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M. S. A, Resumen

RESUMEN

Los primates como mamiferos de vida larga y socialmente complejos, constituyen
modelos optimos para observar los efectos del comportamiento y la demografia sobre la
evolucion de los grupos. Los Monos del Nuevo Mundo (Primates, Platyrrhini) presentan una
gran diversidad taxonémica con 16 géncros, 110 cspecies y 205 especics y subespecies. Su
gran radiacion adaptativa permite obscrvar una amplia variacion en cuanto a parametros dc
historias de vida, demografia y estructura social, cntre otros. La diferenciacion genética entre
las poblaciones esta determinada por la interaccion de factores ecologicos y los procesos
evolutivos tales como la seleccion natural, el flujo génico y la deriva génica. En este trabajo se
han analizado los efectos de la organizacion social y los eventos historicos sobre la variabilidad
nucleotidica mitocondrial en algunos platirrinos y particularmente en Alouatta caraya. Se
analizaron los efectos de linaje sobre las tasas de evolucion molecular mediante comparaciones
cntre dos familias de monos platirrinos: Atclidae (Ateles, Brachyteles Lagothrix y Alouatta)
como representante de platirrinos de cuerpo grande y Cebidac (Cebus, Saimiri y Aotus)
representativa de monos platirrinos de menor porte. Se empled la secuencia nucleotidica del
gen mitocondrial correspondiente a la subunidad II de la citocromo oxidasa ¢, de un total de 29
ejemplares de platirrinos, 11 de cstas sccuencias fucron obtenidas cn el presente trabajo. Los
resultados mostraron que el gen COII ¢s un marcador atil para resolver relaciones filogenéticas
intragenéricas en este grupo. A su vcz, en oposicion a lo esperado en base a los efectos de
linaje, Saimiri con un menor tamaiio corporal mostrd la menor tasa de sustitucion nucleotidica
a nivel del ADN mitocondrial. probablementc rcflejando la retencién de polimorfismos
ancestrales, debido probablementc a tamafios poblacionales grandes asociados a caracteristicas
particulares dc su organizacion social.

En la segunda partc de la Tesis. se analizo la variabilidad en la secuencia nucleotidica
del ADN mitocondrial obscrvada en Alouatta caraya abarcando el arca correspondicnte a la
porcion marginal sur de su distribucion, con el objetivo de establecer si ciertas caracteristicas
de su organizacién social afectan la cstructura genética de sus poblaciones. Sc obtuvo la
secuencia de un fragmento de la region control mitocondrial (RC) para un total de 70
cjemplares de 7 localidades. La distribucion dc la variabilidad nucleotidica caracterizada por la
presencia de dos linajes mitocondriales divergentes (clados A y B), sc ajusta a un patrén
filogcografico de clase II. Para explicar cstc patron sc consideré a las sclvas asociadas a los

rios Parana y Paraguay como rutas de migracion dc la cspecic a través de las cuales 4. caraya

v
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habria colonizado la region sur dc la distribucion. Los datos obtenidos indicarian que ambos
linajes habrian sufrido un cuello de botclla hace aproximadamente 10.000 afios que coincide
con un periodo de extrema aridez, que sc conoce como Younger Dryas, considerado de
transicion entre el fin dc las glaciaciones y cl comienzo del calentamiento global.

El estudio de la variacion nucleotidica a nivel de la region control del mtADN en una
poblacion de “carayas’ dc un ambicnte de sclva de inundacion (Isla Brasilera, Chaco) permitié
obscrvar una cstructuracion de la variabilidad mitocondrial coincidente con los grupos sociales
(tropas) los cuales presentaron casi cxclusivamente haplotipos asignables a uno dc los dos
linajes A 6 B. Este patron de variabilidad mitocondrial sugiere que en el albardon principal de
Isla Brasilera (una zona rica cn recursos). las tropas se habrian formado principalmente por
eventos de fision de matrilineas, mientras que en la zona mas periférica de la isla (méas pobre en
recursos), la formacion de nuevos grupos se daria por dispersion de individuos desde el
albardon o bien por nuevos eventos de colonizacion. Esto junto con el patron de divergencia
genética sexo especifico sugeriria que las hembras presentan comportamicnto filopatrico.

En los platirrinos, si bicn las caracteristicas poblacionales y de estructuracion social
determinarian la probabilidad de fijacion de los cambios gencticos. los eventos vicariantes
parecen haber sido importantes en la cspeciacion del grupo. A su vez, en este trabajo se
observo que a nivel poblacional Alouatta caraya en su distribucion marginal sur presentaria en
la actualidad un patron de variabilidad mitocondrial dcterminado no soélo por factores

intrinsecos sino también signado por cventos demograficos histéricos.
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ABSTRACT

Primates as long-lived and socially complex mammals, offer the opportunity to assess
the effects of behavior and demography on the cvolution of the groups. New World Monkeys
(Primates, Platyrrhini) show a great taxonomic diversity represented by 16 genera, 110 species
and 205 spccics and subspecies. Its great adaptive radiation is reflected by an extensive
diversification of life histories, demography and social structure. Genetic differentiation among
populations is determinated betwcen ccological factors and evolutionary processes such as
natural selection, gene flow and genctic drift. In this work, the cffects of social organization
and historic events on the nucleotide variability at the mtADN including some platyrrhine
gencra and particularly Alouatta caraya were analyzed. Lineage effects on the rates of
molecular cvolution werc analyzed by means of comparisons between genera of two
platyrrhine families Atclidae (Areles. Brachyteles Lagothrix and Alouatta) as represcntative of
large-size genera and Cebidac (Cebus, Saimiri and Aotus) which are considered as medium-
size genera among platyrrhincs. Nuclcotide scquence  variation at  the  mitochondrial
cytochrome ¢ oxidase subunit Il gene (COIl) was analyzed in 29 New World monkey
specimens, |1 obtained in this work. The results suggested that the main utility of COII in
platyrrhine systematics lies at the intragencric level. Contrary to the expectation considering
the lincage effects, Saimiri, which is among the smallest size gencra analyzed, showed low
numbers of unique substitutions suggesting thc maintenance of ancestral or plesiomorphic
states of platyrrhine mt DNA nucleotide characters probably due to its large population sizes as
compared to other platyrrhines, along with particularities in its social organization.

In the second part of the Thesis, the nucleotide sequence variation at the mitochondrial
DNA was analyzed considering the south marginal distribution area of Alouatta caraya, aiming
to study thc relationship between the pattern of genctic variation and features of its social
organization. A fragment of the mitochondrial control region (CR) was sequenced in 70
specimens of 7 localities. The analysis of sequence variation revealed the presence of two
divergent clades A and B which is concordant with a phylogeographic pattern type I1. To
explain this pattern, it was considercd that the forest associated to the Parand and Paraguay
river margins have been used as migration routes by A. caraya. Scquence data suggested that
both mitochondrial clades have passcd through population bottlenecks about 10,000 years ago,
in coincidence with a period of extreme dryness, known as Younger Dryas, during the

transition between the end of the glaciations and the beginning of the global warming.
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The large sample size obtained for the ‘caraya” population of Isla Brasilera
characterized as flooded forest. allowed a detailed study of microgeographic population
structure. The analysis of genctic variability at the mitocondrial CR scquences showed that
within the troops only haplotypes of clade A or B are mainly represented. This pattern of
genetic variation suggested that at the main hillock (a zone rich in resources), the troops might
be mainly form through the matrilineal fission, while in the peripheral arca of the island (which
is poorer in resources), the origin of new groups might be related to dispersion of individuals
from the main hillock, or by means of new immigration events by new colonizers in the island.
This observation together with a sex-specific pattern of genetic differentiation gives support to
the hypothesis that females are phylopatric.

In platyrrhines, although population and social organization traits may bc important
determinants of the probability of fixation of genetic changes, vicariant events seem to have
played a central role in the diversification of the group. In addition, the present pattern of
mitochondrial variability in 4. caraya. in its south marginal distribution, appears to be the
rcsult of historical demographic cvents coupled  with intrinsic  factors such as social

organization.
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Introduccion

1. Los primates

1.1. Generalidades

Las especies de primates actuales presentan una amplia variacién morfolégica,
comportamental, en patrones de organizacion social, entre otros. Asi, podemos observar que
el tamafio de los primates adultos varia desde el pequefio lemur ratén (Microcebus) con
menos de 100 gr., hasta el gorila macho (Gorilla) con un peso mayor a 200 kg. Si bien la
mayoria de los primates son diurnos, cerca de las tres cuartas partes de las especies de
prosimios (lemures, lorisidos y tarsidos) y un unico género de antropoide, Aotus, tienen
habitos nocturnos. Asimismo, entre los mamiferos, el orden Primates presenta el mayor rango
de variacion en cuanto a la forma de locomocion, incluyendo el salto, el cuadrupedalismo
arboricola y terrestre, la suspensién, y el bipedalismo (Fleagle, 1998).

Entre las caracteristicas generales de los Primates, podemos mencionar: 1) retencién
de la clavicula, 2) una articulacion del hombro que permite una gran movilidad, 3) un
aumento en la movilidad de los dedos, especialmente los pulgares que usualmente son
oponibles, 4) las ufias en vez de garras, 5) la reduccién del hocico y el aparato olfatorio, 6) un
aparato visual complejo con percepcion de color y Orbitas frontales, 7) un cerebro grande en
relacion al tamafio corporal, 8) sélo dos glandulas mamarias en general, y 9) ciertas
caracteristicas particulares de la anatomia craneal (e.g., Szalay & Delson, 1979; Fleage,
2000). Muchas de estas caracteristicas han sido asociadas a un estilo de vida arboricola y si
bien son generales, puede ocurrir que formas primitivas no las presenten, o bien que otros
organismos no primates presenten algunas de las particularidades mencionadas, como por

ejemplo la retencién de la clavicula en las ardillas (Pough ef al., 1999).
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Los primeros primates evolucionaron a partir de un mamifero insectivoro, a fines del
periodo Cretacico o durante el Paleoceno temprano, hace aproximadamente 65 millones de
afios (MA a.p.). Si bien, tanto los humanos, simios antropomorfos, monos, lorisidos, lemures
y tarsidos han sido agrupados dentro del orden Primates desde tiempos de Linneo (1758), las
relaciones con los otros 6rdenes de mamiferos han sido un tema de debate. Tradicionalmente,
los oOrdenes Scadentia (musarafias), Dermoptera (lemures voladores), Chiroptera
(murciélagos) y Plesiadapiformes conforman un grupo monofilético denominado Archonta
Gregory, 1910 (e.g., Kay et al., 1990; Martin, 1993; Fleagle, 2000). Sin embargo recientes
evidencias moleculares cuestionan la monofilia de este superorden proponiendo la hipotesis
de que Scadentia tendria una relacion filogenética mas cercana a las especies del orden
Lagomorpha (Schmitz et al., 2000).

En la actualidad, el orden Primates incluye 13 familias, 63 géneros, 273 especies y
aproximadamente 620 especies y subespecies (Mittermeier & Konstant, 1996). Se lo
considera formado por dos subordenes: Strepsirrhini (Lemuriformes), caracterizados por la
presencia de rinario y Haplorhini (7arsius y Antropoidea) que poseen una nariz simple

(Pocock, 1918; Kay et al., 1997) (Figura 1).

Strepsirthinl Haptorhini
r—Lemurik =\t~ Adaph —+— Tarsilormes —i———— Anthropoidea ——————1
' |
' ' Tarsius | Platyrhin Catarrini

Figura 1. Filogenia del orden Primates, incluyendo grupos fosiles segun Kay et al. (1997)
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En la actualidad, los primates no humanos se distribuyen en todos los continentes
excepto Australia y Antartida. Las distintas especies de primates ocupan casi todos los tipos
de ambientes tropicales -desde la selva tropical himeda hasta la sabana y el desierto- si bien

el 80% vive en selvas tropicales. En la Figura 2 se puede observar un detalle de la distribucion

de los grupos actuales.
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Figura 2. Distribucion geografica de las especies de primates no humanos actuales y extintas segun
Fleagle (1998).

1.2. Los primates neotropicales y su gran diversificacion

Dentro de los haplorrinos, en los primates antropoides, hubo tres radiaciones
principales: los Platyrrhini o Monos del Nuevo Mundo, y dos grupos de catarrinos de Africa,
Europa y Asia, los cercopitécidos o Monos del Viejo Mundo y los hominoideos -Grandes
Monos y el humano- (Fleagle, 1998). La monofilia de los antropoideos esta apoyada tanto por

evidencias moleculares (e.g., Goodman ef al., 1996) como fosiles que incluyen formas
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ancestrales de estos grupos en Africa (Cartmill, 1980; Fleagle, op. cit.). Si consideramos el
origen africano de los antropoideos, cabe preguntar cémo los platirrinos colonizaron el
continente Americano. Dado que el registro fosil de platirrinos en América es escaso, las
evidencias aportadas por la paleontologia no permite ain responder completamente esta
pregunta, manteniendo abierto el debate. Cabe mencionar que el fosil de platirrino mas
antiguo encontrado hasta el presente es Branisella boliviana, del Oligoceno tardio (35 MA
a.p.) (Bolivia). Fosiles mas recientes se ha hallado en la Patagonia argentina y en otros
yacimientos de América y el Caribe (e.g., Tejedor, 1998; Takay et al., 2000). Retomando la
pregunta planteada, acerca de como los platirrinos colonizaron Ameérica, una de las hipétesis
mas aceptadas entre los primatélogos dedicados a la paleontologia, considera la dispersién de
platirrinos ancestrales desde Africa hacia América del Sur por una cadena de islas y /o
mediante balsas naturales constituidas por masas vegetales (e.g., Fleagle & Kay, 1997). A su
vez, el hecho de que también para los roedores caviomorfos se considere un origen africano y
hayan colonizado América del Sur en el mismo intervalo temporal que los platirrinos,
constituiria una evidencia en favor de esta hipétesis biogeogrifica de dispersion (e.g.,
Hoffstetter, 1977; Tonni & Pasquali, 2002).

El término adaptacion ha sido definido de diversas maneras. Considerando su
etimologia la palabra proviene del latin ad aptus, cuyo significado general seria adecuado
para un rol particular. En biologia evolutiva, podemos definir adaptacion de dos maneras: por
su génesis histérica, considerando una adaptacion como aquella caracteristica cuyo origen
puede ser explicado por Seleccion Natural, o bien por su utilidad actual es decir aquellas
caracteristicas que se mantienen por Seleccién Natural, sin un interés particular en como haya
surgido (e.g., Gould & Vrba, 1982).

El término radiacién adaptativa, a su vez, podemos definirlo como el proceso por el

cual un grupo de organismos filogenéticamente emparentados han desarrollado caracteristicas
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morfolégicas, comportamentales y ecolégicas que permiten la explotacion de nichos
ecologicos diferentes (Fleagle, 1998). Alternativamente, considerando al organismo como
constructor de su propio nicho, la radiacién adaptativa puede entenderse como la evolucién de
una gran diversidad de roles ecol6gicos y sus concomitantes adaptaciones en diferentes
especies de un linaje (Givnish & Kenneth, 1997). El estudio de las radiaciones adaptativas es
un tema central de la biologia evolutiva inicidndose con las observaciones de Darwin (1859)
de los pinzones de las islas Galapagos. Este concepto tiene importantes implicancias para el
estudio del origen de las adaptaciones y el surgimiento de la diversidad biolégica, asi como
para analizar la filogenia de los organismos y sus relaciones ecoldgicas, morfolégicas,
fisiolégicas, comportamentales y biogeograficas.

A partir de su aparicién en América del Sur, los platirrinos han sufrido una importante
radiacion adaptativa que incluye una extensiva diversificacion en dieta, tamafio corporal,
estrategia de alimentacién, modo de locomocién, patrones de actividad y estructura social,
que le ha permitido a cada grupo explotar nichos ecolégicos diferentes (Fleagle, 1998) (Tabla
1). La presencia de hasta 13 especies simpatricas en algunas zonas del Amazonas ilustra su
diversidad adaptativa (Fleagle, 1998). La distribucion de los platirrinos se extiende desde los
bosques y selvas Neotropicales del el sur de México hasta el norte de Argentina, habitando

desde bosques deciduos himedos hasta regiones semi-dridas (Fleagle, op. cit.) (Tabla 1).
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1.3. Breve reseiia de los recientes estudios sisteméiticos en platirrinos

La historia evolutiva del grupo -compuesto por 16 géneros, 110 especies y 205
especies y subespecies - ha sido objeto de numerosos estudios sistematicos (Rylands et al.,
2000). Por un lado, los anlisis cladisticos basados en datos morfolégicos muestran que los 16
géneros pueden agruparse en 7 grupos monofiléticos, con difierencias en las relaciones dentro
de cada grupo (Rosenberger, 1979, 1981, 1984; Ford, 1986; Kay, 1990). Estos autores
consideran diversos caracteres morfoldgicos, por ejemplo Rosenberger (1979, 1981, 1984)
usé principalmente caracteres craneales y dentarios, mientras que Ford (1986) analiz6
particularmente la morfologia del esqueleto apendicular. Por otro lado, Kay (1990) incluy6
caracteres dentarios de especimenes fdsiles y analiz0 datos previos de los autores
mencionados anteriormente como por ejemplo datos de caracteres postcraneales de Ford
(1986), y de caracteres craneales y dentarios de Rosenberger (1979). Algunos autores
consideran que las diferencias en las reconstrucciones filogenéticas obtenidas a partir de los
datos morfolégicos pueden deberse a que por un lado el registro fésil de los platirrinos es
escaso por lo cual los datos disponibles constituirian una evidencia muy parcial (Rosenberger,
1981; Fleagle, 2000). Ademas, dado que los caracteres morfoldgicos pueden enfrentarse al
limite impuesto por la gran radiacion adaptativa de los platirrinos que podria conducir a la
inclusion de convergencias y paralelismos es importante evaluar en forma critica la evidencia
aportada. En este sentido el uso de marcadores moleculares podria ser muy util e incluso
complementar los estudios morfolégicos para lograr un mejor entendimiento de las relaciones
filogenéticas entre los platirrinos (Rosenberger, 1981; Fleagle, 2000).

Durante los ultimos afios se han realizado numerosos estudios filogenéticos basados en
la secuencia de ADN de genes nucleares: e-globina (Schneider ef al., 1993), la e-globin y el
IRBP (interstitial retinol-binding protein”) intron 1 (Harada er al., 1995; Schneider et al.,

1996), y-globin (Meireles ef al., 1995, 1999), B,-microglobulin (Canavez ef al., 1999); y dos
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intrones de la glucosa-6 fosfatodehidrogenasa (G6PD) (von Dornum & Ruvolo, 1999). Otros
estudios se han centrado en el andlisis de secuencias de genes mitocondriales como los que
codifican para las subunidades ribosomales 12S y 16S (Horovitz ef al., 1998), la subunidad 4
de la NADH dehidrogenasa ( ND4) y para los ARNs de transferencia para histidina, serina y
leucina (Pastorini ef al., 1998), y también la regi6on control mitocondrial (Tagliaro et al.,
1997) que es una secuencia no codificante.

Las reconstrucciones filogenéticas obtenidas a particr de los datos moleculares
muestran en general dos clados principales. El primero incluye al grupo formado por
Callicebus y los pitecinos (Pithecia, Chiropotes, Cacajao) y a Alouatta junto con los atelinos
(Ateles, Lagothrix, Brachyteles). El segundo, incluye al grupo hermano formado por los
géneros Cebus-Saimiri, los callitricinos (Callithrix, Cebuella, Leontopithecus, Saguinus,
Callimico) y Aotus (e.g., Schneider ef al., 1993, 1996; Harada ef al., 1995; Canavez et al.,
1999) (Figura 3). Si bien se ha llegado a un cierto consenso respecto a las relaciones
filogenéticas entre la mayoria de los géneros, ain siguen en discusién algunos aspectos de la
filogenia tales como el patron exacto de ramificacion de ciertos géneros cercanos como los
calitricidos y la posicion exacta de Aotus (e.g., von Dornum & Ruvolo, 1999). A su vez,
Horovitz (1999) obtuvo una reconstruccién filogenética basada en un estudio de "evidencia
total" considerando los datos morfol6gicos tanto de taxa actuales como fosiles junto a datos
moleculares de taxa actuales, que si bien ha enriqueciendo el conocimiento acerca de la
historia evolutiva de los MNM no alcanz6 a resolver completamente los puntos de discusion

mencionados anteriormente.
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Callimico
Saguinus
Leontopithecus
—~— Aotus
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Figura 3. Cladograma obtenido con las secuencias nucleares correspondientes a la e-globina

(Schneider et al., 1996) y al IRBP (Harada et al., 1995) por Horovitz y Meyer (1997).

En trabajo se considero la clasificacion para los MNM propuesta por Schneider et al.
(1993), con modificaciones (Tabla 2), que se basa en el arbol consenso obtenido a partir de
los 6 arboles mas parsimoniosos empleando el gen nuclear e-globina. Esta clasificacion,
ademids, se ajusta a la mayoria de los otros estudios referidos anteriormente (pag. 7-8). Las
modificaciones fueron realizadas en ciertos grupos donde las reconstrucciones filogenéticas
obtenidas empleando otros marcadores no fueron consistentes, como los agrupamientos
filogenéticos dentro de la familia Callitrichidae que segin Schneider et al. (1993) es una
subfamilia dentro de Cebidae. Otras modificaciones fueron Alouattinae segin Schneider et al.
(1993) es una tribu Alouattini dentro de la subfamilia Atelinae; y Pitheciidae que segin
Schneider et al. (1993) es una subfamilia dentro de Atelidae. Estas modificaciones tuvieron
como fin mantener una postura conservativa y subrayar la necesidad de estudios basados en

"evidencia total" que permitan la propuesta de una clasificacion sistematica para los MNM.
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Tabla 2. Clasificacion de los Monos del Nuevo Mundo (MNM) basada en Schneider et al. (1993) con

modificaciones

Infraorder Platyrrhini
Familia Atelidae
Subfamilia Atelinae
Ateles
Brachyteles
Lagothrix
Subfamilia Alouattinae *
Alouatta
Familia Pitheciidae *
Callicebus
Pithecia
Chiropotes
Cacajao
Familia Cebidae
Subfamilia Cebinae
Cebus
Subfamilia Saimirinae
Saimiri
Subfamilia Aotinae
Aotus
Familia Callitrichidae *
Saguinus
Leontopithecus
Callimico
Callithrix
Cebuella

*Modificaciones

Tradicionalmente, las clasificaciones taxonomicas dentro de cada género se basaban

en caracteres morfolégicos craneales, dentarios y de coloracién de pelaje, considerando

también los patrones de distribucién geografica (e.g., Hershkovitz, 1955, 1975, 1983, 1984).

En los ultimos afios se han realizado estudios filogenéticos en base a datos de ADN en

algunos géneros de monos platirrinos empleando en su mayoria secuencias mitocondriales e

incluyendo a los géneros Adoftus (COII, subunidad II de la citocromo oxidasa ¢, Ashley &

Vaughn, 1995); Saguinus (secuencias parciales de citoromo b -cyt b- y region control

mitocondrial, Jacobs ef al., 1995; Cropp et al., 1999), Saimiri (cytb, Boinski & Cropp, 1999),
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Callithrix (regién control mitocondrial, Tagliaro et al., 1997), Ateles (COIl y la secuencia
parcial de la region control mitocondrial, Collins & Dubach, 2000) y Alouatta (cytb,
Bonvicino et al., 2001; y cytb, ATPase 8/6 -subunidad 8 y 6 de la ATPasa y los genes
nucleares que codifican para calmodulina y RAG-1 -activador de la recombinacion nuclear 1,
Cortés-Ortiz et al., 2002). En los ultimos 10 aflos, el conjunto de estos trabajos han
contribuido de manera importante en el entendimiento de los procesos de especiacién en estos
grupos y el esclarecimiento de su sistematica. Sin embargo son necesarios estudios de
"evidencia total" para todos los géneros de platirrinos en los cuales se analicen
simultineamente caracteres morfologicos, genéticos, de comportamiento, de distribucién
geografica y de ser posible fosiles, que permitirian realizar una propuesta de clasificacion
sistematica integrada. Una revision de las clasificaciones sisteméticas para los distintos

géneros de platirrinos se discute en el trabajo de Rylands et al. (2000) y Groves (2001).



2. Algunos aspectos de la genética poblacional
2.1. La evoluci6n

Ya los antiguos griegos, 600 afios antes de Cristo, concebian la idea de la evolucién
considerando que el hombre y otros animales descendian de los peces (Anaximandro, 611-547
a. C.). Sin embargo, es recién en 1809 cuando Lamarck (1744-1829) postula su teorfa de la
herencia de los caracteres adquiridos que se propone por primera vez un mecanismo para
explicar los patrones de evolucién. Lamarck con su teoria si bien equivocada genera una
revolucion en la ciencia de esa época que retoma a la evolucion como eje de su pensamiento.
Posteriormente, Charles Darwin (1809-1882) en su libro el Origen de las Especies (1859),
propone el mecanismo de seleccién natural como el agente causal del cambio evolutivo. En la
década de 1940, se publican numerosos trabajos importantes para la biologia evolutiva que
consolidan las bases para la formulacién de la "Teoria Sintética de la Evolucién" que integréd
al seleccionismo con la teoria cromésomica de la herencia contando con numerosas
evidencias aportadas por la genética de poblaciones. La teoria darwiniana asi formulada
adquiri6 una gran capacidad explicativa, pero sin embargo, si bien a una escala
microevolutiva es uno de los mecanismos principales que permite explicar el cambio del
reservorio génico de las poblaciones, la seleccion natural solamente brinda una explicacién
incompleta al nivel macroevolutivo. Sus dos criticas principales han sido: el argumento
gradualista y el argumento reduccionista (Gould, 1983). El primero, inherente al pensamiento
darwiniano original, sostiene que todos los procesos evolutivos responden a la lenta y gradual
acumulacién de pequefios cambios genéticos a lo largo de las generaciones, y el segundo
sostiene que los fenémenos macroevolutivos son explicables en términos de cambios de las
frecuencias génicas, es decir, en términos de la teoria de la genética de poblaciones (Reig,
1984). Gould (1941-2002) (1998) relativiza el rol de la seleccion natural ya que considera que

los procesos macroevolutivos estan marcados por el azar y la contingencia, es decir que lo que
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observamos en la actualidad se deberfan a largas cadenas de estados anteriores impredecibles
Y no a procesos deterministicos, marcados por transiciones no graduales como equilibrios
puntuados (Eldredge & Gould, 1972) y extinciones masivas. Segin la teoria de los equilibrios
puntuados, la evolucién es un proceso fundamentalmente discontinuo, donde las nuevas
especies surgen abruptamente y se mantienen en una situacién de "estasis” evolutiva, sin
manifestar mayores cambios en su fenotipo hasta que sobrevenga otro acontecimiento
especiogénico (Eldredge & Gould, 1972).

En las ultimas décadas, la teoria evolutiva esta siendo enriquecida por los aportes de la
genética molecular y presenta una gran dindmica principalmente en sus metodologfas a fin de

comprender mas acabadamente los complejos procesos evolutivos, sus causas y patrones.

2.2. La variabilidad genética

La materia prima del cambio evolutivo es la variabilidad genética, mientras que la
unidad de el cambio es la poblacion. A partir de la cuantificacion de la variabilidad genética y
el patrén de variacion genética entre las poblaciones es posible analizar procesos
microevolutivos como la seleccién, la endogamia, la deriva genética, el flujo génico y la
mutacion. Es asi que luego del redescubrimiento de las Leyes de Mendel (1866), se
formularon modelos mateméticos que permitieron describir la manera en que estos procesos
cambian el reservorio génico de las poblaciones (Fisher, 1930; Haldane, 1932; Wright, 1932).
Estos modelos son los antecedentes mas antiguos sobre los que se ha desarrollado la teoria
matematica de la genética de poblaciones. Actualmente esta disciplina permite no solo
reconstruir las fuerzas evolutivas que han modelado, historicamente, el reservorio génico, sino
que también tienen un poder predictivo. Aunque también es posible considerar que los
modelos de la genética poblacional son la mayor simplificacién de la complejidad de la

dindmica poblacional actual (Wright,1932). Recientemente, el estudio de la inferencia
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histérica ha cobrado interés debido a la disponibilidad de datos moleculares que permiten la
comparacién directa de los genes usados tanto para estudios de relaciones filogéticas entre los
organismos como para analizar la historia de genes particulares o familias génicas.

El estudio de la variacién a nivel molecular comenz6 con el andlisis de la variabilidad
proteica en Drosophila pseudoobscura que permitié descubrir una gran cantidad de
variabilidad alozimica en la poblaciones (Harris, 1966; Hubby & Lewontin, 1966). En los 80,
el andlisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccién (RFLPs) de ADN
nuclear y mitocondrial, permitieron los primeros andlisis poblacionales de variabilidad a nivel
de secuencias de ADN. En 1983, Kary Mullis desarrollé una técnica que revolucioné a la
genética conocida como la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Esté técnica permite, a
partir incluso de muy poco ADN, obtener una gran cantidad de copias de un determinado gen
elegido mediante el empleo de una enzima polimerasa de ADN (Taq) resistente a altas
temperaturas (95 °C) extraida de una arquibacteria termofila (Termophilus aquaticus). La
PCR junto con las técnicas de secuenciacion automética, permitieron el estudio de numerosos
genes tanto nucleares como mitocondriales en estudios evolutivos. Entre los marcadores
moleculares de mas uso en la actualidad estan los microsatélites. Estos son de locus tnico y
comprenden secuencias de 2-5 nucledtidos repetidas en tandem (en general menores de 300
pares de bases). Muchos microsatélites son altamente variables en el nimero de las unidades
de repeticion. Si bien la electroforésis de proteinas sigue siendo una herramienta de gran
utilidad para la cuantificacion de la variabilidad genética en las poblaciones, en la actualidad
podemos decir que los marcadores moleculares mas usados para analizar estas problematicas
son las secuencias de genes nucleares y mitocondriales, y los microsatélites (e.g., Bertorelle &

Excoffier, 1998; Wiegand et al., 2000; Hendry et al., 2002).
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2.3. Estructura poblacional

La poblacién es el grupo de individuos que se reproducen entre si y que coexisten en
tiempo y espacio (Hedrick, 1999). El modelo mas simple de poblacién considera un nimero
infinito de individuos en el que cada uno tiene igual probabilidad de cruzarse con otro. Esta se
denomina poblacién de apareamiento al azar o panmitica en ella, todos los individuos tendrfan
la misma posibilidad de cruzarse. Ademas, en una poblacion de tales caracteristicas no solo
las frecuencias génicas se mantienen constantes a lo largo de las generaciones sino que las
frecuencias genotipicas se ajustan a las proporciones esperadas segun la ley de Hardy-
Weinberg (H-W). En este caso se dice que la poblacion estd en equilibrio de H-W. Sin
embargo, las poblaciones naturales presentan un tamaifio finito y en ellas actian diversos
procesos demograficos como migracién, subdivision poblacional, generaciones superpuestas,
etc. Todos estos factores pueden llevar a que en la poblacion en estudio las frecuencias
génicas y genotipicas muestren discrepancias respecto de lo esperado bajo el modelo nulo de
H-W.

Para cuantificar los desvios de la panmixia que puedan ocurrir en una poblacién se han
desarrollado varios modelos. En particular, cuando una poblacién estd subdividida o
estructurada, ya sea por factores geograficos, ecologicos, o comportamentales, la cantidad de
‘conectividad genética’ entre las diferentes partes de una poblacién puede variar. Por ejemplo,
Mayr (1942, 1963, 1969) propone una primera aproximacion considerando tres modelos
principales para describir el grado de estructuracion poblacional en relacién a su distribucion
espacial:

1. Poblacion continua (o de variacion clinal): el rango central de distribucion de una especie
estd formado por una serie de poblaciones contiguas. Incluso si hubiese una pequeiia
interrupcién de ese continuo, habria un alto intercambio genético. La variacion en esa

poblacién continua seria esencialmente clinal.

15



Capitulo |

2. Aislamiento geogréfico: todas las poblaciones geograficamente aisladas entre las cuales
el flujo génico es minimo o no existe. Toda poblacion aislada geograficamente seria una

especie incipiente.

3. Zona de intergradacion secundaria: ocurre cuando una poblacion geograficamente aislada
reestablece contacto con la parte central de la poblacion. El flujo génico entre las
poblaciones se reestablecerd si ain no han adquirido mecanismos de aislamiento

reproductivo.

Entre los distintos modelos planteados por Mayr, el factor limitante que llevaria a la
divergencia entre las subpoblaciones es el grado de ‘cohesion genética’. Esta dependera
principalmente de la cantidad de flujo génico efectivo, es decir la introduccion eficaz de genes
en una poblacién resultante de la migracién de individuos entre poblaciones. Cuando el flujo
génico entre ellas sea alto, éste producira un efecto homogenizador de la variabilidad. Cuando
el flujo génico sea bajo, la deriva génica, la seleccién e incluso la mutaciéon en grupos
separados, puede llevar a la divergencia.

El concepto de mecanismos de aislamiento reproductivo (MAR) habia sido definido
por Dobzhnasky (1937) aplicandolo a cualquier factor que impida el apareamiento entre
grupos de individuos considerando tanto factores de aislamiento espacial (ex6genos) como
cualquier agente que impida la intercruza aun en simpatria, incluyendo en esta idea a los
factores endogenos de las poblaciones. Dentro del marco de la genética poblacional, "las
especies son sistemas supraorganismicos cuya individualidad radica en la posesién de un
reservorio génico (‘gene pool’) cohesionado y discontinuo, cuya distincién est4 determinada
por la existencia de barreras reproductivas que garantizan la inter-esterilidad entre los
distintos sistemas especificos. Por lo tanto la especiacion debe concebirse como el proceso del
advenimiento del aislamiento reproductivo” (Reig, 1983: 44). A esta concepcién de la especie
se la conoce como el concepto biolégico de especie y fue propuesta por Mayr (1942), aunque

este autor s6lo se habia referido al aislamiento geografico.
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Las primeras clasificaciones de los modelos de especiacion se basaron en el
aislamiento geogréfico y por lo tanto tenfan s6lo una concepcién exégena del proceso de
cambio evolutivo. Cuando se comienza a reconocer a las especies como sistemas genéticos, a
los individuos con sus comportamientos de apareamiento, y el papel de azar en funcién del
tamaifio poblacional, se evalian también factores endégenos en estos procesos.

La primera teoria de la especiacién fue formulada en base al concepto de aislamiento
geografico. Si bien la idea fue presentada por primera vez por Wagner (1868) no fue hasta el
desarrollo de la teoria de la genética de poblaciones que conté con una explicacién adecuada
basada en los mecanismos que llevan a la diferenciacion de las poblaciones aisladas.

Templeton (1981) hace una revision precisa de los mecanismos de especiacion
propuestos por diferentes autores y que consideran tanto los factores exégenos como
endogenos. Si bien la extrapolacion de los procesos genéticos-poblacionales a la especie, es

una simplificacién, nos permite entender los mecanismos de especiacion.

2.4. Modelos genético-poblacionales de estructura poblacional

La estructuracion genética de las poblaciones puede ocurrir como una respuesta
adaptativa a condiciones ambientales locales (e.g., King & Zimmerman, 1993) o por el
surgimiento de una barrera geografica (e.g., rios, Peres et al. 1996). Alternativamente, la
diferenciacion genética entre las poblaciones ha sido explicada a través del modelo de
aislamiento por distancia (Wright, 1943) donde ese aislamiento es definido por el nimero de
individuos que migran o bien del flujo génico efectivo.

Existen varios modelos cuyo objetivo es analizar el papel del azar y la migracién en la
divergencia genética en poblaciones estructuradas (revisados en Hedrick, 1997; Fontdevila &
Moya, 1999, entre otros). Uno de ellos es, como se mencioné en el parrafo anterior, el modelo

de aislamiento por distancia, que considera que los individuos se encuentran distribuidos en
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forma espacialmente continua y que la distancia de dispersion es variable siguiendo una
funcion de distribucién normal en dos dimensiones con una media de dispersién individual,
medida como la distancia promedio entre el lugar de nacimiento y el de reproduccién. Es
decir que el aislamiento entre los individuos ocurre porque tienen una vagilidad limitada. Una
forma de estudiar las propiedades de esta estructura poblacional es considerar a la poblacion
continua como una serie de "vecindarios" que se suceden unos con otros. Wright (1940)
defini6 vecindario como "el drea en la que los padres de los individuos centrales pueden
considerarse extraidos al azar". Su tamaifio cficaz (N.) esta directamente relacionado a la
distancia de dispersion y la densidad de los individuos reproductores. Esto lleva a que si los
individuos tienen una distribucion normal en dos dimensiones, la mayoria (87%) tienen su
descendencia en un circulo de radio o (desviacion estandar de la distancia de dispersion)
(Fontdevila & Moya, 1999). Este modelo genera una diferenciacién genética cn el 4rea
ocupada por la poblacién que aumenta con la distancia geografica. Sin embargo, la
diferenciacion es funcién de la capacidad dispersiva de los individuos que varia conforme a la
especie considerada (Fontdevilla & Moya, 1999).

Otro modelo de estructura poblacional es el modelo de islas. En este modelo se
considera que la poblacién estd subdividida en demos, como las islas de un archipiélago, y
que en cada generacion una fraccién (m) de sus individuos son inmigrantes provenientes de
todos los demos en igual proporcion. El modelo general asume que el flujo génico ocurre
entre todas las partes de la poblacion estructurada para lo cual se define una matriz de
migracién. En el caso de que la migracion sea unidireccional se denomina modelo de isla-
continente y considera que habria un flujo unidireccional desde el continente a la isla. Ambos
modelos consideran que las islas o demos serian lo suficientemente grandes como para que

los efectos de deriva sean pequefios en relacion a los del flujo génico (Figura 4).
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Una aproximacion mas realista, considera que las subpoblaciones estan distribuidas en
el espacio y que el flujo génico entre ellas es una funcion decreciente de la distancia que las
separa. Este tipo de modelo se denominan piedras de salto ("stepping-stone model") (Kimura
& Weiss, 1964). La disposicion espacial de las subpoblaciones o demos puede ocurriren 1 an
dimensiones, y puede ser linear, circular, rectangular, etc., pero se supone que la migracion

ocurre sélo entre demos adyacentes (Figura 4).

.
LAt

Figura 4. Representacién esquematica de distintos modelos de migracion: a) Modelo isla-continente;
b) modelo de islas; c¢) modelo de piedras de salto en una dimension; d) idem en dos dimensiones. N
indica el tamaiio eficaz de la poblacion en cada demo y m es el nimero de genes emigrantes. La

direccion de la migracion se indica con la flecha. De Fontdevila & Moya (1999)

El término metapoblacién ha sido usado para describir una poblacion con
subdivisiones espaciales y que presentaria alguna forma de estructuracion que podria
adecuarse a los modelos mencionados anteriormente. Levins (1969) en su definicion original,
describe el término como la existencia de subpoblaciones en parches discretos del habitat en
las que puede ocurrir un recambio (‘turn over’) debido a la extincidn y recolonizacion a partir

de otros parches ambientales. Asimismo, a lo largo del tiempo algunos de estos parches
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podrian permanecer desocupados. En el modelo tradicional de metapoblacién, cuando la tasa
de extincion excede la de recolonizacion, la metapoblacion se extingue.

Bajo un modelo de metapoblacién, la variabilidad genética se ve fuertemente influida
por el numero y el origen de los individuos que recolonizan un parche ambiental. Los
individuos reconolizadores (fundadores) de un parche vacio pueden provenir de un tnico
parche (‘propagule pool mode of colonization’) o pueden conformar un conjunto de
individuos provenientes de todos los otros parches ocupados (‘migrant pool mode’). A su vez
este patrén de extincidn-migracién-colonizacién hace que los demos no evolucionen
independientemente unos de otros y que la metapoblacion pueda alcanzar un estado de
equilibrio sin que los demos locales lo estén.

En la literatura, también se citan modelos de fisién-fusion para el estudio de la
variabilidad genética en poblaciones aborigenes cazadoras-recolectoras (Neel & Salzano,
1967). En estos grupos humanos habrian existido fisiones y fusiones a lo largo del tiempo en
funcién de los recursos disponibles, como son poblaciones nomades, los efectos de la
distancia no serian importantes, y a lo largo de las generaciones se esperaria que el flujo
génico entre las aldeas sea suficiente como para que toda la tribu sea considerada como una

unidad de cruzamiento.

2.5. Efecto fundador y cuello de botella

Entre los procesos por los cuales una poblacion puede sufrir una disminucién en su
tamafio se encuentran el efecto fundador y el cuello de botella. El primer proceso se observa
como resultado de la colonizaciéon de una nueva area por parte de un pequefio mimero de
individuos es decir que la poblacion se origina a partir de un nimero pequefio de organismos

(fundadores). En el proceso dado por un cuello de botella sélo un pequefio nimero de
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individuos de una poblacion sobreviven en una generacion particular. En estos casos el
mecanismo evolutivo preponderante que conduce a cambios en las frecuencia génicas es la
deriva génica. Si uno asume que la poblacion crece luego de un evento fundador (o cuello de
botella), la variacion genética en la poblacién va a estar determinada por el nimero de
individuos fundadores (sobrevivientes), las frecuencias alélicas en ese grupo inicial y la tasa

intrinseca de crecimiento a partir del evento fundador (Nei et al., 1975).

2.6. La coalescencia genética

La tecnologia de la secuenciacion del ADN generé la posibilidad de comparar dos (o
mas) genes o alelos, base por base. Cuando comparamos un conjunto de secuencias
homoélogas (secuencias que descienden de una secuencia ancestral comun), el patrén de
similitudes entre las diferentes secuencias contiene informacién acerca de la historia evolutiva
de esas secuencias (Hudson, 1990). Esta comparacion provee informacion acerca de cuales
secuencias estan mas cercanamente relacionadas y de cuanto tiempo atras compartieron una
secuencia ancestro comin, mostrando las relaciones genealdgicas entre los alelos o
genealogias.

La teoria matematica que se aplica para el estudio de las genealogfas génicas o arboles
de genes se conoce como teoria de la coalescencia (e.g., Hudson, 1990, 1998; Li, 1997,
Rosenberg & Nordborg, 2002). La teoria de la coalescencia nos permite estimar como fueron
afectadas las genealogias por cambios en el tamafio y estructura poblacional y por el
mantenimiento de alelos por seleccion. A lo largo de las generaciones, no todos los individuos
son capaces de transmitir sus genes de generacién en generacién, por lo que el nimero de
antepasados de la generacién actual ir4 disminuyendo a medida que nos alejemos en el

tiempo, llegando a ser igual a uno.
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La idea basica de la coalescencia es que, a medida que retrocedemos en el tiempo, en
ausencia de seleccion, los linajes muestreados podrian considerarse una muestra aleatoria de
los parentales. Asi como se observa en la Figura 5, el caso mas sencillo es el de una poblacion
haploide de 2N individuos, donde de 15 objetos iniciales reproductores (ej. haplotipos
mitocondriales) que dan origen a 0, | o 2 descendientes en cada generacion, sélo la
descendencia de uno de ellos persiste en la generacion ¢. Los demas linajes se extinguen al
azar en una u otra generacion. Por consiguiente, los objetos presentes en una generacién dada
son todos descendientes de un objeto en una generacion ancestral y es posible calcular la

probabilidad de que esa generacion sea la t-n (Hartl & Clark, 1989; Fontdevila & Moya,

1999) (Figura 5).
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Figura 5. Arbol genealégico mostrando el fenémeno de coalescencia.

Por ejemplo, si tomamos dos secuencias de dos individuos y trazamos su linaje hasta
cuando compartieron un alelo antepasado comin, en ese punto se dice que coalescen. A
medida que vamos hacia atrds en el tiempo el nimero de linajes se reduce en uno en cada
evento de coalescencia, creando nodos en el arbol. Esta poda de linajes da lugar a una
genealogia bifurcada con mas ramas y por lo tanto mas eventos de coalescencia. Cuando se
llega al tnico alelo ancestral comin a partir del cual todos los alelos actuales derivan, éste se

denomina "antecesor comin mas reciente” (MRCA, ‘most recent common ancestor’). La
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formulacién matemética de la teorfa incluye la estimacion de la probabilidad de que dos genes
sean idénticos por descendencia en la generacién n o lo que es lo mismo que hayan tardado n
generaciones en coalescer (e.g., Rosenberg & Nordborg, 2002) (Figura 5).

La estructura de una genealogia (estimando longitud y nimero de ramas) depende de
la tasa mutacional, el tamafio efectivo poblacional (N.), el patron e intensidad de la seleccién,
la historia de la recombinacién y la demografia de la poblacion (Hudson, 1993). Si
consideramos una poblacion en crecimiento, los eventos de coalescencia habran ocurrido con
una mayor frecuencia cn el pasado cuando la poblacion era pequefia 0 al menos mas pe-queiia
que en el presente. Esto se verd reflejado en un arbol genealbgico cuya topologia serd
diferente a la observada en una poblacién que ha mantenido un tamafio poblacional constante
(Figura 6 a, b) (Page & Holmes, 1998).

La topologia de una genealogia también puede verse afectada por procesos de
seleccion, por ejemplo, un proceso de seleccion positiva, o el incremento de la frecuencia de
una variante con valor adaptativo, va a producir una genealogia muy corta y con un alto
numero de ramificaciones cerca de la raiz del arbol, donde todas los linajes coalescen
rapidamente (Figura 6c) (Page & Holmes, 1998). Sin embargo, se podrian observar topologias
similares cuando la poblacion haya atravesado un cuello de botella debido a la disminucién de
la variabilidad genética, y luego la poblacién se expandird dando topologias ‘estrelladas’
(Figura 6¢). Para diferenciar entre ambos procesos, seleccion positiva vs. cuello de botella
seguido de una expansion poblacional, es necesario analizar otro locus no ligado, ya que la
seleccion afectara solo un locus (y loci ligados) en tanto que un evento demografico de
disminucién y aumento del tamafio poblacional afectara por igual a todo el genoma. Por lo
tanto la topologia obtenida para un segundo otro locus presentara una topologfa diferente, en
el caso de la seleccion positiva y una topologia similar en forma de estrella si el evento

ocurrido hubiese sido un cuello de botella (Figura 6¢c) (Pages & Holmes, 1998).
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(a) Neutral genetic drift (d) Balancing selection (single locus) or
population subdlvision (all loci)

(b) Neutral genetic drift in a growing
population

(e) Negative selection

(c) Positive selection (single locus) or
population bottleneck (all loci)

gl

Figura 6. Diferentes topologias de arboles de genes y distribucion de los tiempos de coalescencia en

funcion de distintos procesos evolutivos (de Pages & Holmes, 1998).

En cambio, 1a seleccién equilibradora tendera a mantener las variantes alélicas por un
tiempo promedio mayor que el esperado para variantes estrictamente neutras cuyo destino
esta gobernado por la deriva genética. La presencia de polimorfismos equilibrados producira
un efecto neto de alargamiento de la topologia de la genealogia ya que el tiempo de
coalescencia sera mayor al tiempo de coalescencia de alelos neutros de 4N generaciones
(Figura 6d). Una genealogia con esa estructura también se podria obtenerse si los alelos
muestreados provienen de un poblacion estructurada porque los eventos de coalescencia
pueden ser distintos en cada una de las subpoblaciones (Figura 6d). Nuevamente, los
diferentes procesos evolutivos -seleccion equilibradora y estructuraciéon poblacional - pueden
diferenciarse comparando las genealogias obtenidas a partir de diferentes loci. Por iltimo, la
seleccion purificadora, o seleccion en contra de alelos perjudiciales, va a producir un exceso
de alelos con tiempos de divergencia reciente, es decir cortos ya que las mutaciones deletéreas

son eliminadas rapidamente de la poblacion (Figura 6¢) (Page & Holmes, 1998).
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Como se mencioné en los parrafos anteriores, dado que la seleccién afecta la topologia
de las genealogias, se puede analizar la neutralidad de las mutaciones aplicando diferentes
pruebas. Estas pruebas se basan en la hipétesis de que todas las mutaciones en el ADN son
selectivamente neutras y contrastando los valores observados con los esperados bajo un
modelo de evolucion neutral. Algunas pruebas han sido desarrollados considerando solamente
la variaci6n intraespecifica, en tanto otras se basan en comparaciones que toman en cuenta el
polimorfismo y la divergencia interespecifica (e.g., Kreitman & Aguadé, 1986; Tajima, 1989;

McDonald & Kreitman, 1991).

2.7. Teoria Neutralista

En 1968, Kimura publica la teoria neutralista de la evolucién molecular proponiendo
que la mayoria de las mutaciones a nivel molecular son neutras y que, a lo largo del proceso
evolutivo, la mayoria de los cambios a nivel molecular se darian por la fijacién al azar de
variantes neutras. Con esto Kimura abre el debate neutralismo versus seleccionismo.

Los pilares de la teoria neutralista (TN) son:

¥ la mayor parte de la variabilidad a nivel genotipico es neutra

¥ la seleccion natural no es la principal fuerza evolutiva que conduce la evolucion del
genoma sino que es la deriva génica

¥ el tiempo de vida media de una variante neutra esta directamente relacionada con la

tasa de mutacion

Las predicciones de la TN son:

® una correlacién inversa entre el grado de requerimiento funcional ('functional
constraint’) de una secuencia de nucledtidos o de aminoicidos y las velocidades de
sustitucion.

¥ la composicién de bases y la organizacion a nivel molecular de los genomas depende
de procesos mutacionales y no de procesos selectivos

® hay una tasa constante de evolucién de las secuencias, es decir un reloj molecular.
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Respecto de la primera prediccion los datos empiricos muestran que se cumple la
relacion entre restriccion funcional y tasas de sustitucion a nivel aminoacidico. A nivel
nucleotidico, también se cumple esta prediccién para las secuencias no codificantes que
presentan una tasa de sustitucion maxima, virtualmente todas sus posiciones son neutras. Sin
embargo, a nivel de las secuencias codificantes esta prediccién no se cumple. Los codones
tienen dos clases de sustituciones: sustituciones de reemplazo, que producen cambio de un
aminoacido por otro y sustituciones silenciosas o sinonimas, que no producen cambio de
aminoacido (por ejemplo, cualquiera de las sustituciones posibles en la tercera posicion de un
codén cuatro veces degenerado). Mientras que las sustituciones de reemplazo podrian ser
adaptativas, casi neutrales o neutrales, se esperaria que las sustituciones silenciosas fuesen
neutrales, pero esto no siempre se cumple. De hecho en algunos sistemas genéticos, los
codones sindnimos parecen no ser equivalentes desde el punto de vista selectivo, y los que
presentan cierta ventaja selectiva tienen una mayor frecuencia, un fenémeno que se conoce
como sesgo en el uso de codones (Pages & Holmes, 1998).

Relacionando la primera y segunda prediccion, se observé en particular en los
mamiferos que el sesgo en el uso del codén esta dado porque la base mas frecuente en las
posiciones 4 veces degeneradas es la misma en codones diferentes, en genes vecinos y
también en regiones no codificantes cercanas (Bernardi er al., 1985). Esto aparentemente se
corresponde a la estructura de isocoros del genoma eucariota en la que la composicion
nucleotidica no es uniforme, existiendo regiones ricas en C+G y otras ricas en A+T, con
longitudes de 300.000 pares de bases, y compuestas por exones, intrones, flanqueantes,
espaciadoras, ctc. Esta estructura en isocoros parece generar una restriccion que lleva a una
disminucion en la tasa de sustitucién sinénima esperada segun la TN.

