
.04868
.03750
.03816
.00757
.00822
.04704
.04079
.03980
.04408
.04276
.11349

00 0000000000000 O0ODO0DO0OD0DODO0ODOOO0OOOODOOOO

.01118
.04638
.04803
.03882
.04013
.03882
.03816
.02961
.03717
.03026
.03388
.04770
.02993
.01875
.01743
.00921
.00888
.02566
.01776
.03849
.04046
.03125
.03026
.04112
.04243
.03322
.02072
.03224
.03125
.01809
.10329
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Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

C.porteousilIs39
C.tuconaxlé79
C.tuconaxlg8e?
C.fulvusASs72
C.fulvus2342
C.fulvusMHG1042
C.fulvusDR2323
C.talarumI695
C.magellanicusés8
C.tucumanusI9og?
C.tucumanusI9g9
C.tuconaxI990
C.tucumanus38
C.mendocinusMSR2
C.mendocinusMSR3
C.australislo036
C.australis2
C.talarum44
C.talarum2
C.opimusI464
C.opimusDR2326
C.maulinusMHG115
C.maulinusl019
C.latroI99s
C.latro46
C.pearsoni
C.rionegrensisCA
C.coyhaiquensisF
C.torquatusCA743
C.flamarioniT29
Octodontomys

000000000000 O0DO0O0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0OO0OOOOOCO

29

.04178
.04211

.03421
.03684
.03553
.03487

.02434
.03092
.02401

.02697
.04309
.02368
.01546
.01414

.00658

.00658

.02171

.01513
.03520
.03586
.02664
.02566
.03849

.03980

.03059
.01743
.02566
.02829
.01414
.09770

30

0.00263
0.04474
0.04572
0.04408
0.04408
0.04737
0.04474
0.04243
0.04605
0.00263
0.04243
0.04276
0.04211
0.04309
0.04309
0.04342
0.04276
0.04572
0.04737
0.04112
0.04276
0.05526
0.05658
0.04836
0.04112
0.04539
0.04309
0.04243
0.09901

0000000000000 O0O0D0DO0O0O0ODO0DO0OO0COO0OOOOO

31

.04638
.04737
.04572
.04572
.04901
.04507
.04408
.04770
.00132
.04408
.04441
.04375
.04474
.04474
.04507
.04441
.04737
.04770
.04276
.04441
.05691
.05822
.05000
.04276
. 04572
.04474
.04375
.10000

Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
S0
51
52
53
54
55
56
57
58
59

C.talarumI695
C.magellanicusé8
C.tucumanusI9osg?
C.tucumanusI9g’
C.tuconaxI990
C.tucumanus38
C.mendocinusMSR2
C.mendocinusMSR3
C.australislo3é
C.australis2
C.talarum44
C.talarum2
C.opimusI4é64
C.opimusDR2326
C.maulinusMHG115
C.maulinusl019
C.latroI998
C.latro46
C.pearsoni
C.rionegrensisCA
C.coyhaiquensisF
C.torquatusCA743
C.flamarioniT29
Octodontomys

36
.03618
.03092
.03322
.04868
.03059
.02401
.02401
.02500
.02500
.00526
.01316
.03783
.03684
.03059
.03224
.04342
.04572
.03257
.02829
.03224
.03487
.03026
.10099

37

0.03059
0.03388
0.04605
0.03026
0.03026
0.02829
0.03191
0.03191
0.03289
0.03454
0.03487
0.03289
0.02895
0.02862
0.04145
0.04342
0.03388
0.03355
0.02434
0.03388
0.03487
0.10066

0000000000000 O0OO0ODO0ODODOOOO

38

.00362
.04342
.00033
.02566
.02368
.02566
.02566
.02763
.02961
.03586
.03586
.02500
.02467
.03618
.03750
.03421
.02862
.02566
.03355
.03125
.09901

0000000000000 O0DO0ODO0D0DO0ODO0OOOOOOO0OOCO

CO0000DO0000D0DO0DO0DO0OODOO0OOO0OOO

.00263
.00691
.00066
.03553
.03520
.03618
.03914
.04572
.03651
.03454
.03191
.03553
.03520
.03224
.03684
.00987
.00855
.03158
.03125
.04539
.04671
.03980

03454

.03717
.03882
.03849
.10658

.04704
.00395
.02599
.02730
.02928
.02928
.03125
.03322
.03947
.03947
.02796
.02829
.03980
.03783
.03750
.03224
.02928
.03684
.03454
.10263

0.00822
0.00197
0.03783
0.03618
0.03750
0.04112
0.04671
0.03783
0.03586
0.03322
0.03684
0.03651
0.03322
0.03783
0.01118
0.00987
0.03289
0.03257
0.04638
0.04770
0.04112
0.03586
0.03849
0.04013
0.03980
0.10789

0.04375
0.04408
0.04342
0.04441
0.04441
0.04474
0.04408
0.04671
0.04836
0.04243
0.04408
0.05658
0.05789
0.04967
0.04178
0.04671
0.04441
0.04342
0.10066

0000000000000 O00DO0DO0DO0OO0DO0OO0O0OOO0O

CO0OO0CO00O000D0DO0DO0ODO0ODO0OODOCOO0OO

.00625
.03684
.03388
.03487
.03849
.04507
.03520
.03454

03191

.03553
.03520
.03224
.03684
.00757
.00625
.03092
.03125
.04539
.04737
.03849

.