A lo largo de los afios, se fue acumulando evidencia que indica que las predicciones

absolutas de la teoria neutral no se cumplen. En particular para las sustituciones sinénimas, se
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ha observado que no son estrictamente neutras, sino levemente selectivas (‘weakly selected o
nearly neutral’). Por lo tanto, si bien en poblaciones pequefias podrfan comportarse como
neutras, en poblaciones grandes el proceso preponderante que actuaria sobre ellas serfa la
seleccion (Ohta, 1972, 1996). De todos modos, la TN ha marcado un avance importantisimo
para la teoria de la evolucién molecular ya que como alternativa al dogma neodarwinista, ha
conducido a la revisién critica del mismo, y fundamentalmente proporciona un modelo
matematico predictivo convirtiéndose de este modo en la hipétesis nula de la evolucién
molecular. Es decir, la deriva estocéstica de variantes selectivamente neutras a lo largo de las
generaciones es la idea con la que hay que contrastar la presencia de fuerzas evolutivas
deterministicas como la seleccion natural.

La tercer prediccion de la TN es la existencia de un reloj molecular. La tasa de
sustitucion neutra por sitio por afio, &, en una poblacion diploide de tamafio 2N es igual al

numero de mutaciones neutras que aparecen cada generacion, p, multiplicado por su

probabilidad de fijacién, u. Entonces k = 2N p u. A su vez, la probabilidad de fijacion de
cualquier alelo neutro es 1/2N, es decir igual a su frecuencia inicial, mientras que el tiempo
promedio que tarda en fijarse un alelo en la poblacion es 4N (Kimura, 1986). El hecho de que
tanto 2N como 1/2N estén incluidos en la ecuacion lleva a que el tamafio poblacional se
cancele siendo k = p, esto significa que la tasa de sustitucion de mutaciones neutrales depende
solo de la tasa de mutacion. Esto también vale para mutaciones con coeficientes de seleccion,
s, menores de 1/2N., siendo N, el tamafio efectivo poblacional que es aproximadamente igual
al nimero de individuos reproductores de una generacion (Kimura, 1986). Nuevamente, si
bien se ha acumulado evidencia que demuestra que la tasa de sustitucion varia entre grupos de

organismos, la TN ha aportado el marco teorico al concepto de reloj molecular.
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2.8. La hipétesis de reloj molecular

El concepto de reloj molecular considera
que a medida que los organismos
divergen de su ancestro comun, a lo
largo de cada linea de descendencia se
acumulan mutaciones a una tasa regular
(Zuckerkandl & Paulig, 1965). Luego,

cuando se compara la identidad de las

secuencias entre los dos organismos
que divergieron, se podria estimar el tiempo transcurrido desde que compartieron un
antepasado comun. De esta manera el reloj es una herramienta util para datar tiempos de
divergencia entre taxa en grupos en los que el registro fosil es escaso y aporta una dimension
temporal a las reconstrucciones filogenéticas.

La observacion que diferentes genes y proteinas presentan una tasa de sustitucion
particular, aportd una evidencia a favor de la teoria neutral ya que en sus predicciones
considera diferentes tasas evolutivas en los genes, en funcion de requerimientos funcionales
de las proteinas que codifican. Asi mismo como se menciond en el punto anterior, la TN
constituye la base conceptual del reloj molecular. A su vez, si consideramos un proceso de
mutacion bajo neutralidad absoluta, éste no seguira un comportamiento de reloj perfecto
(metrométrico), sino que sera irregular (estocastico) en funcion de la probabilidad de
mutacion. Sin embargo, al considerar largos periodos de tiempo, este reloj irregular mostrara
en promedio una tasa de cambio regular.

Ademas de la importancia de elegir el modelo correcto para la estimacion del tiempo
de divergencia, el punto critico bajo la hipotesis del reloj molecular, es la suposicion acerca de

la constancia de la tasa de cambio entre linajes (Takezaki ef al., 1995). Actualmente, existe un
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gran numero de evidencias que parece demostrar que las tasas evolutivas varian entre
diferentes grupos de organismos. Entre los factores que se han invocado para explicar los
desvios del reloj molecular estén los selectivos, y también factores intrinsecos de linajes como
por ejemplo las diferencias en la eficiencia de los mecanismos de reparacion del ADN
(Britten, 1986) y diferencias en las tasas metabélicas (Martin et al., 1992; Martin & Palumbi,
1993; Martin, 1995; Bromham et al., 1996). Los efectos de linaje incluyen también el efecto
del tiempo generacional que se basa en la idea de que las lineas germinales de las especies con
tiempos generacionales cortos tienen un mayor nimero de replicaciones del ADN por aiio y
por lo tanto una mayor probabilidad de error durante la replicacién por unidad de tiempo, que
aquellas especies con tiempos generacionales largos (Li et al., 1987; Ohta, 1993; Mooers &
Harvey, 1994). Un ejemplo de desvio del reloj molecular en un linaje es la disminucién de la
tasa de cambio en los hominidos (‘hominid slowdown’) que se manifiesta como un patrén
decreciente de la tasa de sustitucion partiendo de los cercopitecos, pasando por los monos
antropomorfos y llegando hasta los humanos (Goodman, 1985; Li et al., 1987; Hasegawa et
al., 1989; Bailey ef al., 1991; Seino ef al., 1992). Esta disminucion en la tasa de sustitucion
fue explicada por el efecto del tiempo generacional basado en la correlacién entre un mayor
tiempo generacional y una menor tasa de sustitucion (Goodman, 1985; Wu & Li, 1985;
Britten, 1986). Otros ejemplos de tasas especificas de linajes explicadas principalmente
considerando la hipétesis de las diferencias en las tasas metabdlicas, son las altas tasas de
sustitucién observadas en roedores (Li et al., 1990), cuando se las compara con las bajas tasas

estimadas en tiburones (Martin ef al., 1992) y en tortugas (Avise et al., 1992).
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3. El ADN mitocondrial

3.1. Caracteristicas generales

La mitocondria es una organela citoplasmatica cuya funcion principal en la célula
eucaridtica es la de proveer energia (en forma de ATP) a través de los procesos de respiracion
y fosforilacion oxidativa. Al igual que el cloroplasto, la mitocondria contiene su propio ADN,
que en los mamiferos consiste en una pequefia molécula de doble cadena de circular

covalentemente cerrado (Brown, 1983, 1985) (Figura 7).

Dominio Regién Dominio
Periférico Central Periférico
{zquierdo Conservada Derecho
C ved Seq Block
CBSe,
Pro A C B 1 23 HSP Phe
L IT [T« I« 5 |—-'

AN OH LsP

Figura 7. Mapa del genoma mitocondrial de mamiferos en general basado en el mtADN humano.

Dado que presenta un tipo de herencia haploide y materna (Giles et al., 1980), los arboles
filogenéticos que relacionan las variantes del mtADN pueden ser interpretadas como

genealogias que reflejan las matrilineas de una poblacion o especie (Wilson er al.,1985;
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Avise, 1986). Asimismo, el tamafio efectivo poblacional para los genomas mitocondriales es
aproximadamente un cuarto respecto del genoma nuclear lo cual hace que los genes
mitocondriales puedan ser mas proclives al cambio estocastico por deriva ("sorting”) (Birky ef
al., 1983).

Estas caracteristicas permitieron el uso del ADN mitocondrial en estudios evolutivos
desde el andlisis matrilineas en grupos sociales hasta estudios filogenéticos supragenéricos. A
su vez, es un marcador muy util en estudios genéticos no invasivos y de ADN antiguo, ya que
dado el alto numero de por célula somética (de 100 a miles) junto a su pequefio tamafio
(alrededor de 16.500 pares de bases en mamiferos) facilitan su extraccion incluso de fuentes
como pelos y heces, y materiales subf6siles o de museo (e.g., Barnes et al., 2002).

El genoma mitocondrial presenta genes de copia tnica y no presentarian
recombinacién. Se encuentra sumamente caracterizado conociéndose su secuencia completa
en numerosos organismos. En primates se han caracterizado el genoma mitocondrial completo
de humanos (e.g. Anderson et al., 1981), chimpancé (Pan paniscus, Arnason et al., 1996),
gorila (Gorilla gorilla, Horai et al., 1995; Xu & Amason, 1996), orangutén (Pongo pygmaeus,
Xu & Armason, 1996), gibon (Hylobates lar, Amason et al., 1996), Papio hamadryas
(Amason et al., 1998), Nycticebus coucang, Macaca sylvanus y Cebus albifrons (Amason et
al., 2000), recientemente Tarsius bancanus (Schmitz et al., 2002), y Lemur catta (Amason et
al., 2002).

En los mamiferos, el mtADN muestra una alta conservacién en la organizacion
estructural de los genes, nimero de bases, y composicion nucleotidica. Este genoma codifica
para 37 genes, 22 corresponden a genes de tARNs (ARNs de transferencia), 2 rARNs (ARNs
ribosomales), y para 13 genes estructurales relacionados a la respiracién y fosforilacion

oxidativa (Wallace, 1986). Posee una regiéon control no codificante o 'D-loop” donde
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comienza y finaliza la replicacién de este genoma. En general, en mamiferos se considera que
carece de intrones, pseudogenes o secuencias repetidas.

La tasa de evolucién conocida para muchos grupos de organismos, calculada en 0,02
sustituciones por par de bases por millén de afios en promedio (Brown er al., 1979, 1982;
Wilson et al., 1985, 1989). Tradicionalmente se consideraba que la tasa de sustitucién en
mtADN, era 5 a 10 veces mas rapida que la del genoma nuclear (Brown ef al., 1979, 1982;
Wilson et al., 1985; Avise, 1994), sin embargo recientes trabajos considerando un gran
numero de genes nucleares (5.669 genes, 17.208 secuencias) incluyendo varios grupos de
mamiferos, mostraron una tasa de sustitucion promedio de 0,022 por base por millon de afios
para el conjunto de los genes nucleares (2,2 x 10-9 por base por afio) (Kumar & Subramanian,
2002). Es decir la misma tasa propuesta para el genoma mitocondrial llevando a reevaluar la
propuesta de la mayor velocidad de evolucién del mtADN respecto del nuclear.

Estudios comparativos de distintos genes mitocondriales han mostrado que la tasa de
sustitucion esta relacionada con la regién del genoma que estemos analizando. En este
aspecto, se pueden diferenciar dos grandes grupos, los rapidos y lentos. Los sitios no
sindnimos, la region central de la regidn control, los genes de tARN y rARN evolucionan mas
lentamente que los sitios sindnimos y los dominios periféricos de la RC (Pesole et al., 1999;
Saccone ef al., 2002). En particular los sitios no sinonimos muestran tasas comparables con
las de genes nucleares, en cambio los sitios sindnimos y los rARNs evolucionan 20 veces mis
rapido en la mitocondria que en el nicleo, mientras que los tARNs lo hacen 100 veces mas
rapido (Pesole er al., 1999; Saccone et al., 2002).

Algunas posibles explicaciones a la alta tasa de sustitucion nucleotidica en los sitios
sinbnimos de ciertos genes mitocondriales y los mt tARNs en relacién a su contraparte
nuclear podrian ser las propuestas tradicionalmente: a) mayor frecuencia de mutaciones

debidas al ambiente oxidativo de la mitocondria, b) ausencia de mecanismos de reparacién

32



Capitulo |

eficientes, c¢) mayor replicacién del genoma mitocondrial (un fenémeno de tiempo
generacional diferencial interno del organismo), d) alta tasa de fijacién por deriva genética

(e.g., Brown et al., 1979; Martin & Palumbi, 1993).

3.2. EI ADN mitocondrial y su uso en estudios evolutivos en primates

Al pensar en este tema, es inevitable hablar del estudio de nuestros propios origenes
como humanos. Los estudios de antropologia molecular basados en hibridacién de ADN entre
humanos y grandes monos (Sibley & Ahlquist, 1984), junto con las comparaciones de genes
nucleares (Goodman, 1985) habian propuesto la ancestralidad comin entre humanos y
chimpancés y al mismo tiempo han permitido obtener estimaciones de tiempos de divergencia
basados en la hip6tesis de reloj molecular. El segundo gran aporte de la antropologia
molecular ha sido la propuesta del origen africano tnico (sin flujo génico con poblaciones de
Homo erectus) y reciente (200.090 afios) del hombre moderno o hipétesis de la Eva africana,
basado en el analisis de RFPLs del genoma mitocondrial de individuos de diversas
poblaciones actuales (e.g., Cann et al., 1987; Cann, 2002). Esta hipdtesis ha ganado una gran
aceptacion ya que los datos obtenidos con diversos marcadores nucleares (secuencias de
varios genes y microsatélites) y los estudios comparativos de antropologia cultural, como los
aportados por la lingliistica apoyan a esta propuesta. Sin embargo, por un lado algunos
paleontdlogos se oponen a esta interpretacion (e.g., Wolpoff et al., 1994) y por otro, recientes
analisis de datos genéticos también han sugerido que las poblaciones de humanos africanos
habrian tenido cierto grado de flujo génico y no habrian reemplazado totalmente a las
poblaciones antiguas, manteniendo el debate abierto (Templeton, 2002).

El mtADN ha sido empleado como marcador molecular en numerosas investigaciones
de primates no-humanos con objetivos diversos, desde el estudio de la estructura social, la

estructuraciéon geografica de las poblaciones, la inferencia de las relaciones filogenéticas y
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para la contrastacion de hipdtesis biogeograficas. Dependiendo de las cuestiones analizadas se
han empleado RFLPs, secuenciacién de genes como el citocromo b hasta region control. En
particular, en esta Tesis se han empleado dos regiones diferentes del genoma mitocondrial,
una, para realizar un estudio de estructura poblacional: la regién control y la segunda fue el
gen que codifica para la subunidad II de la citocromo oxidasa ¢ (COII) para realizar

inferencias filogenéticas.

3.3. La region control o "D-loop”

La region control (RC) del genoma mitocondrial es una secuencia no codificante de
aproximadamene 1.000 pb, que también recibe el nombre de D-loop (‘displacement loop’)
debido a que forma una estructura de tres cadenas visibles al microscopio electrénico. Esta
estructura aparece durante la replicacion del genoma cuando la cadena naciente desplaza a la
parental. La RC se caracteriza, en los mamiferos, por tener una region central conservada
(RCC), flanqueada por dos dominios periféricos altamente divergentes (Saccone ef al., 1991).
Mientras que la RCC presenta una muy baja tasa de evolucion dada principalmente por
mutaciones puntuales, los dominios periféricos evolucionan rapidamente presentando
mutaciones puntuales, inserciones y deleciones (‘indels’), y nimeros variables de repeticiones
en tandem (VNTRs) (Saccone et al., 1991; Amason et al., 1993). En mamiferos, la RC
muestra caracteristicas particulares tales como una marcada variabilidad en las tasas de
evolucién segin los linajes (Saccone et al., 1991; Sbisa er al., 1997; Pesole et al., 1999;
Larissa et al., 2002). Pesole et al. (1999) compararon la tasa de sustitucién nucleotidica entre
varios grupos de mamiferos y observaron que la RC en promedio presenta una tasa de 12,6 x
107 sustituciones por afio por sitio. Por otro lado, la tasa de evolucién del dominio periférico
izquierdo en humanos ha sido estimada en 0.33 por 10 sustituciones por sitio por afio (Ward

et al., 1991). Esta alta tasa de sustitucién observada particularmente en esta regioén de la RC,
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la constituye en la regidbn mitocondrial mais empleada en estudios poblacionales.
Particularmente en primates no humanos se la ha utilizado en estudios genético-poblacionales
de bonobos (Pan paniscus, Hashimoto et al., 1996); babuinos (‘baboons’, Papio hamadryas,
Hapke et al., 2001); gorilas (Gorilla gorilla, Garner & Ryder, 1996; Saltonstall er al., 1998;
Jensen-Seaman & Kidd, 2001). En el caso de los platirrinos los trabajos publicados incluyen
estudios biogeograficos en calitricidos (Tagliaro et al., 1997), Saguinus (Jacobs et al., 1995;
Cropp et al., 1999) y Saimiri (Cropp & Boinski, 2001); y poblacionales en Alouatta seniculus

(Pope, 2000).

3.4. La subunidad II de la citocromo oxidasa ¢ mitocondrial (COII)

El complejo dimérico de la citocromo oxidasa ¢ se encuentra en la membrana
mitocondrial interna y es una proteina que interviene en la cadena respiratoria de todos los
organismos aerébicos. Cada monémero de la citocromo oxidasa ¢ estd compuesto por 3
subunidades (I-III) codificadas por el genoma mitocondrial y 10 subunidades codificadas por
el genoma nuclear. La citocromo oxidasa ¢ juega un papel critico en el ultimo paso oxidativo
de la cadena respiratoria pues transfiere los electrones de un citocromo ¢ reducido (proteina
codificada por el niicleo) al oxigeno para formar agua. Justamente la subunidad que
interacciona fisicamente con el citocromo c es la subunidad I1 (COII). (Capaldi, 1990; Cooper
et al., 1991; Adkins ef al., 1994).

Adkins et al. (1994) han observado una alta tasa de reemplazo de amino4cidos en el
comienzo de la radiacién de los antropoides, y que este incremento en la tasa es coincidente
con una aceleracién similar en la tasa de sustitucién del citocromo ¢ nuclear, sugiriendo que
ambas moléculas han evolucionado en forma correlacionada probablemente debido a
impedimentos estructurales y funcionales. Sin embargo, esta alta tasa de reemplazo

aminoacidico parece no haber afectado posiciones de importancia funcional en la molécula,
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aunque si ha aumentado la variacién de la regién amino terminal de la proteina, produciendo
cambios estructurales, y también modificaciones en la interaccion fisica con el citocromo ¢
(Grossman et al., 2001).

Cuando se analizan las tasas relativas en primates se observa un patrén creciente en el
valor de las tasas de sustitucidn comenzando en los prosimios, luego platirrinos, hominoideos,
y cercopitecos que presentan la tasa mas alta de sustituciéon para COIl (Adkins et al., 1994)
habiéndose estimado una tasa de sustitucidn para COIl en hominidos de 0.85% /millon de
afios (Ruvolo ef al., 1993). De la comparacién de varios genes mitocondriales de vertebrados
se observo la presencia de tres grupos los de tasa de sustitucion rapida, media y lenta, sin
embargo la tasa de sustituciéon no estaria fuertemente correlacionada con su utilidad en la
inferencia filogenética (Zardoya & Meyer, 1996). En particular, COIl entraria dentro del
grupo de los genes de sustitucion media (Zardoya & Meyer, 1996).

El gen COII ha sido empleado para estudios evolutivos en insectos (e.g., Pruess et al.,
2000), distintos grupos de mamiferos como roedores (e.g., Honeycutt et al., 1995) y primates
(Adkins & Honeycutt, 1994), entre otros. En particular, COII ha demostrado ser un marcador
util para la inferencias filogenéticas en ciertos grupos de primates como en Monos del Viejo
Mundo (Disotell et al., 1992), hominoideos (Ruvolo et al., 1991; 1993), en los géneros de

platirrinos Aotus (Ashley & Vaughn, 1995) y Ateles (Collins & Dubach, 2000).



4. La estructura social y la dindmica genética de las poblaciones

4.1. Aspectos generales de la organizacién social en primates

La sociabilidad es un comportamiento presente en un gran nimero de especies
animales. La variacién de estructura social, i.e. tamafio y composicién por edad y sexo de los
grupos, es muy amplia. Un tema de gran interés para los primatélogos dedicados a la
ecologia, ha sido estudiar como la variacion en la estructura social, dentro de una especie o
entre especies podria estar relacionada con diferencias ecoldgicas o variables
sociodemograficas (Crook & Gartlan, 1966). Diferentes hipotesis han sido planteadas para
estudiar estos factores, si bien en una primera etapa prevalecian aquellas explicaciones que
consideraban que los factores ecolégicos eran los determinantes del comportamiento social,
actualmente se estd considerando el papel de la competencia sexual y el legado filogenético
en la determinacién de los patrones de sociabilidad (Janson, 1992, 2000).

En general se considera que las potenciales ventajas de vivir en grupo son: una mayor
proteccién de los predadores, un mejor acceso a los alimentos y a cépulas, y la ayuda en el
cuidado de las crias (Feagle, 1998). A su vez, estas mismas ventajas se transforman en
potenciales desventajas ya que vivir en grupo también puede significar: una mayor
visualizacion por los predadores, y un aumento en la competencia entre individuos por los
recursos, copula y asistencia en el cuidado de la cria y mayor contagio de enfermedades
(Fleagle, op. cit.).

Hasta 1920 los estudios conocidos en primates no humanos estaban referidos
principalmente a su anatomia y taxonomia. En 1927, Kéhler publica un trabajo de
comportamiento en chimpancés. Entre 1930 y 1950 se desarrollan los primeros trabajos que
sientan las bases de los estudios de la socioecologia de primates (ver Fleagle, 2000). Entre

estos investigadores pioneros cabe destacar a Carpenter quien realizo los primeros estudio de
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campo en Monos del Nuevo Mundo, en una poblacién de monos aulladores (4dlouatta
paliatta) en la Isla de Barro Colorado, Panama (1934, 1954, 1962).

Los primates viven en sociedades que pueden ser identificadas como conjuntos de
animales que interactuan regularmente entre ellos mis que con miembros de otros grupos
(Struhsaker, 1969). Presentan la mayor variacién en los patrones de organizacién social que
cualquier otro grupo de vertebrados caracterizado por una gran diversidad interespecifica en
tamafio y composicion de edad y sexos de los miembros de los grupos (Janson, 1992). A su
vez, grupos que presentan una misma estructura pueden manifestar comportamientos sociales
diferentes; e.g., el monégamo Aotus suele presentar un importante cuidado parental por parte
del macho (‘male parental care’), mientras que en el monégamo gibon (Hylobates) ese
comportamiento es minimo (Janson, op. cit.). Mas auin, el grado de parentesco entre los
miembros de un grupo social de primates es altamente variable entre taxa. Pueden distinguirse
al menos 7 tipos de sociedades de primates desde especies en que los adultos son solitarios
hasta especies donde cientos de individuos estan organizados en grupos con varias
subunidades dentro de una jerarquia (Kappeler, 1997). Este ultimo autor describe los

siguientes patrones de organizacion social:

I- Especies solitarias: los individuos forrajean solos pero pueden formar grupos para dormir
con otros adultos (Bearder, 1987). Presentan superposicion en sus dreas de accion, con
hembras jovenes que se distribuyen en édreas de accién cercanas a las de su madre
(comportamiento filopatrico) constituyendo matrilineas. Con excepcién del orangutén
(Pongo pygmaeus), el resto de las especies solitarias son nocturnas. Su sistema de
apareamiento es poliginico, con competencia de machos, y presentan dimorfismo sexual en

el tamafio corporal. e.g., lorisidos.

II- Especies que viven en pareja, un macho adulto y una hembra adulta permanentemente
asociados (Leighton, 1987) con hijos que dejan su érea natal. El sistema de apareamiento
es monégamo, y no presentan dimorfismo sexual aunque algunas especies pueden

presentar dicromatismo. e.g., Aotus.
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III- Grupos polidndricos, una hembra activa reproductivamente asociada a dos machos
adultos. Ambos machos tienen acceso al apareamiento con la hembra (poliandria) y
proveen de cuidado parental a la cria. Tanto machos como hembras se dispersan de su
grupo natal. La poliandria que es rara en mamiferos, esta presente en los calitricidos, que

carece de dimorfismo sexual.

IV-Grupos unimachos, varias hembras y un macho adulto que presenta un comportamiento
territorial con un sistema de apareamiento poliginico. El patron de dispersion es variable,
en algunas especies se dispersan los machos, en otras las hembras, y en otros casos ambos
sexos. Presentan reemplazo de macho que est4 asociado a infanticidios por parte del nuevo
macho (Struhsaker & Leland, 1987; Kowalewski et al., 1995). En general, presentan un

marcado dimorfismo sexual en tamafio corporal y de caninos. e.g., Cebus, Alouatta caraya.

V-Grupos multimacho, varios hembras y machos estdn permanentemente asociados y son
reproductivamente activos. Pueden distinguirse tres tipos de grupos multimacho: a) las
hembras son filopatricas con formacién de lazos sociales entre las hembras originando
matrilineas (e.g., Saimiri sciureus); b) ausencia de lazos sociales entre ellas, ambos sexos
migran (e.g., Saimiri oerstedi, Alouatta palliata); y c) machos filopatricos, e.g., Colobus.
En general, el apareamiento es promiscuo, i.e. tanto machos como hembras se aparean con
varios miembros del sexo opuesto. En especies con tamafio de grupo pequeiio, el
apareamiento es poliginico, i.e. un macho se aparea con las hembras del grupo (Pope,
1990).

VI-Sistema ‘fision-fusion’, varios machos que presentan lazos sociales defienden un édrea en
la que se encuentran varias hembras que son basicamente solitarias. En esa comunidad se
pueden formar subgrupos temporales que varian en tamaifio y composiciéon. Las hembras
jovenes migran. El apareamiento es promiscuo y presentan poco dimorfismo sexual. e.g.,

Ateles, Brachyteles.

VII- Sociedades con varios niveles, un macho con varias hembras forman la unidad social mas
pequefia (unidad unimacho) que se organiza en niveles jerdrquicos de inclusién. Un
ejemplo es Papio hamadryas, varias de esas unidades estin fuertemente asociadas
formando un clan, y a su vez, varios clanes forman una banda, que es el nivel mas alto de
organizacion. Las bandas pueden asociarse para dormir. Cada hembra en estro se aparea
con el macho de su unidad. Presentan un marcado dimorfismo sexual, siendo en algunas

especies el tamafio corporal del macho el doble que el de la hembra.
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La pregunta acerca de como las poblaciones estan estructuradas genéticamente ha sido
de contindo interés para los bidlogos evolutivos. La estructuracién genética ocurre cuando la
poblacién se subdivide en subpoblaciones o demos que estdn al menos parcialmente aisladas
unas de las otras, usualmente por distancia (Wright, 1963, 1969). Cuando la poblacién se
subdivide podemos observar varios procesos, no mutuamente excluyentes, como:

+ la acumulacion de diferencias genéticas (diferenciacion) por accion de la seleccion natural,

$ aumento de la endogamia,
¥ fijacion y pérdida de variantes alélicas por accion de la deriva génica.

Si bien es ampliamente aceptado que el aislamiento geogrifico puede producir
estructuracién genética en las poblaciones a una escala regional, no estd claro si la
organizacién en unidades sociales pueden conducir a una estructuracién genética entre los
grupos de una misma poblacion (e.g., diferenciacion dentro de una misma colonia). La forma
en que la organizacion social puede influir en la estructura genética de una poblacién tendra
importantes consecuencias en relacion con la flexibilidad de la poblacion para responder a
cambios ambientales. El tamafio efectivo, los patrones de dispersion, y los sistemas de
apareamiento pueden influir en el mantenimiento de la diversidad genética dentro de la
poblacién, y la proporcién del genoma expuesto a la seleccion (Wright, 1946, 1965, 1980;
Slatkin, 1976). La consecuencia genética de las tasas y patrones de migracion entre los demos
puede ser descripta empleando los modelos basicos descriptos anteriormente (Punto 2.4.)
donde los efectos del aislamiento por distancia se compensan con el efecto cohesivo de la
migracién (Wright, 1943; Kimura, 1953; Kimura & Weiss, 1964).

En la mayoria de las poblaciones socialmente estructuradas, el grupo social es la
unidad minima de evolucién donde pueden ocurrir variaciones en las frecuencias génicas o de

rearreglos cromosomicos (e.g., Bush, 1975, Bush ef al., 1977; Wilson et al., 1975; Chesser et
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al., 1993). A su vez, la estructuracion genética se vera afectada por el resultado de la relacién
entre el sistema de apareamiento y los patrones de migracion de cada sexo. Por ejemplo,
considerando la restriccion impuesta por la estructuracién social al flujo génico en
combinacién con el sistema de apareamiento poliginico, se esperaria una reduccién del
tamafio efectivo (N¢) de los demos locales (Chesser ef al., 1993; Nunney, 1993; Storz, 1999).
Bajo esta organizacion social la deriva génica podria ser la fuerza evolutiva preponderante y
ha sido el factor invocado para explicar la correlacién observada entre las rapidas tasas de
evoluciéon cromosdémica y especiacion en mamiferos sociales (Bush, 1975; Wilson ef al.,
1975). Sin embargo, para la mayoria de los mamiferos, los efectos de la estructuracién social

en el destino de las variantes genéticas es una pregunta abierta.

4.3. Estudios genéticos poblacionales en primates

Los primates como mamiferos de vida larga y socialmente complejos, constituyen
modelos Optimos para observar los efectos del comportamiento y la demografia sobre la
estructura genética (Melnick, 1987). Estas observaciones podrian tener importantes
implicancias en la comprensién de su rdpida tasa de evolucién. A su vez, algunas
particularidades como la amplia diversidad en sus patrones de organizacién social,
composicion de grupos (edad y sexo), y patrones de migracién incluso entre especies
cercanas, los convierte en modelos de gran interés para este tipo de estudio.

Existen numerosos trabajos referidos al analisis de estructura genética de poblaciones
en varias especies de monos catarrinos, principalmente en los macacos, papios (o babuinos) y
mandriles, y también en las especies de monos antropomorfos chimpancé, gorila y orangutan,
empleando diversas metodologias como la electroforesis de proteinas sanguineas (Melnick,
1987; Melnick & Kidd, 1985); de ADN mitocondrial (Hoelzer et al., 1994; Melnick &

Hoelzer, 1996; James et al., 1997); RFLPs de ADN nuclear (Rogers & Kidd, 1996),
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secuenciacion de la regién control del genoma mitocondrial (RC) o "D-loop” (e.g., Hashimoto
et al., 1996; Saltonstall er al., 1998; Jensen-Seaman & Kidd, 2001; Hapke et al., 2001),
polimorfismos de secuencia del cromosoma Y (e.g., Tosi et al., 2000; Stone et al., 2002;
Gagneux, 2002) y microsatélites (e.g., Gagneux et al., 1999; Warren et al., 2000; Vigilant er
al., 2001).

En macacos cuando se analizan genes nucleares (herencia mendeliana) se observa una
marcada homogeneidad entre poblaciones mientras que la distribuciéon de la variabilidad a
nivel de genes mitocondriales (herencia materna) muestra una marcada diferenciacion entre
las poblaciones (Melnick & Hoelzer, 1996). La falta de concordancia entre los genes
nucleares y mitocondriales, podria explicarse al considerar la organizacién social de los
macacos. Estos presentan una estructura social multimacho con dispersién de los machos
cuando alcanzan la adultez, mientras que las hembras son filopatricas, esto presenta un
correlato genético ya que el andlisis de la distribucion de las variantes moleculares mostrarian
patrones homogeneos de la variabilidad nuclear junto con una estructuracion geografica y
social de la variabilidad mitocondrial (Melnick & Hoelzer, 1996).

Estudios similares se han realizado en algunos monos hominoideos, como el bonobo
(Pan paniscus) y el chimpancé (Pan troglogytes) que tienen estructura sociales de tipo fision-
fusion’, en la que los machos son filopatricos y las hembras se transfieren entre los grupos
(e.g. Idani, 1991; Gagneux ef al., 1999). En estos casos no se ha observado una estructuracion
a nivel del ADN mitocondrial debido a que el flujo génico es el resultado de la dispersion de
las hembras (e.g. Morin ef al., 1994; Hashimoto ef al., 1996).

A su vez, en orangutanes (Pongo pygmaeus) también se observaron discordancias
entre los patrones de variacion nuclear y mitocondrial, con un cierto grado de estructuracion
de la variabilidad mitocondrial pero ausencia de diferenciacion a nivel de loci de

microsatélites (Warren et al., 2000, 2001). También en este caso, los datos genéticos son
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concordantes con las observaciones comportamentales, ya que si bien Pongo pygmaeus se
considera una especie solitaria, las hembras mantienen areas de accion cercanas a su origen
(Warren et al., 2001).

En contraposicion al importante nimero de estudios sobre la relacién entre la
organizacion social y la estructuraciéon genético-poblacional rcalizados en primates catarrinos,
en los platirrinos, los trabajos son escasos, contando hasta el presente como tnicos
antecedentes los estudios de dos monos aulladores: Alouatta pigra (James et al., 1997) y A.
seniculus (Pope, 1990, 1992, 1996, 1998, 2000), basados en datos alozimicos y de mtADN.
En el primer caso los autores observan una ausencia de estructuracion genética tanto a nivel
nuclear como mitocondrial, sugiriendo que la poblacion habria atravesado recientemente un
cuello de botella probablemente como consecuencia de un huracan que azot6 la region de
estudio en los afios 80 (James et al., 1997). Por su parte las poblaciones venezolanas de
Alouatta seniculus estudiadas en los trabajos de Pope, han sido largamente investigadas por
numerosos primatélogos dirigidos por el Dr. Eisenberg. Esto ha permitido contar con datos
demograficos desde principios de los 70 (e.g., Eisenberg, 1991). Con esta informacién y
sumando los hallazgos genéticos obtenidos a partir del analisis de electroforesis de proteinas y
secuencias de la regién control mitocondrial, Pope observa: a) que las tropas, i.e. los grupos
sociales, estan estructuradas genéticamente, b) que la diferenciacion genética entre las
poblaciones se relaciona con la tasa de migracion observada, ¢) que los nuevos grupos
sociales se formarian con hembras no emparentadas, y d) que luego del establecimiento del
grupo s6lo un linaje mitocondrial se fijaria por competencia entre las hembras, proceso que

estaria correlacionado con el crecimiento poblacional (Pope, 1992, 1998, 2000).
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S. El modelo
5.1. El genero Alouatta

Entre los Monos del Nuevo Mundo, el género Alouatta que agrupa a los monos
aulladores, es uno de los grupos mas estudiado en cuanto a su ecologia y uno de los mas
interesantes debido al gran nimero de patrones contrastantes en relacion al habitat como ser el
habitar ambientes de selva de inundacién tanto como xerdfilos, sistemas sociales unimacho
asociado a comportamientos territoriales y sistemas multimacho sin presentar comportamiento
territorial (Crockett & Eisenberg, 1987). Una caracteristica comin dentro del género es que
ambos sexos se dispersan de su grupo natal (e.g., Crockett, 1984; Clarke & Glander, 1984;
Rumiz, 1990).

El género Alouatta ha sido considerado como un grupo pionero con adaptaciones
generalizadas a una diversidad de ambientes (e.g., Eisenberg, 1991). Las caracteristicas
relacionadas a su plasticidad para adaptarse a variadas y extremas condiciones ecoldgicas,
incluyen:

a) Distribucion geografica: Dentro de los primates neotropicales, Alouatta tiene una de las
distribuciones mas amplias que se extiende desde el sur de México hasta el norte de
Argentina (e.g., Eisenberg, 1979; Crockett & Eisenberg, 1987; Rylands et al., 2001)

b) Ambientes: Los aulladores habitan el rango de ambientes mas amplio que cualquier otro
género de primates, incluyendo la selva tropical lluviosa, selva de inundacién, bosques en
galeria, parches de bosque, y ambientes estacionales deciuos y semideciduos (Crockett &
Eisenberg, 1987, Zunino et al., 2001)

c) Dieta: Principalmente son folivoros con capacidad de extraer agua de las hojas que comen,
por lo cual pueden vivir en areas donde la disponibilidad de agua no sea permanente
(Eisenberg, 1991).

d) Ambientes marginales o perturbados: Se lo observa formando parte de comunidades de
hasta 11 especies de primates (Terborgh, 1983), si bien por el contrario, en algunos lugares,
Alouatta ha sido descripta como la tinica especie de primate presente, como es el caso de 4.
seniculus y A. caraya, aiin en éareas perturbadas por el hombre (Eisenberg et al., 1972;
Eisenberg ,1979; Rodriguez-Luna ef al., 1996; Kowalewski & Zunino, 1999).
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En cuanto a su taxonomia, el género Alouatta Lacépedé, 1799, se consideraba
tradicionalmente formado por seis especies: A. palliata (o A. villosa), A. pigra (o A. villosa
pigra), A. seniculus, A. belzebul, A. fusca y A. caraya (Hill, 1962; Crockett & Eisenberg,
1987). Actualmente, varias subespecies fueron elevadas al rango de especie, aunque es una
clasificacion que se encuentra en discusién e incluirfa 9 cspecies: 4. seniculus, A. sara, A.
nigerrima, A. belzebul, A. guariba, A. palliata, A. coibensis, A. pigra y A. caraya (Rylands et
al., 2000).

Junto con el resto de los atélidos constituyen los platirrinos mas grandes con una
media de aproximadamente 10 kg. en cuanto a su tamafio corporal, y poseen cola prensil con
anillos de friccion en la parte distal de la cola de posicion ventral que emplean en la
suspension (e.g., Napier & Napier, 1967; Milton, 1982). Presentan dimorfismo sexual tanto en
tamafio corporal con machos mucho mas grandes que las hembras, aunque en algunas
especies este dimorfismo es leve, como en sus caninos, y en algunos casos como en 4. caraya
y A. fusca también presentan dicromatismo, con el macho mas oscuro que la hembra (e.g.,
Thorington et al., 1984; Hirsch et al., 1991). Otra caracteristica particular del género es la
expansion del hueso hioides que constituye una caja de resonancia que les permite generar
fuertes y largas llamadas o aullidos, de ahi su nombre de "aulladores".

En vida silvestre, la longevidad de los machos puede ser mayor a 25 afios, y la de las
hembras de 20 (Coppo & Resoagli, 1978; Eisenberg, 1991). En cuanto a su reproduccion, la
edad media de la primera paricion es a los 5 afios, en general tienen una cria con una
gestacion de alrededor de seis meses y medio (186 dias en 4. palliata y 191 dias en A.
seniculus) e intervalos de casi dos afios entre partos. Si bien se reproducen en cualquier época
del afio, presentan un pico de nacimientos asociado a la disponibilidad de recursos
alimenticios (Glander, 1980; Crockett & Sekulic, 1982; Zunino, 1986, 1996; Eisenberg, 1991;

Kowalewski, com. per.).
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Las dreas de accién van de 4 a 60 ha, con mayor variacién dentro de las especies que
entre ellas, mostrando una relacién con variaciones ambientales (Crockett & Eisenberg,
1987). En relacidn al 4rea de accion que presentan, los aulladores pasan poco tiempo
desplazandose y tienen largos periodos de descanso y digestion. A su vez, éstas estin
inversamente relacionadas a la densidad poblacional y en situaciones de alta densidad
poblacional las 4reas de accién se superponen (Crockett & Eisenberg, 1987).

Como ejemplo del amplio rango de valores de densidad poblacional que se observa en
aulladores, se puede citar a A. caraya que en poblaciones marginales de en Bolivia presenté la
mas baja densidad observada de 0,8 individuos por km’ (Helte et al., 1976) hasta la mayor
densidad poblacional dada por 280 individuos por km’ en islas del Parana (Rumiz, 1990;
Zunino et al., 2001). La abundancia de alimentos asi como el niimero de especies de primates
en competencia han sido propuestos tradicionalmente como limites de la densidad poblacional
en primates influyendo a su vez en la estructura de grupos de la misma (Struhsaker, 1978;
Eisenberg, 1979; Dittus, 1980; Milton, 1980). Sin bien se observan correlaciones entre
variaciones en la composicion de los habitats y la estructura poblacional, los factores
relacionados con la historia del grupo también afectarian los patrones de estructuracion
(Chapman & Balcomb, 1998). Entre estos ultimos, un factor que podria condicionar la
estructura poblacional es el crecimiento demografico, i.e., poblaciones que se encuentran en
esa fase, podrian mostrar estructuras poblacionales diferentes respecto de poblaciones que se
encuentran en una fase estable, al menos en parte, debido al proceso demografico (Crockett,
1996; Crockett & Eisenberg, 1987; Crockett & Rudran, 1987). Chapman y Balcomb (1998)
analizan el tamafio de grupo, relacion de hembras y machos por grupos y la relacién de
hembras e infantes entre las distintas especies de aulladores, concluyendo que sélo los dos
primeros varfan significativamente entre especies. Si bien estos autores proponen que no hay

datos suficientes para establecer qué parametros podrian afectar la variaciéon en densidad y
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estructura de grupos en aulladores, sugieren que mucha de esa variabilidad estaria relacionada

a eventos recientes como alteracion de habitat, caza, y enfermedades.

5.2. Alouatta caraya (Humboldt, 1812)

5.2.1. Generalidades de la especie

Alouatta caraya o mono aullador negro o 'karaya” en guarani, posee una de las
distribuciones mas amplias dentro del género e incluso dentro de las especies de platirrinos, se
distribuye desde el Brasil central, hasta Paraguay, este de Bolivia, y noreste de Argentina
(Cabrera, 1958; Thorington ef al., 1984, Rumiz, 1990, Bicca-Marques, 1990; Hirsch ef al.,
1991) (Figura 8). Ocupa la distribucion sur de todos los platirrinos, por consiguiente, una
parte de la poblacion esta expuesta a condiciones ambientales extremas, respecto de otras que
viven en ambientes tropicales mas estables, centrales o incluso en el extremo norte de su

distribucion.

Figura 8. Limites de la distribucion geografica de Alouatta caraya adaptado de Wolfheim (1983).
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Su limite sur se considera en el noreste de Argentina, 28° 30" S, 59° 10" O (Pope,
1966), si bien recientemente se lo ha descripto en el sur de Brasil, 29° 56 S, 55° 59" O (Bicca-
Marques, 1990) y en islas del rio Parané cercanas a la localidad de Reconquista (Santa Fé,
Argentina) (Zunino, com. per.). Estas nuevas observaciones podrian reflejar un movimiento
reciente del limite sur de distribucién en donde el factor antrépico no puede ser descartado.
Para otra especie de aullador de distribucion sur, Alouatta fusca, también se observé un
corrimiento hacia el sur del limite de su distribucion (Printes et al., 2001). Esta colonizacién
de nuevas éreas apoya la idea de la gran capacidad adaptativa de los aulladores, ya que hasta
el momento no se ha descripto un corrimiento similar en otras especies de distribucién sur de
monos platirrinos. Sin embargo, esto si se ha observado en especies de plantas, insectos y
aves que han sido empleadas como modelo en los estudios del impacto de los recientes
cambios climéticos, y en particular el aumento de la temperatura global (e.g., Thomas et al.,
2001; Walter et al., 2002). En general se acepta que las caracteristicas climéticas como
temperatura y precipitaciones pueden influenciar la distribucién de las especies (e.g.,
Hoffman & Parson, 1997). En este sentido los aulladores constituyen un modelo interesante
en mamiferos para estudiar los efectos de estos parametros junto con la distribucién de los
ambientes sobre el posible desplazamiento de su limite sur (Zunino, com. per.).

Cuando el limite sur de la distribucién de 4. caraya es ampliamente discutido en la
literatura, los trabajos hacen poca referencia acerca del limite norte y oeste de la especie.
Hirsch et al. (1991) cita como localidad mas al norte en la cual se reporté su presencia a
Conceigao do Araguaia (Para, Brasil) (8° 15" S, 49° 17" O) mientras que Deane (1976)
propone que el limite estaria dado en los 10° S (Wolfheim, 1983). Asi el caraya se distribuiria
ocupando desde la catinga, al nordeste de Brasil, pasando por el cerrado, pantanal del Mato
Grosso, chaco central, hasta el noreste de Argentina y en Bolivia, donde su limite occidental

maximo estaria cercano a la localidad de San José de Uchupiamonas (La Paz) (14° 12S°, 68°
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04 'O) (Anderson, 1997) (Fig. 8). Sin embargo, estos datos se basan en observaciones
parciales y en datos de colecciones de museos, por lo cual se hace necesario un estudio de la

distribucion geografica de la especie en la actualidad.

Ademas del dimorfismo sexual de tamafio corporal y de caninos, esta especie presenta
un marcado dicromatismo sexual. El macho adulto es negro con gran desarrollo del hioides y
pesan 6,5 kg. aprox., las hembras son color habano con un peso de 4,5 kg., los jovenes de
cada sexo son del color de la hembra adulta aunque suelen ser mas claros (Cabrera, 1958;
Rumiz, 1990) (Figura 9). Los machos jovenes al avanzar a la adultez, se van oscureciendo,

hasta tener el color negro a la edad de 4,5 afios y con 5 kg de peso en promedio (Thorington ef

al., 1984).

Figura 9. Izquierda: Alouatta caraya infante (color habano claro) en CAPRIM (Corrientes, Argentina)
(foto M. S. Ascunce). Derecha: Alouatta caraya macho (negro) y hembra (color habano) adultos en
Isla Brasilera (Chaco, Argentina) (foto L. Oklander).
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Como todos los platirrinos, el caraya es basicamente arboricola ocupando los estratos
superiores de la selva, se desplaza entre las ramas usando también su cola, la que suelen usar
para quedarse suspendidos completamente de ella (Piantanida ef al., 1984). En general no
descienden al suelo aunque en Corrientes (NE de Argentina) se los ha observado trasladarse
de un parche de bosque a otro caminando (Piantanida ef a/., 1984) y también para pasar de un
albardon a otro en Isla Brasilera. Una particularidad de estos aulladores en su distribucién sur
es que se los ha observado nadando (Zunino, com. per.).

En los aulladores, el comportamiento alimenticio se adecuaria a una estrategia que
maximiza el balance nutricional y minimiza los efectos nocivos de los compuestos
secundarios de las hojas (e.g., Clutton-Brock, 1977; Milton, 1980; Bicca-Marques &
Calegaro-Marques, 1994). Milton (1978) considera que los aulladores son "folivoros
comportamentales" (‘behavioral folivores’) sugiriendo que utilizan adaptaciones
comportamentales, como un patrén regular de inactividad diurna y el consumo de alimentos
energéticamente ricos cuando estan disponibles. En particular, durante el 77,4% de su
actividad diaria, el carayd permanece inactivo (Zunino, 1986). Si bien se los consideran
folivoros generalistas, su dieta también incluye una buena cantidad de frutos, sin embargo este
segundo componente de su dieta esta sujeto a la disponibilidad estacional. Bicca-Marques &
Calegaro-Marques (1994) encontraron que en una poblacion de 4. caraya, el comportamiento
alimenticio incluia un 60,9 % de su tiempo comiendo hojas, 28,9 %, frutos y semillas, 6,4%,
troncos verdes; 2,7%, flores, 1% cortezas, y 0,1%, liquenes. Como parte del estudio del rol de
A. caraya en la regeneracion de la selva como dispersor de semillas, Bravo & Zunino (1998)
observaron que parte de semillas (19-23%) presente en los frutos consumidos por 4. caraya
en distintos ambientes estaban infectadas por larvas de insectos. En base a estos resultados,

los autores proponen que no sélo hay que considerar el consumo de frutos en aulladores como
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consumo de azicares, sino que hay que reevaluar su rol en la ingestion de proteinas animales

(Bravo & Zunino, 1998).

5.2.2. El habitat de Alouatta caraya en la Argentina y su organizacion social

En Argentina, el caraya se distribuye por el este de Formosa y Chaco, noreste de Santa
Fe y el centro-norte de Corrientes (Brown & Zunino, 1994). También se puede encontrar mas
hacia el oeste en los remanentes de selva en galeria en muy baja densidad (Brown & Zunino,
1994). El area de distribucion austral del carayd se encuentra dividida en direccion norte-sur,
por dos grandes rios: el Parana y el Paraguay. Estos rios determinan dos tipos de ambientes
habitados por los aulladores, la selva de inundacion presente en islas y margenes (SI), y el

bosque alto sobre terrenos mas elevados con distribucion en parches (TF), difiriendo ambos

en su composicion floristica y disponibilidad de recursos alimentarios (Figuras 10y 11).

Figura 10. Selva de inundacion en Isla Brasilera (Chaco, Argentina). Izquierda: Margen de la Isla
Brasilera. Derecha: Albardon principal A. caraya juvenil suspendido de su cola comiendo (fotos M. S.

Ascunce).
La selva de inundacion constituye un corredor biologico latitudinal que ingresa desde

la zona tropical, con aportes de la Mata Atlantica y del Mato Grosso, constituyendo una cufia
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de aporte tropical, favorecida por el efecto atemperado del rio Parana, y que sufre un
empobrecimiento gradual hacia el sur, a medida que disminuye la temperatura media y
aumenta la amplitud térmica (Brown & Zunino, 1994).

La selva de inundacion se caracteriza por su baja diversidad de especies arboreas,
principal sustrato y fuente de recurso para los aulladores. Por otra parte el bosque alto, que
forma estrechas franjas a lo largo de rios y arroyos (selvas en galeria) y manchones (o
parches) en terrenos alejados de los cursos de agua, muestra una mayor diversidad de especies

arboreas y estacionalidad mas marcada en la produccion de recursos (Zunino, 1989).

Figura 11. Zona entre parches de bosque (zona CAPRIM, Corrientes) (foto M. S. Ascunce)

Acompaiiando esta diferencia en el habitat, existe un dicotomia en el comportamiento
social de los grupos pertenecientes a TF o SI. En los bosques altos, se observan grupos
pequefios cuyo tamafo promedio es de 6 individuos, correspondiendo a una baja densidad
grupal, de comportamiento territorial y con un so6lo macho adulto (grupos unimachos)
(Zunino, 1989; Rumiz, 1990). Mientras que en las islas, el tamafio medio grupal observado es
de 9 individuos (alta densidad), ausencia de comportamiento territorial y formacion de grupos
con varios machos adultos (grupos multimachos) (Zunino, 1989; Rumiz, 1990, Zunino ef al.,

2001) (Tabla 3).
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Tabla 3. Densidad y organizaci6n social en poblaciones de A. caraya del NE argentino

Tamafio Adultos Hembras Infante/

Tipo de ambiente  Localidad'  Grupos Densidad 2 de grupo por grupo /Machos’ Hembras* R’

Selva Paranaense
Iguazi 3 <0,01 3,5 3 1,83 ? Q)

Bosque en galeria
Riachuelo 17 0,9 5,7 3,37 2,15 0,3 )]
Puerto Bermejo 12 1,3 8,9 2,8 1,95 ? )
Riacho Pilagd 15 L1 6,3 4 1,72 0,18 (3)
Riacho Pilagd ? 0,09 ? ? ? ? 0))

Selva de

Inundacién Islas Tragadero 17 8 6 0,9 ? (5)
Isla Guéscara 10 2,8 12,4 6,8 1,75 0,19 (1)
Isla Brasilera 31 2,7 9 5,2 2 0,28 (1)

? Dato no disponible. ' Localidades. Iguazi: Parque Nacional Iguaza (Misiones), Rio Riachuelo (Corrientes);

Puerto Bermejo (Formosa); Riacho Pilagé "Estancia Guaycolec” (Formosa); Islas Tragadero: grupo de islas del
sistema Tragadero e Isla Ulfeldt (Santa Fé); Isla Guascara e Isla Brasilera (Chaco). 2 Densidad expresada en
individuos por hectarea. > Relacion entre hembras y machos adultos. * Relacion entre infantes y hembras adultas.
3 Referencias: (1) Zunino et al. (2001); (2) Thorington et al. (1984); (3) Brown y Zunino (1994); (4) Arditi

(1992); (5) Pope (1968)

Esta diferencia de comportamiento social marcada por la disponibilidad de recursos

alimenticios en relacion al habitat, y correlacionada a la formacién de grupos unimachos a

bajas densidades, y grupos multimachos a altas densidades, también fue observada en otras

especies de aulladores reflejando la plasticidad adaptativa del génmero permitiéndonos

considerarlos como especies colonizadoras (Eisenberg ef al., 1972).

En nuestro pais, como 4rea de distribucion marginal de los primates, la presencia de

grupos de carayds en islas de formacion reciente y la rapida repoblacién que se observé luego

de prolongadas inundaciones (Zunino com. per.) constituiria una evidencia de la alta

capacidad de colonizacion del carayé a lo largo de las islas.
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6. Objetivo general

Evaluar la relacion entre la organizacién social y la variabilidad genética en platirrinos
caracterizando la variabilidad nucleotidica a nivel del ADN mitocondrial en algunas especies
de platirrinos, y en especial en Alouatta caraya empleando marcadores mitocondriales con
diferentes tasas de sustitucion nucleotidica. Primero, como marcador con tasa de sustitucion
intermedia, emplear la secuencia nucleotidia correspondiente a la subunidad Il de la
citocromo oxidasa ¢, a fin de estudiar las relaciones filogenéticas entre 7 géneros de
platirrinos que se diferencian en el tamafio corporal y varias caracteristicas de vida e intentar
relacionar tasas de sustitucion molecular con caracteristicas intrinsecas de cada grupo y
género. Segundo, usar como marcador con tasa de sustitucién alta, la regién control
mitocondrial, para caracterizar la variabilidad nucleotidica a nivel poblacional en Alouatta

caraya en su distribucién marginal sur.
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Materiales y Métodos

1. Muestras
1.1. Obtencién y conservacion

Los ejemplares incluidos en el presente estudio fueron capturados en distintas
oportunidades y ambientes y fueron procesados en el GIBE (FCEN-UBA). Los individuos de
la especie Alouatta caraya fueron capturados en sus ambientes naturales por el Dr. Zunino
(CONICET-MACN) empleando un rifle y dardo anestésicos (PNEUDAR). La toma de
muestras de los animales de cautiverio fue realizada por los veterinarios de las instituciones
correspondientes y en general fueron anestesiados por via intradérmica. En la mayoria de los
casos, la anestesia fue realizada con Ketamina (Parke Davis) en dosis de 10 mg/kg. de peso.
De acuerdo al tamaiio corporal de los ejemplares se extrajeron entre 2 y 5 ml de sangre por
puncion en la vena femoral utilizando heparina (Abott) como anticoagulante. Con la muestra
de sangre entera se realiz0 una centrifugacion diferencial separando: plasma, eritrocitos y
globulos blancos. Después de la primera centrifugacién a 1500 rpm por 10 minutos, se extrajo
la fraccion sobrenadante de plasma que se congel6 a -20C°. A continuacion se realizaron una
o dos centrifugaciones, empleando soluci6n salina de cloruro de sodio (9%) hasta aclaracion
completa del sobrenadante, separando la fraccion de globulos blancos de la de eritrocitos.
Ambas fracciones se guardaron en una solucion glicerina-NaCl (9%): 50% v/v y a -20°C,
empleando la primera fraccion en los estudios de genética molecular desarrollados en este
trabajo.

De algunos ejemplares, se obtuvieron muestras de pelos que fueron colectadas
arrancando, con guantes de latex, un mechén de 20-30 pelos aproximadamente del animal

anestesiado que se almacenaron en sobres de papel en heladera a 4° C.
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1.2. Muestras de Alouatta caraya

1.2.1. Localidades de muestreo

Las localidades de muestreo para Alouatta caraya fueron Isla Brasilera (Chaco,
Argentina), ubicada sobre el rio Parana, 5 km al sur de la confluencia con el rio Paraguay,
junto con Itati, Loreto, San Cayetano y CAPRIM, todas en la provincia de Corrientes
(Argentina) y dos sitios en Paraguay: uno frente a la Isla de Yacireta (actualmente inundada
por el embalse) (Figura 12) y otro cercano a la ciudad de Asuncién, denominado Paraguay en
este trabajo (no se indica en el mapa ya que su ubicacion no corresponde a la distribucion

marginal sur de la especie en estudio).
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Figura 12. Ubicacién geografica de las localidades de muestreo para Aloutta caraya de distribucion

marginal sur: 1 Isla Brasilera, 2 Itati, 3 Yacireta, 4 Loreto, 5 San Cayetano y 6 CAPRIM.
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Todas las localidades, excepto Isla Brasilera, constituyen ambientes de tierra firme
(TF) que se caracterizan por los parches de bosque y las selvas en galeria a lo largo de los rios
que en esta region son tributarios del Parand. Yaciretd (27° 28’S, 56° 44°0) se ubica sobre la
margen derecha del Parand, mientras que sobre la margen izquierda se encuentra Itatf (27°
20°S, 58° 40°0), Loreto (27° 46’S, 57° 17°0), San Cayctano (27° 30’S, 58° 41°0) y
CAPRIM (27° 31°S, 58° 38°0). La localidad de muestreo Paraguay, ubicada en la margen
derecha del rio Paraguay, también constituye un ambiente de tierra firme.

Isla Brasilera (IB) (27° 20°S, 58° 40’0) presenta un habitat correspondiente a selva
de inundacién y tienc una superficie de 292 ha. En la Isla se observan dos ambientes segun la
elevacion del terreno: tierras bajas frecuentemente inundadas (suelos saturados) (IBSUR) y
tierras mas elevadas con menor frecuencia de inundacion (suelos himedos) (IBALB) (Zunino
et al., 2001). En cuanto a la poblacion de carayis que habita IB, el andlisis de la densidad
poblacional mostré grandes diferencias entre estos dos ambientes dentro de la isla, donde en
IBALB se observd una alta densidad de aulladores (3,02 ind/ha) con un tamafio grupal
promedio de 11,25 individuos por grupo, mientras que en IBSUR los valores fueron de 1,8
ind/ha y 6,13 individuos por grupo. En promedio la IB present6 una densidad de 2,7 ind/ha y
la relacion de hembras y machos adultos fue de 2 y 2,16 para IBALB e IBSUR (Zunino et al.,
2001). Estos trabajos de campo brindaron informacién acerca de la fenologia de la isla, ciertos
parametros poblacionales y la estructura social de los grupos que permiti6é elegir, para este
estudio, a la poblacion de A. caraya de Isla Brasilera. A su vez, también se conoce la
ubicacion de las tropas en la isla (Figura 13) (Zunino, com. personal). En este trabajo se
consideraron dos tipos de ambientes en la isla: Albardon principal que corresponderia a
ambientes de suelos humedos, y Monte que corresponderia en general a ambientes de suelo

saturado (Zunino ef al., 2001).
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Escala

0,32 km

Figura 13. Mapa de Isla Brasilera indicando la distribucion de las tropas (mapa y datos cedidos por G.

Zunino, 1997-1999)
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1.2.2. Anilisis de regién control mitocondrial

En este trabajo de Tesis se analiz6 un total de 70 ejemplares de Alouatta caraya. En la
Tabla 4 se describe la procedencia de las muestras y en la Tabla 5 se detallan las tropas de Isla

Brasilera analizadas en el presente trabajo.

Tabla 4. Procedencia de las muestras detallando el tipo de ambiente

Nimero de Localidad Namero de Tipo de ambiente
Localidad individuos

1 Isla Brasilera 57 Selva de inundacién

2 Itati 4 Tierra firme

3 Yacireta 1 Tierra firme

4 Loreto 2 Tierra firme

5 San Cayetano 2 Tierra firme

6 CAPRIM 3 Tierra firme

7 Paraguay 1 Tierra firme

Total 70

Tabla 5. Individuos de Isla Brasilera discriminados por tropas y su localizacion

Individuos Total individuos
Tropas muestreados por tropa Isla Brasilera
X0 2 2 Monte
X2 1 15 Albardén principal
X4-X5 5 11 Monte
X6 1 5 Monte
X10 4 11 Albardén principal
X11 2 12 Monte
X19 2 5 Monte
X23 2 13 Monte
X24 6 20 Albardén principal
X28 11 14 Albardén principal
X29 14 15 Albardén principal
X30 4 ? Albardén principal
X31 3 . Albardén principal
Total 12 57 115

? dato no disponible



1.2.3. Andlisis de microsatélites

Como anilisis complementario se realizé un estudio por microsatélites en un total de
27 cjemplares de Alouatta caraya. Si bien los resultados obtenidos son parciales constituyen

datos enriquecedores para la discusion final (Tabla 6 y 7).

Tabla 6. Localidades y tipo de ambiente de procedencia de los ejemplares de Alouatta caraya

NUimero de Localidad NUmero Tipo de ambiente
localidad de individuos
1 Isla Brasilera 17 Selva de inundacién
2 Itati 1 Tierra firme
3 Yacireta 1 Tierra firme
4 Loreto 2 Tierra firme
8 Z2o0légicos* 6 Cautiverio
Total 7 27

* Instituciones de las cuales de obtuvieron las muestras de sangre de los ejemplares de cautiverio:

Ezeiza Flora y Fauna, y Zoolégico de la Ciudad de Buenos Aires (Argentina)

Tabla 7. Individuos de IB genotipificados discriminados por tropas

Individuos Total individuos IB
Tropas genotipificados por tropa
X0 1 2 Albardén principal
X6 1 5 Monte
X11 2 12 Monte
X19 1 5 Monte
X23 1 13 Albardén principal
X24 4 20 Albardén principal
X28 3 14 Albardén principal
X29 4 19 Albardén principal
Total 8 17 90
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1.3. Muestras de monos platirrinos

Para los andlisis filogenéticos que incluyeron comparaciones entre subespecies hasta

interfamiliares, se analizaron 11 muestras de sangre de primates platirrinos incluyendo 2

Alouatta caraya, 1 Ateles paniscus, 3 Ateles belzebuth, | Aotus azarae azarae, 1 Cebus apella

paraguayanus, 1 Cebus apella nigritus y 2 Saimiri boliviensis (Tabla 8).

Tabla 8. Ejemplares de monos platirrinos segun su clasificacion taxonémica (modificada de Schneider

et al., 1996).

Clasificacién taxonémica Género Especie geggigizco Procedencia’
Familia Atelidae
Subfamilia Alouattinae
Alouatta caraya Argentina 1
caraya Argentina 1
Subfamilia Atelinae
Ateles belzebuth 2
belzebuth 3
belzebuth 4
paniscus 3
Familia Cebidae
Subfamilia Cebinae
Cebus apella nigritus 5
a. paraguayanus Paraguay 6
Subfamilia Saimirinae
Saimiri boliviensis Bolivia 7
boliviensis ? 8
Subfamilia Aotinae
Aotus azarae azarae Argentina 8

? origen desconocido

! Procedencia: 1) vida silvestre, 2) Zoolégico de Buenos Aires, 3) Jardin Zoolégico de La Plata, 4)
Ezeiza Flora y Fauna, 5) ECAS, "Estacién de Cria de Animales Silvestres”, La Plata, 6) IICS,
"Instituto de Investigaciones Cientificas y de la Salud", Asunci6n, Paraguay, 7) CAPRIM, "Centro

Argentino de Primates”, Corrientes, 8) CEM, "Complejo Ecolégico Municipal”, Roque Saenz Peila,

Chaco, Argentina.



2. Materiales y Métodos de laboratorio

2.1. Analisis poblacional en Alouatta caraya

La region control o 'D-loop’ del genoma mitocondrial, marcador molecular empleado
para este analisis, es una secuencia no codificante de herencia haploide materna. Tiene una
tasa de sustitucion nucleotidica de 8,4% -12,6 % por millén de afios, muy superior a la del
genoma mitocondrial analizado como un todo que es de 2% por millén de afios (Gemmell et
al., 1996; Pesole et al., 1999). Estas caracteristicas hacen que la RC sea un marcador muy util
para estudios poblacionales y en particular para el estudio de los linajes maternos

(matrilineas).

2.1.1. Extraccién de ADN

Para la extraccién de ADN a partir de sangre se siguieron dos protocolos. Para ambos
se utilizé la fraccién enriquecida en glébulos blancos que se obtuvo luego del fraccionamiento
detallado en el punto 1.1 de este capitulo. Para el primer protocolo, se tomaron 4-8 pl de la
fraccion enriquecida en globulo blancos y se realizé la extraccion de ADN empleando 200 ul
de una solucién al 5% de CHELEX 100® (BIORAD) (Walsh et al., 1991). El segundo
protocolo empleado fue el tradicional fenol-cloroformo, con incubacién previa toda la noche
(‘over night’) con buffer 2XCTAB y proteinasa K.

En la extraccion de ADN a partir de muestras de pelos (10 pelos aproximadamente de
cada individuo) se utiliz6 el ‘kit" Qiagen’s DNA Tissue Kit (QIAGEN) segun las

recomendaciones del fabricante.
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2.1.2. Amplificacién por PCR de la regién control mitocondrial (RC)
La regiéon control mitocondrial se amplifico empleando la metodologia de
“amplificacion en cadena de la polimerasa’ (PCR) usando los iniciadores ("primers’) L15926

y H00651 propuestos (Kocher et al., 1989) dada la alta conservaciéon de su secuencia en

mamiferos:
L15926 TACACTGGTCTTGTAAACC
HO00651 AAGGCTAGGACCAAACCT

Los nombres de los oligonucledtidos indican la cadena pesada H (heavy) y liviana L
(light) segtn la composicion de nucledtidos de cada hebra del mtADN; los nimeros indican
las posiciones del extremo 3’ segin la numeracién de la secuencia del genoma mitocondrial
humano propuesta (Anderson et al., 1981).

Las amplificaciones se realizaron en microtubos de 0,5 ml siguiendo un programa de
amplificacién que incluy6 35 ciclos, cada uno con un primer paso de desnaturalizacién a 95
°C durante 1 minuto; un segundo paso de anillamiento a 51-54 °C por 1 minuto, y un tercer
paso de extensién a 72 °C por 1,30 minuto. En todos los casos las amplificaciones se
realizaron incluyendo un blanco de PCR o control negativo (sin templado) y un control
positivo de amplificacién con un ADN conocido de templado. Si bien se emplearon varios
termocicladores (maquinas de PCR), en funcién de la disponibilidad horaria de cada uno para
el analisis de la region control se traté de usar, en lo posible, siempre el mismo (ProGene).
Como resultado de la optimizacién de las condiciones de PCR, las reacciones de
amplificacion se realizaron con:

¥ volumen final de reaccién para amplificacion inicial: 25 pl

¥ volimenes variables de la extraccion: 5, 7,5 y 10 ul (100 - 120 ng de ADN total)

» condiciones de reaccion: 1X PCR Buffer (Promega), 2 mM MgCl,, 0,8 mM dNTPs
(dinucledtidos) y 0,25 unidades de Taq ADN polimerasa (Promega).

¥ 1,5 pl de la solucién de cada iniciador (concentraciéon 10 pM)
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Para las amplificaciones en las que el ADN habia sido extraido de pelo, la tnica
variacién que se introdujo fue aumentar en nimero de ciclos de la PCR inicial, de 35 a 40, en
tanto que el resto de las condiciones como asi también los pasos subsiguientes fueron los

mismos que para los ADNs obtenidos a partir de la fraccién de globulos blancos.

2.1.3. Diseiio de iniciadores

En el disefio de iniciadores para la regién control de A. caraya se utilizaron como
referencia secuencias de otros platirrinos ya publicadas para los géneros Leontopithecus y
Callithrix (Platyrrhini, Callitrichidae) (Tagliaro ef al., 1997). Luego del alineamiento de estas
secuencia con el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) se observd un total de seis
regiones conservadas que fueron seleccionadas para el disefio de 6 iniciadores con el
programa GenRunner v 3.02 (Hastings Software, Inc.), esperando que en esas regiones por ser
conservadas, hubiese homologia con las secuencias propias de los aulladores (Tabla 9).

Posteriormente a la secuenciacion parcial de varios ejemplares, se disefiaron 10 nuevos
iniciadores especificos para A. caraya que permitieron la concrecion del presente trabajo. Si
bien estos iniciadores constituyen parte de los hallazgos originales del trabajo de tesis dado

que fueron utilizados como material para el anélisis de las muestras se describen en este punto

(Tabla 9).
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Tabla 9. Iniciadores y sus temperaturas de anillamiento (T,) utilizados en 4. caraya

Nombre del Secuencia Longitud Ta
iniciador’ (5°-37) (pb) (c°)
L15926 TACACTGGTCTTGTAAACC 19 51-54
HO00651 AAGGCTAGGACCAAACCT 18 51-54
I’ +38 CCACCATCAACACCCAAAGC 20 55
-398 GGTTTCACGGAGGTTGGTAG 20 55
+458 ATATAGACAGGGCTTGGTTA 20 55
-690 ACATTCCTTTCCTACCAGAG 20 55
+692 CTGGTAGGAAAGGAATGTAC 20 55
-1276 ACCCGTCTAGACATTTTC 18 55
II +24 AAAGCCCTACCATAAAGTAC 20 55.5
+212 CAACCATAGCACATATAATG 20 55.5
-204 GTGCTATGGTTGCCTGTAGA 20 55.5
-576 CAGGTTAAGAGGGTGATAGC 20 55.5
+763 CACTAAGGTGTTATTCAGTC 20 55
-864 GGCTAATTTGTGATGGTGGT 20 55.5
+869 ACACACCTGACTAGACTTTC 20 55
-1017 TGAAGGGTATGATCTAGGTG 20 52-55
III -338 GAAGAGAACTTACCGAGTGC 20 52-54
-398 GGTTTCACGGAGGATGGTAG 20 54-55.7
-806 GCGTGGTGCTGGTARAAGTTG 20 54-58

'I, 11, 11I: Etapas temporales en las que se desarrollaron los iniciadores.
2 (L) o (+) Cadena liviana del mtADN y (H) o (-) cadena pesada.

2.1.4. Visualizacién de los productos de amplificacién

Para verificar el resultado de las amplificaciones se empleé la técnica de electroforesis

sembrando un volumen de 5-10 ul de los productos de amplificacién en geles de agarosa al

0,8% - 1% con Bromuro de Etidio (BrEt) que se someti6 a posterior electroforesis. Las

corridas electroforéticas se realizaron en cubas horizontales con el gel sumergido en una

solucién tampén (‘buffer’) TAE 1X o TBE 1X, a 75 volts durante 45 minutos. Una vez

finalizada la corrida, los productos se visualizaron por transiluminacién con UV. Como
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marcadores de peso molecular se emplearon el 100bp Ladder (Promega) y el 1Kb Plus DNA

Ladder (Promega).

2.1.5. Nueva ronda de amplificacién empleando iniciadores internos

Para obtener la cantidad necesaria de ADN para la secuenciacion manual se realizd
una segunda ronda de amplificacién empleando como templado el producto de amplificacion
obtenido en el paso anterior. A partir de la primera amplificacion se realizdo una dilucién
1:200 en agua bidestilada estéril. De ahi se tomaron: 1, S, 10 pl para realizar la segunda PCR
en un volumen final de 50 pl. En este caso, los iniciadores empleados fueron internos a los

primeros (Amplificacion anidada): +38 y -1276, con una temperatura de anillamiento de

55 °C y 35 ciclos de amplificacion (Tabla 9).

2.1.6. Purificacién de fragmentos de ADN amplificados

El fragmento obtenido de la segunda amplificacion se purificé con el 'kit' QIAquick
Gel Extraction kit (QIAGEN). En cada purificacion, se reunieron 3 re-amplificaciones de
cada individuo que fueron sembradas en un gel de agarosa de bajo punto de fusién y
sometidas a electroforesis como se indic6 antes. Al finalizar la corrida clectroforética, se
extrajeron las bandas, y se purificaron empleando una unica columna por fragmento para las 3
bandas cortadas de cada individuo. Para ilustrar éste y puntos anteriores se presentan fotos
donde se muetran los resultados de amplificaciones. En particular en la Figura 14 se
observaron los productos de las amplificaciones obtenidas a partir de ADN extraido de
muestras de sangre empleando los inciadores L15926-H00651, y re-amplificaciones con los
iniciadores +38/-1174 y +212/-806. En la Figura 15 se pueden observar los productos de

amplificacion obtenidos a partir de ADN extraido de pelos.
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1 2 3 4 S5 6 14b

Figura 14. Electroforesis de los productos de amplificacion y re-amplificacion de la RC en geles de
agarosa al 1% teiiidos con BrEt y visualizados con un transiluminador de UV. 14a. Gel de bajo punto
de fusion. Calle 1: marcador de peso molecular 1 Kp Ladder (Promega), calle 3: fragmento
amplificado con los iniciadores L15926-H00651, calle 5: fragmento obtenido con los iniciadores +38/-
1174, calle 6: iniciadores +251/-817, las calles 2 y 4 sin sembrar. 14b. Gel de agarosa comun. Re-
amplificacion, calle 1: fragmento obtenido con los iniciadores +38/-1174, calle 2: iniciadores +251/-

817 y calle 3: marcador de peso molecular 1 Kp Ladder (Promega).

12 34567 89

Figura 15. Productos de amplificacion de la RC obtenido a partir de ADN extraido de muestras de
pelo. Calle 1: control negativo, calle 2 y 3 extracciones a partir de muestras de pelo guardadas por 4
afios, en otro experimento se usaron iniciadores intemos y se obtuvo amplificacion lo sugiriendo
degradacion del ADN, calle 4-5, 6-7, y 8-9, corresponden a 3 extracciones diferentes con pelos de un

mes de colectados, las réplicas se realizaron con 10 y 7 pl de cada extraccion.
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2.1.7. Cuantificacién de ADN

Se emplearon dos metodologias: a) por visualizacion en un gel con Bromuro de Etidio
a través de transiluminacion con UV y comparacién con muestras de ADN de masa conocida;

y/o b) por espectrofotometria empleando un cuantificador d¢ ADN GeneQuant Pharmacia

Biotech.

2.1.8. Secuenciacion manual

2.1.8.a. Reacciones de secuenciacién

La sccuenciacion de los productos de amplificacion se realiz6 con el el ‘kit’
fmol®DNA Sequencing System (Promega), método que combina la técnica de PCR con la
secuenciacion por terminacion de cadena (Sanger, 1981), realizindose las cuatro reacciones
de secuenciacion correspondientes a cada dideoxinucle6tido en tubos separados y empleando
una Tag DNA polimerasa modificada (Sequencing grade Tag DNA Polymerase). La
marcacion radioactiva se realizé por el método de incorporacion directa con a-S**-dATP.

Si bien en general se siguieron las recomendaciones del fabricante, fue necesario
optimizar los pardmetros del programa de amplificacion y la cantidad de ADN a emplear. En
el primer caso, los parametros Optimos para el programa de amplificacion para la
secuenciacién fueron: 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto; el
anillamiento a 52-58 °C (dependiendo del iniciador) por 1 minuto; y la extensién a 72°C por 1
minuto. El rendimiento éptimo de las reacciones de secuenciaciéon se logr6 empleando entre
200 a 500 ng de ADN total en cada reaccion. En la secuenciacion de la regién control de la
mayor parte de los individuos se emplearon los iniciadores:+212, +458, -398 y -806 con las

temperaturas de anillamiento indicadas en la Tabla 9.
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2.1.8.b. Visualizacion de las reacciones

Para la visualizacién de las reacciones de secuenciacién se utiliz6 la técnica de
electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante en cubetas verticales (GIBCO BRL
modelo S6). Previo a la siembra de las muestras se realiz6 una pre-corrida del gel que
consisti6 en someterlo a una electroforesis con buffer TBE 1X durante una hora a fin de
aumentar la temperatura del gel, y evitar que las muestras se re-naturalizaran. Las corridas se
realizaron a una potencia constante de 50 Watts, mientras que el voltaje varié entre 1800 a
2200 voltios. Cada reaccion se sembré de manera consecutiva, de izquierda a derecha las
reacciones correspondientes a los dideoxinucle6tidos de terminacion: Guanina, Adenina,
Citosina y Timina (GACT). De cada reaccion se realizaron 3 descargas espaciadas en lapsos
de una hora y quince minutos, de manera de extender los rangos dc lectura de las secuencias.

Una vez finalizada la corrida, los geles se transferieron a una membrana de papel
(Wathman) cubriéndolos con un film plastico adherente. Posteriormente, se procedi6 al
secado del gel para lo cual se lo colocaba en una secadora de geles conectada a una bomba de
vacio durante 1 hora aproximadamente. En un cuarto oscuro se colocaba el gel seco en
contacto con una pelicula Kodak (Diagnostic Film, T-Mat™ G/RA-1) o AGFA, la cual se
dejaba en exposicion durante 3 a 4 dias para las reacciones con azufre radioactivo. Los films
se revelaron manualmente con solucién reveladora y fijadora (Kodak) segun las
recomendaciones del fabricante y las autoradiografias se leyeron empleando un

transiluminador de luz blanca.

2.1.9. Secuenciacién automética
Una parte de las muestras fueron secuenciadas autométicamente y algunas que habian
sido secuenciadas manualmente fueron repetidas de manera automatica a fin de comparar las

secuencias obtenidas con ambas las metodologias. De las muestras que se amplificaron "de
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novo", se usé otra enzima Taq polimerasa (QIAGEN) 0,65 unidades, con un volumen final de
reaccion fue de 25 pl y microtubos de 0,2 ml manteniendo el resto de las condiciones. Dado
que la eficiencia de la amplificacion fue muy buena, no se requiri6 una segunda ronda de
amplificacion. Es decir con los iniciadores L15926 y H00651 se obtuvo el fragmento que se
purificé en un gel de bajo punto de fusién. El trozo de gel con el producto de amplificacion
fue digerido con una enzima usando 1 ul GELase™ (Epicentre Technologies, Madison, WI) a
70° C por 5 minutos, seguidos por una incubacion de 3-8 horas a 45° C. En este caso la
purificacion se realizo con una tnica reaccién de amplificacion.

Entre 2 a 3 ul del producto purificado se usaron como templado para la reaccién de
secuenciacién empleando el Applied biosystems (ABI) Taq DyeDeoxy Terminator Cycle
sequencing kit y siguiendo las recomendaciones del fabricante. El producto de secuenciacion
fue diluido en 10 pl de agua desionizada y purificado empleando columnas (Centrisep) llenas
de un resina (G-50 Sephadex) que retiene los productos de secuenciacion y permite la elusién
de los dideoxinucleétidos no incorporados. En el tltimo paso de la purificacién se eluyé el
producto de secuenciacién, se lo secO en una centrifuga al vacio (Speed-Vac) y se lo
resuspendi6 en buffer de siembra. La electroforesis de los productos de secuenciacion se
realizo en un secuenciador automitico (377 Automated DNA Sequencer ABI) segin las
recomendaciones del fabricante, con una duracién de 7 horas.

Luego de la elecroforesis se obtuvicron los cromatogramas de las corridas, y las
secuencias fueron editadas empleando el programa Sequencher ™ 3.1 (Gene Codes
Corporation, Inc.). Las formas en que se infiere la secuencia obtenida en funcién de las

técnicas de secuenciacién manual y automatica pueden ser comparadas cn la Figura 16.
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Figura 16. Técnicas de secuenciacion. Izquierda. Secuenciacion manual indicando los cuatro

nucledtidos: G, A, C y T. Derecha. Cromatograma obtenido por secuenciacion automatica sin editar.

2.1.10. Analisis del Citocromo b

Dado que se contaba con las secuencias publicadas para el gen mitocondrial que
codifica para el citocromo b (cytb) de ejemplares de 4. caraya de Brasil, se decidié analizar
esta secuencia en ejemplares de distribucion marginal en Argentina sur a fin de contar con
nuevos elementos para evaluar posibles procesos de dispersion de la especie.

El gen fue amplificado empleando el iniciador degenerado GLUGG-5" (5'-
TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3") (Palumbi, 1996) que se ubica en el gen tARN " y el
iniciador +212 correspondiente a la region control (Tabla 7). Las secuencias se obtuvieron por

secuenciacion automatica segun se describid en el punto 2.1.9. de este capitulo.
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2.1.11. Andlisis de microsatélites

2.1.11.a. Caracteristicas generales

Los microsatélites pertenecen a la familia de secuencias repetidas que presentan los
genomas nucleares eucariotas. Constituyen fragmentos no codificantes que se caracterizan por
tener la unidad de repeticion formada por dinucleétidos o tetranucledtidos, en humanos el
motivo mas comin es el (CA), donde el sufijo n indica el nimero de veces que se repite. El
nimero de repeticiones es altamente variable, en primates se observa un amplio rango de
variacién que va desde 100 hasta 400 repeticiones (e.g., Clisson ef al., 2000; Sommer ef al.,
2002). La variaciéon de tamafio puede deberse a la adicién o a la delecién de una unidad de
repeticion. Uno de los mecanismos para la variacion en la longitud propuestos para explicarlo
es el intercambio entre cromatidas hermanas, en un proceso de deslizamiento entre las
cadenas que produce un mal apareamiento (strand slippage mispairing) (e.g., Sommer ef al.,
2002). Estudios de secuenciacién de los microsatélites mostraron una alta variabilidad
también a nivel de la composicién nucleotidica entre individuos y entre especies (e.g., Clisson

et al., 2000).

2.1.11.b. Descripcién de los iniciadores analizados y las condiciones de amplificacién
Dada la gran variacion que presentan, los microsatélites se consideran herramientas de
gran utilidad diagnéstica y han sido usados para la caracterizacién de individuos incluyendo
desde estudios de filiacién hasta andlisis de estructura genética poblacional, hibridacién e
intragenéricos (e.g., Vigilant et al., 2001). Si bien, el tamafio en la longitud de los
microsatélites es altamente variable, estos marcadores presentan secuencias flanqueantes que
estan altamente conservadas en los genomas de mamiferos. Estas secuencias se emplean para
el disefio de iniciadores y la amplificacién de los microsatélites, es por eso que muchos
iniciadores para microsatélites han podido ser usados en un gran nimero de especies

relacionadas (e.g., Clisson et al., 2000).
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En este trabajo se analizaron 8 loci de microsatélites, 3 disefiados en base a genotecas
de Alouatta palliata: Ap40, Ap68 y Ap74 (Ellsworth & Hoelzer, 1998), y S disefiados para
humanos: D5S111, D6S260, D8S165, D14S51 y D17S804 (Tabla 10). En esta tabla también
se describen las condiciones de amplificacién en Alouatta caraya obtenidas luego de los pasos

de optimizacién para cada loci.

Tabla 10. Iniciadores usados y su temperatura 6ptima de amplificacion en Alouatta caraya.

Locus Secuencia de los iniciadores T,(C°) MgCl; (10 mM)

Ap40 5 " -CCACGGTGGCAGAGGAGATTT-3" 72 0.6 pl
5 ~AGAGGCACGAAGACAAGGACA-3~

Ap68 5" -TGTTGGTATAATCTTTCCTA-3’ 50 0.8 upl
5’ -ACATACACCTTTGAGTTTCT-3"

Ap74 5" -TGCACCTCATCTCTTTCTCTG-3° 52 0.2 pl
5°~CATCTTTGTTTTCCTCATAGC-3"

D5S111 5 -GGCATCATTTTAGAAGGARAT-3" 52 0.6 MUl
5 -ACATTTGTTCAGGACCAAAG-3~

D6S260 5*=TTTTCACTATCAATGGCAGC-3" 55 0.6 pl
5" ~TTCATTTTCAGCAGCAATTT-3"

D8S165 5 “~ACAAGAGCACATTTAGTCAG-3° 53 0.6 ul
5°~AGCTTCATTTTTCCCTCTAG-3"

D14S51 5’ ~GATTCTGCACCCCTAAATCC-3° 60 0.4 pl
5°-ATGCTCAATGAACAGCCTGA-3"

D17s804 5" -GCCTGTGCTGCTGATAACC-3° 65 0.6 ul
5 *-CACTGTGATGAGTGTCATTCC-3°

Las reacciones de amplificacién se realizaron en microtubos de 0,2 ml de acuerdo a las

siguientes condiciones:

¥ volumen final de reaccion para amplificacién de 10 pl
¥ volimenes variables de la extraccién de ADN: 1,2 y 3 pl (100 - 120 nanogramos)
¥ condiciones de reaccién: 1X PCR Buffer (QIAGEN), concentracion de MgCl, segiin Tabla
13, 0,8 mM dNTPs (dinucleétidos) y 0,35 unidades de Taq ADN polimerasa (QIAGEN).
+ 0,3 pl de cada iniciador a una concentracién 8 uM, uno de los cuales estaba marcado con

un fluorocromo.

72



1000000000000 000000000000000000

Capitulo I

Para verificar el resultado de la amplificacion, se sembraban 5 pl de cada reaccion en
un gel de agarosa al 3% con BrEt y se visualizaba por transiluminacion con UV (Figura 17).
Estos fueron geles de control solamente ya que los geles de electroforesis de agarosa normal

no presentan suficiente resolucion para observar variacion en el tamafio de los alelos de los

microsatélites.
17a D5S111 Ap74 17b
Temp C _ Mg2+ Temp
50 52 55 0.8 .6 .2 0. Mg2+

17¢ Ap68

M M

Figura 17. Electroforesis en geles de agarosa comin al 3% tefiidos con BrEt y visualizados con un
transiluminador de UV de los productos de amplificacion de microsatélites. 17a. Izquierda:
Optimizacion de T° para el locus D5S111 realizada con un termociclador con gradiente de T°.
Derecha: Optimizacién de la concentracién de Mg®* en pl para el locus Ap74. 17b. Optimizacién de
T° y Mg* simultanea para el loci Ap40, también realizada con un termociclador con gradiente de T°.
17¢. Grupo de ejemplares analizados simultaneamente ya con las condiciones optimizadas para el loci

Ap68. Mpy: marcador de peso molecular.(-): control negativo (sin ADN).

Dada la alta sensibilidad de los microsatélites a las condiciones de amplificacion, una
vez optimizadas las mismas para cada locus, todas las muestras fueron analizadas de la misma

manera, cuando fue posible simultaneamente, es decir en una misma ronda de amplificacion,
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y siempre se us6 el mismo termociclador para cada locus. En las amplificaciones realizadas
para optimizar las condiciones se tuvieron en cuenta 3 variables principalesl) la cantidad de
ADN, 2) la temperatura de anillamiento (T,) y 3) la concentracién de Mg 2*. La optimizacién
la T, y del Mg®*, es compleja porque se crea un compromiso entre rendimiento y calidad, mas

aun con estos microsatélites que no fueron disefiados especificamente para 4. caraya.

2.2.10.c. Visualizacion de los productos de amplificacion de microsatélites en geles de
poliacrilamida

Una vez, verificada la amplificacion, se preparaba la muestra para realizar la
electroforesis en geles de poliacrilamida verticales en un secuenciador automético (377
Automated DNA Sequencer ABI). Se tomaba de 0,2 a 1 pl de la muestra y se les agregaba 1

pl de la solucion de carga, luego se desnaturalizaba por temperatura a 96° C durante 5 minutos

y se colocaron 0,8 pl de la muestra en un peine de membrana de 64 calles. Para “cargar el gel’
se usaba ficol como interfase ya que permite que la muestra ingrese al gel de poliacrilamida.
El gel se sometia a electroforesis durante 3 horas. El buffer de carga contenia: 45 pl de
formamida, 20 pl Blue loading (Dextran), y 20 pl del marcador de peso molecular GS500
TAMRA (Perkin-Elmer) con una marcacion fluorescente de color rojo, y fragmentos cuyos
tamafios varian entre 50 y 500 a manera de una escalera.

Los criterios para estandarizar el valor de los tamafios de los alelos fueron: 1) usar
siempre el mismo marcador de peso molecular GS500 TAMRA (Perkin-Elmer), 2) emplear 2
amplificaciones de microsatélites cuyo tamafio estaba confirmado por secuenciacién a partir
de su producto clonado, y 3) en lo posible, correr en un mismo gel las amplificaciones para
cada locus de todos los ejemplares analizados.

Los geles fueron analizados empleando el programa GeneScan™ 2.0 con el cual se

estandarizaron los tamafios de los alelos siguiendo el patron del marcador de peso molecular.
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Posteriormente, se analizaron los perfiles cromatograficos de cada muestra y se determiné el

tamafio del alelo con el programa Genotyper® 2.0.

2.2. Analisis supraespecifico

Dada la alta tasa de sustitucion nucleotidica que presenta la regién control
mitocondrial no es un marcador genético adecuado para el estudio por arriba del nivel de
especie, y es por ese motivo que se eligié otro gen mitocondrial para esta parte del estudio que
es el gen que codifica para la la subunidad II de la citocromo oxidasa ¢ (COII). Este gen ha
sido utilizado para estudios filogenéticos en varios grupos de primates como en Monos del
Viejo Mundo (Disotell ef al., 1992), hominoideos (Ruvolo et al., 1991; 1993), en los géneros
de platirrinos Aotus (Ashley & Vaughn, 1995) y Ateles (Collins & Dubach, 2000) y en
poblaciones de Alouatta seniculus (Figueiredo et al., 1998). Otros estudios han abordado la
caracterizacion de su evolucidn molecular en diversos linajes de organismos (Adkins &

Honeycutt, 1994; Honeycutt ef al., 1995).

2.2.1. Extraccién de ADN
Para los ejemplares detallados en la Tabla 9, la extraccién de ADN se realizé segun la
metodologia descripta en el punto 2.1.1. de este capitulo con CHELEX 100® (BIORAD)

(Walsh et al., 1991).

2.2.2. Amplificacién por PCR del gen COII

Los iniciadores empleados para la amplificacion del gen COII se ubican a ambos lados
del mismo en los genes correspondientes al tARN A% (L7552, 5-~AACCATTTCATAACTTT-
GTCAA-3") y al tARN " (H8321, 5'-CTCTTAATCTTTAACTTAAAAG-3") (Ruvolo ef

al.,1991).
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Las amplificaciones de los templados obtenidos se realizaron en microtubos de 0,5 ml
siguiendo los siguientes pardmetros: 30 ciclos de desnaturalizacién a 95 °C durante 1 minuto;
el anillamiento a 50 °C por | minuto y la extensién a 72 °C por 1,30 minutos. Como resultado
de la optimizacién de las condiciones de PCR, las amplificaciones se realizaron de acuerdo a
las siguientes condiciones:

¥+ volumen final de reaccion para amplificacién inicial: 50 pl

¥ volimenes variables de la extraccién: 10, 15 y 20 ul (100 - 120 nanogramos de ADN)
+ condiciones de reacciéon: 1X PCR Buffer (Promega), 2 mM MgClL, 0,8 mM dNTPs
(dinucleédtidos) y 0,5 unidades de Taq ADN polimerasa (Promega).

¥ 2,5 pl de cada iniciador de concentracién 10 pm

2.2.3. Purificaciéon en un gel de bajo punto de fusién

Este paso se realizd debido a que la cantidad del fragmento obtenido en la primera
amplificacion no era suficiente para la secuenciacion manual, y al contar con iniciadores
internos se prefirio amplificar dos fragmentos parciales y superpuestos del gen. De la primera
amplificacion se realiz6 una purificacion del fragmento obtenido mediante la corrida en un gel
de agarosa de bajo punto de fusién al 1%, con BrEt. El total del volumen (aproximadamente
35 ul) de la reaccién de amplificacion previamente visualizada como se describi6 en el punto
2.1.4., se sembré en un gel de agarosa de bajo punto de fusion y se realizé una electroforesis
en “buffer’ TAE 1X.

Una vez finalizada la corrida, se visualizé la banda en un transilumidor de UV y
rapidamente se la extrajo del gel, cortdndola con un bisturi previamente flameado (estéril). La
banda asi extraida se colocé en un microtubo con 200ul de agua bidestilada estéril a incubar
en un bafio a 70 °C hasta la fusién de la agarosa. Luego se prepar6 una dilucién 1:100 de esta

solucion que se guardé a -20°C hasta su utilizacién como templado en una segunda ronda de

76



Capitulo I1

amplificacion. Este método permiti6 eliminar posibles amplificaciones no especificas

contaminantes no visibles por UV asi como los iniciadores y dNTPs no incorporados.

2.2.4. Nueva ronda de amplificacién empleando iniciadores internos

En esta segunda ronda de amplificacién se emplearon dos iniciadores mas L8075 (5°-
GAAGACGTCCTACACTCATG-3’) y HB8169 (5’-CCACAGATTTCAGAGCATTG-3’)
(Adkins & Honeycutt, 1994). Estos iniciadores se combinaron de a pares con los anteriores
para generar fragmentos de menor tamafio, de las siguientes maneras:

L.7553-H8169 fragmento A (de aproximadamente 650 pb.)
1L8075-H8320 fragmento B (de aproximadamente 280 pb.)

Las reacciones de amplificacion para esta segunda ronda se realizaron en las

siguientes condiciones:

¥ volumen final de reaccién para amplificacion inicial: 50 pl

¥ volimenes variables de la resuspension: 1, 5y 10 pl (50 - 100 nanogramos de ADN)

¥ condiciones de reaccion: 1X PCR Buffer (Promega), 1,5 mM MgCl,, 0,8 mM dNTPs
(dinucledtidos) y 0,5 unidades de Taq ADN polimerasa (Promega).

¥ 2 ul de cada iniciador de concentraciéon 10 pm

En este caso como todo el ADN templado era blanco (‘target’), es decir se
amplificaba, se restringieron las condiciones, la modificacién principal fue el aumento de la

temperatura de anillamiento que pasé de 50 a 52,5° C.
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2.2.5. Purificacién de fragmentos, cuantificaciéon y secuenciacion manual

Las muestras se purificaron empleando el ‘kit" de purificacién Wizard® PCR Preps
DNA Purification System (Promega), para lo cual se reunieron 3 re-amplificaciones A o B de
cada individuo, se las sembr6 en un gel de agarosa de bajo punto de fusion, se extrajeron las
bandas, y se purific6 empleando una unica columna por fragmento para las 3 bandas cortadas
de cada individuo. Los fragmentos purificados se cuantificaron segun las metodologias
descriptas en el punto 2.1.7. de este capitulo. Para la secuenciacién manual se utiliz6 el “kit’
fmol®DNA Sequencing System (Promega) con marcacién radioactiva por incorporacién de
a-S*-dATP y en algunas ocasiones por marcacién final del iniciador con y-P*2-dATP. Los
parametros de la PCR para secuenciacién secuenciacion del gen COII fueron: 1)
desnaturalizacién a 94 °C durante 1 minuto, 2) anillamiento a 50 °C por 1 minuto, y 3)
extension a 72°C por | minuto, por 35 ciclos. Finalmente, la visualizaciéon de las reacciones

de secuenciacion se realizé como se detall6 en el punto 2.1.8.b.



3. Métodos generales de analisis

3.1. Alineamiento

Los analisis de secuencias de ADN se basan en suposiciones explicitas e implicitas.
Cuando tenemos dos secuencias que son parecidas pero no idénticas, se tiene que definir
cudles de las regiones de los genes son homélogas mediante un método de alineamiento. Estos
métodos incluyen matrices de costos y algoritmos que permiten evaluar todos los alineamien-
tos posibles de manera de elegir el que con un menor costo represente la matriz de caracteres
considerados homélogos para las secuencias analizadas (homologia posicional). Por otro lado,
los alineamientos se pueden clasificar en funcién del nimero de secuencias de anilisis. Cuan-
do se comparan dos secuencias, se denomina ‘pairwise aligment’, se considera una matriz de
identidad de secuencia (‘dot blot") y el valor en la diagonal es 1. Cualquier desvio de la diago-
nal tiene un costo, estos costos se calculan empleando algoritmos. En el caso de los
alineamientos miltiples, los algoritmos son mas complejos y se requiere especificar al menos
dos parametros de costos: uno para los gaps (apertura y extension) y otro, considerando un
modelo de sustitucion que evalia los costos relativos de cambios de transiciones y
transversiones, los alineamientos multiples dan soluciones heuristicas (Wheeler, 1995).

En este trabajo para todos los analisis de secuencias (region control, citocromo b y
COII), se empled el método de alineamiento multiple implementado en el programa Clustal X
(Thompson et al., 1997), y a su vez los alineamientos obtenidos fueron inspeccionados

manualmente.

3.2. Seiial filogenética
Al comparar las secuencias nucleotidicas entre taxa, la variacion observada puede
contener sefial filogénetica si la variabilidad encontrada en las secuencias es el resultado de

una historia evolutiva comun (datos estructurados) o bien puede deberse al azar (ruido) o a
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otros procesos que podrian afectar su evolucion como por ej. la seleccion (Hillis &
Huelsenbeck, 1992). Es asi como Hillis y Huelsenbeck (1992) analizaron la distribucion de la
cantidad de arboles obtenidos al azar bajo el criterio de parsimonia en funcion de su longitud
y segun un conjunto de datos definidos. Al evaluar la forma de esta distribucién obtenida a
partir de matrices generadas al azar, observaron que las curvas eran bastante simétricas. Por
otro lado, aquellas matrices obtenidas a partir de datos de filogenias del fago T7 en laborato-
rio y que contenian, por lo tanto, seiial filogenética daban como resultado curvas de distripu-
cién que estaban sesgadas de manera significativa a la izquierda. El sesgo de una distribucién
se mide con el estatistico g; donde g;=0 indica una simetria perfecta, g;>0 indica un sesgo
hacia la derecha y g;<0 indica un sesgo hacia a la izquierda (Sokal & Rohlf, 1981). Hillis y
Huelsenbeck (1992) analizaron las distribuciones obtenidas a partir de los diferentes
conjuntos de datos y propusieron valores criticos para g, en funcion del nimero de caracteres
y taxa, analizados de tal manera que cuando los valores fueran menores a ese valor critico los
datos se considerarian significativamente mas estructurados que si fueran datos debidos al
azar, es decir que presentarian una estructuracion dada por compartir una misma historia
evolutiva.

En el presente trabajo los datos empleados en las reconstrucciones filogenéticas se
evaluaron en base a su contenido de sefial filogenética segun el método propuesto por Hillis y
Huelsenbeck (1992) empleando la opcion de arboles obtenidos al azar (‘random tree option”)
del programa PAUP* 4.0 b8 version (Swofford, 1998). A su vez, este estudio se completo
considerando el niimero de arboles mas parsimoniosos y el nimero de 4rboles que presentaran
la segunda mejor solucién, ya que también constituirfan indicadores de la calidad de los datos

(Hillis & Dixon, 1989; Miyamoto & Boyle, 1989).



3.3. Estimaci6n de la distancia genética

Es sabido que las medidas de distancia genética pueden ser usadas para estimar el
numero de cambios evolutivos que ocurrieron desde que dos secuencias compartieron un
antecesor comun. El método mis simple para estimar la distancia genética entre dos
secuencias es contar el nimero de sitios nucleotidicos en que las mismas difieren (distancia
genética no corregida). Sin embargo, en el ADN sé6lo tenemos 4 estados del caracter que
corresponden a las 4 bases nucleotidicas: A, G, C y T. Cuando observamos un cambio de una
sustitucion por otra, si bien nos da la idea de que ocurrié un cambio es posible que haya mas
de uno en el transcurso de la evolucién. También, puede observarse identidad aun cuando en
realidad ocurrieron por ejemplo dos cambios siendo el segundo una reversion al estado inicial.
De hecho, se observa que a medida que el numero de sustituciones entre dos secuencias
aumenta, también aumenta la probabilidad de que un mismo sitio haya sufrido mas de una
sustitucion, este fendmeno se denomina de sustituciones miltiples ("'multiple hits”).

Dado que cuando se consideran las distancias observadas se podria subestimar la
cantidad real de cambio evolutivo, se han desarrollado numerosos métodos para corregir esas
distancias bajo distintos modelos de evolucion molecular que se basan en considerar las
frecuencias de cada tipo de base nucleotidica y las tasas de sustitucion por transiciones y
transversiones. A su vez, un mayor numero de suposiciones van generando modelos de
complejidad creciente con el fin de corregir las distancias genéticas observadas. El modelo
méas simple para la correccién de distancias genéticas es el modelo de Jukes - Cantor (JC)
(Jukes & Cantor, 1969) que considera que las 4 bases estan en igual frecuencia y que todas las
sustituciones tienen igual probabilidad de ocurrir. Bajo este modelo la distancia entre dos
secuencias esta dada por

_3Iln(1 _40p)
4 3

d,c=
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donde p es la proporcién de nucleétidos que son diferentes en las dos secuencias y In es el

logaritmo natural de la funcion.

Otro modelo es el modelo de 2 pardmetros (Kimura, 1980) que considera una tasa
diferencial de transiciones (mas frecuentes) y transversiones (menos frecuentes). Kimura
(1980) considera que la tasa de transiciones por sitio (a) puede ser distinta de la tasa de
transversion para ese sitio (), dando un total de tasa de sustitucién por sitio de (a+f). A su
vez, la relacion entre transiciones y transversiones (o / ) se representa con la letra x. Bajo

este modelo el nimero de sustituciones por sitio viene dado por

— 1ln[(1/(1-2P-Q)] +1In[1/1-2Q)]
2 4

d x2p

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

A diferencia de la cantidad de modelos propuesto para el andlisis de distancias
genéticas entre secuencias nucleotidicas, existen muy pocos modelos para el andlisis de
secuencias de aminoécidos. Un estimador de las distancias aminoacidicas entre secuencias de
proteinas que no emplea ninguna correccion es p. Esta distancia representa la proporcién de
sitios aminoacidicos en los cuales 2 secuencias son distintas y se obtiene dividiendo el
nimero de diferencias por el total de sitios comparados, y también se usa para secuencias de
ADN.

En el presente trabajo, se usaron las matrices de distancias no corregidas o corregidas
obtenidas segin los modelos de Jukes-Cantor (1969) y el de 2 parametros (Kimura, 1980)

empleando el programa Mega v 2.0 (Kumar ef al., 2001).



3.4. Métodos de reconstruccion filogenética

Un 4rbol es una representacion grafica que se obtiene con algoritmos matematicos y
nos permite inferir las relaciones evolutivas que existen entre un grupo de genes u
organismos. Un arbol esta formado por nodos (unidades taxonémicas) conectados entre si por
ramas que conectan los nodos representando las relaciones cvolutivas entre los organismos
(Avise, 1994). Los nodos terminales del arbol se denominan unidades taxondémicas operativas
(OTUs) o taxa terminales que representan las secuencias o los organismos a partir de los
cuales obtenemos los datos. Los nodos internos representan ancestros hipotéticos.

Los arboles pueden estar enraizados o no. Un arbol cnraizado tiene un nodo que se
identifica como raiz del cual todos los otros nodos descienden y de esta manera el arbol cobra
una direccion en el cambio evolutivo. El método mas usado para ubicar la raiz es el método
del grupo externo o ‘outgroup’. Los 4rboles no enraizados, como la expresién lo indica, no
tienen raiz y por lo tanto no se pueden inferir relaciones ancestro-descendiente.

Los métodos para la reconstruccion filogenética pueden ser métodos de agrupamiento
(cluster’) o métodos que se basan en un criterio de "optimalidad". Los métodos de
agrupamiento se basan en datos de distancia genética y emplean una serie de pasos
algoritmicos que dan como resultado un tnico arbol. Los métodos de "optimalidad" se basan
en las secuencias mismas y los mas usados son los de méxima parsimonia y maxima
verosimilitud. Estos métodos analizan los datos generando todos los arboles posibles segin el
criterio del método y se les asigna un puntaje (‘score’) en funcién de la relacion entre el 4rbol
y los datos bajo el modelo supuesto.