03454

.03454
.03684
.03816
.10789

.02533
.02336
.02533
.02533
.02730
.02928
.03618
.03618
.02467
.02434
.03586
.03717
.03388
.02829
.02533
.03322
.03092
.09934

CO0O0O00CO0000D0O00O0DO0O0DO0O0OO0O0OODOO0OOO0

OO0 O0OO00DO0O0O00O00DODODODODOO

.03618
.03454
.03553
.03914
.04507
.03586
.03388

03125

.03487
.03454
.03158
.03618
.00921
.00789
.03092
.03059
.04474
.04605
.03914

03388

.03651
.03816
.03783
.10592

.00461
.01480
.01480
.02138
.01941
.03421
.03618
.02697
.02533
.03717
.03520
.02895
.01678
.02566
.02730
.02039
.10099
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Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

a3
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
5S
56
57
58
59

C.mendocinusMSR3
C.australis1036
C.australis2
C.talarum44
C.talarum2
C.opimusI464
C.opimusDR2326
C.maulinusMHG115
C.
C
C
C
C
C
[
C

maulinus1019

.latrol99s
.latro4é6
.pearsoni
.rionegrensisCA
.coyhaiquensisF
.torquatusCA743
.flamarioniT29

Octodontomys

43
.01349
.01349
.02007
.01809
.03158
.03355
.02566
.02401
.03586
.03717
.02763
.01414
.02434
.02599
.01908
.09967

0000000000 O0OO0O0OCO O

44

.00197
.02105
.01250
.03520
.03717
.02664
.02566
.03618
.03783
.02862
.01678
.02697
.02730
.01349
.09868

©CO0O0D0O0DO0O0O0O0DO0OO0OOO0OOO

45

0.02105
0.01250
0.03487
0.03684
0.02664
0.02566
0.03816
0.03980
0.02862
0.01678
0.02697
0.02730
0.01349
0.09803

Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

C.maulinusMHG115
C.maulinusl019
C.latrolI99s8
C.latro46
C.pearsoni

C.
[of
(o]
C
o]

rionegrensisCA

.coyhaiquensisF
.torquatusCA743
.flamarioniT29
ctodontomys

50
.00822
.03651
.03849
.03158
.02895
.02664
.02895
.02961
.09836

OO0 O0O0OO0CO0OO0OO0OO0O

51

.03651
.03783
.03322
.02796
.02566
.03059
.02862
.09901

00000000

52

.00329
.04507
.03914
.03882
.04309
.04112
.11053

0000000

Uncorrected ("p") distance matrix (continued)

57 C.torquatusCA743
58 C.flamarioniT29
59 Octodontomys

57

0.03191
0.10132

58

0.10132

59

0.00855
0.03388
0.03224
0.02730
0.02763
0.04013
0.04178
0.02862
0.02401
0.02895
0.03092
0.02632
0.09803

0.04737
0.04046
0.04079
0.04375
0.04243
0.11283

0.03783
0.03849
0.02928
0.02895
0.04079
0.04243
0.02993
0.02171
0.03026
0.03092
0.01974
0.09539

.03224
.03454
.02993
.03125
.10888

OO0 O0O0Oo

6.3. Matriz de distancias entre las secuencias de SRPC

-]

WDV d WP

10 ita 0.

10

magellanicus

porteousi
boliviensis
haigi
tucumanus
minut
goodfellowi
robo

OO0 O0O0O0O0OO

0.00000

11 monte 0.

0.00401 0.00000

12 talarum 0.

0.00000 0.00000

13 consenso clones 0.

0.00659 0.00385

14 latro 0.

0.00000 0.00000

15 mendo 0.

0.01316 0.01466

16 pearsoni 0.

0.00313 0.00364

.00377

.00000 O
.00000 O
.00000 O
.00000 O
.00000 O
.00000 o
00000 O
00367 0
00370 O.
00782 O.
00371 0.
01824 O.
00357 oO.

.00358

.00764 O
.00791 o
.00793 0
.00763 0
.00782 0
.00000 O.
.00358 0
00739 0.
01503 0.
01146 O.
02549 ©
01144 O.

.00376

.00389 0
.00391 0
.00376 0
.00385 0
00000 O.
.00358 0
00371 0.
01127 0
00747 0.
.02142 0.
00735 0

.00646

.00645 O
.00000 O.
.00651 0.
00000 O.
.00391 oO.
00000 oO.
.00926 O.
00644 O.
01690 O.
.00965 0.

.00000

00000 O.
01933 0.
00000 oO.
00406 0.
00000 O.
04072 0.
03175 0.
03312 0.
03793 0.

.00855
.03257
.03355
.04704
.04901
.03947
.03454
.03618
.03717
.03849
.10888

00000000000

.02796
.03158
.02039
.10132

0 OO0 o

00000
01922 0

00000 O

00407 O

00366 O.

04725 0.

03768 O.

03615 0.

04090 O.

0.03257
0.03289
.04638
.04836
.03750
.03618
.03487
.03914
.03914
.10757

[=]

0CO0OO0OO0OO0ODO0OO

0.03191
0.03224
0.10000

.00000

.00000

.00392

00000

00357

00000

01395

00345
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17 australis
0.00000 0.00000
18 maulinus
0.01924 0.01095
19 argentinus
0.01282 0.01779
20 leucodon
0.01152 0.01163
21 opiB

0.01591 0.01431
22 fulvus
0.01678 0.01435
23 opiA

0.01274 0.01099
24 llathu
0.05473 0.05756
25 steinbachi
0.04596 0.04823
26 conoveri
0.05827 0.05883
27 frater
0.04490 0.04309
28 lewisi
0.05146 0.05200
29 tuconax
0.04156 0.02964

18 19
11 monte
12 talarum

13 consenso clones

14 latro

15 mendo

16 pearsoni

17 australis

18 maulinus

19 argentinus
0.01929

20 leucodon
0.00000 0.00372
21 opiB

0.01604 0.01280
22 fulvus
0.01674 0.01015
23 opia

0.01279 0.00959
24 llathu
0.05799 0.05465
25 steinbachi
0.04288 0.04262
26 conoveri
0.04623 0.05405
27 frater
0.04817 0.04167
28 lewisi
0.04008 0.04770
29 tuconax
0.03395 0.04095

28

20 leucodon
21 opiB

22 fulvus

23 opiA

24 llathu

25 steinbachi
26 conoveri
27 frater

28 lewisi

00000000

OO0OO0OO0OO0OOCOOO

.00000

.00000

.01151

.00397

.00761

.00754

.00413

.05163

.04144

.04720

.03341

.04115

.02620

.00374
.0079%4
.00404
.01875
.00774
.00406
.01518
.02212
.01586
.01878
.01865
.01536
.06299
.04933

.05553

04522

.05388

.02662

.00346
.00353
.00000
.04394
.03444
.04307
.02887
.03749

00000 O0OO

000000 O

.00791

.01486

.02217

.01493

.01862

.01836

.01517

.06053

.04407

.04680

.04080

.04842

.02939

.00385
.00000
.01474
.00720
.00360
.01073
.02217

.01512

.01816

.01825

.01474

.

06177

.05220

.06243

04708

.05521

.04124

.00321
.00000
.03865
.02634
.03438
.03512
.02885

o000 0OO

00000 O

.00389

.01090

.01813

.01112

.01441

.01429

.01108

.05687

.04695

.05452

.04263

.05128

.03649

.00649
.01944
.01861
.01913
.02914
.02574
.01920
.02562
.02002
.02582
.06099
.04890
.05740
.05058
.05062

.04133

.00321
.03966
.02381
.03473
.02605
.02904

0.00644

0.02293

0.02326

0.01149

0.01962

0.01660

0.01646

0.05932

0.04713

0.05745

0.04595

0.05074

0.04047

0.01310
0.00623
0.00624
0.02252
0.01908
0.01528
0.02231
0.02020
0.01910
0.06101
0.04605
0.05849
0.04783
0.05518

0.04554

0.04172
0.02972
0.03881
0.03833
0.03294

0.03457

0.03269

0.03235

0.01160

0.03541

0.01687

0.03210

0.06806

0.05929

0.05697

0.06758

0.05054

0.04091

0.01283
0.01628

0.02614

0.03268

0.02633

0.02946

0.03090

0.02621

0.06899

0.06267

0.07388

0.06210

0.07002

0.05968

0.04578
0.03435
0.01281
0.00759

0.03740

0.03556

0.03512

0.01160

0.03831

0.01689

0.03500

0.07095

0.06239

0.05819

0.07375

0.05148

0.04185

0.01254
0.02255
0.01904
0.01531
0.02223
0.02001
0.01907
0.05799
0.04586
0.05766
0.04447

0.05103

0.04155

0.00409
0.02278
0.02639

0.00000

0.01683

0.01358

0.01140

0.01347

0.01353

0.01019

0.05378

0.04517

0.05852

0.04062

0.05171

0.04130

0.01920
0.01586

0.01147

0.01895

0.01671

0.01573

0.05762

0.04599

0.05808

0.04765

0.05117

0.04176

0.01144
0.01562
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0.00314
29 tuconax 0.03044 0.02576 0.02564 0.02974 0.02196 0.03343 0.01175
0.01178 0.01874
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