El método para estimar 4rboles filogenéticos bajo el criterio de parsimonia se basa en
que la mejor solucién serd la mas simple o bien la que implique un menor nimero de pasos
que permitan inferir las relaciones evolutivas entre los taxa analizados. Este método se

enmarca en el paradigma metodolégico de la Cladistica o Sistematica Filogenética (Hennig,
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1968; Farris, 1983) cuyo concepto principal es el uso de caracteres derivados compartidos
(sinapomorfias) para reconstruir las relaciones entre los taxa teniendo en cuenta su
ancestralidad comun. El criterio de "optimalidad" empleado en parsimonia considera que la
mejor solucién estard dada por el arbol mas corto (Swofford et al., 1996). Para datos de
secuencias nucleotidicas, el nimero total de cambios evolutivos en un arbol (longitud del
arbol) esta dado por la suma del nimero de cambios en cada sitio. Si se tienen k sitios, cada

uno con una longitud 1, la longitud total del arbol L estara dada por:

De todos los arboles posibles, el método selecciona aquellos de longitud minima y el
numero de arboles obtenidos est4 en relacién con el nimero de taxa analizados por lo cual a
mayor niimero de taxa, mayor es el numero de arboles, en particular el nimero total de
arboles no enraizados estrictamente bifurcados para T taxa estard dado por:

T
B(T) = iF=13(2i -3)
(Felsenstein, 1978). Por ej. para 3 taxa hay un tnico 4rbol posible, pero para 9 taxa existen 72
x 10° arboles posibles. En general, cuando el numero de taxa es T < 10 es posible realizar una
busqueda exhaustiva calculando la longitud de todos los arboles posibles, y cuando el nimero
de taxa es mayor, la estrategia de busqueda es heuristica. Este método considera s6lo una
pequeiia porcién de todos los arboles posibles, y no hay garantia absoluta de que se encuentre
el 4rbol mas parsimonioso (Nei & Kumar, 2000).

Muchas veces se obtienen varios 4arboles con distintas topologias € igualmente
parsimoniosos es decir, con un mismo nimero de pasos que pueden ser evaluados
individualmente o bien evaluando el 4rbol consenso de todos los obtenidos. Los arboles

consenso mas utilizados son los conocidos como arbol de consenso estricto y el é4rbol

consenso de la mayoria, que se basan en la frecuencia de ocurrencia de un grupo en todos los
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arboles. El arbol de consenso estricto contiene sélo aquellos grupos que aparecen en todos los
arboles, mientras que el arbol consenso de la mayoria, usa distintos limites para aceptar un
grupo o no, en general el mas usado es el del 50% y en ese caso se mantienen los grupos que
aparecen en mas de la mitad de todos los arboles. Las reconstrucciones filogenéticas en base a
parsimonia se denominan cladogramas.

Los métodos de parsimonia constituyen una familia de métodos relacionados que
varian en las suposiciones acerca de las transformaciones de estado del cardcter. Dentro de
estos, el método de parsimonia generalizada permite asignar un costo a la transformacién de
cada estado del caracter (Swofford et al., 1996).

Los métodos de agrupamiento emplean las matrices de distancias genéticas y las
transforman a través de algoritmos para reconstruir el arbol que se denominan &rboles
aditivos, ya que contienen informacién referida al largo de las ramas (‘branch lengths’),
también se los denomina arboles métricos o filogramas.

Entre los algoritmos empleados para la reconstruccion de arboles aditivos, estd el de
vecino mas préximo o “Neighbor Joining” (NJ) (Saitou & Nei, 1987). Este método evalia la
distancia de a pares entre secuencias u OTUs construyendo en cada etapa una matriz de
distancia transformada y también considera el ajuste de la longitud de las ramas entre cada par
de nodos en base a la distancia media de todos los otros nodos. La construccién por NJ
comienza con un arbol en forma de estrella que no supone ningln tipo de agrupamiento entre
las secuencias. Se considera a todos los OTUs como vecinos potenciales y se evalia qué par
de OTUs i y j presenta el menor valor de largo de rama entre ellos. A partir de ahi se define
un nodo A que conecta i y j. Luego se calcula la distancia entre ese nodo A 'y los taxa
remanentes (k; 3 < k < m). Esta distancia est4 dada por Dax = (di + djx - djj) / 2, se calculan
todas las distancias usando esa ecuacién y se obticne una nueva matriz de distancias

transformadas de (m - 1) x (m - 1) dimensiones. A partir de esta matriz se calculan
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nuevamente las longitudes de las ramas, y se sigue el mismo procedimiento hasta reunir todos
los taxa.

Un método para evaluar estadisticamente las reconstrucciones filogenéticas es el
método de "bootstrap". Este método toma todos los datos, excluye los caracteres al azar
generando pseudoreplicas de la matriz de datos con reemplazo es decir, que el sitio excluido
se devuelve al conjunto de datos antes de excluir otro sitio. A partir de cada pseudoréplica se
construye el arbol empleando cualquier método. Esto se repite un niimero » de veces que en
general es 1000 o mas, dando como resultado un arbol de “bootstrap”.

En el presente trabajo se realizaron reconstrucciones filogenéticas en base al criterio
de optimalidad de maxima parsimonia segin el método de parsimonia generalizada haciendo
una bisqueda heuristica empleando el programa PAUP* 4.0 b8 version (Swofford 1998) y en
base al método de agrupamiento por NJ usando el programa MEGA v 2.0 (Kumar ef al.,
2001). Para ambas metodologias se realiz6 el ‘bootstraping” (Felsenstein 1985) implementado

en los programas respectivos.

4. Analisis a nivel de especie en Alouatta caraya

4.1. Construccién de redes

Si bien las relaciones evolutivas basadas en secuencias de ADN por encima del nivel
de especie pueden representarse a través de arboles filogenéticos, por debajo de ese nivel, las
relaciones genealogicas se representan de manera mas adecuada a través de redes o
‘networks”. A diferencia de los tradicionales arboles filogenéticos que se basan en topologias
bifurcadas, una red puede presentar ciclos, es decir un conjunto de nodos donde es posible
trazar el camino de comienzo y fin en el mismo nodo, sin pasar por ningiin otro nodo mas de
una vez. A su vez, la persistencia de un haplotipo ancestral en la poblacién a partir del cual

descienden otros haplotipos, mostrard topologias multibifurcadas o en estrella. Estas
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filogenias intraespecificas son explicadas en base a la teoria de coalescencia. En el presente
trabajo se generaron las redes para los haplotipos de A. caraya empleando el programa TCS:

estimating gene genealogies version 1.13 (Clemente et al., 2001).

4.2. Cuantificacién de la variabilidad a nivel nucleotidico

Tradicionalmente, los estudios de polimorfismos alozimicos consideraban a la
heterocigosis (4) como una medida practica de la diversidad genética donde ésta correspondia
a h siendo la probabilidad de que en una poblacion dos alelos, tomados al azar, fueran
diferentes. Sin embargo, esta medida no serfa suficiente para los datos de ADN. De hecho, a
medida que consideramos secuencias mas largas, el valor de /4 se iria acercando cada vez mas
a uno, de manera que este estimador no permitiria la comparacion entre diferentes loci y
poblaciones y por lo tanto como medida de polimorfismo dejaria de ser un parametro
informativo (Li, 1997).

En el caso de secuencias de ADN, es mas informativo considerar el nimero de
diferencias nucleotidicas y asi una medida apropiada para cuantificar la variabilidad es II
dado por el nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre dos secuencias de Ila
poblacién tomadas al azar. Cuando se muestrean n secuencias de una poblacién, IT se estima
como

1
n- ____xn,
[#(n-1)2] ')
donde T1;; es el nimero de diferencias nucleotidicas entre las secuencias i y j y n(n-1)/2 es el
numero de pares posibles.

Alternativamente, se puede caracterizar primero la frecuencias de los diferentes alelos

y estimar IT como
n

= 2 X % I
(n-1) W
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donde x; y x; son las frecuencias de los alelos i y j respectivamente, y n/(n-1) es el factor de
correccion debido al sesgo del muestreo (Li, 1997).

El modelo mutacional que se usa cominmente para estimar I1, es el modelo de sitios
infinitos, que asume que el nimero de sitios nucleotidicos en la secuencia es tan grande que
cada nueva mutacidon ocurre en un sitio que no habia mutado anteriormente (Kimura, 1969).
Bajo este modelo y bajo el supuesto de apareamiento al azar, Watterson (1975) mostré que la
media de IT estd dada por E (IT) = © = 4N, w, y Tajima (1983) mostré que la varianza de I1
esta dada por

Vv (IT) = _n+1 0+ 2(n’+n+3) 92
3(n+1) 9 n(n-1)
donde en una poblacién dipolide N, es el tamaifio poblacional efectivo, y u es la tasa de
mutacion por secuencia por generacion, asumiendo que no hay recombinacién. En este caso 0
representa el parametro mutacional de la Teoria Neutralista que indica que la variabilidad
neutra es proporcional a la tasa a la que se originan las variantes y el tamailo efectivo.

El valor de IT tiende a ser mayor a medida que aumenta el largo de la secuencia, esto
se debe a que u es igual a Lv, donde L es la longitud de la secuencia y v es la tasa de mutacion
por sitio por generacién. Es por este motivo que se suele estandarizar IT dividiéndolo por L
para poder establecer comparaciones entre loci. Entonces se considera: ®# = IT/ L, Nei & Li
(1979) denominaron como = a la diversidad nucleotidica que es el nimero de diferencias
nucleotidicas por sitio entre 2 secuencias tomadas al azar, cuya varianza es V(n) = V (/L2

Otro estimador de la diversidad nucleotidica es el numero de sitios nucleotidicos
segregantes (S) que son los sitios polimdrficos en la colecciéon de las secuencias analizadas.
Bajo el modelo de sitios infinitos y suponiendo apareamiento al azar Watterson (1975) mostré
que la media y la varianza de S estan dadas por

E(S)=ab V (S) = ab + b6*



donde

a= 1+1+...+_1
2 n-1

p= 1+1+..+_1
22 (n-1)?

Dado que S también depende del largo de la secuencia, es posible considerar el
nimero de sitios segregantes por sitio nucleotidico ps = S/n donde n es el nimero total de

nucleétidos. Al igual que con S, la estimaciéon de 8 = ps / a.

Las diferencias entre ps y 7 estan dadas por la ventaja de ps sobre n debido a su menor
varianza, pero a su vez 7t es independiente del nimero de secuencias analizadas. Esto indica
que al estimar 0, e¢l nimero de sitios segregantes es mas informativo que la diversidad
nucleotidica a su vez, si se considera que los tamaifios poblacionales fluctian de manera
importante cuando se consideran largos periodos temporales, © es un mejor estimador de 0 ya

que ps es mas sensible a cambios en el tamafio poblacional que ©t (Nei & Kumar, 2000).

4.3. Prueba de neutralidad de Tajima (1989)

La teoria neutral de la evolucién molecular provee de predicciones testeables acerca
de las relaciones entre los polimorfismos observados por locus, la heterocigosidad, la
divergencia genética entre poblaciones, brindando el marco teérico para la hipétesis del reloj
molecular y también para la teoria de coalescencia (e.g., Kimura, 1983, Nei, 1987; Li, 1997).
De esta manera es posible analizar la consistencia interna de varios estimadores calculados
bajo un modelo de evolucién neutra (Nei & Kumar, 2000). Uno de los métodos mas usados
para estimar si la variabilidad observada en un conjunto de datos se ajusta a un modelo de

evolucién neutra es la prueba de Tajima (1989). Esta prueba compara los valores de ©
estimados en base a m y ps y analiza su correlacion mediante un estadfstico D que sigue una

distribucién beta (Tajima, 1989). La idea basica de esta prueba es que bajo un modelo de
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evolucion neutra, en el equilibrio entre mutacién y deriva, siendo 0 = 4N, u, la media y la

varianza de D serian aproximadamente 0 y 1, respectivamente (Tajima, 1989).

4.4. Diferencias nucleotidicas entre poblaciones
El punto 3.3. de este capitulo se refirié a la estimacién del nimero de sustituciones
nucleotidicas entre secuencias de ADN sin considerar el efecto del polimorfismo que pueda

aparecer dentro de las poblaciones. Si tenemos »n diferentes alelos y m, y my son el total de

secuencias muestreadas en las poblaciones X e Y, respectivamente, y si X; e §; son las

frecuencias del alelo i para la poblacién X e Y. Luego, el nimero promedio de sustituciones
nucleotidicas para un par de secuencias tomadas al azar de la poblacion X se definird como la
diversidad nucleotidica (Dx) que se estima:

n
Dx = —n ;i}ij Dl.l
(n-1) ™

D; es un estimador del numero de sustituciones nucleotidicas por sitio entre los alelos i y j.
Cuando todas las secuencias sean diferentes, X;= 1/m,. A su vez, el promedio del nimero de
sustituciones nucleotidicas (Dy) entre 2 secuencias tomadas de la poblacion para Y puede ser
estimado de la misma manera.

Al comparar las dos poblaciones, se observa que el nimero promedio (Dy) de
sustituciones nucleotidicas por sitio entre las secuencias muestradas de las poblaciones X e Y
puede estimarse a partir de

n
Dy= X ¥Dj
ij
donde D es un estimador del numero de diferencias entre la secuencia i de la poblacion X y

la secuencia j de la poblacién Y.
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El nimero promedio neto de sustituciones entre dos poblaciones (D,) (Nei & Li, 1979)

se estima como D, = Dyy - (Dx+ Dy) /2

4.5. Estructuracion genética

Dado que la mayoria de las poblaciones naturales estdn subdivididas en unidades
reproductoras o subpoblaciones y a su vez estas subpoblaciones no estian aisladas
completamente entre si, se han desarrollado métodos para estimar la variacién genética dentro
y entre las subpoblaciones.

Cuando una poblacion se encuentra subdividida mostrando una estructuracion
jerarquica, el método mas tradicional para cuantificar la diferenciacién genética entre esas
subdivisiones es el método de Wrigth (1951, 1965). Este método consiste en la estimacion de
3 indices que se denominan Indices de Fijacion que sirven para estimar el grado de
estructuracidon de la variabilidad genética en toda la poblacién (T), sus subdivisiones (S) y los
individuos (I). Estos 3 coeficientes son Fr, Fst y Fis relacionados por la siguiente formula

1 -Fir=(1-Fst) (1-Fis)

La idea basica de Wright fue suponer que las poblaciones o subpoblaciones en estudio
derivan de una unica poblacion ancestral en un mismo momento y que todas la poblaciones
estan igualmente relacionadas entre si aunque no haya flujo génico entre las mismas. Es decir,
las poblaciones se consideran como una muestra al azar de un conjunto infinito de
poblaciones igualmente relacionadas. Sin embargo esto no se cumple en poblaciones
naturales, por eso Nei (1977) redefinié los indices de fijacion de Wrigth incluyendo en su
formulaci6n los valores de heterocigosidad observada y esperada.

De esta manera, Fis, Fir y Fst se definen en términos de tres valores de
heterocigosidad: la heterocigosidad promedio observada en cada poblacién (ho), la

heterocigosidad promedio esperada dentro de cada poblacién (hs) y la heterocigosidad
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esperada total (hr) en el conjunto de toda la poblacion. En este contexto, la heterocigosidad se

denomina diversidad genética. Los valores de heterocigosidad se formulan del siguiente

modo:
s q
ho= Zwk Exkij
k=1 i)

donde x i (i#)) es la frecuencia del genotipo A; A; en la subpoblacion k, y wi es el tamafio
relativo de la subpoblacién k.

La heterocigosidad esperada hg y total hr a su vez se calculan como:

s q
hs= 1- Zwk Zxkiz
k=1 i=1
q
hr= 1- % iiz
i=1

donde X; = Xy wi xii. Dado que en general no estd disponible la informacién de w, se

considera wy = 1/s, donde s es el nimero de subpoblaciones y de esta manera los indices de
fijacion pueden definirse empleando ho, hs y hr, del siguiente modo:
Fis=(hs - ho) / hs
Fr=(hr-ho)/hr
Fsr=(hr-hs)/hr
Fis y Fir son medidas de los desvios de las proporciones esperadas por Hardy -
Weinberg dentro de las subpoblaciones y en el total de la poblaci6n, respectivamente, donde
los valores positivos indican deficiencia de heterocigotas, mientras que los valores negativos
indican un exceso de heterocigotas. Fst es una medida de la diferenciacion genética entre
subpoblaciones y tiene siempre valor positivo.
Dado que la formulacién de los indices de fijacion Wright se bas6 en el caso de dos
alelos, Nei (1973) defini6 en el caso de alelos miiltiples un indice Gsr y fue definido como el
coeficiente de diferenciacion genética. En este casé como se trata de muchos alelos

d st ( = ht - hs) se definié como
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dst=(Zk Zyd) /s

donde dy; = Zi(xi - xi))* / 2 (Nei, 1987).
Dado que d v = 0, se obtiene que d st = (s - 1) d’st/s donde
d's'r =X dk| / [S(S - l)]

De esta manera la diferenciacién normalizada entre las subpoblaciones puede ser estimada a

partir de d'st, y se formula como
Gsr= dst — hi-hs
h'r h'r
donde ht = hs + d’st , redefiniendo Fir, como

F ir=(hr-ho)/h’t

Todos los analisis para estimar la estructuracion genética se realizaron con el programa

Arlequin (Schneider ef al., 2000).

4.6. Analisis de la varianza molecular (AMOVA)

Cuando una poblacién se subdivide, uno esperaria un aumento de la diversidad
haplotipica y un numero importante de sitios segregantes a partir de las secuencias
encontradas en diferentes poblaciones (Slatkin, 1987). Varios autores han desarrollado
distintos indices considerando la fraccién de diversidad nucleotidica encontrada dentro y entre
las poblaciones a fin de proveer estimadores de la diferenciacion genética entre las
poblaciones (e.g., Gst, Nei, 1973). Excoffier ef al. (1992) proponen un analisis jerarquico de
la varianza molecular particionando la varianza total en componentes de covarianza donde la
varianza molecular total (6?1) es la suma de los componentes de covarianza que incluyen el

componente de la varianza debido a diferencias entre los haplotipos dentro de una poblacién
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(ozc), el componente de covarianza debido a diferencias entre los haplotipos de diferentes
poblaciones dentro de una regién (c%), y el componente de covarianza debido a diferencias

entre los haplotipos de diferentes poblaciones (6%,). De esta manera, la varianza total puede
ser expresada como:

r=c’+ch+ o

En base a este analisis de la varianza, Excoffier ef al. (1992) definen los indices de
correlacién de cada uno de los componentes de la varianza llamindolos estadisticos ¢ (phi) de

la siguiente manera:

_ Gt b= o bsc= c’
dst =

0‘21- 0'2T o'zb + Czc

donde ¢sr es la correlacion de la diversidad molecular observada en los haplotipos dentro de
las poblaciones en relacion a los haplotipos de toda la especie; ¢cr es la correlacion de la
diversidad molecular observada en los haplotipos dentro de un grupo de poblaciones en
relacion a los haplotipos de toda la especie, y ¢sc es la correlacién de la diversidad molecular
observada en los haplotipos dentro de las poblaciones en relacion a los haplotipos de la
region. Estos estadisticos se basan en el supuesto que no existe flujo génico entre las
subpoblaciones (Excoffier ef al., 1992).

Para establecer la significacion estadistica de los valores observados de ¢, se emplea
una prueba no paramétrica de permutaciones que consiste en analizar la distribucién de los
valores de a pares de ¢ bajo una hipétesis nula de distribucién de la varianza que considera
que las muestras provienen de un tnica poblacién panmitica y que la variacién observada es
debida a errores de muestreo. Esta distribucion nula se obtiene permutando los haplotipos
entre las poblaciones segin los niveles jerarquicos analizados y luego de cada permutacién se

calculan nuevamente los valores generando asf la distribucion nula (Excoffier et al., 1992).
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Los valores obtenidos en la distribucion nula se comparan con los valores observados y se
indica el nivel de significacién estadfstico. Los andlisis de AMOVA se realizaron con el

programa Arlequin (Schneider et al., 2000).

4.7. Caracteristicas demogrificas

4.7.1. Flujo génico

En las poblaciones, el tamaiio censal (N) representa el nimero total de individuos que
la componen. En poblaciones de tamafio finito constante se observdé un descenso en la
heterocigosis respecto de la esperada y de esta manera se defini6 el tamafio efectivo (N.)
como el tamafio de una poblacion ideal que genera un descenso de heterocigosis 0 un cambio
de indice de fijacion igual al observado en la poblacién real. El tamafio efectivo poblacional
es aproximadamente igual al nimero de individuos reproductores de una generacién (Kimura,
1986). Wright (1943) demostr6 que cuando una poblacién estd dividida en una serie de
subdivisiones (modelo isla continente o islas), cada una de las cuales contribuye de igual
manera al acervo (‘pool’) de migrantes, entonces el N, de la poblacién como un todo es

N
Ne=

(1-Fst)
Bajo el modelo de isla-continente y en el equilibrio de modo que m (la tasa de

migracion) es suficientemente baja (m<<1), se obtiene una aproximacién de Fsr tal que
1
Fst=
(4 Nem +1)
A partir de esta ecuacion se puede estimar el nimero de migrantes por generacién como:

1-Fsr

Nem=



4.7.2. Tamaiio efectivo y tiempo de divergencia

La relacién entre la teorfa de la coalescencia y la deriva génica nos permite estimar
cuantas generaciones atrds dos secuencias (alelos) compartieron un ancestro comun (e.g.,
Hudson, 1990; Li, 1997). La probabilidad de que 2 secuencias compartieran un antecesor
comun en la generacién anterior es 1/(2N) porque hay 2N secuencias en la poblaciéon y porque
el muestreo es con reposicién (i.e., el mismo alelo puede ser muestreado repetidamente).
Luego, la probabilidad de que 2 secuencias deriven de un antecesor comin 2 generaciones
atras es [1 / (2N)] [1 - 1/ (2N)] y la probabilidad de que eso ocurra en la generacion G (r + 1)
es

£(G) = (1/2N) (1-12N) ¢!
que se aproxima a
f(G)=(1/2N) ¢ (D2
asumiendo que los alelos son neutros y que el tamafio de la poblacién se ha mantenido
constante a lo largo del tiempo. Por otro lado, cuanto més pequefia es la poblacidn, mayores
son los valores de probabilidad de coalescencia f (G) (Hudson, 1990). Ahora si se analiza un
gran nimero alelos de un gen, el tiempo medio de coalescencia (fG), para g alelos es
tc=4N(1-1/g)
Ademas sabemos que en el marco de la evolucion de variantes neutras, el tiempo promedio
que tarda el alelo en llegar a la fijacion es 4N generaciones.

Esta relacién entre tamafio poblacional y tiempo de coalescencia cuando conocemos la
tasa de mutacién permite estimar el tamafio efectivo. Supongamos que dos copias de un gen
se originaron hace n generaciones a partir de un gen ancestral. A lo largo del tiempo ambas
genealogias han ido acumulando mutaciones con una tasa u por generacion, por lo que el total
de diferencias nucleotidicas D entre secuencias ser4 igual a 2 u n, que por el tiempo medio de

coalescencia nosda D=2 u n x 2N = 4Nu.
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Tajima (1989) propuso que si se cuenta con una estimacién de u y de la diversidad
nucleotidica como 0, es posible estimar el tamafio efectivo, N., empleando la férmula
0 = 4N, u y despejando N, = 0 / 4u.

En el caso de genes mitocondriales, el tiempo medio que debemos retroceder para
encontrar al ancestro comun es la mitad (1/2) que en el de los genes nucleares porque el ADN
mitocondrial se transmite solamente por via materna, luego en el caso del mtADN, el tamafio

efectivo serd N. =0/ 2u.

Para la estimacién de 0 se empleardn diversos indices implementados en el programa

DnaSP (Rozas & Rozas, 1999) que se detallaran en el capitulo de resultados.

4.7.3. Patrén demogriéfico

Los estudios de los eventos demograficos recientes como una expansién poblacional
muestran que la mayoria de los eventos de coalescencia ocurren antes de la expansién dando
genealogias comprimidas cerca de la raiz o bien en forma de estrella (Tajima, 1989; Slatkin &
Hudson, 1991; Rogers & Harpending, 1992). El hecho de que los cambios en los tamaiios
poblacionales dejen una impronta particular en las secuencias de ADN ha permitido el
desarrollo de pruebas estadisticas para detectar si una dada poblacién experiment6 o no una
expansion poblacional (e.g., Ramos-Onsins & Rozas, 2002).

Las pruebas estadisticas se pueden dividir en 3 grupos: I, 11 y III (Ramos-Onsins &
Rozas, 2002). Las del grupo I se basan en la frecuencia de los sitios segregantes considerando
que los eventos de expansiones poblacionales generarian un exceso de mutaciones en las
ramas externas de la genealogia (i.e., mutaciones recientes) y por lo tanto, un exceso de
singletons (Tajima, 1989; Slatkin & Hudson, 1991). Dentro de este grupo se encuentra el

estadistico D (Tajima, 1989) del cual ya se describié su utilidad como prueba de neutralidad
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selectiva, y se basa en evaluar la diferencia entre dos estimadores del pardmetro mutacional 6
siendo 6 = 2Nu (para mtADN). El estadistico R, también del grupo I, se basa en la diferencia
entre el nimero de singletons y el nimero promedio de diferencias (Ramos-Onsins & Rozas,
2002). La principal diferencia entre estos estimadores es su poder, siendo el segundo uno de
los estadisticos mas sensibles, principalmente para pequefios tamaiflos muestrales.

Dentro del grupo II, se encuentra el estadistico Fs (Fu, 1997) que se basa en la
distribucién de los haplotipos en el arbol (Ramos-Onsins & Rozas, 2002).

En el grupo III se encuentran los estadisticos que se basan en la distribucién de las
diferencias de a pares o "mismatch distribution" (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers &
Harpending, 1992). Estos estadisticos se basan en la idea de que los patrones de "mismatch
distribution" preservarian un registro de las expansiones y fisiones poblacionales que han
ocurrido a lo largo de la historia de una poblacién (Rogers & Harpending, 1992). La curva
definida por los "mismatch distribution" seguiria una funcién definida segin los procesos
poblacionales que hayan ocurrido (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending, 1992).
Esta propuesta se basa en la teoria de la coalescencia, para lo cual se considera que en
ausencia de recombinacién (0 con poca) y de acuerdo al modelo de sitios infinitos (Kimura,
1971), la probabilidad F, de que dos alelos al azar difieran en i nucletidos en la generacion ¢,
donde u es pequeiio y N grande, esta dada por

Fo(t+1)=1/N+(1-2u-1/N)F,(t)
Watterson (1975) propuso que cuando una poblacién se mantiene constante en el tiempo es
decir que esta en equilibrio, el valor de F, esta dado por

Fo=0,/(0+1)"!
donde 8 = 4 N u. La distribuciéon de los valores de esta probabilidad F, en funcién de i
presenta una curva caracteristica que permite que se comparen los valores observados de las

frecuencias de las diferencias de a pares (‘mismatch distribution”) a fin de evaluar distintos
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modelos demograficos (Rogers & Harpending, 1992). En particular, en el modelo de
expansién poblacional, la distribucién de la frecuencias de las diferencias de a pares se ajusta
a una curva de Poisson -unimodal- (Rogers & Harpending, 1992). Uno de los estadisticos
empleados para este tipo de andlisis es la desigualdad o el "raggedness” rg que mide el ajuste
de la “'mismatch distribution” a un modelo de expansion poblacional (Harpending ef al., 1993;
Harpending, 1994).

Para la realizacién de este tipo de andlisis se emplearon los programas Arlequin

(Schneider et al., 2000) y DnaSP (Rozas & Rozas, 1999).

5. Analisis filogenético

5.1. Caracterizacién general del marcador

Se analiz6 la composicién nucleotidica del gen en los distintos taxa y la frecuencia
promedio de uso de codones empleando el programa Mega v 2.0 (Kumar et al., 2001). A su
vez, se evalud la homogenidad de la proporcién de bases nucleotidicas en todos los sitios y en
las terceras posiciones empleando el test de x* implementado en el programa PAUP* version
4.0 b8 (Swofford 1998). El programa Mega v 1.0 (Kumar ef al., 1993) se us6 para comparar
la frecuencia de sustituciones nucleotidicas entre codones, estos datos se emplearon para
realizar un analisis de saturacion en las sustituciones discriminando transiciones y
transversiones.

El sesgo en el uso de los codones se analizd empleando el indice de sesgo en la
composicion C (index of compositional bias’) (Irwin et al., 1991). Este indice mide el desvio
de la proporcién observada de cada base respecto de la esperada o sea el 25% para cada base.
Este indice varia entre 0% que significa que no hay sesgo y 100% que indica que s6lo un

nucledtido esta presente.



5.2. Analisis de parsimonia

Para las reconstrucciones filogenéticas en base al criterio de maxima parsimonia se
emplearon distintos esquemas de pesado de transversiones (tv) y transiciones (ts) (1:1, 10:1,
1:0) para cada posicidon del codén, y también considerando todas las posiciones. Para este
an4lisis se usd el programa PAUP* version 4.0 b8 (Swofford 1998) realizando una busqueda
heuristica con adicién simple de secuencias y segiin el método de construccién de arbol TBR

(tree bisection reconection’) de “branch swapping’.

5.3. Andlisis de tasas relativas

La hipétesis del reloj molecular considera que para una dada macromolécula
(protefna o secuencia de ADN) la tasa de evolucién en todos los linajes es aproximadamente
constante a lo largo del tiempo (Zuckerkandl & Pauling, 1965). Si bien existen varios
métodos para evaluar si se cumple esta hipotesis, estos presentan ciertas dificultades tales
como 1) la tasa absoluta de evolucién molecular no puede ser estimada excepto si se cuenta
con datos acerca del tiempo transcurrido desde la divergencia entre las especies, es decir si se
tiene un buen registro fosil, 2) se debe conocer el patrén de sustitucién para estimar el nimero
de sustituciones por sitio, 3) se debe saber si existe heterogeneidad en la tasa de sustitucién
entre sitios para estimar el nimero de sustituciones por sitio, y 4) se deben conocer las
relaciones filogenéticas antes de realizar el anélisis. Los métodos desarrollados han logrado
salvar algunas de estas dificultades. Uno de ellos es la prueba de tasas relativas de Tajima
(1993) que salva los problemas mencionados, y es un método simple que se basa en un
analisis de x>

Esta prueba considera tres secuencias 1, 2, 3, siendo la 3 la secuencia del grupo
externo. Se comparan las tres secuencias y se consideran solo aquellos sitios en donde se

observa alguna variacién nucleotidica entre al menos 2 de las 3 secuencias. Se define el
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numero de sitios en el cual la secuencia | difiere de la 2 y la 3 como m;. De la misma manera

se definen m; y m;j.

m=2 Zng
i j#i

mz=2 szU
i j#i

m3=Z anji
i j#i

cuando la secuencia 3 es el grupo externo, el método propone que se esperaria que
E (m)) =E (my)

Esta igualdad se puede testear usando el célculo de x>

2 . (mli‘lz_)_z
x m; +m,

Esto sigue una distribucién de valores de %* con un grado de libertad.

Si tenemos una secuencia como el ADN mitocondrial, que en general presenta una
tasa de transiciones mayor a la de transversiones, este método permite discriminar cada tipo
de sustitucién, siendo s; las diferencias dadas por transiciones, v; las diferencias dadas por
transversiones. A, G, C, y T se indican como 1, 2, 3 y 4, respectivamente, entonces se define

S1=n211 +Ni22+N433 + 0344
Vi=m -8

y asf con la secuencia 2 y 3, ahora el método propone que E(s)) = E (s2) y E (vi) = E (v2)
2= (s1=5)° + (u-vp)’

T osits vi+Vv,
que seguirfa una distribucién de %* con 2 grados de libertad.
Dado que en platirrinos no se conocen los patrones de evolucién de casi ninglin gen, el
registro fosil es sumamente escaso, mis atin por ejemplo en el género Alouatta no se conoce
ningtn fosil, se eligié esta prueba para evaluar las homogeneidad en las tasas de evolucion

implementada en el programa Mega v 2.0 (Kumar e al., 2001).
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Tasas de evolucion molecular en algunos géneros de platirrinos

I. Introduccion

En base a diferentes evidencias genéticas, ecologicas y paleontoldgicas, varios autores
han observado en mamiferos una correlacion entre estructura social, tasa de evolucién
cromosémica y especiacion (Bush et al., 1975, 1977; Wilson et al., 1975).

Los factores que explicarian las altas tasas de especiacion y la evolucién cromosémica
en primates serian tanto demograficos, debido por ejemplo al reducido tamaiio efectivo (N.) y
el flujo génico limitado, como comportamentales determinados por la organizacién social de
los grupos. Ademas, un componente de la organizacion social en muchos primates es el
desarrollo de sistemas de jerarquia con estatus sociales dominantes que llevan a una
reproduccion diferencial de los individuos (e.g., machos dominantes), y formacién
(dispersién) de nuevos grupos sociales por divisiones de las matrilineas (Baker & Marler,
1980; Bush, 1981; van Schaik, 1996). Estos factores acentuarian la diferenciacién genética
entre las poblaciones ya que la ausencia de flujo génico entre ellas conduciria al aumento de
la endogamia local debido a la disminucion del N, que a su vez conlleva a una variacién al
azar de las frecuencias alélicas (deriva genética) y a un aumento de la probabilidad de fijacion
de reordenamientos cromosémicos (Crow & Kimura, 1970; Kimura & Ohta, 1971;
Templeton, 1980).

Bush er al. (1977) propusieron que los primates presentan la mayor tasa de especiacion
y una alta diversidad cariotipica. A su vez, encontraron diferencias en cuanto a la evolucién
cromosdmica en los dos géneros de Monos del Viejo Mundo (MVM) analizados:
Cercopithecus y Papio, el primero se ajustaba a un modelo con grupos sociales pequeiios y

unimachos que presentaba una gran diversidad cariotipica, mientras que el segundo,

a
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cariotipicamente mas homogéneo, se caracterizaba por tener grupos de mayor tamafio y
multimachos (Bush et al., 1977). Posteriormente, Melnick (1987) analiz6 la hip6tesis de
‘especiacion via estructura social” en macacos (MVM) donde los grupos tienen una estructura
multimacho y observé que ésta s6lo se cumplia ante un aislamiento geografico o ecol6gico
que impidiera el completo flujo génico, por ej. en las especies insulares de macacos.

Considerando la hipétesis de “especiacion via estructura social’, también se evalu6 la
relacién entre los procesos de evolucién morfologica, cromosémica y molecular (Wilson et
al.,1974). Si bien se observé que en algunos grupos habia una correlacién entre la evolucion
morfoldgica y la cromosémica, la evolucién molecular seguia una velocidad regular
coincidiendo con la hipdtesis de reloj molecular (Wilson ef al.,1974), posteriormente se
observaron numerosos casos donde la relacién morfologia - rearreglos cromosémicos no se
cumplia (ej. especies cripticas) (e.g., Reig, 1979).

En particular, los platirrinos constituyen un modelo interesante para analizar esta
tematica dada su gran radiacion adaptativa reflejada por una gran diversidad taxonémica
representada por 16 géneros, 107 especies y 204 especies y subespecies (Rylands et al., 2000)
que se correlaciona con una gran diversidad cariotipica (e.g., Mudry ef al., 2001). En
particular el género Alouatta presenta un amplio rango en el nimero cromosémico desde 2n=
43-45 en A. seniculus seniculus hasta 2N=54 en A. palliata (e.g., Chu & Bender, 1961; Mudry
etal., 1981, 1998; Armada et al., 1987; Lima & Seuanez, 1991). A su vez, estudios de
hibridacion fluorescente "in situ" y meiosis han confirmado que la determinacion sexual
cromosOmica en 4 de las 6 especies tradicionales del género, esta dada por sistemas sexuales
miiltiples definidos por traslocaciones Y-autosoma XY ,Y; en 4. belzebuth y A. palliata
(Consiglieri et al., 1998; Solari et al., 2002), X, X,Y Y2 en A. caraya y A. seniculus (Rahn et

al., 1996; Mudry et al., 1998; Consiglieri ef al., 1998). Mientras que en las restantes especies
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del género, 4. pigra y A. fusca, los datos disponibles en la bibliografia no son suficientes para
confirmar la presencia de un sistema sexual multiple (Mudry et al., 2001).

A su vez, en platirrinos, la divergencia de los grupos ha sido acompafiada por una
extensiva diversificacién de historias de vida, incluyendo tiempo de gestacion, tamaiio de
camada, cuidado de la crfa, tiempo entre pariciones, edad de maduracién sexual entre otros
(e.g., Fleagle, 1998). En cuanto a su estructura social también constituye un grupo diverso,
con grupos mondgamos (e.g., Aotus), multimacho-poliginicos (e.g., Alouatta seniculus y A.
caraya), multimacho-polidndricos (e.g., Alouatta palliata), unimacho-poliginico (e.g.,
Alouatta caraya), entre otros (e.g., Fleagle, 1998). Los tamafios poblacionales varian
ampliamente entre los géneros, especies y regiones de distribucion geografica, revelando en
muchos grupos una profunda plasticidad adaptativa en funcion de los recursos, se podria citar
como ejemplo el género Saimiri con grupos que varian entre 15 a 75 individuos segun la
especie, la distribucion geogréfica, y la distribucion espacial de los recursos (Boinski, 1999).

Desde el punto de vista molecular, diferentes estudios revelaron que las tasas
evolutivas varian entre diferentes grupos de organismos, contradiciendo la hipotesis de reloj
molecular (e.g., Mindell ef al., 1996; Gary & Stanley, 1998). Uno de los factores mas
frecuentemente invocado para explicar la heterogeneidad en las tasas evolutivas ha sido el
tamarfio corporal que a su vez est correlacionado con: 1) tiempo generacional, 2) tamaiio
poblacional, y 3) tasa metabolica, donde los organismos de menor tamaiio presentan, en
promedio, menores tiempos generacionales, mayores tamafios poblacionales y altas tasas
metabolicas (e.g., Li e al., 1987; Martin et al., 1992; Martin & Palumbi, 1993; Martin, 1995;
Bromham et al., 1996). Otro factor propuesto en primates para explicar las discrepancias
respecto de la prediccién de la teorfa del reloj molecular ha sido la estructura social (Hoelzer
et al., 1998). Nuevamente se plantea la hipétesis original de Bush et al. (1975) evaluando las

consecuencias genéticas de la estructura social ahora a nivel molecular.
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En este trabajo de Tesis, se analizé el efecto del tamaiio corporal sobre la tasa de
evolucién molecular considerando los efectos del tiempo generacional y del tamafio
poblacional, dado que no se contaba con suficiente informacién bibliogréfica para analizar las
tasas metabolicas. A su vez, también se evalud la influencia de la estructura social sobre los
desvios del reloj molecular. En particular, en base a las secuencias obtenidas y disponibles, se
compararon géneros de platirrinos de cuerpo grande como los atélidos: Ateles, Lagothrix,
Brachyteles y Alouatta versus platirrinos mas pequefios como los cébidos: Cebus, Saimiri y
Aotus. La hipétesis a poner a prueba fue que en atélidos y cébidos, el mayor tamaiio corporal
estaria asociado a una tasa reproductiva menor y seria inversamente proporcional a la tasa de
evolucion molecular.

Para esta parte del estudio se eligié el gen mitocondrial que codifica para la subunidad
I1 de la citocromo oxidasa ¢ (COII) que habia sido empleado en grupos de Monos del Viejo
Mundo (Disotell ef al., 1992), hominoideos (Ruvolo ef al., 1991; 1993), y en ciertos géneros
de platirrinos tales como Aotus (Ashley & Vaughn, 1995) y Areles (Collins & Dubach, 2000),
asi como en poblaciones de Alouatta seniculus (Figueiredo et al., 1998). Estos estudios
previos permitian contar con numerosas secuencias publicadas las que, sumadas a las
obtenidas en este trabajo, permitieron aumentar la cantidad de comparaciones. Asimismo,
dada la necesidad de revisiones sistematicas en la mayoria de los géneros de platirrinos, otro
de los objetivos de esta parte del estudio fue evaluar la utilidad del gen mitocondrial COII en

el estudio de la sistematica de los platirrinos.
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II. Hipdtesis y Objetivos

Hipotesis

En atélidos y cébidos, el mayor tamafio corporal esta asociado a una tasa reproductiva menor

y es inversamente proporcional a la tasa de evolucion molccular

Objetivos

1) Analizar la correlacion entre las tasas de sustitucion entre platirrinos de cuerpo cuerpo
grande (Alouatta, Ateles, Lagothrix y Brachyteles) y platirrinos pequeiios como Saimiri,
Cebus y Aotus y el tamafio corporal, la tasa rcproductiva y caracteristicas demograficas

propias de estos géneros de Monos del Nucvo Mundo
2) Evaluar la utilidad sistematica del gen COIl mitocondrial en platirrinos

3) Aportar evidencias moleculares que permitan una mejor caracterizacion de las especies de

primates que viven en Argentina



II1. Resultados

1. Descripcion del gen COII en algunos géneros de monos platirrinos

En este trabajo se obtuvieron las secuencias completas del gen COII de 11 ejemplares
de primates platirrinos incluyendo 2 Alouatta caraya, 1 Ateles paniscus, 3 Ateles belzebuth, 1
Aotus azarae azarae, 1 Cebus apella paraguayanus, 1 Cebus apella nigritus 'y 2 Saimiri
boliviensis. Ademas, a los fines comparativos, se incluyeron secuencias de platirrinos
obtenidas del GenBank, completando un total de 29 secuencias de COII que abarcaron 7
géneros de platirrinos. La identificacion de las especies, su origen geogréfico, fuente y
numero de acceso a GenBank se muestran en la Tabla 11.

Ademiss se incluyeron secuencias de los siguientes monos catarrinos: 2 Homo sapiens
(1 de mi autoria-AF181091- y el otro obtenido por Ruvolo ef al., 1991), un ejemplar de los
siguientes primates publicados por Ruvolo et al. (1991): Macaca mulatta, Pongo pygmaeus,
Gorilla gorilla, y Pan troglodytes, y los publicados por Adkins & Honeycutt (1994): Tarsius

bancanus y Lemur catta.
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Tabla 11. Monos platirrinos incluidos en el analisis filogenético con su clasificacién taxonémica

(modificada de Schneider et al., 1996).

Nivel Taxonémico Género Especie Origen N° Acceso
geografico GenBak/Fuente®
Familia Atelidae
Subfamilia Alouattinae
Alouatta caraya 1 * Argentina AF181086 °
caraya 2 * Argentina AF396459 *
seniculus Brasil AF054293
seniculus Brasil AF054299 !
seniculus Brasil AF054291 !
palliata ? L22774 }
Subfamilia Atelinae
Ateles belzebuth Brasil AF216236 "
belzebuth Brasil AF216240 *
belzebuth Peru AF216242 *
belzebuth * ? AF377897 °
belzebuth * AF377896
belzebuth * AF377898
paniscus * ? AF181087
paniscus Brasil AF216250
paniscus Surinam AF216247
geoffroyi Panama AF216235 *
geoffroyi Honduras AF216234 *
Brachyteles arachnoides Brazil AF216253 "
Lagothrix lagotricha ? 122779 }
Familia Cebidae
Subfamilia Cebinae Cebus apella paraguayanus* Paraguay AF181089 *
apella nigritus * ? AF181088
Subfamilia Saimirinae Saimiri boliviensis * Bolivia AF181090 °
boliviensis * ? AF396460 "
sciureus v36848 *
Subfamilia Aotinae Aotus azarae azarae * Argentina AF181085 "
azarae boliviensis ? v36846 '
nancymae v36770 *
lemurinus ? U36843 !

+ Secuencias obtenidas en el presente trabajo.

% Fuente de las muestras de sangre: ® vida silvestre, ® Ezeiza Flora y Fauna, Argentina;  La Plata Zoo,

Buenos Aires, Argentina; 9 Buenos Aires Zoo, Argentina; © [ICS, "Instituto de Investigaciones

Cientificas y de la Salud”, Asunci6n, Paraguay, TECAS, "Estacion de Cria de Animales Silvestres", La

Plata, Argentina; 8 CAPRIM, "Centro Argentino de Primates”, Corrientes, Argentina; " CEM,

"Complejo Ecolégico Municipal”, Roque Saenz Pefia, Chaco, Argentina.

Referencias de las secuencias publicadas por otros autores: ' Figueiredo et al. (1998); J Adkins &
Honeycutt (1994); * Collins & Dubach (2000); ' Ashley & Vaughn (1995).
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1.1. Caracteristicas generales del marcador

En todos los ejemplares de monos platirrinos analizados en el presente trabajo de Tesis, la
longitud total del gen COII fue de 696 pb, 12 nucledtidos mas largos que en los restantes
primates incluidos en el andlisis. Se observé un total de 274 sitios variables, el 69% de los
mismos se ubicaban en la tercera posicion del codén, un 19% en la primera posicién y el 11%
restante en la segunda posicion.

En los platirrinos, la composicién nucleotidica de COII fue rica en Adenina y Timina
(valor promedio de 60.5%) mostrando el tipico sesgo de los genes mitocondriales en animales
con bajos porcentajes de Guanina (Brown, 1985). En particular el contenido de Guanina fue
del 13%, mientras que los otros nucle6tidos mostraron valores de 32% para Adenina, 27%
para Citosina y 28 % para Timina. Las frecuencias de bases entre los platirrinos fue
homogénea considerando todos los sitios ()(,2 = 8.27, df = 84, P = 1.00), los sitios variables
(x* =24.96, df = 84, P = 1.00) y las terceras posiciones variables (3> = 32.83, df = 84,
P =0.99).

Considerando la gran heterogeneidad observada en la composicion nucleotidica en
cada posicién del codén (Tabla 12), se calculé el sesgo en el contenido nucleotidico

empleando el indice de sesgo en la composicién C (‘compositional bias”) (Irwin et al., 1991).

Tabla 12. Valores promedio de composicién nucleotidica en antropoideos
Primera posicién Segunda posicién Tercera posicién Todas

Taxa A-1 C-1 G-1 T-1 A-2 C-2 G-2 T-2 A-3 C-3 G-3 T-3 AT GC
Platyrrhini 28,7 244 242 227 266 242 112 380 404 302 43 251 605395
Catarrhini ® 29,2 268 258 182 245 264 111 380 392 360 53 195 562438
Primate * 285 260 254 201 256 256 11,2 378 399 320 51 230 583417

b

Codon bias
Platyrrhini 0,05 0,19 0,30
Catarrhini ° 0,09 0,19 0,32

® Datos obtenidos por Adkins & Honeycutt (1994)
® Codon bias calculado segin Irwin, Kocher & Wilson (1991)
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En los platirrinos, el sesgo en la composicién nucleotidica fue maximo en la tercera
posicién del codén (30 %) y minimo en la primera posicion (5 %) (Tabla 12) como se observa
en la mayoria de los primates (Adkins & Honeycutt, 1994). El mismo patr6n de variacién

también fue observado en mamiferos para otros genes mitocondriales como el citocromo b

(Irwin et al., 1991).

1.2. Uso del codén

La frecuencia en el uso de los codones mostré el mismo sesgo en detrimento de

Guanina observado en las terceras posiciones de los codones, en los tripletes terminados en

Guanina (Tabla 13). En particular se observé una preferencia por los tripletes terminados en

Adenina para los codones cuatro veces degenerados (V, P, T, A, R, G) y los seis veces

degenerados que codifican para leucina (L) y serina (S) (Tabla 13). Cuando se analiz6 el

indice relativo del uso de codones sinénimos (RSCU) (Sharp, Tuohy & Mosurski, 1986) se

observo valores mayores a |, 25 para todos los codones terminados en Adenina.

Tabla 13. Uso del codén® en el gen COIl en platirrinos

Uuu (F) 5.5 (1.04) UCU (s) 1.7 (0.55) UAU (Y) 5.4 (0.87) UGU (C) 0.3 (0.34)
UuC (F) 5.0 (0.96) Ucc (s) 3.1 (1.03) UAC (Y) 7.1 (1.13) UGC (C) 1.7 (1.66)
UUA (L) 6.1 (1.25) UCA (S) 8.7 (2.88) UAR (*) 0.7 (3.40) UGA (W) 4.5 (1.89)
UUG (L) 0.2 (0.05) UCG (s) 0.7 (0.22) UAG (*) 0.0 (0.20) UGG (W) 0.3 (0.11)
CuUu (L) 6.7 (1.38) CCu (P) 3.5 (1.19) CAU (H) 1.9 (0.55) CGU (R) 1.5 (0.96)
CUC (L) 2.4 (0.49) CCC (P) 2.5 (0.84) CAC (H) 4.9 (1.45) CGC (R) 1.8 (1.14)
CUA (L)11.5 (2.36) CCA (P) 5.7 (1.93) CAA (Q) 6.6 (1.84) CGA (R) 2.9 (1.88)
CUG (L) 2.3 (0.47) CCG (P) 0.1 (0.04) CAG (Q) 0.6 (0.16) CGG (R) 0.0 (0.02)
AUU (I)12.2 (1.04) ACU (T) 3.2 (0.995) ARU (N) 3.2 (1.09) AGU (S) 0.6 (0.20)
AUC (I)11.2 (0.96) ACC (T) 4.2 (1.25) AAC (N) 2.6 (0.91) AGC (S) 3.4 (1.12)
AUA (M) 12.0 (1.73) ACA (T) S.8 (1.74) AAA (K) 3.4 (1.68) AGA (*) 0.0 (0.00)
AUG (M) 1.8 (0.27) ACG (T) 0.2 (0.07) AAG (K) 0.7 (0.32) AGG (*) 0.1 (0.40)
GUU (V) 1.7 (0.83) GCU (A) 3.9 (1.03) GAU (D) 4.0 (0.85) GGU (G) 1.2 (0.59)
GUC (V) 2.9 (1.38) GCC (A) 6.4 (1.70) GAC (D) 5.5 (1.15) GGC (G) 3.2 (1.59)
GUA (V) 3.3 (1.57) GCA (A) 4.8 (1.27) GAA (E) 12.0 (1.80) GGA (G) 2.8 (1.40)
GUG (V) 0.5 (0.22) GCG (A) 0.0 (0.00) GAG (E) 1.3 (0.20) GGG (G) 0.8 (0.42)

® Valores promedio de las frecuencias del uso de cada codén en todos los platirrinos; codigo de

amino4cidos estindar, y RSCU entre paréntesis.
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1.3. Andlisis de saturacién

Esta ampliamente documentado que en el genoma mitocondrial, las transiciones
superan en frecuencia a las transversiones en comparaciones entre especies cercanamente
relacionadas, mientras que la frecuencia de transversiones, tiende a aumentar cuando se
comparan especics més distantes, debido a que las transiciones sufren sustituciones multiples
que derivan en la saturacion de este tipo de cambio (e.g., Brown & Simpson, 1982).
Considerando la heterogeneidad en la distribucion de los sitios variables y la composicién
nucleotidica entre las posiciones del codén, tanto la tasa total de sustitucion como la
abundancia relativa de transiciones (ti) y transversiones (tv) podrian variar en funcién de la
posicion en el codén. Para analizar el patr6n de sustitucion nucleotidica en cada posicién del
codon, se graficaron las sustituciones totales, y las ti y tv segun las posiciones del codén para
todas las comparaciones entre taxa (Figura 18). Las especies de monos catarrinos y Tarsius se
incorporaron en el estudio con la idea de facilitar la determinacién del nivel de saturacion. Las
comparaciones entre los monos catarrinos, y entre estos y Tarsius no fueron graficadas. Para
cada posicion del codén, se graficaron: el total de las sustituciones (Figura 18 A), la
frecuencia relativa de ti y tv (Figura 18 B) y la relaci6n de ti/tv (Figura 18 C) en funci6n de la
distancia corregida segun el modelo de Jukes-Cantor (d ).c).

Todos los graficos mostraron la presencia de dos agrupamientos, donde el grupo de la
izquierda comprendié todas las comparaciones entre platirrinos, mientras que ¢l grupo de la
derecha, mostré6 las comparaciones entre estos y los grupos externos. Todas las sustituciones
para cada posicién del codén mostraron un aumento lineal en funci6n de la distancia genética
y alcanzaron la saturacién para algunas de las comparaciones que involucraron al tercer codon

(Figura 18).
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Capitulo 111

Se observé un alto nivel de saturacion para valores de d ).c mayores a 0.1 que
correspondieron a las comparaciones inter-genéricas o inter-familiares. Las tasas de evolucion
en la primera y segunda posicién del codén fueron bajas debido a que cualquier sustitucion en
la segunda posicion y la mayoria de las primeras posiciones darian un cambio aminoacidico
mientras que sélo el 30% de las sustituciones en las terceras posiciones resultaria en un
reemplazo (Graur & Li, 2000). Cuando las ti y tv se graficaron de manera separada (Figura 18
B), se observo que las tasas de ti fueron mayores que las de tv para todas las posiciones. Para
la primera y segunda posiciones hubo ausencia de saturacion, mientras que para las terceras
posiciones se observé saturacion de transiciones.

En las terceras posiciones, la relacién entre ti y tv disminuy6 rapidamente y alcanzé un
minimo estable en valores mayores que una ti por cada tv para distancias genéticas mayores a
0.3 (Figura 18 C). En las comparaciones entre platirrinos y el outgroup, la relacién ti/tv se
aproximo a un valor cercano a 2 para la primera posicién del codon, en tanto que para las
mismas comparaciones en la segunda posicion la relacion ti/tv disminuy¢ sin alcanzar un

valor asintético (Figura 18 C).

2. Distancias genéticas

Para las comparaciones entre platirrinos y los grupos externos, las distancias genéticas
no corregidas mostraron valores mayores al 24 %. Entre los platirrinos, las mayores distancias
se observaron en las comparaciones interfamiliares como por ejemplo Lagothrix lagotricha vs
Saimiri sciureus (17%) (Tabla 14). En comparaciones intergenéricas las distancias no
corregidas fueron mayores al 11 % (Tabla 14). A nivel intragenérico ¢ intraespecifico se
observé un patrén de divergencia variable dependiendo de cada género y especie. En el
género Alouatta, las mayores distancias se observaron en las comparaciones de 4. palliata con

las otras especies de aulladores: A. caraya y A. seniculus (Tabla 14).
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Capitulo 111

En el género Saimiri, la divergencia observada entre S. boliviensis y S. sciureus fue
comparable a la observada entre otras especies de platirrinos, mientras que los ejemplares de
S. boliviensis entre si mostraron distancias del similares a las comparaciones entre subespecies
(Tabla 14).

Las subespecies de Cebus apella mostraron valores de divergencia comparables a los
valores observado entre especimenes de Ateles belzebuth y Alouatta seniculus de los que no

se conoce a qué subespecie pertenecen (Tabla 14).

3. Seiial filogenética

Para analizar la estructuracion de los datos se empled el método de Hillis &
Huelsenbeck (1992) que analiza el valor g; de la distribucion de los arboles obtenidos al azar.
El anélisis se rea!izé considerando distintos niveles taxonémicos y dado que del género Ateles
se disponia del mayor nimero de secuencias disponibles de distintas especies este fue
empleado a nivel taxonémico de género (Tabla 15).

Todos los valores de g; estimados en este trabajo fueron menores a los propuestos por
Hillis & Huelsenbeck (1992), sugiriendo que el conjunto de datos contiene sefial filogenética
(Tabla 15). Considerando todos los taxa, los valores de g, obtenidos para todas las posiciones
y para las primeras, segundas y terceras posiciones fueron de: -0.801, -1.162, -1.624, y -0.530,
respectivamente, mostrando una pérdida de sefial filogenética en las terceras posiciones
(Tabla 15). Una tendencia distinta se observé cuando se consider6 el nivel de género ya que

en este caso, fue la segunda posicién la que mostré los valores mas bajos de g, (Tabla 15).
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Capitulo 111

Tabla 15. Algunas caracteristicas del gen COII para todas y cada una de las posiciones del codén

segun los diferentes niveles taxondmicos analizados

Posiciones del Sitios Sitios Sitios a1 Longitud del &rbol’
codén totales variables informativos Minima Segunda
Todas 696
Todos los taxa 382 313 -0,801 2170 (1) 2172 (2)
Platyrrhini 275 206 -0,434 1134 (1) 1152 (1)
Ateles 56 39 -0,590 104 (2) 105 (1)
Primeras 232
Todos los taxa 105 80 -1,162 423 (1) 466 (3)
Platyrrhini 53 33 -0,263 164 (1) 170 (2)
Ateles 13 5 -0,934 18 (4) 19 (12)
Segundas 232
Todos los taxa 59 38 -1,624 154 (1) 179 (2)
Platyrrhini 31 12 -1,149 59 (2) 60 (3)
Ateles 3 2 -0,192 5 (1) 6 (13)
Terceras 232
Todos los taxa 218 195 -0,530 1489 (1) 1499 (1)
Platyrrhini 191 161 -0,474 895 (1) 902 (1)
Ateles 40 32 -0,676 77 (2) 78 (1)

I Namero de arboles mostrando la longitud minima (més parsimoniosos) y entre paréntesis, la segunda
longitud més parsimoniosa.

Otro criterio para distinguir la estructuracién de los caracteres respecto de variacién al

azar es evaluar el nimero de arboles més parsimoniosos y el nimero de pasos para la mejor

solucién siguiente (Hillis & Dixon, 1989; Miyamoto & Boyle, 1989). De los 12 analisis

realizados 8 mostraron s6lo un 4rbol mas parsimonioso, el namero de segundos arboles mas

parsimoniosos varié de 1 a 13, no observandose una relacion directa con la variacién en los

valores de g; (Tabla 15).
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4. Anailisis filogenético

En el conjunto de los datos analizados (696 pb), 382 sitios fueron variables de los

cuales 313 fueron filogenéticamente informativos (Tabla 15). Para cada una de las posiciones

del codén, el numero de sitios informativos observados fueron 80 para la primera, 38 para la

segunda y 195 para la tercera (Tabla 15). Con el fin de evaluar distintos esquemas de pesado

diferencial de tv y ti tv:ti (1:1; 10:1; 1:0), se analizé cada tipo de pesado en funcién de la

posicion del codén dando un total de 9 anélisis. En la Figura 19, se muestra el drbol para cada

posicién del codén que mostré el arbol mas resuelto. El arbol obtenido en base al analisis de

la tercera posicion del codon fue el que presenté la mayor resolucién principalmente a nivel

intragenérico (Figura 19). Por arriba de ese nivel, la resolucién fue limitada ya que mostré una

politomia involucrando a todos los géneros de platirrinos (Figura 19).
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Figura 19. Arboles consenso de la mayoria (50%) obtenidos para (A) primera, (B) segunda y (C)

tercera posicioén del codon. Los nameros indican los valores de “bootstrap” luego de 1000 réplicas.
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Capitulo 111

Considerando todas las posiciones del codon, el andlisis de parsimonia se realizd
empleando los mismos esquemas de pesado tv:ti (1:1; 10:1; 1:0), mientras que el fenograma
se obtuvo segun el modelo de 2 pardmetros (Kimura, 1980) (Figura 20). Los arboles consenso
de parsimonia mostraron topologfas similares, con diferencias en los valores de “bootstrap’ en

cada nodo. En la Figura 20 se muestra el 4rbol en base al esquema de pesado 10:1.

A B
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Ateles belzebuth
Ateles belzebuth

7 A:eles g:lze%z;h
3 ﬂts :'1 € g tz
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88 X Ateles belzebuth Afeles belzebuth
-Ateles belzebuth Ateles belzebuth
feles paniscus Ateles geo,
E Ateles paniscus Ateles geoffroyi
Ateles paniscus Ateles paniscus
74 Ateles paniscus Ateles paniscus
i Ateles geoffroyi Ateles paniscus
Ateles geoffroyi Ateles paniscus
J Brachyteles Lagothrix
5 Brachyteles

Lagothri
Alouatta palliata
Alouatta caraya
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Alouatta seniculus
Alouatta seniculus
Alouatta seniculus
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— 1004100
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84 Alouatta seniculus
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1 Saimiri boliviensis _—Jﬂ{ ebus apella
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Pongo eus Homo sapiens
Gorilla gorilla Pongo pygmaeus
Pan troglodytes 100! Gorilla gorilla
Homo sapiens Pan troglodytes
Homo sapiens Macaca
Tarsius bancanus Tarsius bancanus
—d_,
0.05

Figura 20. Reconstrucciones filogenéticas empleando la secuncia de Tarsius bancanus para enraizar
el arbol. (A) Arbol de Neighbor-Joining y (B) Arbol de parsimonia obtenido con el esquema de pesado
tv:ti 10:1. Los nimeros indican los valores de bootstrap y las letras corresponden a los nodos referidos
en la Tabla 19.

En la Figura 20 y la Tabla 16 se comparan el efecto de los distintos esquemas de
pesado en el andlisis de parsimonia y en el arbol de NJ considerando los valores de
‘bootstrap” para nodos a nivel: intraespecifico, interspecifico e intergenérico. Los valores de
‘bootstrap” disminuyen rapidamente por arriba del nivel de género y en general el arbol de NJ

mostrd mayores valores de “bootstrap’ para los nodos analizados (Tabla 16).
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Tabla 16. Valores de ‘bootstrap’ en los andlisis de parsimonia y NJ

Esquema de pesado (tv:ti)

Nivel

taxondmico Nodo 2 1:1 10:1 1:0 NJ
Intraespecifico A 65 74 73 88
B 99 100 100 100

C 84 84 83 98

D 95 94 88 98

Interespecifico E 99 99 98 100
F 85 83 83 93

G 98 100 99 100

H 100 99 100 100

Intergenérico I 52 NC 53 85
J NC NC NC 55

Platirrinos K 100 100 100 100

* Letra de los nodos referidos en la Figura 38 A

NC: valores de “bootstrap” menores al 50%

5. Tasas evolutivas

Para evaluar la constancia del reloj molecular en algunos géneros de platirrinos se

realizé un analisis de tasas relativas (Tajima, 1993) (Tablas 17, 18, 19 y 20). En las

comparaciones entre platirrinos, Homo sapiens fue empleado como grupo externo. En algunas

comparaciones también se emplearon otros géneros de catarrinos como grupos externos y si
bien los valores de significacién del y* variaban mostrando la dependencia del test del grupo

externo (Tajima, 1993), la tendencia se mantuvo. Entre platirrinos y catarrinos el grupo

externo fue Lemur.

Ninguna de las comparaciones incluidas en el estudio mostré diferencias significativas

en las primeras y segundas posiciones del codén (datos no mostrados). Sin embargo, en las

terceras posiciones algunos tests mostraron diferencias significativas en la tasa de sustitucion

que constituian transiciones o transversiones (Tablas 17, 18, 19 y 20).
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Capitulo III

En la Tabla 17, en la mayoria de las comparaciones donde el género Saimiri estaba
involucrados se observé un bajo nimero de sustituciones unicas para este género,
particularmente en las terceras posiciones de los codones y en los sitios 4 veces degenerados.
A su vez, una tendencia similar se observé en las comparaciones de los sitios cuatro veces
degenerados en las que estaban involucrados los géneros Aotus y Cebus, si bien las
comparaciones significativas fueron pocas (Tabla 17). En las comparaciones entre Cebus y
atélidos (Ateles, Lagothrix, Brachyteles y Alouatta), se observé un mayor nimero de
sustituciones Unicas totales y en las terceras posiciones, sin embargo en los sitios 4 veces
degenerados éstas fueron menores (Tabla 17).

En las comparaciones entre platirrinos y catarrinos, se observaron dos tendencias
(Tabla 17). En las comparaciones entre atélidos y catarrinos algunos valores de
heterogeneidad fueron significativos, mientras que en las comparaciones entre cébidos y
catarrinos no se observo este patrén (Tabla 17).

Las comparaciones dentro de la familia Atelidae (Ateles, Lagothrix, Brachyteles 'y
Alouatta) empleando como grupo externo a Homo sapiens, no mostraron valores
significativos, si bien se observé una tendencia a un menor nimero de sustituciones dnicas en
las comparaciones donde la especie Alouatta caraya se compar6 con Ateles y Brachyteles,
mientras que en las comparaciones de aulladores con Lagothrix todas las especies de

aulladores mostraron un mayor nimero de sustituciones unicas (Tabla 18).
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Capitulo III

Al comparar las distintas especies de aulladores entre si con Ateles belzebuth como
grupo externo, Alouatta palliata mostré el menor nimero de sustituciones unicas, siendo las
diferencias no significativas (Tabla 19). Cuando se compararon entre si las secuencias de
Alouatta caraya empleando como grupo externo las otras especies de aulladores, ACA1
(correspondiente al linaje A para la region control, ver Capitulo 1V) mostré un menor niimero
de sustituciones unicas respecto del ejemplar ACA2 (correspondiente al linaje B para la
region control). Estos resultados muestran que si bien dentro de la especie Alouatta caraya
podria haber diferencias en las tasas relativas de sustitucion nucleotidica, 4. caraya como
especie no mostraria tasas de sustitucion nucleotidica a nivel del ADN mitocondrial diferentes
respecto de las otras especies de aulladores (Tabla 19).

Teniendo en cuenta en Saimiri, la observacion de un menor nimero de sustituciones
tnicas, se consideré ampliar el anilisis a todos los ejemplares de Saimiri analizados en este
trabajo (Tabla 20). El detalle de este analisis confirm6 la tendencia observada en un principio
indicando que todos los ejemplares de Saimiri incluidos en este estudio presentarian un menor
numero de sustituciones tnicas (Tabla 20). Por ejemplo, para los sitios 4 veces degenerados,
todas las comparaciones de Saimiri con Ateles belzebuth fueron significativas (Tabla 20). En
la comparacién con especies cercanas filogenéticamente se mantuvo esa tendencia, ya que por

ejemplo con Cebus, 10 de las 18 comparaciones fueron significativas (Tabla 20).
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IV. Discusion

1. Utilidad sistematica de COII

El gen COII en platirrinos mostré el tipico sesgo en la composicion, uso del codon,
efecto en la posicion del codén y saturacion en las sustituciones (Punto 1). Particularmente, en
la tercera posicion del codén, el valor medio de Timina fue mayor en platirrinos que en
catarrinos mientras que guanina mostré los menores valores incluyendo catarrinos y primates
en general. Se observé una concordancia entre los valores observados para catarrinos y
platirrinos sugiriendo que las diferencias se deben a la divergencia de ambos linajes (Adkins
& Honeycutt, 1994).

El analisis de saturacion mostr6 que en las terceras posiciones existe un cierto grado
de saturacion para las comparaciones intergenéricas e interfamiliares presentan saturacién de
las transiciones, un patrén concordante con lo observado en de otro gen mitocondrial
(citocromo b) en primates (Yoder ef al., 1996).

A pesar de la saturacion a nivel de las transiciones en la tercera posicion del codén, se
observé seifial filogenética para todas y cada una de las posiciones del codén incluso entre taxa
distantes (Tabla 15). A su vez, se observaron diferentes valores de g, en funcién del nivel
taxonémico, por ej. la segunda posicién del codén mostr6 valores mayores cuando fueron
considerados todos los taxa mientras que las terceras posiciones mostraron valores mayores
en comparaciones a nivel intragenérico.

Los anélisis de parsimonia realizados con datos correspondientes a cada una de las
posiciones del codon mostraron que las terceras posiciones daban arboles con mayor
resolucion (Figura 19 C). Mientras que cuando se analizaban sélo las primeras y segundas
posiciones, la mayorfa de los taxa estaban involucrados en una politomia (Figura 19 A y B).

Esta pérdida general de resolucion demuestra que las terceras posiciones contienen
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informacion filogenética. En este sentido, el arbol de parsimonia considerando las terceras
posiciones y empleando el esquema de pesado tv:ti 10:1 (Figura 19 C) mostr6 una topologia
similar al 4rbol de parsimonia considerando todas las posiciones y el mismo esquema de
pesado (Figura 20 C). Esta similitud podria reflejar restricciones funcionales que operan en la
secuencia aminoacidica dado que mientras todas las sustituciones en las segundas posiciones
significan un reemplazo de aminoécido, sélo el 30% de las sustituciones en las terceras
posiciones producen un reemplazo (Graur & Li, 2000). De esta manera, las tasas de evolucién
en las terceras posiciones, que presentan menores restricciones funcionales, seran mayores y
mas susceptibles de cambios homoplésicos que las primeras y segundas posiciones. Estos
resultados indican que en platirrinos cualquier anlisis filogenético que emplee el gen COII
como marcador molecular y excluya las terceras posiciones del andlisis ignoraria la mayor
parte de la informacién filogenética del conjunto de datos. Observaciones similares se han
informado en otros estudios tanto para genes mitocondriales como nucleares (Cao et al., 1994;
Cummings e al., 1995; Zardoya & Meyer, 1996).

Estos resultados muestran que el gen COII es 1til para el estudio de las relaciones
evolutivas a nivel intragenérico en platirrinos. En un rango taxonémico superior de analisis
otros genes constituirian una mejor opcion tales como €-globin, y-globin o IRBP intron 1

(Schneider ef al., 1993, 1996; Harada et al., 1995; Meireles ef al., 1999a).



Alouatta

El género Alouatta presenta una de las mayores distribuciones geograficas entre los
primates neotropicales extendiéndose desde el el sur de México hasta el norte de Argentina y
ocupando un amplio rango de ambientes (e.g., Eisenberg, 1979; Crockett & Eisenberg, 1987;
Rylands et al., 2001) (Figura 21). Como la mayoria de los primates platirrinos, la clasificacién
de Alouatta esta en discusion, la ultima propuesta sistematica incluiria 9 especies: 4.
seniculus, A. sara, A. nigerrima, A. belzebul, A. guariba, A. palliata, A. coibensis, A. pigra'y
A. caraya (Rylands et al., 2000).

Estudios moleculares basados en el pseudogene de la globina y' consideraron el grupo
“seniculus’, formado por las especies 4. seniculus, A. fusca 'y A. belzebul que estarian
cercanamente relacionadas entre si y diferenciadas de 4. caraya (Meireles et al., 1999a,
1999b). Sin embargo, recientes trabajos considerando genes mitocondriales y nucleares,
coinciden en agrupar a 4. caraya junto con A. seniculus, mientras que A. fusca 'y A. belzebul
formarian un grupo monofilético (Bonvicino ef al., 2001; Cortés-Ortiz ef al., 2002). Si bien en
este trabajo no se analizaron todas las especies del género, los resultados obtenidos mostraron
un agrupamiento que incluye a 4. caraya y A. seniculus, mientras que A. palliata apareci6
mas distante en concordancia con estudios previos moleculares, morfol6gicos, cromosdmicos
y de distribucion geografica (Hershkovitz 1949; Hill 1962; Bonvicino er al., 2001; Solari et

al.; 2002; Cortés-Ortiz et al., 2002).
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Figura 21. Limites de las distribuciones de las especies del género Alouatta consideradas por Hill
(1962) en base a Pope (1966), Wolfheim (1983), Hirsch ef al. (1991), Crockett (1998), y Cortés-Ortiz

et al. (2002). Los signos de preguna (?) indican distribucion dudosa, S representa una probable zona
de simpatria entre A. caraya y A. fusca.
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Saimiri
La sistematica del género Saimiri es sumamente controvertida, algunos autores lo

consideraron formado por una tnica especie Saimiri sciureus mientras que otros describieron
en Saimiri hasta 7 especies y 17 especies y subespecies (e.g., Rylands et al., 2000). El género,
presenta una distribucion disyunta que incluye un area en la zona oeste de Panama y Costa
Rica en América Central, y luego un 4rea continua del otro lado de los Andes que abarca el
macizo amazénico extendiéndose a las Guyanas, norte de Paraguay, Peri y Bolivia
(Hershkovitz, 1984) (Figura 22). Hershkovitz (1984) hizo una revision del género analizando
caracteres morfolégicos, cariotipicos, comportamentales y biogeograficos, proponiendo la
existencia de 4 especies: Saimiri oerstedii, S. sciureus, S. ustus'y S. boliviensis. Sin embargo,
en base a esas mismas caracteristicas otros autores difirieron de la propuesta de Hershkovitz
(1984) considerando sélo dos especies Saimiri sciureus y Saimiri oerstedii (Costello et al.,
1993). Los resultados obtenidos en base a COII muestran que Saimiri boliviensis y S. sciureus
han alcanzado un grado de divergencia del orden de lo observado para otras especies de
platirrinos apoyando la propuesta de Hershkovitz (1984) que las consideré como especies
completas. A su vez, otros estudios moleculares usando la secuencia del citocromo b también

apoyaron la propuesta de Herskovitz (1984) (Boinski & Cropp 1999).

Cebus
La taxonomia del género Cebus es controvertida debido al amplio rango de variacién

fenotipica y comportamental, y la distribucién geogréfica, entre otros (Torres, 1988). El
género se extiende desde Honduras hasta el Paraguay y norte de Argentina (Emmons, 1990)
(Figura 23). Tradicionalmente, la mayoria de los autores concordaban en definir cuatro
especies dentro del género, separadas en dos grupos: (a) grupo sin copete, mechén o “tuff”, en
el cual se incluye a Cebus capucinus, C. albifrons y C. nigrivitatus; y (b) grupo con copete,
donde tinicamente se ubicaria a Cebus apella.(Mittermeier & Coimbra Filho, 1981).

Recientemente, se describieron un total de 7 especies y 32 subespecies, sin existir un acuerdo
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general en cuanto a esta taxonomia, debido en parte a la falta de un estudio que analice al
género en su totalidad (e.g., Rylands et al., 2001). Cebus apella es la especie de mayor
distribucion en los platirrinos y no existe un acuerdo acerca del nimero de subespecies que la
componen. Algunos autores han descripto 5 (Kinzey, 1980), 11 (Napier & Napier, 1967), y
hasta 16 subespecies (Hill, 1960). En su distribucién marginal sur han sido descriptas 3
subespecies de Cebus apella: C. a. pallidus en Bolivia, C. a. paraguayanus, en Paraguay y en
Argentina donde habita las selvas y bosques montanos en el NO (provincias de Salta y Jujuy)
entre los 300 y 1700 m. sobre el nivel del mar; y C. a. nigritus en el SE de Brasil y en
Argentina en la selva paranaense (provincia de Misiones) entre los 200 y 400 m. sobre el nivel
del mar (e.g., Crespo, 1950, 1974; Cabrera, 1957; Kinzey, 1979; Brown, 1984). A pesar de la
gran controversia de sistematica en este grupo, en base a la informacién actualmente
disponible, los resultados obtenidos en este trabajo son los tnicos datos moleculares que
comparan las 2 subespecies de Cebus apella: C. a. paraguayanus'y C. a. nigritus. La
diferenciacién genética estimada en base a la secuencia del gen COIl sugeriria una
divergencia reciente de estas dos subespecies, probablemente asociado a eventos
biogeograficos de expansién del rango de distribucion de la especie hacia al sur luego de las
glaciaciones del Pleistoceno hace unos 10.000 afios (ver Capitulo VI). Sin embargo, un
estudio que incluya un mayor nimero de individuos se hace necesario para analizar esta
propuesta biogeografica. A su vez, los resultados obtenidos concuerdan con observaciones a
nivel morfolégico y cariotipico de estas dos subespecies que describieron la presencia de un
patron diferencial en la distribucion de la heterocromatina como asi también en la coloracion

del pelaje (e.g., Mudry, 1990; Ponsa et al., 1995; Martinez et al., 2002).
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Figura 22. Mapa de distribucion del género Saimiri en base a Hershkovitz (1984), Costello e al.
(1993) y Boinski (1999).

Figura 23. Limites de la distribucion de las dossubespecies de Cebus apella analizadas. En base a
Hershkovitz (1949), Hill (1962), Mittermeier & Coimbra-Filho (1981), Kinzey (1982), Eisenberg
(1989), y Groves (1993).
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3. Tasas de evolucién molecular

La teoria del reloj molecular postulaba originalmente que la tasa de evolucion de una
dada proteina (ahora también los genes) es aproximadamente constante a lo largo del tiempo
en todos los linajes (Zuckerkandl & Pauling, 1965). Sin embargo, esta hipétesis ha sido muy
controvertida desde su postulacion, y actualmente tiene un variado grado de aceptacién. Por
un lado, Ochman & Wilson (1987) sugirieron la existencia de un reloj universal de
sustituciones sindnimas aplicable a todos los organismos, mientras que un gran nimero de
evidencias postulan que las tasas de evolucion (sindnimas y no sinénimas) varian en los
distintos grupos de organismos (e.g., Goodman, 1981; Mindell et al., 1996; Gary & Stanley,
1998). Entre los factores que permiten explicar los desvios del reloj molecular esté la
seleccion natural, y también los factores intrinsecos de linajes como por ejemplo diferencias
en la eficiencia de los mecanismos de reparacion del ADN (Britten, 1986) y en las tasas
metabélicas (Martin et al., 1992; Martin & Palumbi, 1993; Martin, 1995; Bromham et al.,
1996).

Los efectos de linaje incluyen el efecto del tiempo generacional que considera que los
organismos con tiempos generacionales mas cortos tendran un mayor nimero de divisiones en
las células germinales por unidad de tiempo, y por lo tanto, una mayor tasa de mutacion que
los organismos grandes (Kimura, 1970; Kohne, 1970). Esto supone que la mayoria de las
mutaciones son el resultado de errores durante la replicacion del ADN, que el nimero de
células germinales en divisién son aproximadamente similares por generacién y que la
mayoria de las mutaciones son neutras (Kimura, 1970). Bajo un modelo de evolucién de
variantes neutras, Kimura (1970, 1983) demostré que la tasa de sustitucién dependera de la
tasa de mutacion (i) y el tiempo generacional (g): k = p/g. De esta manera el reloj molecular

se ajustaria a los tiempos generacionales (Kimura, 1970; Kohne, 1970).
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Entre los ejemplos clasicos de efectos de linaje sobre la tasa de evolucion molecular,
se puede citar las comparaciones entre roedores como ejemplo de organismos con tiempos
generacionales cortos vs primates como ejemplo de organismos con tiempos generacionales
largos. En su comparacion se observo que las tasas de sustitucion sinénima fueron 2,6 veces
mayores en roedores que en primates, ajustdndose al modelo de tiempos generacionales
(Ohta, 1995). Otro ejemplo clasico es el *hominid slowdown’ o desaceleracion de la tasa de
sustitucion nucleotidica de sinénima en los humanos, que presenta tiempos generacionales
mayores, comparativamente con los grandes monos (Pan, Gorilla 'y Pongo) y los monos del
Viejo Mundo (cercopitecoideos) (Goodman, 1961, 1985; Chang et al., 1994). Sin embargo,
otros estudios que consideraron tanto genes nucleares como mitocondriales, han propuesto
que no existirian diferencias entre el linaje de los humanos y otros primates y que en Primates,
en general, el genoma como un todo evolucionaria a una tasa uniforme (Easteal, 1991). En
cambio, Li ef al. (1996) proveyeron nuevas evidencias que apoyan la hipétesis del efecto del
tiempo generacional sobre las tasas evolutivas tanto en la comparacion roedores vs primates,
como humanos vs grandes monos, en concordancia con la propuesta original de Goodman
(1961), dejando abierto el debate.

El concepto de que los tamaiios poblacionales puedan afectar las tasas de evolucién
molecular deriva de la teoria casi neutral de la evolucién que considera aquellas sustituciones
que no son estrictamente neutras, sino levemente perjudiciales (‘weakly selected o nearly
neutral’) (Ohta, 1972, 1996). Esta teoria considera que la evolucion de las variantes levemente
perjudiciales en las poblaciones va a estar directamente relacionada con el tamatio de las
poblaciones, aquéllas con tamafios efectivos pequeifios experimentaran tasas rapidas de
evolucién ya que la deriva genética sera el proceso predominante mientras que en poblaciones
con tamafios efectivos grandes ser4 la seleccion la que afecte la evolucién de las variantes

levemente perjudiciales (Ohta, 1972, 1996).
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En las poblaciones estructuradas en grupos sociales, la diferenciacion genética estara
determinada por el sistema de apareamiento, los patrones de dispersion y la formacién de
nuevos grupos (Storz, 1999). La influencia de la estructura social en la heterogeneidad de las
tasas evolutivas, es un tema que no ha sido abordado exhaustivamente en la literatura. Hoelzer
et al. (1998) analizaron mediante estudios de simulacion como la estructuraciéon de una
poblacion en grupos sociales filopatricos y poliginicos con una organizacién jerarquica en
hembras y distintos niveles de migracién, afectaban el tiempo medio de coalescencia de los
haplotipos mitocondriales y la tasa de sustitucion en el mtADN. Este estudio mostr6 que la
jerarquia en hembras, si bien reduce el tamaiio efectivo dentro de los grupos sociales, lo
aumenta a nivel poblacional llevando a un aumento del tiempo de coalescencia para los
haplotipos de las hembras de mayor jerarquia, esto a su vez reduce la tasa de sustitucién en el
ADN mitocondrial permitiendo la retencion de polimorfismos por mas tiempo afectando Ia

constancia del reloj molecular (Hoelzer et al., 1998).

3.1. Platirrinos vs catarrinos

Adkins & Honeycutt (1994) analizaron la tasa de sustituciéon aminoacidica para el gen
COII en primates y encontraron tanto en catarrinos como en platirrinos que la tasa fue cerca
del doble que la hallada en los otros grupos de primates. En este trabajo, las comparaciones
entre platirrinos y catarrinos, mostraron dos tendencias, una caracterizada por la ausencia de
diferencias significativas en las comparaciones entre cébidos (Cebus, Saimiri y Aotus) y
catarrinos, y la otra por la presencia de diferencias significativas en algunas comparaciones
entre atélidos (Ateles, Brachyteles, Lagotrhix y Alouatta) y catarrrinos (Tabla 16). La
heterogeneidad entre atélidos y catarrinos también fue observada en otros estudios -si bien no
se habian incluido todos los géneros de atélidos- mostrando un menor niimero de sustituciones

tinicas en atélidos, heterogeneidad que reflejaria una aceleracion en la tasa de sustitucion en
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los catarrinos en concordancia con propuestas anteriores (Adkins & Honeycutt, 1994). La
homogeneidad entre cébidos y catarrinos no fue analizada por otros autores, y podria reflejar
el mantenimiento de estados ancestrales del linaje de los platirrinos que ocurrieron luego de la
divergencia con catarrinos. Estos polimorfismos ancestrales del linaje de los platirrinos
probablemente luego evolucionaron en los atélidos dando un menor nimero de sustituciones

tnicas en comparacion con catarrinos debido a la homoplasia.

3.2. Platirrinos

Las comparaciones entre atélidos no mostraron valores significativos sugiriendo que
los géneros presentan una tasa de sustitucién homogénea (Tabla 17). Las especies de
aulladores analizadas mostraron también una tasa homogénea de sustitucién, sugiriendo que
Alouatta caraya, como especie, no mostraria una diferencia significativa en la tasa de
sustitucion nucleotidica respecto de las otras especies de aulladores (Tabla 18). Asimismo, la
comparacion entre los ejemplares de Alouatta caraya mostré valores significativos pudiendo
reflejar efectos de eventos demograficos particulares ocurridos diferencialmente en cada

linaje mitocondrial (Tabal 18).

Saimiri

Un caso interesante fue el de Saimiri que mostro un bajo namero de sustituciones
Unicas particularmente en las terceras posiciones de los codones y en los sitios 4 veces
degenerados (Tabla 16 y 19). Considerando que las sustituciones en los sitios 4 veces
degenerados no producen un cambio aminoacidico podrian considerarse selectivamente
neutras, sin embargo actualmente se cuenta con evidencia (ej. sesgo en el uso del codén) que
ha cambiado esa perspectiva. Si también, los cambios sinénimos podrian considerarse como

sustituciones casi neutrales podrian ajustarse a un modelo de seleccién débil (Ohta, 1996;
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Graur & Li, 2000). Si esto fuera asf, se esperaria un uso diferencial de los codones en Saimiri
en relacion a los otros géneros de platirrinos. Para evaluar esta posibilidad, se estimé el sesgo
del uso del coddn para todos los géneros de platirrinos analizados en el presente trabajo,
empleando varios indices: RSCU (Sharp et al., 1986), ENC (Wright, 1990), CBI (Morton,
1993) y el analisis de %> (Shields ef al., 1988). Se observé que el sesgo del coddn en Saimiri
fue similar al observado en el resto de los platirrinos por lo cual se descart6 un posible
proceso de seleccion débil en Saimiri como causa de la tasa de evolucion heterogénea.

Una segunda propuesta para explicar la menor tasa de sustitucion nucleotidica en
Saimiri se basa en su tamailo corporal pequeiio asociado a tiempos generacionales cortos y
tamafios poblacionales grandes y también en caracteristicas particulares de su organizacion
social. El peso promedio en los ejemplares de Saimiri sciureus es de 635 gr para las hembras
y 740 gr en machos mientras que en Saimiri boliviensis el peso en las hembras es de 751 gry
en los machos de 992 gr (Boinski, 1999). En relacion al resto de los platirrinos, en Saimiri se
observan los mayores tamafios de grupos que varian de 15 a 75 individuos por grupo y
también se observan las mayores densidades poblacionales que van de 50 a 75 individuos/km”
(Robinson & Janson, 1986; Boinski, 1999). Cebus también presenta grandes grupos sociales
de 10 a 35 individuos y con densidades poblacionales de 5 a 40 individuos/km?, con un peso
corporal medio de 2,2 kg en hembras y 3,8 kg en machos (Robinson & Janson, 1986; Boinski,
1999). Siendo el inico mono antropoide nocturno, Aofus no presenta dimorfismo sexual en
cuanto al tamafio corporal ya que los machos tienen practicamente el mismo peso que las
hembras -¢ incluso en algunas especies levemente menor- mostrando valores entre 690 a 1232
gr segiin la especie (Fleagle, 1998). Vive en grupos familiares monégamos de 3 a 5 individuos
que ocupan 4reas de accion de 6 a 10 ha mostrando densidades entre 16 y 64 individuos/km’
(Fleagle, 1998; Ferndndez-Duque ef al., 2001). Mientras que en Saimiri y Cebus el tiempo

entre nacimientos es de 1 a 2 aflos, en Aotus es de 1 ailo, esta diferencia en la estrategia
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reproductiva ha sido explicada en base a que Aotus presenta cuidado parental por parte del
macho que reduciria el costo metabdlico en las hembras permitiendo mantener cortos
intervalos entre nacimientos (Garber & Leigh, 1997). Estas caracteristicas demograficas y
biologicas de los cébidos, difieren de las observadas en general en atélidos (4louatta, Ateles,
Brachyteles y Lagothrix) donde se observan grupos de 4 a 40 individuos con densidades de 5
a 15 individuos/km’ (Robinson & Janson, 1986; Rosenberger & Strier, 1989). Estos son
valores promedio, ya que como se mencion6 en la introduccién, Alouatta caraya presenta
densidades mayores en hébitats de selva de inundacién (Zunino ef al., 2001) pudiéndose
considerar como algo poco comiin entre los atélidos. Entre los platirrinos, los atélidos se
caracterizan por presentar bajas tasas de reproduccion debido a que se alcanza la madurez
sexual a edades avanzadas entre los 4 aflos en Alouatta hasta los 8 afios en Lagothrix, y con
intervalos de nacimientos de 2 afios para Alouatta hasta 3 afios en Ateles (Glander, 1980;
Milton, 1982, Robinson & Janson, 1986; Chapman & Chapman, 1990; Strier, 1996).

Bajo la hipétesis del tamafio corporal la expectativa es que Saimiri con tamafio
corporal pequeilo, mayor tasa reproductiva y tamafio poblacionales grandes tenga una mayor
tasa de sustitucién molecular, opuesto a los resultados observados. Si se considera el efecto de
la estructuracion social en Saimiri definida por matrilineas y méas atin en S. boliviensis que se
caracteriza por una marcada jerarquia en hembras (Boinski, 1999) y sumado a los grandes
tamafios de grupo y poblacionales es posible proponer que la heterogeneidad en la tasa de
sustitucion observada en Saimiri se deba a la retencion de estados plesiomérficos o
ancestrales del mtADN.

Por otro lado, Cebus y Aotus, que tienen tamafios corporales medios no mostraron
diferencias significativas en sus tasas de sustitucion al compararlos con los atélidos,
probablemente debido a que presentan tamaiios de grupo y densidades poblacionales menores

sumado a tipos diferentes de estructura social comparados con Saimiri.
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Los primates como mamiferos de vida larga y socialmente complejos, constituyen
modelos dptimos para observar los efectos del comportamiento y la demografia sobre la
evolucion de los grupos. En particular, la gran radiacion adaptativa observada en los
platirrinos permite considerar a cada género como un modelo particular para el estudio de
procesos de divergencia a nivel de especies y poblaciones. En este trabajo se compararon dos
familias de monos platirrinos Atelidae y Cebidae, analizindose los efectos de linaje en las
tasas de evolucién molecular. Los resultados obtenidos sugieren que la estructura social y las
caracteristicas demograficas representan factores que podrian influir en la tasa de evolucién
molecular a nivel mitocondrial en Saimiri. Asimismo se observé una tendencia similar en dos
géneros cercanos filogenéticamente y con caracteristicas demogréficas similares como son
Cebus y Aotus. Esto parece indicar que tanto las caracteristica demograficas como de
estructura social afectan Ia tasa de evolucién molecular apoyando la hipétesis original de
Bush et al. (1975) en una interpretacién mas amplia considerando la influencia de la
estructura social sobre la diversidad genética de las poblaciones, pero no a nivel de mayor
numero de especies en el caso de Saimiri. Si bien, se hacen necesarios mas estudios en cada
uno de los géneros de platirrinos el aislamiento geografico seria un factor determinante en la
especiacion de los platirrinos. De hecho, en base a estudios moleculares, se ha propuesto que
la especiacion en algunos géneros de platirrinos ocurrié6 como resultado de procesos
vicariantes, incluyendo los refugios durante el Pleistoceno (Ashley & Vaughn, 1995), los
eventos geologicos asociados a la elevacion de los Andes (Collins & Dubach, 2000; Cortés-
Ortiz et al., 2002), y los rios como barreras de aislamiento geografico (Peres et al., 1996). Si
bien las caracteristicas poblacionales y de estructuracion social determinan la probabilidad de
fijacion de los cambios genéticos en general, los eventos contingentes habrfan sido

determinantes en la especiacion en platirrinos.
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3.3. Alouatta caraya como especie monotipica

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, Alouatta caraya presentaria una tasa
de evolucién molecular homogénea respecto del resto de los aulladores, dejando nuevamente
planteada la controversia observada en 4. caraya dada por su homogeneidad cromosémica y
morfoldgica vs su amplia y diversa distribucién geogréfica. Si bien, hace falta una revision
exhaustiva de la especie abarcando toda su distribucion, hay un consenso en considerarla una
especie monotipica -junto con A. pigra- a diferencia de las otras de especies de aulladores
caracterizadas como politipicas e incluso con un nimero variable de subespecies (e.g.,
Rylands et al., 2000). En particular el grupo “seniculus’ que forma un grupo monofilético con
“caraya’ (Bonvicino et al., 2001; Cortés-Ortiz et al., 2002) presenta tanto una gran diversidad
taxonémica con probablemente 2 especies y 7 subespecies -si bien ain su taxonomia esta en
discusién (Rylands et al., 2000)- como cariotipica con taxa que presentan 2N=42 + 1-3
microcomosomas o 2n=46 + 1-3 microcromosomas (e.g., Consiglieri et al., 1998).

(Por qué A. caraya, que presenta una de las distribuciones méis amplias dentro del
género Alouatta, es una especie monotipica tanto desde el aspecto morfolégico como
cariotipico? (e.g., Mudry et al., 1990; 1998; Hirsch et al., 1991; de Olivera, 1996). La
ausencia de variacion morfolégica se describi6 para los caracteres de color de pelaje y
craneometria en ejemplares de Brasil, Bolivia, Paraguay y Argentina, mientras que la
homogeneidad cariotipica analizada en base al nimero cromosémico y patrén de distribucion
de la heterocromatina fue descripta para ejemplares de Brasil, Paraguay y Argentina (e.g.,
Mudry et al., 1990; 1998; Hirsch et al., 1991; de Olivera, 1996). Por otro lado, en ejemplares
de distribucién marginal sur en Argentina, a nivel de marcadores bioquimicos, se observo que
de 15 loci analizados s6lo 4 fueron polimérficos con un valor de heterocigosis (H = 0,05+/-
0,03) que estaria en el orden de los valores descriptos en la literatura para otros aulladores

(Szapkievich, 2001).
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A medida que aumentan los conocimientos acerca de los organismos, se observa que
los modelos generales no se cumplen, y que cada grupo de organismo podria representar en si
un modelo con una historia y caracteristicas biologicas propias. Alouatta caraya constituiria
un modelo particular desde el punto de vista de la biologia evolutiva donde predicciones que

se cumplen en especies cercanas no se observan en ‘caraya’.



Capitulo 1V

Variabilidad mitocondrial en Alouatta caraya

en su distribucion marginal sur

I. Introduccion

El marco tedrico de la biogeografia permite explicar las distribucion de los taxa
actuales en funcion de factores intrinsecos de la biologia de los organismos como asi también
factores extrinsecos como cambios climaticos y eventos geologicos (Bermingham & Martin,
1998). Dentro de esta disciplina, la filogeografia analiza la distribucion de los genotipos y su
genealogia en espacio y tiempo, proponiendo patrones de diversificacion de los organismos
asociados a eventos historicos (Avise, 2000). El andlisis e interpretacion de estas genealogfas
requiere del aporte de evidencias provenientes de variadas disciplinas como la genética
molecular o poblacional, la etologia, la demografia, la paleontologia, y la geologia (Avise,
2000). De esta manera, la filogeografia provee un marco integrador para analizar los procesos
evolutivos que incluyendo tanto procesos microevolutivos hasta macroevolutivos y su
interaccion (Avise, 2000).

Dentro de los procesos microevolutivos, la historia demografica de las poblaciones
tiene una gran importancia sobre los patrones filogeograficos debido a su impacto sobre la
estructura de las genealogias o bien de la variacién genética observada donde la teoria de la
coalescencia provee el marco tedrico para su anlisis (Avise, 2000). La mayoria de las
especies constituyen poblaciones estructuradas geograficamente, algunas de las cuales pueden
tener o no contacto (flujo génico) por largos periodos de tiempo, también algunas pueden
caracterizarse por presentar expansiones recientes de su é4reas de distribucién mostrando una

gran conexién genealdgica entre las poblaciones (Avise, 2000).
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El marcador molecular mis ampliamente usado en estudios filogeograficos desde hace
mas de 20 afios ha sido el ADN mitocondrial si bien en la actualidad los microsatélites, como
marcadores nucleares, permiten complementar los analisis mitocondriales (Avise, 2000). En
particular, los andlisis de mtADN en base a secuencias de evolucién rapida como la regi6n
control (RC), han sido empleados en estudios poblacionales (e.g., Vila et al., 1997), mientras
que regiones de evolucion mas lenta han sido usadas en estudios interspecificos (e.g.,
Bonvicino et al., 2001).

En el GIBE, el estudio de la variabilidad genética en las poblaciones de distribucion
marginal sur en Alouatta caraya han sido analizado desde la citogenética y a través del
empleo de marcadores bioquimicos. Los estudios citogenéticos mostraron que Alouatta
caraya presenta un cariotipo estable con un numero modal constante de 2n = 52 y bajo nivel
de polimorfismos heterocromiticos que no estarian asociados a un origen geografico
determinado (e.g., Mudry et al., 1992). A partir de estudios de isoenzimas, incluyendo
poblaciones de ambas margenes del rio Parani, se observd una ausencia de estructuracion
geogréfica de la variabilidad genética proponiendo que podria ser el resuitado de un alto flujo
génico entre las poblaciones o bien una divergencia reciente que no permitia detectar una
diferenciacion de las poblaciones (Szapkievich, 2001). Si bien estas son hipltesis apoyadas
por los resultados obtenidos en esos estudios, también podria ocurrir existir estructuraciéon
genética y que los marcadores genéticos citados no presentaran suficiente variabilidad como
para detectarla de modo que la ausencia de estructuracion seria el resultado de una limitacién
metodologica. Por este motivo, el uso de un marcador mas sensible como el ADN
mitocondrial y en particular la region control (RC) del mtADN podria ser 1til para analizar la
estructuracion genética en las poblaciones de distribucion sur de esta especie.

En esta de Tesis se analiza la variabilidad nucleotidica mitocondrial en Alouatta

caraya en la regién marginal sur de su distribucion. Considerando que la estructura genética
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de una poblacién es el resultado tanto de procesos actuales como pasados, la interpretacién de
los tiempos de coalescencia y tamafios efectivos poblacionales se realiz6 desde una
perspectiva filogeografica considerando los procesos biogeograficos que pudieron afectar la.
historia demografica de las poblaciones de Alouatta caraya.

Cuando se analiza el ADN mitocondrial se debe considerar la herencia materna de este
genoma y con ella las caracteristicas etoldgicas de los organismos. En general, en muchos
organismos se observan patrones de dispersion y flujo génico asimétricos en funcién del sexo.
Cuando las hembras filopatricas se observaria que a lo largo del tiempo las poblaciones
presentarian una estructuracion geografica de los linajes mitocondriales (matrilineas) (Avise,
2000). A su vez, distintas combinaciones de flujo génico y dispersion segin el sexo, daran en
cada caso patrones particulares de estructuracion de la variabilidad genética (Avise, 2000).

Si bien se considera que en los aulladores ambos sexos emigran del grupo natal (e.g.,
Crockett & Eisenberg, 1987), también es sabido que su éxito y estrategia en ingresar a una
nueva tropa varia dependiendo del sexo (e.g., Crockett, 1984). En este sentido, el recambio de
machos adultos incluso asociado a infanticidios estd ampliamente documentado en aulladores
(e.g., Kowalewski et al., 1995). Sin embargo, los estudios de incorporacién de hembras a
tropas establecidas sugieren que estos son muy aislados y no serian la regla general (e.g.,
Rudran, 1979). A su vez, los estudios demogréficos en aulladores citan numerosos casos de
desaparicion de hembras subadultas de una poblacion que es la edad a la que emigran (e.g.,
Crockett, 1984). En general se propone que, fuera de su grupo natal, una hembra sélo podria
reproducirse en un nuevo grupo formando parte de las hembras fundadoras o bien formando
una pareja con un macho solitario (e.g., Pope, 1999). En Alouatta seniculus, segiin andlisis
genéticos de matrilineas junto con datos detallados de demografia (migracién, nacimientos,
etc.) se observd que en tropas de formacién reciente, los grupos estaban formados por

hembras de distintas matrilineas y al cabo de 20 afios, se alcanzaba la fijacion de sélo un
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linaje materno en la tropa (Pope, 2000). Si bien en Alouatta caraya los estudios ecolégicos
indican que ambos sexos emigran (e.g., Zunino, 1988), no hay estudios que analicen la
relacion de parentesco entre los machos y las hembras dentro los grupos. Por otro lado, en
ambientes de tierra firme también se analizaron comportamientos jerarquicos en las hembras
mediante la observacion de comportamientos agonisticos entre hembras de una misma tropa,
asimismo esta jerarquia fue asociada a una prioridad en el acceso a recursos alimentarios mas
beneficiosos y un mayor éxito reproductivo de las hembras de mayor rango (Zunino, 1986).

En base a estos conocimientos, en este estudio se puso a prueba la hip6tesis de que la
estructuracion de la variabilidad genética en Alouatta caraya responderia a un patron
diferencial de flujo génico entre hembras y machos donde las hembras se caracterizarian por
presentar comportamientos filopatricos. Retomando la hipétesis de Bush er al. (1977) en una
interpretaciéon mas amplia, se discute el rol de las unidades sociales en la diferenciacién
genética de la poblacién de "carayd" de una poblacién que habita un ambiente de selva de

inundacion.



II. Hipétesis y Objetivos

Hipotesis

En Alouatta caraya, el comportamiento filopatrico de las hembras determina la estructuracion

geografica de la variabilidad mitocondrial.

Objetivos

1. Caracterizar la variabilidad genética en A. caraya de distribucién marginal sur de
cmpleando como marcador genético a la secucncia nucleotidica de la region control

del ADN mitocondrial.

2. Analizar la estructuracion geografica de la variabilidad a nivel de la regiéon control

mitocondrial

3. Evaluar la influencia del patron asimétrico de migracion segun los sexos en la

estructuracion de la variabilidad mitocondrial

4. Analizar el papel de los grupos sociales en la estructuracion de la variabilidad

mitocondrial en una poblacion insular de A. caraya

5. Dilucidar los efectos de los eventos historicos sobre los patrones de estructuracion

genética



111. Resultados -Nivel regional

1. Caracteristicas generales de la regiéon control (RC) en Alouatta caraya

1.1. Descripcién general

La RC es una secuencia no codificante, flanqueada por las secuencias del tARN P™a la
izquierda y el tARN "™ a la derecha (Figura 7, pagina: 30) por lo cual no se pueden inferir de
manera directa sus limites. Por esa razon en el presente trabajo se realizd un anélisis
comparativo de las secuencias de 1200 -1266 pb obtenidas para 7 ejemplares de Alouatta
caraya y otras especies de primates incluyendo un humano (Homo sapiens, Nimero de acceso
al GenBank X93334, Amason ef al., 1996) y dos especies de la familia Callitrichidae
(Cebuella pygmaea, U89004, y Callithrix penicellata, U89010, Tagliaro ef al., 1997). En la
Figura 23 se muestra el alineamiento de una de las secuencias de Alouatta caraya con las de
los calitricidos que son las que tienen mayor cercania evolutiva. De esta manera, se pudo
caracterizar la RC en A. caraya y delimitar la region central conservada (RCC) (Figura 24)
que presentd desde un 75% a un 93% de similitud respecto de humano y los calitricidos,
respectivamente. A nivel intraespecifico, la RC completa de 4. caraya present6 un tamaiio
que vari6 entre 1102 y 1104 pbs debido a ‘indels’ mientras que la RCC comprendié 228 pb y
present unicamente 2 sitios variables.

Para los restantes 63 ejemplares se obtuvieron secuencias parciales de 743 - 800 pb a
partir de las cuales se realiz un alineamiento que dio como resultado una matriz compuesta
por 674 sitios que es la que se usé en los andlisis posteriores.

La composicién nucleotidica de la RC obtenida del anlisis de las 70 secuencias fue de
31.1 % Adenina, 25.4 % Citosina, 17.1 % Guanina y 26.4 % Timina mostrando el tipico sesgo

de los genes mitocodriales hacia una baja proporcién de Guanina (Brown, 1985).
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1.2. Descripcién de los haplotipos

De los 674 caracteres definidos a partir del alineamiento, 27 constituyeron sitios

variables (sin incluir indels) de los cuales 19 fueron informativos ('parsimony-informative

characters”) (posiciones 90, 112, 123, 154, 161, 193, 203, 211, 251, 252, 257, 260, 273, 292,

303, 311, 373, 386 y 668) (Figura 25). La mayoria de los sitios variables (92%) se observaron

entre los sitios 90 y 386 correspondiendo al dominio periférico izquierdo de la RC (Saccone et

al., 1991). A su vez, todas las sustituciones detectadas fueron transiciones: A «» G (13

cambios) y C «» T (14 cambios) (Tabla 21). El alineamiento mostré la presencia de 5 “indels’

cada uno en distintos haplotipos, dos de los cuales corresponden a inserciones de una sola

base en las posiciones 284 y 605, uno es la delecién de una base en la posicion 349, y por

ultimo una insercion de dos pares de bases (posiciones 635/636) (Tabla 21). En el sitio 349 se

observd, ademas de la delecion, una sustitucién en otro haplotipo (Tabla 21).

Figura 25. Secuencia correspondiente al Haplotipo H033. Los nimeros sefialan la posicion en el
alineamiento y las flechas — <« indican los limites de la region central conservada (RCC). En negrita
y subrayado se indican los sitios variables y en rojo los “indels’.
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GGGTATTATG
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AGTGCATTAT
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CCACAAACAT
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CACATATAAT
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TACGGATATC
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235
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CATGAATAAT
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385
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595
ACCTGGTCAG
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GTACATAARC
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605
GAAT-GCACG
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55 65
GTAAATTAAA CATCCCACCC
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GAGAATGCTT GATCATACAT
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AGCATACAGC ACTCGGTAAG
*
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CATCCTCCGT GAAACCAACA

475 485
CTTGGTTATA CTGAAACTAT

545 555
TGTTCCTCTT AAATAAGACA

615 625
CGGAGGGCCT CCATGGGGGA

—
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Capitulo IV

En la Tabla 21 se describen los haplotipos observados junto con su frecuencia segun la
localidad de procedencia de cada uno. Entre los 70 ejemplares analizados se observé un total
de 33 haplotipos diferentes incluyendo los ‘indels’ como sitios variables (quinto estado del
caracter) (Tabla 21). A la vez que, en Isla Brasilera con el mayor tamafio muestral (N=57), se
detect6 la presencia de 27 haplotipos. El haplotipo (H001), detectado en 11 de los 70
ejemplares estudiados, fue el mas frecuente observandose en localidades geograficas distantes
50 km. en promedio que incluyeron las localidades de San Cayetano (2 ejemplares), Itati (2
ejemplares) e IB (7 ejemplares).

En la localidad de Itati, ademas del haplotipo H001, se encontr6 el HO06 y se observo
que diferian entre si en solo la sustitucion de una base. Por otro lado, los ejemplares de la
localidad de CAPRIM formaban un grupo familiar aislado integrado por un macho adulto que
present6 el haplotipo HO31, y una la hembra adulta y su cria, que presentaron el mismo
haplotipo H005 como cabe esperar dada la herencia materna del genoma mitocondrial. Este
ultimo haplotipo difiere en una unica base del haplotipo H001, mientras que el HO31 se
diferencia del HOOl por 9 cambios. Las secuencias completas correspondientes a cada

haplotipo se presentan en el Anexo I que se adjunta al final del trabajo.

Titulo de la Tabla 24 que estd en la siguiente pdgina

Tabla 24. Descripcién de los haplotipos definidos a partir del alineamiento de la region control (674
pb.). La numeracion se corresponde con el alineamiento de las secuencias analizadas. El nucleétido
presente para cada posicion se indica para el haplotipo HOO1 que se toma como referencia. Para los
otros haplotipos, se indica el nucleétido cuando es diferente del de referencia, mientras que cuando es
igual se indica *.". Los indels se indican ‘-’. Se detallan las localidades de muestreo, el nimero total de

individuos para cada haplotipo y localidad.
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1.3. Distancias genéticas absolutas

El célculo de las distancias genéticas no corregidas, es decir el numero de sitios

nucleotidicos en que los 33 haplotipos diferian entre si incluyendo los “indels’ y considerando

la insercién de 2 pb (posiciones 635/636) como una unica diferencia, se presenta en la Tabla

25. El nimero de diferencias entre todos los haplotipos vario entre 0 y 12 pb (Tabla 22). El

numero de diferencias promedio entre todos los haplotipos fue de 5,57 + 1,38.

Tabla 22. Matriz de distancia considerando el nimero absoluto de diferencias (incluyendo

entre los 33 haplotipos mitocondriales descriptos en Alouatta caraya en el presente trabajo.

indels)

2393233885 8229232222533 3388833835348
$EEESESEESE22F 28R EREEEEEEEEE

H002 1

HOO3 1 2

HOO4 1 2 2

HOOS 1 2 2 2

HOoO6 1 2 2 2 2

HOO7 1 2 2 2 2 2

HoO8 2 3 3 3 3 3 1

HOO9 2 3 3 3 3 3 3 4

Hoto 1 2 2 2 2 2 2 5 1

HOIM 2 3 3 3 3 3 3 4 2 1

HO12 3 4 4 4 4 4 4 5 1 2 3

HO13 4 5 5 5 5 3 5 6 2 3 4 3

HO14 3 4 4 4 4 4 2 3 3 2 3 45

HO155 6 6 4 6 6 4 5 5 4 5 6 7 4

HOl6 5 6 6 6 6 6 4 5 5 4 5 6 5 4 4

HM?7 6 7 7 7 7 7 5 6 6 5 6 7 6 5 3 1

HO18 9 10 10 10 10 8 8 9 9 8 9 10 7 8 10 6 7

HO19 9 10 10 10 10 8 8 9 9 8 7 10 7 6 10 6 7 6

HO20 8 9 9 9 9 7 7 8 8 7 6 9 6 5 9 5 6 5 1

HO21 10 11 11 11 11 9 9 1010 9 8 11 8 7 11 7 8 5 3 2

HO22 11 12 12 12 12 10 10 11 11 10 9 12 9 8 12 8 9 6 4 3 1

HO23 9 1010 10 10 8 8 9 9 8 9 10 7 6 10 6 7 4 4 3 1 2

HO24 10 11 11 11 11 9 9 1010 9 8 11 8 7 11 7 8 7 3 2 2 3 3

HO2510 11 11 11 11 9 9 1010 9 8 11 8 7 11 7 8 5 3 2 2 3 3 4

HO26 9 1010 10 10 8 8 9 9 8 7 107 6 106 7 4 2 1 1 2 2 3 1

HO27 8 9 9 9 9 7 7 8 8 7 6 9 6 5 9 5 6 5 3 2 2 3 3 421

HO28 9 10 10 1010 8 8 9 9 8 7 107 6 106 7 6 3 3 3 4 4 5 3 2 1|

HO29 8 9 9 9 9 7 7 8 8 7 8 9 65 9 5 6 3 3 2 23142123

HO30 8 9 9 9 9 7 7 8 8 7 8 9 6 5 9 7 8 5 5 4 4 5 3 6 43 45 2

HO31 8 9 9 9 9 7 9 108 7 6 9 69 9 5 6 7 5 467 7 665 67 6 8

HO32 10 11 11 11 11 9 9 1010 9 1011 8 9 11 7 8 5 7 6 6 7 5 8 6 5 6 7 4 6 6

HO33 11 12 12 12 12 10 10 11 11 10 11 12 9 10 12 8 9 6 8 7 7 8 6 9 7 6 7 8 5 7 7 1
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2. Reconstruccion filogénetica de las relaciones entre los haplotipos

2.1. Anilisis de redes

En general, las genealogias intraespecificas no pueden ser representadas por arboles
bifurcados, debido a la topologias multibifurcadas donde secuencias ‘hijas’ coexisten con sus
antecesores (Posada & Crandall, 2001). Es por este motivo que las genealogias
intraespecificas se representan de manera mas adecuada a través de redes o 'networks’
habiéndose desarrollado una familia de métodos para su estimacion (Posada & Crandall,
2001).

En este trabajo, empleando el programa TCS (Clemente et al., 2001), se obtuvieron
una serie de redes considerando distintos niveles jerarquicos de analisis (Figuras 26, 27, 28).
Este programa utiliza un método de distancia para la construccion de redes y al mismo tiempo
realiza una evaluacion estadistica que se basa en el criterio de parsimonia por lo cual se lo
denomina de parsimonia estadistica ("statistiscal parsimony’). El algoritmo de la parsimonia
estadistica comienza estimando el nimero maximo de diferencias entre los haplotipos con un
95% de probabilidad, mimero que se denomina "limite parsimonioso de conexion"
(parsimony connection limit"). Luego de esto se concctan aquellos haplotipos que difieren en
un cambio, luego los que difieren en dos y asi sucesivamente, hasta que todos los haplotipos
son incluidos en una unica red.

Una caracteristica de las redes es que al permitir considerar ciclos, en el caso de los
haplotipos mitocondriales - sin recombinacion- estos reflejan la posibilidad de ocurrencia de
mutaciones paralelas. En la Figura 25a se muestra una red que conecta a todos los haplotipos
incluidos en el presente trabajo, el tamafio de los 6valos esta en relacién con la frecuencia de
cada haplotipo. El método ilustra todas las soluciones igualmente parsimoniosas posibles

pudiéndose observar cémo los haplotipos aparecen interconectados entre si de diferentes
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Capitulo IV

modos (ej. HO14 con HO10 y HOO7 por dos pasos, y con H020 por 5 pasos). Por estas razones

las redes suelen ser poco claras y se deben considerar ciertos criterios para su interpretacion.

o /
S < TITY
B001
/’/’ e
.ll E
H009 \ @
~ \\

Figura 26a. Red obtenida a partir del andlisis de todos los haplotipos considerando todas las
conexiones posibles empleando el programa TCS. En todas las figuras de redes, el haplotipo que se

indica en el centro de los 6valos y cada rama indica un cambio.
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Capitulo IV

Crandall y Templeton (1993) proponen interpretar las redes en el marco de la teoria
de la coalescencia. Estos autores suponen que los haplotipos mas antiguos en la poblacion
tendrian una mayor probabilidad de que se produzca una mutacion en su secuencia dando
como resultado haplotipos derivados. Estos haplotipos aparecerian con una menor frecuencia
en la poblaciéon y su probabilidad de aparicion estaria directamente relacionada con la
frecuencia del haplotipo mas frecuente del cual derivan. También evaldan la frecuencia y
posicion de los ‘singletons’ (haplotipos que estan presentes en un Unico individuo) que se
encuentran preferencialmente en los extremos de la red mientras que los haplotipos de mayor
frecuencia son internos (Crandall & Templeton, 1993). Asimismo, los autores sugieren que
los “singletons’ tienden a estar mas relacionados con haplotipos de su misma poblacién que
con haplotipos de otra poblacion independientemente del flujo génico entre ellas. En este
trabajo, se observo un nimero importante, 22, de haplotipos tnicos o ‘singletons’, sobre el
total de 33 haplotipos (Tabla 21). Del total de los singletons, 17 correspondieron a ejemplares
de IB (17/27 haplotipos), 2 a localidades donde sélo se analiz6 un ejemplar (Yaciretd y
Paraguay), 2 a ejemplares de una misma localidad (Loreto) y el restante correspondié a la
localidad de CAPRIM.

Para resolver las conexiones ambiguas, es decir aquéllas que se establecian a partir de
un nimero igual de pasos entre los haplotipos, se tomaron en cuenta los criterios propuestos
por Crandall y Templeton (1993). Estos consistieron en: todos los haplotipos en general y los
singletons en particular, se relacionaran con mayor probabilidad con un haplotipos a) mas
frecuentes, y b) geograficamente mas cercanos por ej. en la misma tropa. Los resultados de
estos analisis se observan en las Figuras 26b, 27 y 28.

A partir del analisis de redes se observd la ausencia de un patrén geografico de
agrupamiento de los haplotipos en todos los niveles (Figuras 26, 27 y 28). Todas las redes

analizadas mostraron dos grupos principales de haplotipos que se corresponden con dos
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Capitulo IV

clados principales de haplotipos mitocondriales que se denominaron: A y B. El clado A se
defini6é a partir del grupo de haplotipos que se ubican en la parte superior de las figuras y el
clado B a partir del grupo de haplotipos que se ubican en la parte inferior de las mismas.

"\Iﬂpﬂ)

W.@

@¢<—5®

.@—-o—-—o———-o-

Figura 26b. Red obtenida a partir del anilisis de todos los haplotipos considerando sélo las

conexiones mas probables (Crandall & Templeton, 1993).
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Figura 27. Red obtenida a partir de los haplotipos hallados cn Isla Brasilera considcrando soélo las

conexiones mas probables (Crandal! & Templeton, 1993).
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Capitulo IV

En la Figura 26b, ambos grupos estén relacionados eﬂtre si por 5 pasos mutacionales
entre los haplotipos HO014, que es un haplotipo tnico, y H027. En esa misma figura, el clado
A incluyé al haplotipo mayoritario HOO1 que presenta una topologia estrellada con 7
haplotipos derivados de los cuales 3 son “singletons’, mientras que el segundo haplotipo mas
frecuente HO09 también del clado A, presenté 3 haplotipos derivados. En el clado B el
haplotipo més frecuente fue H021 del cual derivan 4 haplotipos. Asimismo se podria
considerar como un tercer grupo o bien un grupo derivado del clado principal A, al grupo
formado por 3 haplotipos tnicos: el HO15, HO16, y HO17 que difieren entre sf por 1 - 4
sustituciones. Estos se diferencian del resto por 4 cambios en el caso del HO15, y por 7y 8 en
los casos de HO16 y HO17, respectivamente. Cuando se consider6 sélo la poblacién de
carayas de IB (total de individuos y s6lo hembras) y todos los ejemplares fuera de IB (Figura
27 y 28) se observaron los dos mismos agrupamientos. Estos resultados sugieren la existencia
de un patrén de variabilidad mitocondrial comun en la regién sur de la distribucion de A.

caraya que estaria definido por la presencia de estos 2 clados principales: A y B.

2.2. Analisis de la distribucién geogrifica de los haplotipos

Complementario con los analisis de redes, se realiz una reconstruccién filogénetica
considerando las diferencias de a pares entre todos los haplotipos, empleando el algoritmo de
Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987), y analizando su distribucién geografica (Figura
29). Los dos clados principales: A y B detectados en las redes, también se visualizaron en el
fenograma presentando un “bootstrap’ del 55% dado que la comparacién incluy6 un alto
nimero de secuencias que presentaron un bajo nimero de diferencias entre si, en coincidencia
a lo observado por Warren ef al. (2001) en estudios de variabilidad mitocondrial en
orangutanes. Dentro de cada uno de estos clados la mayoria de los grupos de haplotipos

presentaron bajos valores de soporte estadistico de los nodos. Asimismo, los haplotipos
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mostraron cierta tendencia al agrupamiento en funcién de la cercania geografica como por
ejemplo los haplotipos observados en Loreto y Yaciretd se agruparon cercanamente en el

mismo clado principal B (Figura 29).
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Figura 29. Arbol de Neighbor-Joining en base a las diferencias de a pares entre todos los individuos
analizados. Los indels se indican con color rosa. En el fenograma se detallan los haplotipos y a la
derecha de la figura se indica las localidades. Los nimeros en cursiva son el valor de bootstrap mayor
al 50% luego de 1000 réplicas. Los individuos sefialados como aca pertenecen a Isla Brasilera.
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2.3. Analisis de la distribucién de las diferencias entre pares de secuencias

Dado que la distribuciéon de frecuencias del nimero de diferencias entre pares de
secuencias puede servir para poner en evidencia la presencia de los dos clados detectados en
las redes y el arbol de NJ, se graficaron las mismas en funcién del nimero de diferencias
(Figura 30). La distribucién de las diferencias de a pares mostré una curva bimodal que
evidencia, nuevamente, la presencia de dos linajes diferentes donde las comparaciones de la
izquierda corresponden a las comparaciones entre secuencias de un mismo clado y la de la
derecha correspondié a las comparaciones entre clados (Figura 30). El valor promedio de
diferencias de a pares entre todas las secuencias fue de 5,58 (rango de 0 a 12, sin considerar
indels), mientras que dentro de cada clado el numero promedio de diferencias fue de 2,3 y 3,1
para los clados A y B, respectivamente. Este patrén de variacién haplotipica corresponde con
un patrén filogeografico de tipo II, caracterizado por la presencia de linajes principales -dos
en este caso- que coexisten en simpatria, la explicacién mas pausible para este patron es que
representa zonas de contacto secundario entre especies alopétricas o poblaciones que han

divergido en alopatria (Avise, 2000).
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Figura 30. Distribucién de las diferencias de a pares en 4. caraya. En ¢l eje y se indica la frecuencia
relativa de las veces en que se observé un niamero dado de diferencias nucleotidicas.
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3. Inferencias filogeograficas

Al observar el patrén de variacion haplotipica a nivel regional en la distribucién

marginal sur de A. caraya caracterizado por dos haplotipos mitocondriales principales, se

consideraron diferentes explicaciones alternativas. En otros grupos de organismos en los que

se observ6 un patr6n similar, el mismo fue explicado en base a la colonizacién de la regién

por poblaciones ancestrales divergentes a través de diferentes rutas de dispersion (e.g., en

osos, Taberlet ef al., 1995). Bajo esos modelos, y con el objetivo de proponer una hipétesis

explicativa del modo en que pudo haber tenido lugar la colonizacién de la region sur en 4.

caraya, se realizd un andlisis filogenético preliminar. En este estudio se empled la secuencia

mitocondrial correspondiente al citocromo b (cytb) incluyendo secuencias de A. caraya

obtenidas en este trabajo y las publicadas por otros autores (Bonvicino et al., 2001) (Tabla

23).

Tabla 23. Procedencia y haplotipos de los ejemplares de A. caraya empleados

GenBank - Haplotipo cytb Haplotipo RC* Localidad

AF289516 CB1 ? Rio Quilombo (15°27°S, 55°44°W),
Mato Grosso, Brasil

AF289519 CB2 Rio Casca (15°26°S, 55°21°0),
Mato Grosso, Brasil

AF289517 CB3 ?

AF289518 CB4 ? Serra da Mesa, Goias, Brasil
Presente trabajo CB1 HOO1 Itati, Corrientes, Argentina
Presente trabajo CBS HO18 Loreto, Corrientes, Argentina
Presente trabajo CBS HO33 Loreto, Corrientes, Argentina

' GenBank cytb, nimero de acceso al GenBank para las secuencias correspondientes al cytb

?ublicadas por Bonvicino et al. (2001).

Haplotipo RC para la regién control obtenido en el presente trabajo

? Desconocido

A partir del alineamiento de un fragmento parcial del cytb de 899 pb se observaron 17

sitios variables (14 transiciones y 3 transversiones) que dieron como resultado 7 cambios

aminoacidicos), y un nimero de diferencias promedio entre haplotipos de 7,05 + 3,77. La
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reconstruccién filogenética se realiz6 empleando loa métodos de andlisis de redes (TCS,
Clemente et al., 2001) y de parsimonia (PAUP* version 4.0 b8; Swofford, 1998). De este
tltimo analisis se obtuvieron tres arboles mas parsimoniosos, de 21 pasos cada uno y con un
indice de consistencia CI = 0,952, indicando poca homoplasia en los datos. Estos tres arboles
diferian entre si en las posiciones de CB3 y CB4, uno de ellos coincidia con la red de 18 pasos

y es el que se muestra en la Figura 31.
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Figura 31. Cladograma en base a las secuencias nucleotidicas del cyt b en Alouatta caraya.

En el cladograma de la Figura 31, los nimeros indican la cantidad de pasos
mutacionales que conectan cada haplotipo. Como se observa tanto en la Tabla 26 como en la
Figura 31, el haplotipo CB1 se observé en dos individuos, uno procedente de la region del
Mato Grosso (Brasil) y el otro, procedente de la localidad de Itati el haplotipo HOO1 para la
region control. Los dos individuos de Loreto que presentaron distintos haplotipos que difieren
en 6 pb para la regién control, mostraron el mismo haplotipo para cytb (CB5), reflejando una
divergencia reciente entre estos linajes mitocondriales que sélo se manifiesta en la regién

control. A su vez para el citocromo b, el mayor nimero de diferencias nucleotidicas se
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observé para las comparaciones de a pares entre los haplotipos CB1 vs CB5 y CB2 vs CB5
que mostraron en cada caso con 11 diferencias.

Estos resultados preliminares obtenidos en base al cytb coinciden con lo observado
para la RC al presentar de dos haplotipos claramente diferenciados (CB1 y CBS) en
localidades geograficas cercanas de una misma regién, sugiriendo el mismo patrén
filogeografico de clase II descripto para la region RC. El hecho de que el individuo de Itati
con el haplotipo para la regién control HOO1, presentara el mismo haplotipo CB1 que un
individuo de la regién del Mato Grosso, permitiria proponer un patréon de migracion desde esa
region hacia el sur empleando al rio Paraguay como ruta de dispersion.

Asimismo en el arbol se puede observar que el haplotipo CB5 muestra en promedio
una mayor diferenciacién que los otros haplotipos si bien se ubica mas cercano al haplotipo
CB3 de procedencia desconocida y al CB4 de la region de Goids. En este caso, dada la
cercania con el rio Parana, es posible suponer que los individuos de Loreto provendrian de la
region de Goias habiendo alcanzado la region sur siguiendo el curso del rio Parana como ruta
de dispersion. El andlisis de mas individuos procedentes de localidades cercanas a ambos rios

tanto de la region de distribucién sur como central permitiria evaluar esta hipdtesis.

4. Diversidad haplotipica

En la Tabla 24, se puede observar las frecuencias haplotipicas en cada localidad.
Como se describi6 anteriormente, el haplotipo HOO01 estd presente en 3 poblaciones (I.
Brasilera, Itati y San Cayetano) y que el haplotipo mas frecuente en Isla Brasilera es el HO009

que s6lo se encontr6 en esa localidad (Tabla 24).
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Tabla 24. Frecuencias relativas de los haplotipos descriptos en la Tabla 24. Entre paréntesis se indica

el nimero total de individuos analizados por localidad.

HAPLOTIPOS LOCALIDADES
I. Brasilera Itati Yaciretéa Loreto San Cayetano CAPRIM Paraguay

(57) (4) (1) (2) (2) (3) (1)
001 0,119 0,5 0 0 1 0 0
002 0,0169 0 0 0 0 0 0
003 0,0169 0 0 0] 0 0 0
004 0,0169 0 0 0 0 0 0
005 0 0 0 0 0 0,667 0
006 0 0,5 0 0 0 0 0
007 0,0339 0 0 0 0 0 0
008 0 0 0 0 0 0 1
009 0,153 0 0 0 0] 0 0
010 0,0508 0 0 0 0 0 0
011 0,0339 0 0 0 0 0 0
012 0,0169 0 0 0 0 0 0
013 0,0169 0 0 0 0 0 0
014 0,0169 0 0 (1] 0 0 0
015 0,0169 0 0 (1] 0 0 0
0le6 0,0169 0 0 0 0 0 0
017 0,0169 0 0 0 0 0 0
018 0 0 0 0,5 0 0 0
019 0,0339 0 0 0 0 0 0
020 0,0169 0 0] 0 0 0 0
021 0,136 0 0 0 0 0 0
022 0,0169 0 0 0 0 0 0
023 0,0169 0 0 0 0 0 0
024 0,0169 0 0 0 0 0 0
025 0,0169 0 0 o] 0 0 0
026 0,0847 0 0 0 0 0 0
027 0,0339 0 0 0 0 0 0
028 0,0169 0 0 0 0 0 0
029 0,0169 0 0 0 0 0 0
030 0,0169 0 0 0 0 0 0
031 0 1] 0 (0] 0 0,333 0
032 0 0 1 0 0 0 0
033 0 0 0 0,5 0 0 0

En negrita se indic6 el haplotipo encontrado en més de una localidad

Una forma simple de describir la variabilidad es definir el nimero de alelos o
haplotipos que se encontré en la muestra, si bien esto ya se describié anteriormente, en este
punto se decidi6 incluir el analisis de cada clado por separado junto con el total, de manera
comparativa. El nimero total de haplotipos encontrados en el conjunto de la muestra fue 33,

17 pertenecientes al clado A y 16 al clado B (Tabla 25).
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Tabla 25. Variabilidad nucleotidica en Alouatta caraya de distribucion sur

Nivel regional Clado A Clado B
(n=70) (n=41) (n=30)
Numero de haplotipos 33 17 16
Diversidad haplotipica 0,943 0,8744 0,9015
D. E. 0,014 0,0358 0,0409
s 26 15 16
n 26 15 16
N. (singletons) 7 4 8
Il 5,6 2,297 2,571
Rango de n° de diferencias 2,72 1,285 1,419
T 0,0083 0,0034 0,0038
D. E. 0,0045 0,00213 0,0023
0 (II) por secuencia 5,6 2,297 2,571
D. E. 3,016 1,428 1,5805
@ (S) por secuencia 5,62 3,5264 4,0741
D. E. 1,782 1,335 1,583
0 (k)por secuencia 22,587 9,387 13,88
0 (m) por sitio 0,0083 0,0034 0,0038
0 (ps) por sitio 0,0082 0,0052 0,006
D. E. 0,0025 0,0019 0,0023
0 (M) por sitio 0,0081 0,0052 0,006
D de Tajima 0,0822 -1,11 -1,261
4 0,60 0,126 0,105

n: nimero de individuos muestreados

Para cuantificar la variabilidad poblacional a nivel de la secuencia de nucledtidos se

pueden usar varios estimadores (e.g., Li, 1997). Para datos diploides, un indice empleado para

cuantificar esta variabilidad es la heterocigosidad esperada, que se define como la

probabilidad de que dos alelos tomados al azar de la poblacién sean diferentes. Conforme a

este estimador, la diversidad haplotipica observada en este trabajo mostré valores altos y

similares siendo 0,943 para el total de la muestra, 0,8744 dentro del clado A y 0,9015 en el

clado B (Tabla 25). El ntimero de sitios segregantes (S) definido como el nimero de sitios que

presentan al menos dos variantes nucleotfdicas fue de 27 en el total de la muestra, 15 en el
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clado A y 16 en el clado B. Sin considerar indels, el nimero total de mutaciones observadas
en el andlisis n (eta) fue igual a 26, de los cuales 7 (1,) fueron mutaciones unicas (singletons)
(posiciones: 156, 200, 286, 325, 356, 369, 513, Tabla 25). Por otra parte, nsen el clado A fue
4 yenel B 8 (Tabla 25).

El indice de diversidad haplotipica es poco informativo para datos de secuencias
nucleotidicas. En estos casos es mds adecuado estimar el indice de diversidad nucleotidica
(IT) el cual se obtiene en base al mimero promedio de diferencias nucleotidicas entre dos
secuencias tomadas al azar de la poblacion (e.g., Nei, 1987; Li, 1997). El valor de IT hallado
en este trabajo en el total de la muestra, fue el doble que el hallado entre las secuencias de un
mismo clado (Tabla 25).

Debido a que el valor de IT es dependiente del largo de la secuencia, es decir que
cuanto mas larga sea la secuencia se esperarian mayores valores de Il, una forma de
estandarizar ese valor es dividirlo por el nimero de sitios analizados (L). De esta manera se
define ® como la diversidad nucleotidica, por sitio, siendo la probabilidad de que dos
nucleétidos homélogos tomados al azar de la muestra sean diferentes (e.g., Nei & Li, 1979;
Tajima, 1983). En este caso, para el conjunto de la muestra © fue 0,008, mas del doble que lo
observado dentro de cada clado (Tabla 25).

Bajo el modelo de sitios infinitos, el valor esperado de IT esta dado por 0, el parametro
mutacional de la Teoria Neutralista, donde 6 = 2N, u (para genes mitocondriales) (Watterson,
1975). Asimismo 6 puede estimarse en base al numero de sitios segregantes siendo 6 = S/a,
donde a considera el tamafio de la muestra (Watterson, 1975). El parametro 0 es sumamente
atil para estimar tanto el N, como los tiempos de divergencia. Los valores de 8 estimados en

base a I1y S, fueron similares para el conjunto de los haplotipos pero dentro de cada clado los

168



Capitulo IV

valores de O estimados en base a S fueron 1,5 veces mayores que los estimados en base a I'
(Tabla 25).

Los valores de O estimados en base al nimero de diferencias promedio por sitio nt, al
numero de sitios segregantes por sitio ps (ps = S/n, donde n es el numero total de nucle6tidos)
o al nimero total de mutaciones | (Nei & Kumar, 2000) mostraron valores similares para el
conjunto de los datos (Tabla 25). En cambio, al diferenciar los clados, los valores de ©
calculados en base a ps y 1 son mayores a los obtenidos en base a m (Tabla 25) que es
independiente del tamafio muestral y depende de la frecuencia en que se encuentran las
variantes (L1, 1997).

Los valores de 0 también se pueden estimar en base al modelo de alelos infinitos que
considera que cada mutacion crea un nuevo alelo que no estaba presente en la poblacién. Para
esta estimacion se consideran el nimero de alelos (secuencias diferentes) (k) presentes en la
muestra (Ewens, 1972). En este trabajo, los valores de 0 en base a k, fueron de 22,58 para el
total de las muestras, 9,39 y 13,88 para cada los clados A y B, respectivamente. Dado que este
estimador depende tanto del tamafio muestral como del largo de la secuencia no es muy
conveniente para la comparaci6n entre loci o poblaciones (Li, 1997).

La prueba de neutralidad de Tajima (1989) se basa en la hipétesis nula que las
estimaciones de 0 en base a ps (0s) y 7 (,) son iguales, ya que ambos son estimadores del
mismo parametro 6=2Np.. Por ejemplo, si en la poblacién hay muchas variantes deletéreas,
mantenidas en baja frecuencia por accion de la seleccion purificadora, entonces el estimador
de 0 definido como © = ps / a sera mayor al estimado en base a m, ya que el valor de este
altimo estarad influenciado principalmente por las variantes que se encuentren en alta

frecuencia (Nei & Kumar, 2000). Por el contrario, en presencia de la seleccién equilibradora
que mantiene algunas variantes en una cierta frecuencia, se esperara que 6x sea mayor que Os

(Nei & Kumar, 2000). Sin embargo, estas diferencias también podrian deberse a eventos
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demograficos como cuellos de botella o expansiones que llevarian a un aumento del numero
de variantes raras es decir aumentaria 65 (Tajima, 1996). Por el contrario, la fusion de dos
poblaciones alopatricas puede llevar a un exceso de variantes de frecuencias intermedias.

De esta manera, evaluando la diferencia entre 8s y 0, a través del estadistico D, se
pueden detectar discrepancias respecto de lo esperado bajo un modelo de neutralidad selectiva
y en poblacionales de tamafio constantes (Nei & Kumar, 2000). En este trabajo el conjunto
completo de datos mostré valores no significativos del indice de Tajima (D), por lo cual se
puede considerar que el espectro de frecuencias de las variantes se ajusta a un modelo de
neutralidad selectiva. Sin embargo, al considerar cada clado por separado el valor de D fue
negativo (s > O,), si bien las diferencias no fueron significativas podrian sugerir que las
poblaciones han atravesado algiin evento demografico. Este tema se retomard mas adelante

cuando se analice el patrén demografico.



S. Estructuracién genética
5.1. Divergencia nucleotidica

Una medida de la divergencia genética estd dada por el numero de diferencias
nucleotidicas promedio por sitio que se observan entre dos poblaciones (Dyy) (Nei & Kumar,
2000) o bien por el nimero neto de sustituciones entre ellas (D) (Nei & Li, 1979). Ambas
distancias pueden ser usadas para generar arboles filogenéticos, si bien Dy, da 4rboles mas
confiables debido a que su varianza es menor a la D, (Nei & Kumar, 2000).

Las estimaciones del nimero de diferencias nucleotidicas promedio (Dyy) y las

distancias netas (D,) entre localidades se presentan en la Tabla 26.

Tabla 26. Distancias netas (D,) y nimero promedio de sustituciones (Dx,) entre las localidades
tomadas de a pares por arriba y por debajo de la diagonal. El valor promedio de diferencias

nucleotidicas dentro de cada localidad se indica en negrita en la diagonal.

Localidades 1I. B. Itati Yaciretd Loreto San Cayetano CAPRIM Paraguay
I. B. 5,448 1,851 5,345 2,345 2,159 0,504 2,108
Itati 5,061 0,666 9,167 6,167 0,167 0,167 1,167

Yacireté 8,035 9,5 0 0 10 6,333 9
Loreto 7,018 8,5 2 4 7 3,667 6

San Cayetano 5,018 0,5 10 9 0 0,333 1

CAPRIM 6,316 3,5 9,333 8,667 3,333 6 1,333
Paraguay 4,93 1,5 9 8 1 4,333 0

El mayor numero de diferencias promedio se observé en la comparacion entre
Yaciretd y CAPRIM, mientras que la distancia neta mayor se observo entre Yacireta y San
Cayetano. Con las diferencias promedio entre las localidades se realizo un anlisis de

agrupamiento empleando el algoritmo de Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) (Figura 32).
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Figura 32. Fenograma obtenido en base a las distancias promedio (D.y) entre las localidades
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En este fenograma se pueden observar dos agrupamientos principales, uno que incluye
a las localidades de Yacireta y Loreto geograficamente cercanas, y el otro, Isla Brasilera junto
con las restantes localidades (Figura 32). Las localidades de Itati, San Cayetano y Paraguay
presentaron sélo haplotipos del clado A, Yacireta y Loreto sélo del clado B, mientras que en
Isla Brasilera y CAPRIM coexisten ambos linajes.

Para analizar la influencia de los clados en la divergencia nucleotidica entre las
localidades estudiadas, se subdividieron las localidades en las que se observé la presencia de
ambos linajes, Isla Brasilera y CAPRIM. Con estas localidades subdivididas, se recalcularon
las distancias nucleotidicas promedio de a pares (Dyy ) y en base a éstas, se obtuvo un nuevo
arbol de Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) (Figura 33).

Figura 33. Fenograma obtenido en base a las distancias promedio entre los linajes mitocondriales
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En este nuevo fenograma se observa una vez mas la presencia de dos agrupamientos
principales, uno que incluye sélo haplotipos del clado A y otro que incluye haplotipos del
clado B, independientemente de la localidad de procedencia (Figura 33). Si bien esta claro la
presencia de ambos linajes mitocondriales en las muestras de distribucién marginal sur de 4.
caraya, existirian ciertos agrupamientos preferenciales en algunas localidades donde sélo se

observé un tipo de linaje mitocondrial sugiriendo algun tipo de aislamiento por distancia.

5.2. Divergencia genética vs. distancia geogrifica

Para evaluar el grado de la diferenciacion genética en funcion de la distancia
geografica (modelo de aislamiento por distancia, Wright, 1943) en la regiéon marginal sur en
A. caraya, se realizo una prueba de correlacion de Mantel (Mantel, 1967). En este analisis se
consideraron los valores promedio de las distancias nucleotidicas y la distancia geografica
entre las localidades muestreadas (Figura 34). Considerando que en esta parte del estudio se
se analizd la estructuracion de la variabilidad genética a nivel regional y dado que la localidad
de Paraguay no pertenece a la distribucién marginal sur, la misma se excluy6 de los anilisis

siguientes.
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Figura 34. Relacion entre la divergencia genética (Dy,) y la distancia geogrifica entre cada par de

localidades muestreadas
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La relacion entre las distancias genéticas y geograficas mostraron una correlacion
estadisticamente significativa, con un coeficiente de correlacion ¥ = 0,487, que fue
significativamente distinto de 0 (P = 0,033) y una pendiente b = 5,67 (Figura 34). Un
resultado similar se obtuvo cuando se consider6 el nimero neto de diferencias entre las
localidades muestreadas (D,) (rz =0,591, b= 0,008, P=0,032).

Estos resultados sugeririan que existe una relacion entre la diferenciacion genética y la
distancia geografica entre las localidades muestreadas. Sin embargo, es necesario conocer los
efectos de los dos linajes mitocondriales principales y la posible migracion diferencial de
machos y hembras para un mejor entendimiento de la estructuracién de la variabilidad

genética de la region.

5.3. Divergencia genética vs. distancia geografica segin el sexo

En este trabajo se propuso analizar si en Alouatta caraya existiria un patrén diferencial
de flujo génico entre hembras y machos, siendo bajo en hembras y alto en machos y que en
las hembras estaria asociados a menores distancias geograficas. Para contribuir a responder
esta pregunta, se analizé la correlacion entre el numero de diferencias nucleotidicas promedio
entre las localidades de procedencia de los aulladores con la distancia geografica
diferenciando, en este caso, entre las hembras y machos de cada una (Figura 35).

La prueba de Mantel mostré ausencia de correlacion significativa para los machos
(* = 0,1082, b = 0,639, P > 0,5) mientras que para las hembras la correlacién si lo fue (** =

0,721, b= 6,885, P = 0,021) (Figura 34).

174



Figura 35. Relacién segun los sexos entre divergencia genética (D,y) y distancia geografica entre las

localidades muestreados
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Estos resultados sugieren un posible patron de aislamiento por distancia en las
hembras frente a un alto flujo génico en los machos. Si bien los resultados apoyan la hiptesis

propuesta, un mayor nimero de muestras permitirian una contrastaciéon mas concluyente.



5.4. Anailisis de la varianza molecular (AMOVA)

El AMOVA permite examinar si existe un patron jerarquico en la distribucion de la
diversidad genética entre grupos (Excoffier ef al., 1992). Estos grupos pueden ser definidos
por el usuario en funcion de la hipotesis que se desea poner a prueba (Excoffier et al., 1992).
El analisis jerarquico de la varianza permite dividir la varianza total (c*t) en tres componentes
de covarianza: uno debido a diferencias entre los individuos de una poblacién (c%), otro a
diferencias entre poblaciones (%) y el tercero a diferencias entre regiones (o). En base a

esta particion se definen los estadisticos ¢ (phi) (Excoffier et al., 1992) como:

dst= 2t bcr= % dsc= _o%
T o’r o’ + 0%

En este trabajo, dado el bajo tamafio muestral para casi todas las localidades -excepto
IB- en los AMOV As, se decidi6 agrupar a los individuos en base a la cercania geografica de
las localidades de procedencia (Tabla 27). De esta manera para los analisis de distribucion
marginal sur a nivel regional, se agruparon a los individuos de Loreto y Yaciretd como Grupo
"Rio Arriba" en referencia al Paran4, y a los individuos de San Cayetano, Itati y CAPRIM
como Grupo "Tierra Firme".

En el primer analisis (AMOVA 1) la pregunta (hipétesis ad hoc) planteada fue si
existiria un patr6n de estructuracion de la variabilidad genética entre los 3 grupos definidos
como "Rio Arriba", "Tierra Firme", e Isla Brasilera. Se considerd una region con varios
grupos y cada una de ellas se consideré como una unidad, es decir no se discriminaron las

tropas o localidades muestradas (Tabla 27).
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Tabla 27. AMOVA 1 Variabilidad entre grupos

Fuente de variacién g, 1,° % de variacién o medios esperados
Entre grupos 2 (G-1) 27,59 n02,+02|,
Dentro de las grupos 66 (N-G) 72,41 O'Zb

Total 68 (N-1) o’

Coeficiente de correlacién g = 0'2./021-=0,276
P < 0,00001

! g. . Grados de libertad, G, grupos, N, individuos.
2 p, proporcion del total de las permutaciones al azar en el cual el valor obtenido fue mayor al
observado (o probabilidad de encontrar un componente de la varianza mayor al estimado debido sélo

al azar).

En el AMOVA 1 se observé que el componente entre grupos permite explicar el 28%
de la variacion total y que las diferencias entre grupos fueron estadisticamente significativas
(¢s7=0.276) (Tabla 27). Es decir que existirfa una estructuracién de la variablidad genética,
pero la mayor parte de la variabilidad haplotipica (72 %) se puede explicar por la variabilidad
dentro de los grupos.

Esta alta variabilidad encontrada dentro de los grupos podria reflejar la variacion entre
los linajes mitocondriales A y B. Para analizar esta posibilidad se realiz6 un segundo analisis
de AMOVA (AMOVA 2). Para este andlisis se subdividieron los ejemplares muestreados en
las localidades de Isla Brasilera y de CAPRIM en los dos linajes de haplotipos A y B, como se
realizo para la construccion del fenograma de la Figura 33. A su vez dentro de cada clado se
mantuvieron los haplotipos por localidad dando un total de 8 grupos, 4 por cada clado (Tabla
28).

En el analisis d¢ AMOVA 2 se pudo observar que la mayor parte de la variabilidad
haplotipica se deberia a variacion entre los clados A y B (73%) con un coeficiente de

correlacién altamente significativo (¢ st = 0,724). En este andlisis se observé que la
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variabilidad dentro de cada clado permitirfa explicar el 27% del total de la variabilidad

observada (Tabla 28).

Tabla 28. AMOVA 2 Comparacion de los dos clados mitocondriales Ay B

Fuente de variacién g. 1.} % de variacién o medios esperados
Entre clados A y B 7 (G-1) 72,43 n0'2,+0'2|,
Dentro de los clados 61 (N-G) 27,57 0‘2|,

Total 68 (N-1) ot

Coeficiente de correlacién ¢s-r = 0'2./0'2-r=0,?243
P < 0,00001

! g. I. Grados de libertad, G, grupos: Clado A: IB-A, Itati, San Cayetano y CAPRIM-A; clado B: IB-B,
CAPRIM-B, Loreto y Yaciretd. N, individuos.

Considerando los dos clados mitocondriales y su posible vinculacién con los rios
Paraguay y Parana respectivamente como rutas de dispersion, la siguiente pregunta planteada
fue si dentro de cada clado era posible detectar un patron de estructuracion en relacion con
cada uno de los rios. De esta manera se disefi6 el AMOVA 3 considerando los grupos "IB"
(IB-A) y "Tierra Firme" (San Cayetano, Itati y CAPRIM-A) dentro del clado A (Tabla 29).
Este analisis mostré que s6lo el 20% de la variacion se deberia a la variacion entre los grupos

con un coeficiente de correlacion significativo (¢ st = 0,1982).

Tabla 29. AMOVA 3 Variacion dentro del Clado A

Fuente de variacién g. 1." % de variacién o medios esperados
Entre grupos 1 (G-1) 19,82 n0'2,+0'2|,
Dentro de las grupos 37 (N-G) 80,18 0'2.,

Total 38 (N-1) o't

Coeficiente de correlacién §sr = 0%/ 6’1 =0,1982
P = 0’ 01

! g. 1. Grados de libertad, G, grupos, N, individuos.
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En cambio, cuando se analiz6 tnicamente el clado B, considerando los grupos "IB"
(Isla Brasilera-B) y "Tierra Firme" (Loreto, Yaciretd y CAPRIM-B) (AMOVA 4, Tabla 30).
Este analisis revel6 que el 57% de la variacion dentro del clado B se deberia a variacion entre
grupos, es decir mas del doble del valor estimado entre los grupos del clado A (Tabla 29)

(d) ST = 0,5726).

Tabla 30. AMOVA 4 Variacion dentro del Clado B

Fuente de variacién g. 1.° % de variacidén o’ medios esperados
Entre grupos 1 (G-1) 57,26 noza"'o'zb
Dentro de las grupos 28 (N-G) 42,74 o'2|,

Total 29 (N-1) 021-

Coeficiente de correlacién sy = 0%/ 0'T=0,57265
P < 0,00001

' g. I. Grados de libertad, G, grupos, N, individuos.

Considerando los resultados de los AMOVAs en su conjunto, la mayor parte de la
variacion seria explicable por la diferenciacion entre los linajes mitocondriales A y B. Estos
resultados apoyarian la hipdtesis propuesta acerca de que cada linaje mitocondrial podria
corresponder a dos eventos colonizadores independientes y que el patrén de estructuracién de
la variabilidad mitocondrial a nivel regional estaria marcado principalmente por los eventos

historicos.
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5.5. indices de fijacién

Con el fin de completar el anélisis de estructuracion genética se estimaron los indices

de fijacion (Wright, 1951, 1965) en base a las diferencias nucleotidicas promedio entre los
grupos (D,y) considerando los 3 grupos definidos para el AMOVA 1: Rio Arriba, Tierra

Firme e IB, (Tabla 31).

Tabla 31. Valores de Fsr por debajo de la diagonal, por arriba se muestran la proporcion de
permutaciones que presentaron valores mayores o iguales a los observados, obtenidos luego de 3024

permutaciones

I. Brasilera Tierra Firme Rio Arriba
I. Brasilera 0.0000 0.0000
Tierra firme 0.21164 0.0000
Rio Arriba 0.34633 0.72108

Los valores de Fsr fueron significativos en todas las comparaciones de a pares (Tabla

31) en concordancia con lo observado en el AMOVA 1 cuando se analiz6 la variabilidad entre

grupos (Tabla 26). El mayor valor de Fst se observo en la comparacién entre Tierra Firme y

Rio Arriba, mientras que las comparaciones que involucraron a I. Brasilera mostraron valores

intermedios que podrian ser explicados por la presencia en esta poblacion de los dos clados

mitocondriales A y B.
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5.6. Estimacion del flujo génico entre las poblaciones

El modelo de islas de Wright (1931, 1943) considera que una poblacién esta
estructurada en un numero finito de subpoblaciones cada una del mismo tamafio, y que en
cada subpoblacién, una proporcién m del acervo genético proviene de inmigrantes que pueden
ser considerados como una muestra al azar del total de la poblacién. De esta manera, si m es
pequeiio, se puede definir el indice de fijacion como

Fst=1/(1+4Nm)

A su vez, Slatkin (1995) considera un modelo donde dos poblaciones de tamafio N
provenientes de un conjunto de poblaciones, presentan una proporcion m de migrantes en
cada generacién, y que la mutacion es despreciable frente a la tasa de migracion. En el
equilibrio migracion-deriva, el indice de fijacién estaria dado por
Fsr=1/2M+ 1)

donde M es el nitmero absoluto de migrantes entre las poblaciones y puede ser estimado por
M=(1-Fsr)/2Fsr

En el caso de considerar dos poblaciones, M se divide por 2, dando el estimador M" = Nm, en

el caso de haplotipos. El valor esperado de Fsr en este modelo viene dado por

1

(4Nmd) +1
(d-1)

Fst=

donde d es el nimero de demos entre los que ocurre flujo génico. Cuando d es grande Fsr

tiende al valor 1/ (4Nm +1) de Wright (1931, 1943), pero cuando d = 2, Fsr es 1 / (8Nm+1).

Las estimaciones del flujo génico M" = N m se obtuvieron de acuerdo a la

metodologia propuesta por Slatkin (1995) en base a las diferencias promedio (Dyy) (Tabla 32).
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Tabla 32. Matriz M’ mostrando los valores de Nm entre las localidades de muestreo

I. Brasilera Rio Abajo Rio Arriba
I. Brasilera
Rio Abajo 1.86253
Rio Arriba 0.94369 0.19340

En la Tabla 32 se observa un gradiente en los valores de flujo génico con un minimo
en la comparaciéon Rio Abajo y Rio Arriba (Nm = 0.19), intermedio entre I. Brasilera y Rio
Arriba (Nm = 0.943) y méximo entre 1. Brasilera y Rio Abajo (Nm = 1.86). El valor medio

observado fue de Nm = 0.999 que reflejaria el flujo génico a nivel regional.

5.7. Flujo génico y distancia geogrifica

Para continuar con el andlisis del modelo de aislamiento genético por distancia se
evalud la correlacion entre las matrices M" ( N m ) (Tabla 32) y la matriz de distancia
geografica segin la prueba de permutacion de Mantel (Mantel, 1967). Este andlisis no mostro
una correlacion significativa debido probablemente a la presencia de los dos linajes
mitocondriales en Isla Brasilera junto al hecho de estar mas alejada geograficamente de la
region Rio Arriba.

Para completar el anilisis de patrones de migracion segtn los sexos, se deberia realizar
este mismo andlisis evaluando cada uno de los sexos. Considerando la relacién observada
anteriormente entre divergencia genética y distancia geografica segun los sexos, se esperaria
que al evaluar los indices de fijacion y el flujo génico, estos mostrasen resultados
concordantes. En las hembras se esperaria encontrar valores mayores de Fsr y menores de
flujo génico al aumentar la distancia. En machos se esperarian menores valores de Fsr y
mayores de flujo génico sin una correlacion con la distancia. Sin embargo, debido a que las
estimaciones del flujo génico se basan en los indices Fsy y dado que el tamafio muestral para

algunas localidades es pequefio, no se pudieron realizar estos andlisis para cada sexo.



6. Patrén demografico y tamaiio efectivo poblacional

6.1. Indices de fijacién (Fs) transformados

El indice de fijacién Fsr se considera como un estimador de la diferenciacién entre las
poblaciones a lo largo del tiempo y del flujo génico entre las poblaciones en el marco de la
teoria de coalescencia (Slatkin, 1991, 1995). Considerando 2 poblaciones de tamaiio N que
han divergido t (tau) generaciones (también unidades mutacionales temporales), en ausencia
de migracion entre ellas, Slatkin (1995) propone que el indice Fst puede ser expresado en
términos del tiempo de coalescencia #,, que es el tiempo medio de coalescencia o el tiempo
que debemos retroceder para encontrar al ancestro comtin de dos alelos pertenecientes a dos
poblaciones diferentes, y f que es el tiempo medio de coalescencia de dos genes
pertenecientes a una misma poblacién. Slatkin (1995) define este modelo demografico como
modelo de radiacién en el cual

Fst=(t-0) /1
A su vez, en ausencia de migracion f es igual a 2N, y ¢, es igual a T + N, segun la teoria de
coalescencia (e.g., Hudson, 1990), de esta manera se puede expresar

Fst=1/t+N
donde el cociente D (o T) = Fst / (1 - Fst) que es igual a t / N y es proporcional al tiempo
desde que las dos poblaciones divergieron (Slatkin, 1995).

Considerando también la teoria de coalescencia, Reynolds et al. (1983) proponen que
bajo un modelo de poblaciones con tamaifios constantes el valor de Fsr estaria dado por

Fsr=1-(1-1/N)*=1-¢ "N
donde D = - log (1 - Fst) que es aproximadamente t /N considerando pequefios tiempos de

divergencia y también se lo denomina coeficiente de coancestralidad.
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Los valores de Fsr se calcularon entre los grupos muestreados segun la féormula
linearizada propuesta por Slatkin (1995) donde D =t/ M = Fgy/ (1 - Fst) (donde M = N para
datos haploides, M = 2N para datos diploides) y el coeficiente de coancestralidad (Reynolds

etal, 1983)donde D=1/M=-In(1 - Fst) (Tabla 33).

Tabla 33. Matriz de valores de D (t / N) estimados empleando los valores de Fgr linearizado

(Slatkin, 1995) por arriba y por debajo de la diagonal segin los coeficientes de coancestralidad
(Reynolds ef al., 1983)

I. Brasilera Rio Abajo Rio Arriba
I. Brasilera 0,2684 0,5298
Rio Abajo 0,2378 2,5853
Rio Arriba 0,4251 1,2768

En general, ambos estimadores de D mostraron valores similares para cada
comparacion, excepto entre Rio Arriba y Rio Abajo, donde el valor de D (z / N) del Fsr
linearizado (2,58) fue mayor al coeficiente de ancestralidad (1,27). Para interpretar estos
hallazgos resulta interesante relacionar los valores estimados para t / N con el flujo génico

entre los grupos muestreados (Tabla 34).

Tabla 34. Valores estimados de Nm entre los grupos por debajo de la diagonal y por arriba se indican

los valores para D (t/ N) (Slatkin, 1995)

I. Brasilera Rio Abajo Rio Arriba
I. Brasilera 0,2684 0,5298
Rio Abajo 1,8625 2,5853
Rio Arriba 0,943¢6 0,1934

En la Tabla 34 se observé un patrén general donde un alto nivel de flujo génico
presentd un bajo valor de D, por ej. la comparacién Rio Arriba y Rio Abajo que mostro el

menor valor de flujo génico y el mayor valor de D.
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Este patrén podria ser el resultado de una divergencia reciente, o por un alto grado de
cohesion entre las poblaciones. Considerados ambos estimadores basados en los valores de
Fst, no se pueden diferenciar los procesos contemporaneos (flujo génico) de los eventos
histéricos (coancestralidad) (Hedrick, 1999). Para lograr un mejor entendimiento del proceso
de diferenciacion genética en la regién se realizé un andlisis del los procesos demogréaficos
empleando otros métodos basados en la teoria de coalescencia que permitieran inferir eventos

de retraccion-expansion poblacional.

6.2. Estimacién de los tamaiios poblacionales y tiempo de divergencia

La teoria de la coalescencia provee el marco tedrico que permite inferir procesos
evolutivos tanto deterministicos como eventos histéricos (contingentes) a través de las
genealogias de genes (e.g., Cann, 2001). Dado que los cambios en el tamafio poblacional
dejan una huella particular en las secuencias de ADN, se han desarrollado varias pruebas
estadisticas para detectar expansiones poblacionales como las pruebas de Tajima, D (Tajima,
1989), R, (Ramos-Onsins & Rozas, 2002) y Fs (Fu, 1997). También hay estadisticos como el
"raggedness" rg, que se basa en el anélisis de la distribucién de diferencias entre secuencias o
"mismatch distribution" (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending, 1992). En
particular, bajo un modelo de expansion poblacional la distribucién del nimero de diferencias
entre pares de secuencias se deberia ajustar a una curva de Poisson -unimodal- (Rogers &
Harpending, 1992).

El modelo de expansién poblacional presupone una poblacion inicial de tamafio No,
caracterizada por un 0y, que crece rapidamente hasta alcanzar un nuevo N; con un valor 0,
este pico de crecimiento se asume que ocurrié en un tiempo mutacional t (Slatkin & Hudson,

1991). Rogers (1995) realizd una simplificacion del modelo considerando que en el caso de
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una expansion poblacional, el valor de 0, tenderia a infinito, permitiendo estimar los valores
de t" y0’9en el momento en que ocurri6 la expansién poblacional de acuerdo a
89=(v-m)"?

T=m-0%

donde m y v son la media y la varianza de las distribuciones de la ‘mismatch distribution’
(Rogers, 1995).

El objetivo de esta seccion fue analizar si la variabilidad haplotipica observada a nivel
regional tanto como en cada clado, permite detectar eventos de expansién poblacional. En
caso afirmativo, el objetivo seria datar esos eventos con el fin de relacionarlos con la
colonizacién de la region sur de distribucion de la especie en un contexto filogeografico. Para
esto se estimaron los parimetros T, 8o y 0, bajo un modelo de expansién poblacional segun el
método propuesto por Rogers y Harpending (1992) y también se evaluaron los estadisticos D,
R,, Fs y rg (Tabla 37).

En la Figura 36 se graficaron los patrones de distribucién de los mimeros de
diferencias promedio entre pares de secuencias en el total de los datos y para cada clado por
separado. En el clado A se observé un pico principal (correspondiente a una moda de 3
diferencias entre pares de secuencias) dando una curva unimodal que se ajusta a lo esperado
bajo un modelo de expansién poblacional. Para el clado B, si bien la curva fue mas achatada
la moda y forma coincidi6é con la del clado A. En ambos clados las curvas indicarian procesos
de expansion poblacional (Figura 36). Cuando se analizé la distribucion, considerando ambos
linajes, se observé una curva bimodal que no reflejaria cualitativamente una expansion

poblacional sino un patrén filogeografico de tipo 11 como fue descripto previamente (Figura

36).
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Figura 36. Frecuencia de la distribucion de las diferencias entre los haplotipos de los Clados Ay B, y

en su conjunto considerado como variabilidad Regional.

En la Tabla 35 se dan los valores de los parametros poblacionales observados y
estimados suponiendo un modelo de expansion poblacional junto con los valores de los
estadisticos de las pruebas para contrastar la hipétesis de expansion poblacional. Las pruebas
estadisticas empleadas pusieron en evidencia diferente tipos de resultados. Por un lado los
valores de rg fueron no significativos en los tres casos (Tabla 35) pero cabe mencionar que el
rg se considera como un estadistico conservativo (Ramos-Onsins & Rozas, 2002). Por otro
lado, los estadisticos D y R, sélo fueron marginalmente significativos para el clado B. En
cambio, el estadistico Fs, considerado uno de los de mayor potencia (Ramos-Onsins & Rozas,
2002), fue significativo para los 3 conjunto de datos (Tabla 35). Estos resultados apoyarian la
hipétesis propuesta de que la variabilidad haplotipica tanto a nivel regional y dentro de cada

clado reflejaria eventos de expansiones poblacionales.
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Tabla 35. Parametros poblacionales e indices de neutralidad

Regional Clado A Clado B
Nuimero de individuos 69 40 29
Nimero de haplotipos 29 16 13
Diversidad haplotipica 0,940 0,8744 0,889
S 26 15 16
@ (m) por sitio 0,0083 0,0034 0,0038
® (ps) por sitio 0,0082 0,0053 0,0061
m : valor de "Mismatch’ medio (II) 5,6 2,297 2,571
v: varianza de los ‘mismatchs’ 7,9 2,797 3,816
t: tiempo mutacional desde la expansién 2,854 1,591 1,456
6, (antes de la expansién) 2,694 0,707 1,16
0, (después de la expansién) infinito infinito infinito
rg 0,0222 NS 0,0398 NS 0,07 NS
D 0,0882 -1,11 -1,261
p 0,60 0,139 0,093
R2 0,103 0,0727 0,0728
P 0,56 0,106 0,039
Fs -10,760 -8,484 -5,359
P 0,007 0,003 0,02

Por lo tanto, considerando el pardmetro t como estimador del tiempo mutacional

siendo © =2 u T (donde T es el tiempo generacional y u la tasa mutacional por generacion), y

que el N, antes y después de la expansion se estima considerando el parametro mutacional 6

siendo 0g = 2N u y 0, = 2N, u se puede estimar cuanto tiempo ha transcurrido desde la

expansion poblacional (e.g., Tajima, 1989; Harpending, 1994; Excoffier & Schneider, 1999).

La tasa mutacional por generaciéon u se estimé como u = p X mr X g, siendo my el

largo de la secuencia analizada, g el tiempo generacional y u la tasa de mutacién por sitio por

afio (Rogers & Harpending, 1992). El largo de la secuencia analizada fue de 699 pb ya que el

programa DNAsp (Rozas & Rozas, 1999) no considera los gaps y los excluye del anilisis.

Dado que no existe una tasa de mutacion estimada para la region mitocondrial de 4. caraya,
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ni de otro platirrino y dada la dificultad de estimar una, en parte debido a la falta de evidencia
fosil, se decidi6 considerar tasas de mutacién estimadas y empleadas para otros primates. En
particular se empled la tasa de mutaciéon usada cominmente en humanos (Homo sapiens) y
chimpancé (Pan) de 0,33 (u;) cambios por sitio por milléon de afios (Ward ef al., 1991). Dado
que los cambios observados fueron sélo transiciones, se usd también la tasa de sustitucion de
transiciones estimada para gorilas (Gorilla) de 0.2 (u;) y 0.15 (u;3) y cambios por sitio por
millén de afios (Jensen-Seaman & Kidd, 2001). El tiempo generacional considerado para A.
caraya fue de 5 afios ya que es la edad media de las hembras en la primera paricién (Zunino,

1996). Los estimaciones de tiempo de coalescencia y tamafios efectivos se pueden observar en

la Tabla 36.

Tabla 36. Parametros poblacionales

Parametros My H2 H3
Regional

Tiempo de coalescencia (afos) 6500 10200 13600
Poblacién inicial de hembras 1200 2000 2570
Poblacién actual de hembras 2500 4000 5300
Clado A

Tiempo de coalescencia (afos) 3600 5700 7600
Poblacién inicial de hembras 350 500 700
Poblacién actual de hembras 1000 1600 2200
Clado B

Tiempo de coalescencia (arfios) 3300 5200 7000
Poblacién inicial de hembras 530 800 1100
Poblacién actual de hembras 1300 1800 2500

42033 x 10" cambios/ sitio/ afio; u;: 0.2 x 10" cambios/ sitio/ afio; u3: 0.15 x 10 cambios/ sitio/ afio

Los valores estimado para el tiempo de divergencia de los dos clados A y B
analizados, si bien son diferentes en funcién de la tasa de mutacién empleada, varian en un

rango de 13600 y 6500 afios.
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Los tiempos de coalescencia para cada clado presentan un rango similar entre los
3.300 y 7.600 afios, revelando una brecha entre la divergencia de los dos clados y la
expansion dentro de los mismos.

Este patron genealdgico podria indicar un proceso de subdivision de la poblacion o
bien podria deberse al mantenimiento de los linajes por un proceso de seleccion equilibradora.
Una forma de diferenciar si un proceso se debié a seleccion o a deriva es comparar las
genealogias obtenidas a partir de diferentes loci, ya que un proceso selectivo solo afectara un
locus (y loci ligados) mientras que uno de deriva, afectara a todo el genoma produciendo una
disminucién de la variabilidad en general para todos los loci. En este trabajo a fin de
diferenciar procesos deterministicos que podrian afectar al genoma mitocondrial se analiz6 la

variabilidad genética a nivel de nuclear por microsatélites.



6.3. Anadlisis de microsatélites

En 27 ejemplares de A. caraya, los 8 loci de microsatélites analizados no mostraron
variacion de tamario siendo todos monomérficos (Tabla 37).

Tabla 37. Tamailo (pb) de los alelos de microsatélites obtenidos en este trabajo en 4. caraya.

Locus Ap40 Ap68 Ap74 DSS111 D6S260 D8S165 D14S51 D17S804
Tamafio 171 168 174 166 189 143 139 176

Dado que en otras especies de aulladores, para los cuales se utilizaron los mismos loci
se observaron patrones de variabilidad bajos (4louatta palliata y A. pigra, Cortés-Oriz, com.
personal) podria considerarse el hecho de que los marcadores empleados no fueran
especificos y que probablemente en aulladores esos marcadores sean poco polimérficos y por
lo tanto poco informativos. En este sentido otros estudios mostraron que una muestra de 12
ejemplares de Alouatta seniculus de procedencia desconocida, del analisis de 3 de estos loci
(AP40, AP68 y AP74), uno (AP40) también fueron monomorficos, mientras que AP68 y
AP74 presentaron 5 y 2 alelos respectivamente (Ruiz-Garcia ef al., 2002) (Tabla 38). En 12
ejemplares de Lagothrix lagotricha -un atélido- para los loci AP74, D5S111, D6S260 y
D17S804 se observaron: 8, 4, 7, 3, y 3 alelos respectivamente, en tanto que los loci AP40,
AP68 y D14S51 fueron monomoérficos (Ruiz-Garcia et al., 2002) mostrando en el mismo

estudio un patrén de mayor variabilidad que el observado para 4. seniculus (Tabla 38).

Tabla 38. Variacion en el tamaiio de los alelos (pb) para microsatélites en atélidos indicindose entre

paréntesis el nimero de alelos descriptos en cada caso.

Locus Ap40 Ap68 Ap74 D5S111 D6S260 D14S51 D17S804
Alouatta caraya 171 168 174 166 189 139 176
(1) (1) (1) (1) (1) (1) (1)
Alouatta seniculus’ nd 192-200 164-168
(1) (9) (3)
Lagothrix lagotricha' nd nd 145-167 nd nd nd 158-170
(1) (1) (8) (4) (3) (1) (3)
T Ruiz Garcia et al. (2002), nd dato no disponible
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Cuando se incluyeron en la comparacion especies de cébidos se observé un mayor
numero de alelos como en Cebus albifrons (n=33) y Saimiri sciureus (n=37) que presentaron
21 y 10 alelos respectivamente para el locus AP74 (Ruiz-Garcia ef al., 2002). De esta manera
se podria interpretar que, para estos microsatélites, los atélidos presentarian una menor
variabilidad, siendo 2 de los loci (AP40 y D14S51) monoméorficos para las tres especies de
atélidos comparadas mientras que AP68 fue monomoérfico para Alouatta caraya y Lagothrix
lagotricha (Tabla 38).

Alternativamente, se podria considerar que algunos loci presenten alelos nulos es decir
que la region flanqueante presentara una mutacién que evite la amplificacion del alelo. Ante
frecuencias bajas o medias del alelo nulo, la mayoria de los individuos serian heterocigotos
para el alelo nulo y seria clasificado erroneamente como homocigoto (Haavie et al., 2000).

Para profundizar este tipo de estudios seria necesario diseifiar iniciadores especificos
para estudios poblacionales en 4. caraya.

Si bien los resultados de la variabilidad nuclear obtenidos en microsatélites son
preliminares, indicarian una disminucion importante de la variabilidad genética. Esto indicaria
los efectos de algiin proceso demogréfico como por ejemplo un cuello de botella, descartando

un posible proceso selectivo.



IV. Resultados -Isla Brasilera

1. Diversidad mitocondrial en Alouatta caraya de Isla Brasilera

1.1. Descripcion general de los haplotipos

Los 57 ejemplares de Isla Brasilera (IB) (Chaco, Argentina) analizados en esta Tesis 13
grupos sociales o tropas distribuidos en el Albardén Principal (AP) y Montes (M) de la isla

(Figura 13, Capitulo II) (Tabla 39).

Tabla 39. Tropas muestreadas en IB

Fecha de Tamarfio de Muestras ' Numero de Regién
Tropas ! Muestreo ' Grupo ! totales hembras Haplotipos en IB !
X0 12/3/99 2 2 1 2 Punta Sur
X2 2/11/99 15 1 1 1 AP
X4-X5 2/3/99 11 5 3 2 Punta Sur
X6 23/9/97 5 1 1 1 M-este
X10 5/3/99 11 4q 1 4 AP
X11 5/7/99 12 2 1 2 M-Laguna
X19 27/7/98 5 2 1 2 M-este
X23 2/11/99 13 2 0 1 Punta Norte
X24 23/9/97 20 6 3 3 AP
X28 5/7/99-5/6/01 14 11 7 5 AP
X29 12/3-17/12/99 15 14 6 6 AP
X30 16/07/01 ? 4 0 4 AP
X31 6/6/01 . 3 1 2 AP
Total 13 123 57 26
? dato no disponible

! datos aportados por el Dr. Zunino. Se indican las regiones para una mejor explicacién de la
estructuracion geografica de los datos. M indica Monte, Punta Sur y Punta Norte son regiones de la

isla que presentan ambientes referidos como Monte en este trabajo.

Del total de los 33 haplotipos descriptos en este trabajo, en IB se observaron 27
haplotipos diferentes. A su vez, 7 de estos haplotipos (H00I, 009, 010, 011, 021, 026 y 027)
se encontraron en mas de una tropa (Tabla 39 y 40). El nimero promedio de diferencias entre

haplotipos fue de 5,5 pb mostrando un rango entre 1 y 12 diferencias (Tabla 22).
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Tabla 40. Frecuencias relativas de los haplotipos analizados en cada tropa de IB

Haplotipos Tropas

X0 X2 X4 X6 X10 X11 X19 X23 X24 X28 X29 X30 X31

(2) (1) (5) (1) (4) (2) (2) (2) (6) (11) (14) (4) (3)
001 0 0 0,6 0 0 0 0 0 0 0 0,29 0 0
002 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,07 0 0
003 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,07 (0] 0
004 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0
007 0 0 0,4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
009 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0,09 0,36 0] 0,67
010 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,14 0 0,33
011 0 0 0 0 0,25 0 0,5 0 0 0 0 0 0
012 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,07 0] 0
013 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,25 0
014 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
015 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0 0
016 0 0 0 0 0 0 0,5 0 0 0 0 0 0
017 0,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
019 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
020 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,09 0 0 0
021 0 0 0 0 0 0 0 0 0,17 0,64 0 0 0
022 0 0 0 0 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0
023 0 0 0 0 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0
024 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,09 0 0 0
025 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,25 0
026 0 0 0 0 0 0 0 0 0,67 0 0,25 0
027 0 0 0 1 0 0 0 0 0,17 0 0 0
028 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,09 0 0 0
029 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,25 0
030 0 0 0 0 0,25 0 0 0 0 0 0 0 0

A partir de la matriz de diferencias nucleotidicas entre las secuencias de todos los

individuos se obtuvo una genealogia empleando el algoritmo de Neighbor-Joining (NJ)

(Saitou & Nei, 1987) (Figura 36). En el fenograma se pudo observar nuevamente la presencia

de dos grupos principales correspondientes a los clados A y B descriptos en la seccion

anterior de este capitulo. En general, no se visualizd una estructuracién completa de los

haplotipos en funcién de las tropas a las que pertenecian (Figura 36). Si bien, en las tropas de

donde se obtuvieron mas muestras (X29, X28 y X24) se observé un haplotipo mayoritario

(Figura 36).
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Figura 36. Arbol de Neighbor-Joining no enraizado en base a las diferencias de a pares entre todos los
individuos analizados en Isla Brasilera. A la derecha de la figura se indica la tropa a la cual pertenece
cada individuo. Los nimeros en las ramas son el valor de bootstrap mayor al 50% luego de 1000

réplicas.
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La diversidad haplotipica estimada para la poblacion de Isla Brasilera (IB) fue de

0,936 (desviacion estandar + 0,0163). Se observé la presencia de 21 sitios segregantes (S) que

coincidié con el valor observado para n (nimero de mutaciones), siendo 7 de ellas mutaciones
tinicas (singletons) (1) para las posiciones: 156, 200, 286, 325, 356, 369, 513 (Tabla 22).
El nimero promedio de diferencias nucleotidicas entre dos secuencias tomadas al azar

de la poblacién o indice de diversidad nucleotidica (IT) estimado para IB fue de 5,5 (% 2,7)

mientras que su valor en relacion al nimero de sitios analizados (%) mostré un valor de 0,0082

(£ 0,0044).

El parametro mutacional 6 = 2N, u estimado en base a 7t y ps (ps = S/nimero de sitios

analizados) mostré valores de 0 (r) por sitio, igual a 0,0082 y 0 (ps) por sitio igual de 0,0071.

1.3. Divergencia nucleotidica entre las tropas

Para analizar el nivel de diferenciacion genética entre las tropas de IB, se evaluaron las
diferencias nucleotidicas promedio (D,y) y las distancias netas (D,) entre las tropas, y el
namero de diferencias promedio dentro de cada tropa (Tabla 41). La diferenciacién promedio
entre tropas mostré un amplio rango de valores desde 1,2 diferencias entre las tropas X29 y
X31, hasta 10 diferencias entre las tropas X28 y X11 (Tabla 39). A su vez, el numero
promedio de diferencias nucleotidicas dentro de las tropas también mostré un amplio rango de
variacion con 0 diferencias en la tropa X23 (H019) y 6 diferencias promedio en la tropa X10
(Tabla 39) donde sobre un total de 11 individuos censados de los 4 individuos muestreados

todos presentaron haplotipos distintos.
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Tabla 41. Divergencia nucleotidica entre y dentro de las tropas de 1B (Numero neto de sustituciones y
numero promedio de sustituciones entre las tropas por arriba y por debajo de la diagonal, en la
diagonal se indica el nimero de diferencias promedio en cada tropa)

Tropas| X0 X2 X4 X6 X10 X11 X19 X23 X24 X28 X29 X30 X31

(2) (1) (5) (1) (4) (2) (2) (2) (6) (11)  (14) (4) (3)

X0 6 1 0.7 4 15 05 -2 4 4667 3764 01 1917 033
X2 4 nlc 23 5 25 2 1 5 5667 4945 233 3,667 2333
X4 4 26 0,6 73 4 0.7 0.7 73 7967 6,955 0573 5,167 1433
X6 7 5 7,6 n/c 1 7 3 2 0667 1218 733 0667 7333
X10 175 55 73 4 6 3.75 1 1 025 6,67273 3,83 4,91667 3,833
X11 |45 4 3 9 8.8 4 0 7 7667 6673 0901 4917 1,333
X19 (35 35 35 55 6.5 45 S 3 3667 2945 033 1,667 0333
X23 7 5 7.6 2 4 9 55 0 1 0945 733 0667 7,333

X24 8 6 86 1 3,6 10 6.5 13 0667 0279 799% 0083 8

X28 |82 64 8,7 2,6 42 101 69 25 2 283 6834 0248 6,794
X29 |36 31 1,6 8.1 76 3.6 3.6 8.1 9.1 9 1,484 4,782 0,092
X30 7 58 75 28 45 9 6.3 28 2,5 38 76 4167 4,667
X31 3 27 2,1 1.7 7.2 37 32 7 8,7 8.5 1,2 71 0,667

n/c indica que no se pudo calcular el estimador por datos insuficientes

Con los valores de las diferencias promedio de a pares entre las tropas se realizé un

analisis de Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) que se muestra en Figura 37. A la derecha

de la misma se describe la region de la Isla Brasilera donde se ubica la tropa correspondiente.

Figura 37. Fenograma obtenido en base a Dxy entre las tropas en Isla Brasilera
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Nuevamente se observé la diferenciacion de dos grupos principales que al compararlo
con el fenograma de la Figura 36, coincidiria en gran parte con los dos linajes mitocondriales
principales A y B. En el grupo superior, el 100% de los haplotipos observados en cada tropa
pertenecen al linaje A, mientras que en el grupo inferior, los haplotipos pertenecen en su
mayoria al grupo B aun cuando en las tropas X10, X28 y X30 se observé un individuo con
haplotipo del linaje A en cada una (Figura 36 y 37). En particular, en las tropas X10 y X30, se
observé un macho adulto en cada una, con haplotipos del clado A, mientras que en la tropa
X28 el ejemplar fue una hembra juvenil.

En el fenograma se puede observar que si bien no hubo correlacién evidente entre los
agrupamientos de las tropas (Figura 37) y la cercania geografica dentro de la isla (Figura 13)
podrian considerarse ciertas tendencias en los distintos ambientes. En particular, en el
albardén cuando se sigui6 el eje longitudinal Norte-Sur, se observoé que varias tropas que se
ubican geograficamente cercanas también estaban proximas en el arbol. Por ejemplo las
tropas X29-X31 de la zona norte del albardon formarian un grupo hermano en el fenograma, o
las tropas X24 y X28 en la zona media del albardon, también se ubican cercanamente entre si
(Figura 37 y 13). Por otro lado en las tropas de la zona de Monte, sélo se observé un cierto
agrupamiento en las tropas de la Punta Sur de la isla (haplotipos del clado A), mientras que

para las otras la distribucion seria mas aleatoria.

1.4. Estructuracion genética

Para el analisis de estructura poblacional en Isla Brasilera, se consideraron sélo
aquellas tropas de las que se contaba con 4 o mas individuos: X4, X10, X24, X28, X29 y
X30. A partir de las diferencias nucleotidicas entre ellas se estimaron los indices de fijacion

Fsr (Wright, 1951, 1965) (Tabla 42).
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Tabla 42. Analisis de Fsr entre las tropas de Isla Brasilera debajo de la diagonal los valores de Fsr y

por arriba de la diagonal los valores P

Tropas X4 X10 X24 X28 X29 X30
X4 * 0,000 0,000 0,000 0,036 0,018
X10 0,588 * 0,027 0,315 0,000 0,864
X24 0,926 0,158 * 0,063 0,000 0,189
X28 0,756 0,009 0,083 * 0,000 0,099
X29 0,286 0,646 0,863 0,768 * 0,000
X30 0,712 -0,129 0,111 0,103 0,717 *

Las estimaciones de Fst entre las tropas del grupo A y las del grupo B fueron en todos
los casos mayores a 0,58 y significativas, en concordancia con lo observado en el fenograma
de la Figura 37 (Tabla 42). Entre las tropas del grupo A: X4 ubicada en la punta sur de la Isla
y X29 del extremo norte del Albardén, el indice Fsr (0,28) fue significativo, mientras que
entre las tropas del grupo B, el indice Fst (0,15) fue significativo sélo para la comparacién
entre las tropas X10-X24 que se ubicaban de manera adyacente en la region del Albardén
medio (Tabla 42). Entre las restantes tropas del grupo B, todas de la regién media del
albardon principal, los indices de fijacién no fueron significativos, sugiriendo una divergencia

reciente (Tabla 42).

1.5. Anilisis de la varianza molecular (AMOVA)

Se decidi6 evaluar si existia alguna estructuracion de la variabilidad haplotipica en las
tropas del Albardén ya que eran de las cuales se contaba con un mayor numero de muestras, y
la tropa X2 representada por un unico individuo se excluyé en este anélisis. Para el mismo, se
empleé el analisis de AMOVA (Excoffier ef al., 1992). En el AMOVA 5, se consideraron dos
regiones "Albardén Norte" formado por las tropas X29-X31 del linaje A, y "Albardén Medio"
formado por las tropas X10, 24, 28 y 30 que presentarian mayoritariamente haplotipos del

linaje B (Tabla 43).

199



Tabla 43. AMOVA §, tropas de Isla Brasilera en el Albard6n principal

Fuente de variacién g. %. de. Coeflclentt?§ de P
variacién correlacién
Norte vs Sur 1 (R-1) 24 $ sc = 0,564 < 0,000*
Entre tropas 4 (T-R) 43 ¢ st = 0,66 < 0,000~
Dentro de las tropas 36 (N-T) 33 ¢ o+ = 0,234 > 0,5
Total 41 (N-1)

* valores significativos

En la Tabla 43, el resumen del AMOVA 5 permite observar que la diferenciacion
entre las regiones explicaria el 24% (¢ sc = 0,564), mientras que las tropas dentro de una
misma region presentaron un 43% de la variacion total (¢ st = 0,66). El remanente 33% de la
variacién podria explicarse como variacion dentro de las tropas y no fue significativo. Sin
considerar regiones, la diferenciacion entre las tropas correspondio al 63% de la varianza total
(¢ st=0,634).

Los analisis en su conjunto, sugeririan que al igual de lo que ocurre a nivel regional,
en IB parte de la variacion es explicable por la diferenciacion entre los linajes mitocondriales
A y B. A su vez, las tropas presentarian una cohesién genética asociada a la presencia de
haplotipos de un mismo linaje mitocondrial A o B, de manera exclusiva para las tropas del
linaje A y mayoritario para las del B. Las dos tropas del linaje A analizadas mediante el
estadistico Fsr mostraron una diferenciacion significativa que podria correlacionarse a dos
procesos: uno debido a aislamiento por distancia y otro, por eventos histéricos de
colonizacién de IB. La ausencia de diferenciacién significativa entre las tropas del linaje B en

el albardén principal sugeririan una diferenciacién reciente entre las mismas.



Si bien en Alouatta caraya los estudios ecolégicos indican que ambos sexos emigran
(e.g., Zunino, 1986), no hay estudios que analicen la relacién de parentesco entre los machos
y las hembras desde la genética dentro los grupos. En este trabajo, se analizé la relacion de
parentesco por via materna a través del analisis de matrilineas en algunas tropas de IB, a su
vez para abordar el andlisis del rol de las matrilineas asociadas a un comportamiento
filopatrico de las hembras en la estructuracién genética de la poblacion, se realizaron anélisis

discriminando los sexos.

2.1. Divergencia nucleotidica entre las tropas

En la red que se muestra en la Figura 27a se puede observar que las hembras de IB
muestreadas (n=25) presentan 13 haplotipos del total de 27 haplotipos detectados. A su vez,
sélo 3 de estos haplotipos (H001, 009 y 027) estuvieron presentes en mas de una tropa a
diferencia de los 7 haplotipos compartidos (H001, 009, 010, 011, 021, 026 y 027) que se
describieron al considerar también a los machos en el analisis (Tabla 39 y 40). En los

haplotipos descriptos para las hembras de IB se observaron entre 1 a 11 diferencias con 5,57

+ 2,7 diferencias en promedio (Figura 27a y Tabla 22).

Incluyendo unicamente a las hembras, en un primer analisis se consideraron el nimero
de diferencias nucleotidicas promedio (Dxy), las distancias netas (D,) entre las tropas como el
nimero de diferencias promedio dentro de cada tropa (Tabla 43). Al considerar s6lo las
hembras, se observé una tendencia a un mayor nimero de diferencias promedio entre las
tropas y un menor nimero de diferencias promedio dentro de las tropas (Tabla 43) respecto de

lo observado cuando se consideraron los dos sexos conjuntamente (Tabla 41).
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Tabla 43. Divergencia nucleotidica entre y dentro de las tropas de IB considerando sélo las hembras
(Numero neto de sustituciones y nimero promedio de sustituciones entre las tropas tomadas de a pares
por arriba y por debajo de la diagonal, en la diagonal se indica el nimero de diferencias promedio en

cada tropa)

Tropas| XO X2 X4 X6 X10  X11 X19  X24 X28 X29  X31
(# h) | (1) (1) (3) (1) (1) (1) (1) (3) (6) (6) (1)
X0 n/c 5 6 6 7 3 1 6.333 5.733 5.2 6
X2 5 n/c 3 5 6 4 4 5.333 4.4 2.2 3
X4 6 3 0 8 9 5 5 8.333 6.733 0.2 2
X6 6 5 8 n/c 3 9 5 0.333 1.4 7.2 8
X10 7 6 9 3 n/c 10 6 2 0.733 8.2 9
X11 3 4 5 9 10 n/c 4 9.333 8.067 4.2 5
X19 1 4 5 5 6 4 n/c  5.333 4.733 4.2 5
X24 7 6 9 1 2 10 6 0.667 0.622 7.533 8.333
X28 8 7 9 4 3 10 7 3 4.2 5.878 6.4
X29 6 3 1 8 9 5 5 9 9 1.267 0.867
X31 6 3 2 8 9 5 5 9 9 2 n/c

n/c indican que no se pudo calcular el estimador por datos insuficientes, # h: nimero de hembras por
tropa.

Para analizar las relaciones entre las tropas considerando las distancias promedio entre
las hembras de cada tropa (Dyy) se realizd un andlisis de agrupamiento empleando el
algoritmo de Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) (Figura 38).

En el fenograma se puede observar el mismo patrén que en la Figura 37, con los dos
grupos principales reflejando los dos clados mitocondriales A y B y sin una estructuracién
geogréfica clara (Figura 39). En este caso, en el grupo superior se agrupan las tropas del linaje
A (100% de los haplotipos) y en el inferior s6lo una hembra juvenil con haplotipo tipo A
(HO009) se encuentra en una tropa (X28) donde el resto de las hembras tienen los haplotipos

HO021 (4/6) y H024 (1/6) que pertenecen al clado B (Figura 38).
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Figura 38. Fenograma obtenido segiin Dxy entre las tropas en IB considerando sé6lo a las hembras

_: X4 Monte sur
X29

Albard6n norte

X2 Albardén sur
X11 Monte medio

e
X19 Monte sur
E X6 Monte medio
X24

[ X10 Albard6n medio
X28
d

De la comparacion de los fenogramas obtenidos considerando todos los individuos y
s6lo las hembras, se observd que si bien entre las hembras de distintas tropas existiria una
mayor diferenciacion (Dxy), también los machos mostrarian una relaciéon de parentesco por

linaje materno en las tropas.

2.2. Distribucién de los haplotipos dentro de las tropas

Se analiz6 en A. caraya la composicion hembras (circulos) y machos (cuadrados)

adultos en relacion a los haplotipos descriptos para cada uno de ellos y se realizé un grafico

por tropa considerando sélo las tropas del albardén principal: X24, X28 y X29, por tener los

mayores tamafios muestrales (Figura 39).
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Figura 39. Distribucién de los haplotipos mitocondriales en hembras y machos adultos dentro de tres

tropas de IB

Tropa X24 Tropa X28
( HO26) (Ho21]
HO02 H02 HO21 HO021

Tropa X29
(s
Hooy

H004 HOO0g |HOO1

En los graficos de la Figura 39 se puede observar la presencia de entre 2 y 3 haplotipos
distintos entre las hembras adultas de las tropas analizadas y que al menos dos de las hembras
adultas por tropa comparten el mismo haplotipo. Por otro lado, el establecimiento de la
matrilinea \nica visto desde el punto de vista genético como la fijacion de un haplotipo en una
tropa va a estar directamente relacionado con el nimero de crias que tenga cada hembra y el
éxito de las mismas de permanecer en la tropa. Para observar si dentro de las tropas habria
algin haplotipo que presentara un mayor numero de crias se graficaron el namero de crias
(subadultos, juveniles e infantes) segun el sexo y el haplotipo por tropa (X28 y X29) (Figura
40).

El grafico permite observar que todos los individuos no adultos analizados de la tropa
X28 (2 machos y 2 hembras) presentaron un mismo haplotipo (H021) es decir que pertenecian
a la misma matrilinea (Figura 40). Ademas en esa tropa se describi6 otra hembra adulta

(H024) cuyo haplotipo no estd representado en los ejemplares analizados incluyendo los
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individuos no adultos. Dado que no se cuenta con datos demograficos de la tropa, sélo se
puede inferir que o bien esa hembra no tenia descendencia en el momento del muestreo o bien
éstas no fueron muestreadas. Sin embargo, se podria considerar que en la tropa X28 habria al

menos una matrilinea predominante (Figura 39 y 40).

Figura 40. Individuos no adultos segun los haplotipos de las hembras adultas de las tropas en IB
8

5

B machos
O hembras

Individuos no adultos

X28 H021 H024 X29 HO01 HO09 HO10

En la tropa X29, no se observé un patrén tan definido, si bien se muestrearon la
mayoria de los individuos, 3 ejemplares no adultos presentaron haplotipos que no pertenecian
a ninguno de los adultos de la tropa, por lo cual se podria considerar que X29 se formé
recientemente (Figuras 39 y 40).

Estos resultados preliminares permiten observar que en IB las tropas presentarian un
haplotipo mayoritario que incluirfa también tanto a hembras como machos adultos, reflejando
un comportamiento filopatrico en los dos sexos. A su vez, los haplotipos observados en los
individuos no adultos de la tropa X28 indicarian que existe una matrilinea con mas numero de
descendientes sugiriendo patrones jerarquicos en las hembras, si bien ese patrén no fue
observado claramente en X29. Una posible interpretacion para esta diferencia es que

probablemente X29 se halla formado recientemente.

205




Capitulo V

Discusion

Efecto de los eventos histéricos y la organizacién social sobre la variabilidad

mitocondrial en Alouatta caraya
Parte I. Eventos histéricos

1. Patrén filogeogrifico en A. caraya en relacién a cambios climdticos del Periodo
Cuaternario

Tanto la diversidad genética dentro de las poblaciones como el grado en que éstas
estdn diferenciadas genéticamente en el area de su distribucién geogréfica estudiada
estarian determinados por la interaccidn tanto de factores ecoldgicos como de procesos
evolutivos. Es asi como las caracteristicas de la especie incluyendo los patrones de
dispersién, los sistemas de apareamiento, los tiempos generacionales, y los tamaiios
poblacionales, determinaran el grado en el que los procesos de mutacién, deriva genética y
seleccion afectardn la cantidad de variacién dentro y entre las poblaciones. A su vez,
diferentes combinaciones de procesos demograficos histéricos y actuales pueden conducir
a la observacién de patrones de estructuracién de la variabilidad genética similares
permitiendo la formulacién de hipétesis biogeograficas para su evaluacién. Dentro de la
biogeografia, la filogeografia analiza la variabilidad genética en los organismos
considerando procesos actuales como pasados, dando un marco integrador para la

formulacién de hipétesis biogeograficas.

En este trabajo, el patr6n de variabilidad nucleotidica a nivel del mtADN observado
en A. caraya permitié la estimacién de los tiempos de expansién poblacional de cada clado
y del total de la muestra, asi como también estimar el N, de hembras. Dado que la
estructura genética de una poblacién es el resultado tanto de procesos actuales como
pasados, la interpretacion de los tiempos de coalescencia y tamafios efectivos
poblacionales se realiz6 desde una perspectiva filogeografica considerando los procesos
biogeograficos que pudieron afectar la historia demografica de las poblaciones de A.

caraya.

Los andlisis filogenéticos de redes y Neighbor-Joining no mostraron una

estructuracion geografica de la variabilidad mitocondrial general, sino que permitieron
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evidenciar la presencia de dos clados principales de linajes mitocondrialgs denominados A
y B, que al analizar la distribucién de las diferencias entre las secuencias mostraron una
curva bimodal caracteristica de un patron filogeografico de clase 11 (Avise, 2000). Este
patron se caracteriza por presentar brechas filogéneticas en las genealogias y con los
linajes principales en simpatria en una region. Tedéricamente, este patron podria observarse
en especies con grandes N. y alto flujo génico, donde algunos linajes ancestrales
divergentes perdurarian en la poblacion por azar mientras que la mayoria de los genotipos
intermedios se perderian a lo largo del tiempo por “sorting” (Avise, 2000). Un proceso de
seleccion balanceadora también podria presentar una topologia similar en la genealogia
(Avise, 2000). Sin embargo, la mayoria de los patrones filogeograficos observados en la
naturaleza corresponden a zonas de contacto secundario entre dos poblaciones que habian
divergido en alopatria (e.g., Taberlet et al., 1992; Vila et al., 1997). En estos casos,
evidencia geolégica o morfolégica permitieron proponer que la divergencia de cada linaje

mitocondrial en alopatria.

Si bien las estimaciones de divergencia entre los dos clados observados son
diferentes en funcién de la tasa de mutaciéon empleada, muestran un rango que varia entre
los 13.600 y 6.500 afios. Este marco temporal coincide con el fin de las glaciaciones del
Pleistoceno y el comienzo del calentamiento de la Tierra durante el Periodo Cuaternario

(e.g., Haffer, 1969; Vrba, 1993).

1.1. Breve reseiia de las caracteristicas del Periodo Cuaternario

Durante el Terciario temprano (hace 65 millones de afios), la mayor parte de
América del Sur estaba cubierta por bosques tropicales humedos o templados (Wolfe,
1971). Durante la segunda mitad del Terciario cuando ocurre la elevacién de los Andes, los
bosques comenzaron a retraerse lentamente hacia el norte en la Patagonia y el clima
comienzd a ser cada vez mas frio y seco hasta llegar al Cuaternario, caracterizado por

glaciaciones ciclicas (Haffer, 1979).

El Periodo Cuaternario abarca los ultimos 1,8 millones de afios de la Era Cenozoica
y comprende las épocas del Pleistoceno y el Holoceno, considerando la finalizacion del
Pleistoceno en 10.000 afios antes del presente. Climaticamente, el Cuaternario se

caracterizé por una sucesion de periodos glaciales, en los cuales se produjeron importantes
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descensos de las temperaturas globales y un avance de los hielos continentales, mas
notable en la parte septentrional del Hemisferio Norte; e interglaciales como el actual, con

condiciones mas benignas (Tonni & Pasquali, 2002).

Las glaciaciones del Pleistoceno mostraron fluctuaciones importantes de
temperaturas principalmente hace unos 900.000 afios donde la glaciacion fue maxima y a
partir de la cual se desarrollaron ciclos de glaciaciones - interglaciaciones de manera
periddica con lapsos de 400.000 a 100.000 afios (e.g., Hooghiemstra et al., 1993). Esta
periodicidad fue explicada a través de la teoria de Croll-Milankovich considerando que las
variaciones regulares en la orbita de la Tierra alrededor del sol determinarian variaciones
en las corrientes oceanicas afectando de manera significativa el clima global y definiendo

esos ciclos (Hewitt, 2000).

Durante la ultima gran glaciacién ocurrida entre 20.000 y 13.000 afios, la
temperatura en las selvas neotropicales bajas fue estimada en 3-9 °C menos que las
actuales, llegando a 12 °C menos en regiones de mayor altitud. A su vez, el periodo de
transicién entre el Pleistoceno y el Holoceno (14.000-10.000 afios) denominado Younger
Dryas, se caracterizé por un ambiente sumamente seco luego del cual aumenté la humedad
del planeta y en particular, se estima que durante este periodo la cuenca del Amazonas se

redujo en un 40% (Maslin & Burns, 2000).

Las condiciones aridas del final del Pleistoceno se continuaron hasta el inicio del
Holoceno, hace unos 7.000-6.000 afios donde se registr6 un episodio calido y himedo,
denominado Optimo climdtico, durante el cual las temperaturas globales alcanzaron el
méaximo registrado durante el Holoceno (Tonni & Pasquali, 2002). Este maximo térmico
coincidi6 con un importante avance de los mares sobre las tierras firmes, el maximo de
introgresion holocena, donde por ejemplo en la provincia de Buenos Aires, el nivel del mar

era 2,5 metros mayor del actual (Tonni & Pasquali, 2002).

Si bien las temperaturas en las tierras bajas neotropicales se mantuvieron
"tropicales” durante los periodos glaciares (+/- 3 °C menores a las actuales), los periodos
secos y himedos del Cuaternario produjeron cambios en la distribucién de la vegetacion
(Haffer, 1979). Durante los periodos glaciares, frios y secos, los bosques se fraccionaron
en remanentes aislados que se expandieron en la fase interglaciar caracterizada por una

mayor temperatura y humedad (Haffer, 1979). Hace 6.000 afios se considera que el patrén
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general de distribucién de la vegetacion actual ya se habia establecido y se mantuvo

aproximadamente constante (Hewitt, 1999).

Utilizando los patrones de distribucion de las precipitaciones actuales y los centros
de endemismo de aves neotropicales, Haffer (1969) reconstruyé y propuso la localizacion
de los refugios pleistocénicos en América del Sur. Brown (1982) propuso la localizacién
de "refugios paleoecoldgicos de bosques" en base a los centros de endemismos de
mariposas. Estas hipdtesis biogeograficas fueron planteadas por sus autores como modelos
de especiacion en vertebrados en el Neotrépico. También existen otra teorias propuestas
como la hipétesis de barrera de rios, de gradiente, de vicarianza, y a su vez modelos que
relacionan dos hipétesis como rios-refugios (e.g., Endler, 1982, Ayres & Clutton-Brock,
1992; Haffer, 1997).

En particular, en los Primates del Nuevo Mundo los principales eventos de
especiacion no se ajustarian al modelo de Refugios Pleistocénicos ya que parecen haber
ocurrido antes del periodo Pleistoceno, entre 6 y 2 millones de afios como en Alouatta y
Ateles (Collins & Dubach, 2000; Cortés-Ortiz et al., 2002).

1.2. Legado genético de las fluctuaciones climaticas sobre las especies

Estas oscilaciones climaticas produjeron grandes cambios en la distribucion de las
especies, los cuales han sido descriptos particularmente en Europa y en América del Norte
(Coope, 1994; Barnes et al., 2002). Las evidencias sugeririan que las oscilaciones
climaticas afectaron de manera diferente a las especies de cada regién del planeta debido a
la topologia de la regién, las corrientes oceanicas y la latitud, es asi que las especies
presentaron respuestas particulares donde los cambios en las distribuciones estaban

relacionados a condiciones locales (Hewitt, 2000).

Las fluctuaciones climaticas han sido correlacionadas con diversos procesos
evolutivos en numerosos grupos de organismos (e.g., extinciones, especiaciones, e.g.,
Vrba, 1993). Durante los periodos frios, las especies se extinguian en una gran parte de su
distribucion sobreviviendo en los refugios, mientras que en los periodos interglaciares las
especies se expandian hacia latitudes mayores, repitiendo estos procesos de manera ciclica

(Hewitt, 2000).
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Los efectos de los eventos glaciares han dejado una impronta en el ADN que
permite observar en la actualidad patrones filogeogréficos concordantes entre numerosos
organismos (Hewitt, 1999). Asimismo la genética de poblaciones predice que procesos
asociados con cambios en el rango de las especies durante el Pleistoceno como la
fragmentacion, expansiones-retracciones de la distribucion, y disminucién del tamaiio

poblacional, dejarian una huella en la variabilidad genética.

En los periodos postglaciales, a medida que el clima aumentaba la temperatura, las
poblaciones expandian sus limites hacia latitudes mayores, marcando un limite en la
distribucion, donde individuos migrantes colonizaban rdpidamente nuevas areas (Hewitt,
1999). Estos pioneros aumentaban rdpidamente en numero, constituyendo eventos
fundadores, con la consecuente pérdida de la variabilidad genética y el aumento de la
homocigosis (deriva y endogamia) (Hewitt, 1999). Los grandes nucleos fundadores
pudieron haber persistido a lo largo del tiempo y las oscilaciones climaticas pudieron haber
llevado a repetidos cuellos de botella (Hewitt, 1999).

Basados en la hipétesis del reloj molecular, se ha datado la divergencia de Alouatta
caraya dentro del género en aproximadamente 4 millones de afios que coincide con el fin
de la elevacion de los Andes que ha sido considerado como el evento vicariante que habria
afectado un gran niimero de especies (Cracraft & Prum, 1988; Cortés-Ortiz et al., 2002).
Posteriormente ha esto, subsecuentes expansiones a partir de refugios habrian estado
relacionadas con caracteristicas ecologicas especificas de los organismos (Cracraft &

Prum, 1988).

La divergencia de las poblaciones a partir de un poblacién ancestral se definiria por
el cese del flujo génico, sin embargo si ese aislamiento coincide con un evento geolégico
particular en general constituye una hipétesis (Knowlton et al., 1993). Si se considera un
modelo neutral, el tiempo de coalescencia para un conjunto de linajes mitocondriales es
aproximadamente de N, generaciones, cuando se compara este valor tedrico con los reales
obtenidos en este trabajo, se observa que no se cumple la igualdad. En este trabajo, el
tiempo de coalescencia para todos los linajes fue de 10.200 afios, y el valor tedrico es de
20.000 afios. Un factor que afecta la estructura de las genealogias podria estar dado por
fluctuaciones en el N, en este caso, considerando las fluctuaciones climdticas del

Pleistoceno y el periodo de Younger Dryas, los tiempos de coalescencia.tan tempranos
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estarian reflejando reducciones importantes en el N. probablemente asociados a estas

fluctuaciones climaticas.

A su vez, tiempos de coalescencia tempranos también fueron observados dentro de
cada clado, lo cual sugiere fluctuaciones importantes en el N.. Esto podria estar indicando
dispersiones sucesivas de las poblaciones hacia el sur, siguiendo un patrén de migracién
por saltos de piedras, sin embargo es necesario un muestreo mas amplio de poblaciones a

lo largo de los rios Parana y Paraguay para verificar esta hipétesis.

Entre el tiempo de coalescencia estimado para el antecesor comiin mas reciente de
ambos clados (MRCA) y el MRCA de cada clado (hace aproximadamente 5.700-5.200
aflos, pz) se observa una brecha temporal de unos 4.000 afios.

Poblacion ancestral

~10.000 afios
~ 4,000 afios

~ 6.000 afios

/
A B

Este patron genealdgico podria indicar un proceso de subdivision de la poblaciéon o
bien, otra explicacion alternativa es que podria deberse al mantenimiento de los linajes por
un proceso de seleccion equilibradora. Sin embargo, el andlisis de 27 ejemplares de
Alouatta caraya para 8 loci de microsatélite mostré una ausencia total de variabilidad en el
tamafio de los mismos hecho que se ajustaria al modelo de subdivision poblacional y no a
un proceso selectivo como factor causante del patron de variabilidad observado a nivel
mitocondrial. Si bien, los loci analizados podrian ser poco polimorficos a nivel del linaje
de los atélidos o bien algunos loci presentaron algin alelo nulo, la ausencia o poca

variabilidad también fue puesta en evidencia en la especie en base a otros estudios.

A. caraya a nivel regional en su distribucion sur o bien a nivel de cada clado
presenta valores relativamente altos de diversidad haplotipica pero bajos de diversidad
nucleotidica. Estos resultados se esperan en el caso de una rapida expansion poblacional a

partir de una poblacion de tamario efectivo pequerio (e.g., Excoffier & Schneider, 1999).
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Un gran nimero de trabajos, donde se analizan la variabilidad genética empleando
marcadores moleculares, han sido publicados recientemente donde analizan los patrones
filogeograficos asociados a las fluctuaciones climaticas del Pleistoceno y el fin de las
glaciaciones junto con el calentamiento global de numerosos organismos, principalmente
en el Hemisferio Norte, como peces (e.g., Bematchez & Wilson, 1998), alces
(Hundertmark et al., 2001), y osos (Barnes et al., 2002), entre otros. En Gorilla gorilla
graueri y G. g. beringei se estimaron expansiones poblacionales datadas en 20.000 afios
que fueron precedidas por cuellos de botellas asociados a reducciones de la selva ocurrida
durante la tltima glaciacién (Jensen-Seaman & Kidd, 2001). Una rapida expansién
poblacional durante periodos postglaciales habria ocurrido en Canis lupus en América del
Norte (Vila et al, 1999). La expansioén inicial del rango de distribucion en Phyllotis
xanthopygus en Patagonia fue estimada hace 12.000 afios asociada a el desarrollo del clima
moderno en Patagonia y la distribucion de la vegetacion (Irondo & Garcia, 1993; Kim et
al., 1998).

En este trabajo las estimaciones de N, en las poblaciones ancestrales que originaron
cada clado A y B fueron de 500 y 800 hembras respectivamente (segiin u,) que caen dentro
del rango observado para otros organismos como Alces alces que se propone sufrié un
importante cuello de botella hace unos 13.000 afios seguido de una expansién poblacional
(Hundertmark et al., 2001).

Estudios previos en A. caraya han concordado en considerarla como especie
monotipica en toda su distribucion en base a caracteristicas cariotipicas y morfolégicas
(e.g., Mudry, 1990; Hirsch et al., 1991; Mudry et al., 1998). Ademas, estudios de
variabilidad genética a nivel de proteinas sanguineas mostraron que s6lo 4 loci fueron
polimérficos de un total de 15 analizados que presentaron un valor de heterocigosis
promedio (H = 0,05 +/- 0,03) dentro del orden de los valores descriptos en la literatura para
otros aulladores (Szapkievich, 2001).

En el presente trabajo, la hiptesis propuesta para explicar el patrén de variabilidad
observado en A. caraya considera que la baja variabilidad genética encontrada en la
especie en comparacion con su grupo hermano ‘seniculus * podria explicarse considerando
que las poblaciones de A. caraya fueron mas afectadas por las fluctuaciones climéticas del
pleistoceno produciendo disminuciones importantes del N, con un cuello de botella hace

10.000 afios llevando a una pérdida significativa de la variabilidad genética. Asimismo, las
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diferencias entre los dos grupos podria reflejar en parte a la diferente distribucion
geografica, dado el grupo “seniculus’ habria ocupado una distribucion central, mientras que

caraya tiene una distribucion marginal (e.g., Hirsch et al., 1991).

La historia evolutiva en Alouatta caraya, como en otros grupos de organismos,
habria estado influenciada por las fluctuaciones climaticas globales. Ademas las
caracteristicas propias del grupo como sus habitos generalistas y el hecho de ocupar un
amplio rango de ambientes, habrian limitado su diversificacion intraespecifica, ajustindose
a la categoria propuesta por Vrab de persistencia de la especie con estasis dentro de su
hipétesis de “turnover pulse’ asociada a los cambios climiticos del Pleistoceno (1983,

1993, 1995).

2. Rutas de colonizacién de la distribucién marginal sur

Para explicar la presencia de dos linajes mitocondriales divergentes en una misma
regién, se consideraron las caracteristicas particulares de la region geogréfica que ocupa
Alouatta caraya, considerando las consecuencias de las distribuciéon de la biota como uno

de los factores limitantes en la expansion del rango de la especie.

La presencia del haplotipo CB1 (CB: citocromo b), perteneciente al linaje A de los
haplotipos para la regién control, en dos localidades distantes geograficamente una del
Mato Grosso y otra en Corrientes (Argentina), permitiria proponer un patrén de migracién
desde esa region hacia el sur probablemente empleando al rio Paraguay como ruta de
migracion. Esta poblacion ancestral que dio origen al clado A probablemente haya
ocupado la regién del Refugio Pleistocénico Madeira que se describié para aves (Haffer,
1969, 1979), mariposas (Brown e al., 1974) y arboles (Prance, 1973) (Figura 41).

El haplotipo CBS, observado en dos ejemplares también de Corrientes, fue el mas
divergente de todas las secuencias analizadas para el citocromo b. En este caso, dada la
cercania con el rio Parani, la hipétesis propuesta es que los individuos de Loreto
provendrian de una region probablemente cercana a la region de Goids y que la ruta de
migracion podria haber sido el rio Parand. En este caso la poblacién ancestral que habria

originado al clado B habria ocupado la regién del Refugio Pleistocénicq de Araguaia
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(Goias) propuesto en base a distribuciones de aves (Haffer, 1979), lagartijas (Vanzolini &
Williams, 1970) y mariposas (Brown et al., 1974) (Figura 41).
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Figura 41. Hipétesis de rutas de migracion hacia el sur en Alouatta caraya
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Esta hipotesis de rutas de migracion en Alouatta caraya permite considerar la
propuesta de que la regién marginal sur fue colonizada por individuos provenientes de al
menos dos poblaciones de distribucion central. Una migracion proveniente de la regién del
Mato Grosso donde se habria originado el clado A, para esta propuesta también se
consider6 que el haplotipo HO008 (clado A) del individuo de Paraguay estd mas
cercanamente relacionado con el HOO01, y alejado del HO18 y H033 (clado B). Otro proceso
de migraciéon a partir de la region de Goids por el rio Parana, habria permitido la

colonizacién de la region sur por el linaje B.

Los resultados obtenidos en base a la region control, permiten proponer que los
eventos de expansion del rango de la especie podrian haber ocurrido hace unos 6.000 afios
que es cuando habria tenido lugar la expansion dentro de cada clado y cuando se considera

que la distribucion de la flora era aproximadamente la observada en la actualidad (Webb &
Marshall, 1982).

205



Capitulo V

Otros autores han propuesto diferentes rutas migratorias para la expansion del
rango de distribucién de las especies postpleistocénico en la region sur subtropical. Por
ejemplo, en algunos grupos de aves se ha propuesto que los rios Bermejo y Pilcomayo
habrian constituido rutas de migraciéon entre la selva Paranaense y la Yungas (Nores,
1994). En Cebus apella la hipétesis propuesta de expansion del rango de la especie
considerd la "ruta oréfila" que conecta Brasil meridional-Yungas (Brown, 1987). Incluso
en Cebus apella se consider6 que estas reducciones drasticas de los ambientes durante el
Pleistoceno podrian haber favorecido la diversificacion de las tres subespecies de
distribucién sur C. a. pallidus, paraguayanus y nigritus (Brown, 1987). En este sentido, los
resultados obtenidos en este trabajo acerca de la divergencia reciente entre las dos
subespecies analizadas C. a. paraguayanus y C. a. nigritus en base a la secuencia
mitocondrial de COII apoyarian la hipétesis biogeografica propuesta por Brown (1987)
junto con otras lineas de evidencia genética (e.g., Mudry, 1990; Martinez et al., 2002).

Actualmente, un gran numero de estudios abordan trabajos integradores de variadas
disciplinas constituyendo un nuevo modelo para comprender de manera mas acabada los
procesos actuales y pasados que originaron nuestro mundo natural (Wilson, 1998). A su
vez, el andlisis de un grupo de especies permite inferir la efectividad relativa de los eventos
histéricos y los procesos ambientales actuales marcando los patrones biogeograficos
regionales (Avise, 2000). En este trabajo, se observé que la variabilidad genética en la
actualidad en Alouatta caraya en su distribuciébn marginal sur estd signada de manera
significativa por eventos demograficos histéricos, donde la caracterizacién de la
variabilidad genética constituye una pieza més para armar el rompecabezas que conforma
la historia evolutiva de la especie. Futuros trabajos que incluyan muestras de localidades
geograficas que abarquen toda su distribucién, y un mayor nimero de loci, podrian
confirmar la hipétesis propuesta. A su vez, cuando numerosos trabajos abordan el estudio
filogeografico de expansiones del rango de las especies hacia latitudes mayores en el
hemisferio norte empleando marcadores moleculares (e.g., Wares, 2002), en base a la
bibliografia disponible, no se encontraron trabajos que analicen esta problemética en
mamiferos de América del Sur. Contando con este trabajo como precedente, nuevas
investigaciones ya sea en primates o en otros mamiferos permitirian comparar los patrones
filogeograficos en otros grupos. En estos casos el conocimiento de un marco biogeografico

comiin permitird una visién integradora de los efectos paleoclimaticos sobre la distribucién

de las especies.
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Parte II. Consecuencia genética de la estructura social en primates

1.1. Diversidad mitocondrial en Alouatta caraya en relacién a su organizacién social

Las investigaciones en comportamiento de primates han enfocado sus estudios
principalmente en los patrones de organizacion social considerando la socialidad como una
caracteristica fundamental en su evoluciéon (Crockett, 1987). La radiacion adaptativa de
este orden que se verifica en una gran diversidad de tamafio corporal, habitats, dieta y
organizacion social, ha permitido un amplio espectro de comparaciones, como por ejemplo
la entre especies filogenéticamente cercanas con estructuras sociales similares o distintas,
hasta especies lejanamente emparentadas y con estructuras sociales similares (Crockett,
1987; Fleagle, 1998). A su vez, los modelos de organizacidén social en primates se han
utilizado para inferir posibles estructuras sociales en los hominidos ancestrales y de este
modo su posible influencia en su evolucién del grupo (Crockett, 1987; Lewin, 1993).

Las investigaciones de la organizacién social en primates han abordado el estudio
de factores ecolégicos que incluyen las estrategias reproductivas, la disponibilidad de los
recursos, la presencia de predadores, la seleccién por parentesco, la competencia intra-
sexual asi como factores filogenéticos (e.g., Clutton-Brock & Harvey, 1977; Di Fiore &
Rendall, 1994; Janson, 1992, 2000).

La caracterizacién genética de las relaciones entre y dentro de los grupos sociales
provee una herramienta muy poderosa para poner a prueba estas hipdtesis. Entre los puntos
especificos que pueden ser analizados, desde el punto de vista genético, estarian la
correlacién entre el estatus de dominancia y el éxito reproductivo, los niveles de
endogamia, el grado de parentesco, flujo génico entre poblaciones, y la variacion

intrapoblacional, entre otros. (Morin & Woodruff, 1992).

La estructuracién genética de una poblacion estd influenciada, entre otros aspectos,
por la migracién de los individuos en funcién del sexo como asf también por la
permanencia de los individuos en su grupo natal (filopatria). Ambos factores permiten
caracterizar la estructura social de los grupos (Storz, 1999). Si bien, la estructuracién social
conlleva a una reduccion del tamaiio efectivo (N.) de los demos locales, con un aumento de

la diferenciacién genética entre los grupos por efectos de la deriva, la migraci6n tenderia a
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homogeneizar la variabilidad genética (Crow & Kimura, 1970; Chesser et al, 1993;
Nunney, 1993; Storz, 1999). En animales que presentan organizacion social, la filopatria
en las hembras dara como resultado que los grupos sociales representen sélo una pequeiia
muestra no aleatoria del total del acervo génico de la poblacion de hembras, a su vez, la
permanencia o reemplazo de hembras reproductivas de o por sus hijas, produciria la

diferenciacion de los grupos sociales segtin las matrilineas (Storz, 1999).

Si bien no se cuenta con datos basados en observaciones directas, estudios por
simulacion han mostrado que la estructura jerarquica observada en algunos grupos sociales
también afectaria la diferenciacion (Hoelzer et al., 1998). Esos estudios analizaron cémo la
estructuracién de la poblacion en grupos sociales filopétricos y poliginicos en los que las
hembras ocupan distintas jerarquias en el grupo social y distintos niveles de migracion,
afectaban el tiempo medio de coalescencia de haplotipos y la tasa de sustitucién en el
mtADN (Hoelzer et al., 1998).

En la mayoria de las especies poliginicas de primates, los machos se dispersan
mientras que las hembras muetran comportamientos filopétricos, este es, también, el patrén
mas frecuente en otros mamiferos (Greenwood, 1980). Por eso, los primates con
estructuras poliginicas se espera que las hijas permanezcan en sus grupos natales
(filopatria) y que los hijos -machos- se transfieran a otras tropas (Wrangham, 1980). En
cambio en los grupos de primates donde no se observa asociacién grupal entre hembras
emparentadas se espera que estas también se transfieran a otras tropas, en ese caso los hijos
-machos- permanecerian en su grupo natal (Wrangham, 1980). Pusey y Packer (1987)
dividen el término dispersién en dos componentes: emigracion y transferencia, emigracion
natal corresponderia a la emigracién del grupo natal o del 4rea de ese grupo, mientras que
transferencia natal es la emigracion del grupo natal seguida de la inmigracién en un grupo
en el cual hay individuos del sexo opuesto reproductores. Esto permite considerar los casos
en que los individuos emigran pero no ocurre transferencia, es asi que los individuos
inmigrantes constituirian animales que se han transferido a este grupo (Pusey & Packer,
1987).

Cuando existe una dispersion sexo-especifica en poblaciones estructuradas, se
esperaria que el genotipo del sexo que mas se dispersa se distribuyera de manera mas
aleatoria entre las poblaciones que los genotipos del otro sexo, en el caso de la dispersion

seguida de inmigracion (e.g., Avise, 2000). Este fendmeno genera una estructuracion sexo-
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especifica de la variabilidad genética que puede ser analizada a partir de los marcadores

moleculares (e.g., Prugnolle et al., 2002).

Los estudios genéticos han confirmado estas propuestas, observindose que en
especies donde los machos son filopatricos y las hembras se transfieren entre los grupos,
no existirian una estructuracion geogrifica de la variabilidad a nivel del ADN
mitocondrial, por ejemplo en Papio y Pan (e.g. Hashimoto et al., 1996; Gagneux et al.,
1999; Hapke et al., 2001). En Papio hamadryas se ha observado la emigracion de ambos
sexos, pero sOlo la transferencia de hembras, en Pan troglodytes, el patrébn es mas
complejo pero presentaria el mismo comportamiento que los mandriles en general (Pusey
& Packer, 1987). A su vez, por ejemplo en Macaca, donde se observaron comportamientos
filopétricos en las hembras y dispersién en machos, los estudios genéticos han mostrado
una estructuracién geogréfica de la variabilidad a nivel mitocondrial y una homogeneidad
(es decir ausencia de estructuracién geogréafica) a nivel nuclear (e.g., Melnick & Kidd,
1985; Melnick & Hoelzer, 1996). De hecho, existen numerosos trabajos en monos
catarrinos que, empleando diversas metodologias de anlisis genéticos, investigan la
influencia de la estructura social en la diferenciacion genética de las poblaciones de
macacos y mandriles, y también en las especies de monos antropomorfos chimpancé,
gorila y orangutén (e.g., Melnick, 1987; Melnick & Kidd, 1985; Melnick & Hoelzer, 1996;
Gagneux ef al., 1999; Warren et al., 2000; Vigilant et al., 2001; Gagneux, 2002). Sin
embargo, estd temética ha sido poco estudiada en platirrinos, donde dos especies de monos
aulladores: Alouatta pigra y A. seniculus se han estudiado mediante técnicas de
electroforesis de isoenzimas y mtADN (Pope, 1990, 1992, 1998, 2000; James et al., 1997).

En Alouatta caraya, los estudios ecolégicos muestran que ambos sexos emigran (se
dispersan) de sus grupos natales (e.g., Zunino, 1986; Rumiz, 1990). A su vez, en ambiente
de tierra firme, se observaron comportamientos asociados a la presencia de una jerarquia
en hembras donde las hembras de mayor rango tendrian un mayor éxito reproductivo
(Zunino, 1986; Rumiz, 1990). En otra especie de aullador, Alouatta seniculus, la presencia
de un tnico haplotipo en las tropas (con excepcién de los machos adultos) parece ser el
producto del comportamiento filopatrico de las hembras asociado una jerarquia entre las
mismas, en condiciones de estabilidad poblacional (Pope, 2000). En base a estos estudios,

en A. caraya como modelo de primate poliginico, se esperaria observar una estructuracion
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geografica de la variabilidad genética a nivel mitocondrial dada por la filopatria y la

jerarquia en hembras.

En Papio hamadryas, que presenta filopatria en machos y transferencia de hembras
entre grupos, el valor de IT fue mayor (Hapke er al., 2001) al observado en 4. caraya. El
estudio en P. hamadryas se realizb sobre 74 individuos procedentes de 10 localidades que
se ubicaban a un maximo de 200 km de distancia (Hapke et al., 2001). En este se

describieron 35 haplotipos diferentes con IT de 13,3 ( 7,1), y al igual que en la poblacién

de A. caraya, los autores observaron la presencia de dos linajes mitocondriales principales
con una distribucion bimodal del nimero de diferencias entre las secuencias (Hapke ef al.,
2001). Las comparaciones dentro de los linajes mostraron una moda de 5 sustituciones
(Hapke et al., 2001) frente a las 3 sustituciones dentro de cada clado A y B observadas en

este trabajo en 4. caraya.

En orangutan (Pongo pygmaeus) que es considerada como una especie solitaria, las
hijas permanecen en un area de accion cercana a su madre, en este caso un estudio de ADN
mitocondrial mostré una estructuracién geografica de la variabilidad mitocondrial (Warren
et al., 2001). En ese estudio los autores analizaron 43 ejemplares de P. pygmaeus
procedentes de 6 localidades de Borneo observandose 40 haplotipos con 3 a 10 sitios

diferentes pero no indican los valores de I'T (Warren et al., 2001).

En los macacos (Macaca), las hembras son filopatricas y machos se transfieren a
otros grupos. Es el género mis estudiado en cuanto a la influencia de la organizacién social
en la estructura genética de la poblacion, empleando metodologias como electroforesis de
isoenzimas y de RFLPs mitocondriales (e.g., Melnick & Hoelzer, 1996), pero no
secuenciacién de la RC del mtADN. En estos estudios se observé una marcada
estructuraciébn geografica de la variabilidad mitocondrial frente a una homogeneidad, a

nivel nuclear (e.g., Hoelzer et al., 1994).

En Alouatta seniculus, donde las hembras muestran comportamientos filopatricos,
sobre un total de 52 ejemplares provenientes de dos poblaciones ubicadas a 200 km de

distancia aproximadamente, se observaron 12 haplotipos distintos para al RC, con un valor

de TI de 7 (+ 4) (Pope, 2000). Si bien el nimero de haplotipos encontrado fue
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practicamente la mitad del encontrado en el presente trabajo para A. caraya, el valor de I

seria el més similar respecto a los datos referidos anteriormente en primates.

El nimero de haplotipos observados en A. caraya es similar al observado en Papio,
un primate con machos filopatricos, pero con un valor de diversidad nucleotidica mas
cercano al publicado para Alouatta seniculus (dos poblaciones), que se caracteriza por
hembras filopétricas. Sin embargo, hay que destacar que la informacién provista en la

literatura dista mucho de ser completa lo cual impide profundizar en las comparaciones.

En A. caraya, como un indicador de la migracién de individuos, se analizaron los
haplotipos compartidos entre las poblaciones. La frecuencia de haplotipos compartidos
entre localidades fue baja mostrando un unico haplotipo, H001 que es le haplotipo de
mayor frecuencia en este estudio, en 3 de las 7 localidades consideradas sugiriendo un
comportamiento filopéatrico en las hembras en concordancia con los trabajos de campo
(Zunino, 1986; Rumiz, 1990). A su vez, en Papio se observaron 5 haplotipos presentes en
2 localidades distintas y un haplotipo compartido por 4 localidades (Hapke et al., 2001),
mostrando justamente el patrén opuesto al observado en 4. caraya.

En A. caraya, el andlisis de la divergencia genética a nivel del mtADN, en funcién
de la distancia geogréfica considerando ambos sexos, mostrd el patrén esperado para
especies de primates con hembras filopétricas y machos que se dispersan como en Macaca
(e.g., Hoelzer et al., 1994). Asimismo la ausencia de aislamiento genético por distancia a
nivel del mtADN se observo en especies con machos filopétricos como Papio (Hapke et
al., 2001). En otros organismos con organizacién social como ocurre en roedores, por
ejemplo en Proechimys steerei y en P. simonsi que se caracterizan por filopatria en
hembras, se describié un patrén de aislamiento por distancia a nivel del mtADN (Matocq
et al., 2000). Por otro lado, en otro roedor como Phyllotis xanthopygus no se observéd
evidencia de aislamiento por distancia sugiriendo que los parches ambientales constituirian
nichos de colonizacién y extincién constituyendo en su conjunto una metapoblacién (Kim
et al., 1998).

La divergencia genética mitocondrial en funcién de la distancia geogréfica en 4.
caraya también fue significativa considerando sélo a las hembras, mientras que no lo fue al
considerar s6lo machos. Estos resultados apoyan las propuestas realizadas en base a datos

comportamentales que consideran un patrén diferencial de dispersién entre machos y
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hembras, donde si bien ambos sexos emigran del grupo natal, sélo los machos tendrian
éxito en incorporarse a una tropa ya establecida por eventos de recambio de machos
(transferencia de machos), mientras que las hembras fuera de su grupo natal s6lo podrian
reproducirse en un nuevo grupo formando parte de las hembras fundadoras o bien
formando una pareja con un macho solitario (ausencia de transferencia en hembras) (e.g.,

Zunino, 1986; Rumiz, 1990).

El por qué de la dispersién de un sexo en particular es un tema de debate. En la
mayoria de las especies poliginicas se observa que el éxito reproductivo en las hembras
estd influenciado por las restricciones nutricionales, a su vez la eficiencia de forrajeo
aumenta con el conocimiento del drea y la fenologia de las fuentes de alimento, esta
familiaridad se ve favorecida permaneciendo en su area natal (Pusey & Packer, 1987).
Como resultado las hembras se veran mas favorecidas de permanecer en su area natal que
los machos (Wrangham, 1980). Por otro lado, la competencia intrasexual entre machos
para acceder a clpulas seria mayor que entre hembras, por lo tanto los machos se

dispersarian para aparearse (Greenwood, 1980).

1.1. Las matrilineas y las relaciones sociales entre hembras

Los primates presentan una gran diversidad de sistemas sociales que han
evolucionado independientemente en distintos linajes (Kappeler, 1999). Los costos y
beneficios de vivir en grupo han sido un tema de gran interés para los primatélogos
dedicados a la ecologia (e.g., Crook & Gartlan, 1966).

El tipo de estructura social se define por el numero y sexo de los individuos
asociados (Struhsaker, 1969). Entro los Monos de Nuevo Mundo, existe una amplia
variedad de tipos de organizaci6n social, con géneros que presentan estructuras de pareja
desde el punto de vista reproductivo -si bien puede haber mas hembras en la tropa existiria
s6lo una reproductiva- como se presenta en Callithrix, Cebuella, Saguinus, Leontopithecus,
Aotus y Callicebus. En Saimiri, S. oerstedii y S. sciureus se describen grupos poliginicos -
multimachos, mientras que en S. boliviensis se observan grupos formados sélo por hembras
y sus crias donde los machos adultos forman grupos separados (Boinski, 1999). Pithecia,

Chiropotes, Cacajao, Brachyteles y Ateles, presentarian grupos fision-fusién mientras que
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Cebus, Callimico, Lagothrix y Alouatta grupos poliginicos (unimachos y/o multimachos)
(Fleagle, 1998).

Esto es una mera generalizacion de las estructuras reproductivas en los diferentes
géneros de monos platirrinos ya que al aumentar el nimero de trabajos de campo se
observa una amplia variedad de estructuras sociales que reflejarian una gran plasticidad en
funcién de la disponibilidad de recursos (Kinzey & Cunningham, 1994). Kinzey &
Cunningham (1994) proponen que las tradicionales distinciones entre organizaciones de
fusién-fisién y cohesivas representan los extremos de un continuo de diferentes formas de
organizacion social y que en platirrinos la fragmentacién de las tropas representaria un
ajuste facultativo a condiciones ambientales y demogréficas y que seria un evento comin

en este grupo de primates.

Dentro de los grupos los factores que afectan a cada sexo serian distintos (Trivers,
1972). El paradigma de la socioecologia considera que: la distribucidn espacial y social de
las hembras refleja condiciones ecolégicas en relacién a la predacién y distribucion y
cantidad de recursos, mientras que la distribucién espacial de los machos y sus relaciones
sociales estarian determinadas por sus oportunidades de apareamiento (Emlen & Oring,
1977). Las especies que presentan asociacion entre hembras (‘female-bonded, FB) se
definen como aquéllas en las que las hembras mantienen lazos filiativos con otras hembras
de su grupo y usualmente, pasan su vida en el grupo donde nacieron (Wrangham, 1980). A
su vez, la evolucion de jerarquias de dominancia y la formacién de alianzas entre hembras
emparentadas asociada a comportamientos filopétricos, se puede explicar en base a la
competencia por recursos entre ellas (e.g., van Schaik, 1996). En aquellos grupos donde
hubiese competencia intra-grupal por los recursos, las hembras presentarian asociaciones

por parentesco (e.g., Altmann, 1980).

De acuerdo a modelos ecolégicos de patrones de agrupamiento en primates, los
grupos grandes se consideran que tienen ventajas competitivas sobre grupos pequeifios en la
defensa los recursos (Wrangham, 1980; van Schaik, 1989). La competencia entre grupos ¢
intra grupos plantea una controversia al paradigma inicial, permitiendo el planteo de
modelos alternativos de estructura social en hembras (Tabla 45) (van Schaik, 1989)
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Tabla 45. Efectos de la competencia por recursos limitantes en las relaciones entre hembras y su

dispersion

Competencia de grupos Respuesta social Asociacidén entre
Dentro Entre Filopatria Dominancia Hembras

Baja Baja No No No

Baja Alta Si No Residentes

Alta Baja Si Si Si (emparentadas)
alta alta si tolerante tolerancia

Estos modelos proponen una plasticidad en el establecimiento de las relaciones
sociales en los grupos, un ejemplo analizado fue Saimiri considerando dos de sus especies
S. boliviensis y S. oerstedii (van Schaik, 1989). En la primera se observan alianzas entre
hembras emparentadas, con una jerarquia marcada y comportamientos filopatricos,
mientras que en S. oerstedii las hembras no forman alianzas. A su vez la distribucion de los
recursos serian muy distintas, ya que en el drea que ocupa S. boliviensis los parches de
frutos son grandes y de una densidad media, en tanto que en la de S. oerstedii los parches

son pequeilos y de baja densidad (Boinski, 1999).

Alouatta seniculus constituiria un modelo donde existen asociaciones de hembras
emparentadas junto con una jerarquia de dominancia en el que las hembras de mayor
jerarquia darian un mayor nimero de descendientes (e.g., Crockett, 1984; Pope, 2000). En
esta especie ambos sexos emigran y también ambos sexos son filopatricos con una
marcada diferencia en la proporcion de individuos de cada sexo, ya que el 20 al 30% de las
hembras se reproducirian en su grupo natal frente a s6lo el 2 % de los machos (Crockett,
1996). La emigracion de hembras fue considerada como consecuencia de la competencia
entre ellas por el nimero limitado de posiciones como reproductoras, observandose como
méximo 4 hembras reproductoras por tropa (Crockett, 1984, 1996). El tamafio de la tropa
estaria directamente relacionado al nimero de hembras reproductoras que a su vez estaria
limitado por la competencia por recursos, lo cual daria como resultado tropas pequeiias
(Crockett, 1984). Un factor asociado a el numero limitante de hembras reproductoras es el
infanticidio, ya que tropas grandes con muchas hembras adultas tendrian una mayor
probabilidad de ser atacadas por otros machos que al desplazar al macho de la tropa
matarian a las crias de estas hembras, de esta manera, la emigracion de hembras evitaria el

infanticidio (Crockett & Janson, 1993).
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La poblacion de carayds analizada en este trabajo habita la Isla Brasilera (IB)
(Chaco, Argentina) que presenta un habitat correspondiente a selva de inundacién y tiene
una superficie de 292 ha, la poblacién de ‘carayd” que la habita y su composicion y
estructura floristica ha sido estudiada por 5 afios (Zunino et al., 2001). En este trabajo, se
consideraron, de manera general, dos tipos de ambientes en la isla: Albardén principal
(AP) caracterizado por ser un terreno elevado y con baja frecuencia de inundacion, y
Monte (que incluye las regiones Punta Sur, Punta Norte y montes periféricos de la isla) que
forma parte de tierras mas bajas y con mayor frecuencia de inundacién (Zunino et al.,
2001). En AP que es un area mis rica en recursos para los aulladores, la densidad de
aulladores fue de 3,02 ind/ha con un tamaifio grupal promedio de 11,25 individuos por
grupo, mientras que en los Montes los valores fueron de 1,8 ind/ha y 6,13 individuos por
grupo (Zunino et al., 2001).

La ausencia de datos en la literatura de variablidad nucleotidica en estudios de
poblaciones de monos platirrinos tanto a nivel de secuencias nucleotidicas nucleares como
mitocondriales, no permitieron la comparacién con los resultados obtenidos en este trabajo
de Tesis. El unico trabajo en donde se analiz6 la variabilidad nucleotidica mitocondrial fue
realizado en poblaciones de A. seniculus de Venezuela, sin embargo la autora no refiere
parametros de variabilidad haplotipica ya que sdélo describe el nimero de haplotipos
observados en las hembras de ciertas tropas (Pope, 2000) por lo cual no es posible realizar

la comparacién adecuada.

Las estructuras genéticas de la poblacion de Alouatta caraya en Isla Brasilera y de
las tropas son complejas y se hace necesario un andlisis considerando numerosos
pardmetros ecoldgicos tales como la disponibilidad y calidad de los recursos alimenticios y
especialmente demograficos como el nimero de nacimientos, mortalidad, migracién de
hembras y machos de cada tropa. Dado que no se cont6 con esta informacin se traté de
interpretar los datos genéticos obtenidos en el presente trabajo de manera comparativa con
estudios demograficos en 4. caraya en Isla Guascara (Rumiz, 1990), Isla Brasilera -datos
generales- (Zunino ef al., 2001) y tierra firme (parches de bosques) (Zunino, 1986; Rumiz,
1990).

La correlacién positiva entre calidad del ambiente y la densidad de “caraya” ha sido
ampliamente confirmada, esto muestra que en ambientes mais pobres en recursos
alimentarios donde los recursos son mas limitados (tierra firme y la zona de monte en
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islas), la densidad de ‘caraya’ es significativamente menor que en habitats como los
albardones principales en las islas (Rumiz, 1990; Zunino et al., 2001). A su vez, en
ambientes de tierra firme los grupos presentan areas de accién no superpuestas indicando
un comportamiento territorial de los grupos (Zunino, 1986). También en ambientes de
tierra firme, la jerarquia en hembras ha sido comprobada mediante observacion de
comportamientos agonisticos entre hembras de una misma tropa, asimismo esta jerarquia
fue asociada a una prioridad en el acceso a recursos alimentarios mas beneficiosos y un
mayor éxito reproductivo de las hembras de mayor rango (Zunino, 1986). Las tropas del
Albardon Principal de Isla Brasilera, un habitat de alta calidad, presentan grupos
multimachos y superposicion al menos de los limites de las dreas de accién de las tropas,
mostrando ausencia de un marcado comportamiento territorial probablemente debido a una
alta disponibilidad de recursos (Zunino et al., 2001). En Isla Brasilera, la estructura
jerarquica en hembras ain no ha sido descripta mientras que en machos constituye un
proyecto de Tesis doctoral en curso (Oklander, comunicaciéon personal). Observaciones
personales cualitativas en el sitio de estudio tales como presencia de hembras periféricas a
una tropa del albardon principal y comportamientos de agresividad hacia ellas, por parte de
las hembras adultas de la tropa, podrian reflejar un comportamiento de defensa de los

recursos por parte de estas ultimas.

Si por un lado, en IB los grupos son multimachos-no territoriales, y en TF son
unimachos-territoriales (Zunino er al., 2001), la presencia de hembras periféricas podria
deberse a que el grupo de IB llegé a un tamafio maximo, luego del cual el costo de la
competencia dentro del grupo podria superar el beneficio de vivir en él, conduciendo o
bien a la emigracion de individuos o a la fision del grupo (Pope, 2000). De hecho la tropa
en la que se obtuvieron esas observaciones presentaba en ese momento 13 individuos, y
ocupaba el limite sur del albardén de IB, luego de esa campaiia no se volvieron a tener
registros de la misma y como no habia individuos marcados, no se pudo saber si se habian
integrado a otra tropa, se habian desplazado hacia otra parte de la Isla, o habian muerto

(Zunino, comunicacién personal).

Los resultados obtenidos en este trabajo en base al ADN mitocondrial muestran que
en los grupos, tanto machos como hembras, mantienen una cierta cohesién genética
asociada a la presencia de haplotipos de uno u otro linaje mitocondrial A 6 B (Figura 36).

En las tropas de donde se obtuvieron mas numero de muestras se observan haplotipos
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mayoritarios, por ejemplo en la tropa X28 la frecuencia del haplotipo H021 fue de 0,69
mientras que los 4 restantes haplotipos presentaron frecuencias de 0,09 (Tabla 42). Cuando
se analizaron las relaciones entre las tropas (Figura 37) se observé diferenciacién de dos
grupos principales que al compararlo con el fenograma de la Figura 36, coinciden con los
dos linajes mitocondriales principales A y B. En el grupo superior, el 100% de los
haplotipos descriptos en cada tropa pertenecen al linaje A, mientras que en el grupo
inferior, los haplotipos pertenecen en su mayoria al grupo B aun cuando en las tropas X10,
X28 y X30 se observo un individuo con haplotipo del linaje A en cada una (Figura 36 y
37). En particular, en las tropas X10 y X30, se observd un macho adulto en cada una con

haplotipos del clado A, mientras que en la tropa X28 el ejemplar fue una hembra juvenil.

La tendencia a mantener una cohesiéon matrilineal de grupo en las tropas de IB de A.
caraya reflejaria el mismo patrén observado en A. seniculus (Pope, 2000). En IB la
organizacion social en tropas conduce a la diferenciacién a nivel del ADN mitocondrial de
la poblacién en base a valores significativos de Fsr entre tropas del linaje A y B, e incluso
entre tropas del linaje A con una distribucion geografica disyunta (Tabla 44).

Las tropas del linaje B empleadas en el andlisis de estructuracién no meostraron
valores significativos y al tener distribuciones geograficas adyacentes o cercanas en el
albardén principal de la isla, la hipdtesis propuesta es que la ausencia de estructuracion
significativa reflejaria una divergencia reciente pudiendo estar asociada a la formacién de

grupos por fision de matrilineas.

La formacion de nuevos grupos por fisibn de matrilineas ha sido estudiado en
macacos. El grupo que se escinde del principal, pequefio o bien de menor jerarquia, se
dispersa del 4rea de accién original, mientras que el grupo de mayor tamafio o de mayor
jerarquia permanece (Chepko-Sade & Olivier, 1979). Por otro lado, el parentesco en los
nuevos grupos seria mayor que en el grupo mayor original, y a lo largo del tiempo este
parentesco disminuird en cada subgrupo hasta que ocurriera otro evento de fisién (Chepko-
Sade & Olivier, 1979). En monos platirrinos se han confirmado casos de formacién de
nuevos grupos por fisién en Alouatta palliata (Carpenter, 1965) confirmado por anélisis de
isoenzimas (Froehlich & Thorington, 1991) y en Brachyteles arachnoides (Strier et al.,
1993). En Alouatta seniculus la formacion de nuevos grupos no parece ocurrir por eventos
de fisién sino que se daria por la asociacién de individuos no emparentados provenientes

de diferentes grupos (Crockett, 1984) o bien grupos de hembras periféricas que se
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mantienen al margen de los grupos sociales hasta que se integra un macho adulto y

establecen un territorio (Pope, 2000).

Como se comentd anteriormente, en IB también se observo la presencia de hembras
periféricas, si bien no se conoce cudl fue el destino de ese grupo, deja abierta la posibilidad
de que en A. caraya se observe un patron similar en la formaciéon de nuevos grupos, al
descripto en A. seniculus (Rumiz, 1990). En ambientes de tierra firme en A. caraya se han
reportado asociaciones de hembras solitarias sin embargo debido a la estructura en parches
del ambiente, aquellos de mejor calidad estarian ocupados por los grupos mas numerosos y
los nuevos grupos se observarian en ambientes pobres con menor éxito reproductivo
(Rumiz, 1990). De hecho, en este trabajo, se muestreé un grupo de tierra firme formado
sélo por un macho aduito, una hembra adulta y su cria que ocupaban un parche de monte
(Tropa CAPRIM) en concordancia con lo observado en otros estudios (Zunino, 1986;
Rumiz, 1990). En A. seniculus, 1a formacién de nuevos grupos esta dada por la asociacion
de hembras no emparentadas (2 o mas hembras) que se mantienen por 6 meses o mas en un
drea que luego formara parte del drea de accion de la nueva tropa que se constituye cuando
un macho se les une (Crockett, 1984; Pope, 1992). En esta especie, las asociaciones de
hembras no eligirian las areas defendidas por machos, sino que estos se unirian a los

grupos de hembras (Crockett, 1984; Pope, 1992).

Considerando la flexibilidad en la organizacién social en 4. caraya donde incluso
dentro de IB los ambientes determinarian la estructura de los grupos con grupos pequefios
en los montes periféricos y grupos grandes en el albardén principal, se podria proponer que
también la formacion de nuevos grupos podrian seguir patrones flexibles en funcién de los
recursos. Los resultados obtenidos del andlisis del ADN mitocodrial en las tropas del
albardén principal podrian reflejar origenes de las tropas -considerando cada linaje A o B-
por eventos de fision. Sin embargo, luego del evento de fision la nueva tropa permitiria la
incorporacion de individuos no emparentados. A su vez la similitud genética entre las
tropas del albardon y los ambientes de monte en IB dentro de cada linaje A o B, no
mostraron patrones definidos en funcién de la distribucién geografica. Esto permitiria
considerar que los ambientes mas ricos de la isla es decir el albardén principal fue
colonizado por los primeros grupos de aulladores que llegaron a la misma (fundadores),

mientras que los grupos que se ubican en los montes serian el resultado de la formacién de
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nuevos grupos ya sea por dispersion o fision de los grupos fundadores o bien por nuevos

eventos de colonizacion de IB.

1.2. Distribucién de los haplotipos dentro de las tropas

Bajo el modelo propuesto para 4. caraya con un asociacion entre hembras
emparentadas y filopatria, la presencia de hembras con diferentes haplotipos en las tropas
podria reflejar una formacion reciente del grupo como asi también una relajacion de la

competencia entre hembras por los recursos, o bien ambas.

En los machos, las hipétesis socio-ecolégicas proponen que el niimero de machos
en un grupo estaria determinado por la capacidad de monopolizar los apareamientos con
las hembras (van Schaik, 1996). Por otro lado, se considera que los machos disminuyen el
riesgo de predacion para la hembra y sus crias, a la vez que en un grupo multimacho se
esperaria un menor riesgo de infanticidios (van Schaik, 1996). Esta propuesta supone que,
en general, las hembras se verdn favorecidas de vivir en grupos multimacho a excepcién
que la competencia por recursos fuera muy alta (van Schaik, 1996). Asimismo, una
compilacién de estudios en primates indicd que los grupos multimachos presentarian
menos conflictos con sus grupos vecinos (van Schaik, 1996). En este estudio se observaron
machos adultos con los mismos haplotipos que las hembras adultas dentro de una misma
tropa. Esto reflejaria cierto grado de filopatria en los machos, sin embargo como la
poblacién analizada habita una isla, no se podria generalizar acerca del patr6n observado,
ya que la isla en si podria constituir una barrera geografica para la dispersion de los
individuos de la isla. Como se mencioné anteriormente, la filopatria en machos también se
observé en A. seniculus donde el 2 % de los machos permanecian en el grupo natal frente

al 20 al 30 % de las hembras (Crockett, 1996).

En Pan troglodytes caracterizado por grupos multimachos, asociacién entre machos
y migracién de hembras, se observé que las hembras si bien seguirian una estrategia
comportamental de promiscuidad, los estudios de paternidad por microsatélites muestran
que las hembras se aparean con machos fuera de su grupo dando como resultado que el
50% de las crias del grupo presentan padres fuera del grupo (Gagneaux et al., 1999). Esta
estrategia reproductiva le permitiria a las hembras la eleccién de pareja sin perder el acceso

a los recursos provisto por los machos de su grupo social (Gagneaux et al., 1999). Esto
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también fue observado en Macaca sinica, con filopatria de hembras (Keane ef al., 1997).
Asi, se podria proponer que la estrategia reproductiva de las hembras en 4. caraya podrian
incluir apareamientos fuera de su grupo probablemente para evitar la endogamia o bien por

eleccion de pareja.

La realizaciéon de trabajos cuyo objetivo sea el estudio del comportamiento en
conjunciéon con el uso de marcadores genéticos permitiran demostrar cuan flexible son los
sistemas de apareamiento en los primates, donde la organizacion social discreta en grupos
podria representar la parte mas visible del sistema social, que en realidad seria un continuo,

y donde los grupos sociales y los grupos reproductores no serian necesariamente idénticos.

2. Eventos histéricos a una microescala temporal

Finalmente para comprender la estructura genética de la poblacion también se
deberian considerar los eventos histéricos definidos principalmente por los procesos de
colonizacién de nuevas 4reas y las fluctuaciones en el tamaifio poblacional (por ej. debido a

epidemias de ura y fiebre amarilla).

En aulladores se han documentado numerosos casos de mortalidad por
enfermedades como la fiebre amarilla (Collias & Southmwick, 1952), aumento del nimero
de infanticidios (Rudran, 1979), deficiencias en la dieta (Milto'n, 1982), huracanes y
presién antrépica (Crockett & Eisenberg, 1987) los cuales llevarian a limitar o reducir la

poblacién.

En la distribucién sur de 4. caraya, se han descripto epidemias de fiebre amarilla
que produjeron la reduccién del tamaiio poblacional en la década del 60 afectando el NE
de Argentina, Paraguay y SE de Brasil (di Bitetti et al., 1994). Mas recientemente en los
80, una proliferacién de Dermatobia sp. (ura), parasito que afect6 el ganado en Formosa
(Argentina), produjo una disminucién poblacional importante en esa regién, que incluso
produjo un cambio en el patrén de actividades en los grupos remanentes de 4. caraya en la
localidad de Riacho Pilaga (Arditi, 1992). Si bien no se cuenta con datos demograficos, se
podria considerar como una aproximacién, que la poblacién de “carayas” de Isla Brasilera
también se vio afectada por las epidemias citadas. Esto, sumado a las inundaciones

periédicas de la isla, permitirian considerar fluctuaciones en la poblacién de ‘carayas”.
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La historia demografica de la isla y la region, también estarian signadas por eventos
de colonizaciéon de ‘carayas’ de otras regiones, que justamente durante épocas de
inundaciones podrian migrar sobre balsas naturales a través de los rios Parana y Paraguay,
donde incluso durante una inundacion se observé una hembra y su cria sobre un tronco en
el rio Parand (Zunino, comunicacion personal). Brown & Zunino (1994) basados en
estudios de distribucion geografica y ambiente, propusieron que el rio Parani actuaria
como corredor bioldgico y centro dispersor en A. caraya, hipétesis apoyada por estudios

isoenziméticos (Szapkievich, 2001).

A diferencia de los trabajos anteriores, en este trabajo, se propone al rio Paraguay
también como ruta de migracion para el ‘carayd’. En base a la hipétesis filogeografica
propuesta, la presencia de los dos clados mitocondriales serian el resultado de la
colonizacién a través de las selvas asociadas a los rios Parana y Paraguay, indicando el

papel histérico de ambos rios como rutas de migracion en 4. caraya.



Parte III. Aplicacién a la conservacién

A medida que las selvas tropicales desaparecen, también lo hacen los primates que
viven en ellas. Las consecuencias de la deforestacion para los primates son la reduccion del
tamarfio poblacional y la fragmentacion en poblaciones locales entre las cuales habria poco
o nulo flujo génico (Pope, 1996). Esto podria llevar a la pérdida de la variabilidad genética
por deriva génica, y a la acumulacion de efectos de endogamia. La pérdida de la diversidad
genética daria como resultado un aumento de la susceptibilidad en los remanentes de las
poblaciones a perturbaciones demograficas y ambientales que podrian conducir a la

extincién del grupo (Shaffer, 1987).

Si bien A. caraya no presenta riesgos para su conservacion, y se distribuye en
ambientes naturalmente fragmentados, la disminucién y degradacién de su habitat por
actividades madereras y agricolo-ganaderas no controladas y abusivas podrian desembocar

en un aislamiento de las distintas poblaciones.

En aulladores, la capacidad colonizadora y la adaptabilidad a cambios ambientales
han sido confirmados por Kowalewski & Zunino (1999) en parches de selva en galeria en
el norte de Argentina, donde los niveles actuales de deforestacién por tala selectiva
parecerian no afectar a la poblacion, la cual ha mantenido, e incluso ha incrementado, su
densidad poblacional y el tamafio de los grupos. Sin embargo, dadas las fluctuaciones
periédicas de su poblacién debido a epidemias o inundaciones, el aumento en su densidad
poblacional también podria ser interpretado como una recuperacién de una disminucién

previa, sin representar un aumento neto en su poblacién.

Segin el modelo de colonizacion a través de los rios, estos ambientes constituirian
un corredor para la migracién de los “carayas’ permitiendo la colonizacién de la regién sur
de su distribucion. Estos estan siendo alterados por la interrupcién de la continuidad de las
selvas en galeria y de inundacién debido al desmonte y a la construccién de represas,

representando potenciales barreras de flujo génico para el 'caraya’.

Al evaluar los procesos evolutivos dentro de la biologia de la conservacion, se

definieron las unidades evolutivas significativas (‘evolutionary significant unit’, ESU)
como la unidad de poblacién que se debe considerar independiente para su conservacién

considerando su acervo genético y caracteristicas ecoldgicas distintivos (Ryder, 1986;
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Moritz, 1994). Si bien el concepto de ESU esté en continua revision, Crandall ef al. (2000)
proponen un criterio operacional para determinar la particularidad ecolégica y genética de
una poblacion, en funcién de refutar el criterio de intercambio genético y ecoldgico, donde
las implicancias de manejo se centrarian en preservar la divergencia adaptativa y el

proceso evolutivo en las especies y poblaciones.

A. caraya en el NE de Argentina representaria el contacto secundario de dos
poblaciones divergentes donde cada poblacion deberia ser considerada como unidades
(ESU) de conservacién conectadas por flujo génico. El objetivo de el manejo seria
mantener el flujo génico segin se infiriese a partir de los datos moleculares, haciéndose
necesario complementar el presente trabajo con marcadores nucleares informativos, ya que
el comportamiento filopatrico de las hembras limita la utilidad del mtADN en estas

estimaciones.

Los resultados obtenidos en este trabajo, apoyan las observaciones ecologicas
mostrando la necesidad de evaluar aspectos genéticos en las poblaciones de primates para
la elaboraci6én de programas de conservacion generando un marco integrador para un mejor
conocimiento de la biologia de los organismos. Un mejor entendimiento de los modos y
patrones de los procesos que operaron en el pasado y en la actualidad considerando las
caracteristicas intrinsecas de cada grupo, se revela como fundamental a Ia hora de

considerar su manejo y conservacion.
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Conclusiones

1. La tasa de sustitucion nucleotidica a nivel del mtADN en Saimiri estaria influenciada por

caracteristicas especificas de su estructura social

2. El gen COII es un marcador molecular de utilidad en estudios sistematicos a nivel

intragenérico.

3. En base la gen COIl, las especies de Saimiri boliviensis y S. sciureus presentarian niveles
de divergencia del orden de especies, mientras que las subespecies de Cebus apella

paraguayanus 'y C. a. nigritus reflejarian divergencias recientes.

4. Alouatta caraya no presentara diferenciacion morfolégica ni cariotipica en un amplio rango
de su distribucion probablemente debido a una divergencia reciente de sus poblaciones junto

con un alto flujo génico por parte de los machos

5. La variabilidad nucleotidica mitocondrial A. caraya de distribucion marginal sur estd
caracterizada por la presencia de dos clados mitocondriales principales divergentes mostrando

un patrén filogeografico de clase II.

6. A. caraya presentaria cierto grado de estructuracién geogrifica de la variabilidad
mitocondrial a nivel de cada clado corroborando el comportamiento filopatrico en las

hembras.

7. La estructura genética observada tanto a nivel de los grupos sociales como regional en 4.

caraya muestran patrones complejos resultantes de la interaccion de factores ecolégicos como

histéricos.
8. Tanto en el pasado como en la actualidad, los rios Parand y Paraguay servirian como rutas

de migracién para A. caraya y, probablemente otros organismos, marcando la importancia de

la evaluacion adecuada en la construccion de represas o desmonte a lo largo de estos rios.
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Anexo I

Secuencia nucleotidica de los haplotipos analizados en el presente trabajo

correspondiente a la regién control mitocondrial en 4. caraya

HOO1

TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAARACATCCTCAACATGCTTACARGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAARACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGARAAG
HO02
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTACAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACRACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGARAAAG
HOO03
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATARACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ACCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCARRACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HOO04
TATTTAACCAACCTATATTATTGAARAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAACCARCCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTARATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HOO05
TATTTAACCAACCTATATTATTGAARGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAGTACTACAAACACTCACCCAGGGCACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCARCAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCARRACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT ?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG?2TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG

A-1



HO06
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAARGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTARAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAGTACTACARAACACCCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCARCAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTARATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ? TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HOO07
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAARGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTACTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATARCAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARACTGTGCATATGTTCCTCTTARATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ? TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAARG
HOO09
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATARACATGCATTAAARCATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACARCCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCARAACTGTGCATATGTTCCTCTTARATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAAGAAAAG
HO10
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAARCAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG??TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO11
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTARAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGARAAG
HO12
TATTTAACCAACCTATATTATTGARAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACARGCARCCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCCTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAARACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAAGAARAG



HO13

TATTTAACCAACCTATATTATTGARAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTARAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARRCTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAAGAAAAG
HO14
TATTTAACCAACCTATATTATTGARAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGRATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATARAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG?? TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO15
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAACCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTCACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGTACATTAACCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAARAG
HO16
TATTTAACCAACCTATATTATTGARAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAARTAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAARAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAACCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCARAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAARCCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGARAAG
HO17
TATTTAARCCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAARAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACTTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGTACATTAACCTATTGATCGTACATARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAARAG
HO18
TATTTRACCAARCCTATATTATTGAAAGCCCTACCATARAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTARRACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTGCAGCACATAAGATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAARCAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGT TATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAARCTGTGCATATGTTCCTCTTARATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG



HO19

TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATARAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAARCATGCATTAARACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACARACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTA?GTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCARAACTGTGCATATGTTCCTCTTARATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO20
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTARATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAGTACTACARAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTRACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAARAG
021
TATTTAARCCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAAAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAARAG
HO022
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAAAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATACCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAARTCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT ?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO23
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAARGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAAAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAARCATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCARAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATARGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ? TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGARAAG
HO24
TATTTAACCAARCCTATATTATTGAAAGCCCTACCATARAGTACCTCACAGGTARATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAARATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATGCATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTTAGGGCCATACCT
TCAARACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG??TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG



HO25
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATARAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAGACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACARACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ? TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAARAG
HO26
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATARAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAARGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO027
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTARATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAARACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO28
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCATGGATTATAGGTCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAARCAGCATACAGCACTCGGTAGGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAARG
HO29
TATTTAARCCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAARACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAARCACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ? TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGARAAG
HO30
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATARAGTACCTCACAGGTAAATTARACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATATATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCATAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGATCTACARGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACAAACACCTACCCAGGACACGGATATTGTACAGCACATRAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACGTAARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
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HO31
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCACAAACATGCATTAAAACATCCTCARCATGCTTACAAGCATGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGAAAGTACTACARACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAACAGTACAT
AGCACATTAACCTATTGATCGTACATAARACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCTCA
GGTATTGTTTAGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGAAACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAARAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? 2 TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
HO32
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATAATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCACARACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAGCAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTGGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGARACCAACAACCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAACTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGG? ?TTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAARAG
HO33
TATTTAACCAACCTATATTATTGAAAGCCCTACCATAAAGTACCTCACAGGTAAATTAAACATCCCACCCGTATG
TAATTAGTGCATTATTGCTTGTCCCCATGAATRATACATAGTACTGAGAATGCTTGATCATACATAGTACATCAC
CCACAAACATACATTAAAACATCCTCAACATGCTTACAAGCACGGATTATAGATCTACAAGCAACCATAGCACAT
ATAATGTAGARAGTACTACAAACACCTACCCGGGACACGGATATTGTACAGCACATAA?ATCCATAGCAGTACAT
AGCACATTAATCTATTGATCGTACATAAACAGCATACAGCACTCGGTAAGTTCTCTTCAATACGGATATCCCCCA
GGTATTGTTTGGTCTCTTAATCTACCATCCTCCGTGARACCAACAARCCCGCCCACATTTTGCCGCTCTTCTCGCT
CCGGGCCCATATAGACAGGGCTTGGTTATACTGAAARCTATATCTGGCATTTGGTTCCTACCTCAGGGCCATACCT
TCAAAACTGTGCATATGTTCCTCTTAAATAAGACATCACGATGGTGTGGCGCTATCACCCTCTTAACCTGGTCAG
GAAT ?GCACGCGGAGGGCCTCCATGGGGGAGGGTATTATGTACTCCTCAGCATTGCCGTAGGCTGGAGGAAAAG
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