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Resumen

El estudio de los patrones de variacion morfolégica dental (en tamafio y forma) y de los
procesos evolutivos y del desarrollo que los originan a escalas intra e inter-especifica ha contribuido
de manera significativa a la comprensidon de la historia evolutiva del linaje hominido. Las piezas
dentales son particularmente relevantes para el abordaje de problematicas evolutivas y del
desarrollo debido a un conjunto de caracteristicas que las distinguen de otras estructuras
anatémicas. En el contexto de las investigaciones tradicionales, la variacion morfolégica dental
observada a escala intra e inter-especifica ha sido atribuida principalmente a la accidn de procesos
microevolutivos actuando sobre la variacién genética, tales como la seleccién, el flujo y la deriva
génica. Mas recientemente, se han comenzado a dilucidar los mecanismos moleculares y celulares
que a nivel local regulan la morfogénesis de las distintas clases dentales (e.g., incisivos, caninos,
molares) en el maxilar y la mandibula. Estos mecanismos moleculares y celulares que actdan durante
el desarrollo median la accién de los factores genéticos y ambientales sobre el fenotipo vy, por lo
tanto, pueden limitar o favorecer la evolucion morfoldgica (i.e., evolucionabilidad) en trayectorias de
cambio especificas. En este sentido, los estudios experimentales realizados en roedores han
contribuido a comprender la relacién entre las moléculas que a nivel local regulan la activacién e
inhibicién celular con los patrones morfologicos dentales resultantes. Particularmente, estos
hallazgos han conducido a la descripcion de los mecanismos que permitirian dar cuenta de la
regulacion del patron de cuspides en dientes multicispides y del tamafio relativo de los molares
durante el desarrollo. Sin embargo, el estudio de grupos de organismos con divergencia evolutiva
reciente, o inter-poblacional, es ain muy limitado. Considerar esta escala es fundamental dado que
la variacién surgida por modificaciones en los procesos del desarrollo -e.g., proliferaciéon vy
diferenciacidon celular- se fija o pierde por procesos evolutivos que actlan dentro y entre
poblaciones. Por ello, el objetivo general del presente trabajo es estudiar el rol de los procesos que
regulan el desarrollo molar en el surgimiento de la variacion morfoldgica a escala inter-especifica e

inter-poblacional, utilizando para esto una aproximacidon experimental que permita discutir las



implicancias para la evolucién morfolégica dental en hominidos. Particularmente, en el presente
trabajo se tested el modelo de Cascada Inhibitoria propuesto por Kavanagh y colaboradores (2007),
el cual plantea que el tamafio relativo de los molares es modulado por una cascada de inhibicién de
los dientes mesiales sobre los distales y la liberacién de moléculas activadoras por los tejidos
circundantes. De acuerdo al modelo, el incremento en la proporcidn activacion/inhibicion resulta en
un aumento del tamano de los molares posteriores, en tanto su reduccion tiene el efecto contrario.
A partir de la formulacion matematica del modelo se derivaron expectativas que pueden ser
contrastadas con los tamafios molares relativos a distintas escalas evolutivas.

A fin de estudiar la variacion intra e inter-especifica en el linaje hominido se recopilé
informacién morfométrica dental de especimenes de homininos fdsiles y especimenes actuales de
Gorilla y Pan, asi como de poblaciones humanas. En todos los casos se incluyeron los primeros,
segundos y terceros molares inferiores y superiores, abarcando mas de 1200 piezas dentales. Para
evaluar los mecanismos involucrados en la diferenciacién morfolégica molar a escalas intra e inter-
especificas se emplearon distintas cepas de roedores del género Mus, distribuidos en dos grupos de
analisis, modelos de variacion intra e inter-especifica, y modelos de alteracién del crecimiento por
factores con efecto sistémico —por hormonas, perturbacion ambiental y seleccién artificial-. La
descripcién de la morfologia molar de los especimenes de Mus se basé en la adquisicion de
microtomografias computadas sobre las que se digitalizaron coordenadas cartesianas en 3
dimensiones en las cuspides y el contorno molar. El enfoque metodoldgico empleado combina
técnicas de morfometria tradicional y geométrica, y métodos comparativos filogenéticos. La
reconstruccidn de las relaciones filogenéticas entre las especies de hominidos actuales y fdsiles se
realizd a partir de datos obtenidos previamente por otros autores, en tanto las relaciones
filogenéticas en el género Mus se reconstruyeron a partir de secuencias del ADN mitocondrial
obtenidas aqui y disponibles en repositorios publicos.

Los resultados obtenidos indican que el tamafio molar de las especies hominidas analizadas
en este trabajo presentd una fuerte estructuracion filogenética, especialmente en el maxilar
superior. Particularmente en los homininos, se observd una tendencia a la reduccion del area de la
fila molar superior e inferior que estuvo acompafiada de cambios alométricos en el tamafio de los
molares. Se destaca la relacién alométrica negativa entre el primer molar y el tamafio de la fila
molar, altamente conservada en la filogenia de hominidos asi como en roedores. En los hominidos el
coeficiente alométrico fue mayor para el M3, lo que indica un mayor efecto de los cambios en el
tamafio de la denticidén posterior sobre este molar. A partir de estos resultados se infiere que parte
de la variacion en el tamafio relativo de los molares se asociaria a la variacidn en el tamafo dental

tanto entre especies como entre poblaciones humanas.



En cuanto a las predicciones del modelo de Cascada Inhibitoria, los resultados obtenidos
apoyan parcialmente las hipdtesis derivadas del mismo. En primer lugar, la relacidn entre las
proporciones molares para ambos maxilares y su ajuste a la recta predicha por el modelo fue buena
en poblaciones humanas modernas y en las cepas de roedores analizadas. Esto sustentaria que la
variacion en las proporciones molares se produce por alteraciones en el balance entre
activadores/inhibidores. En segundo lugar, la prediccion de la proporciéon del segundo molar
respecto a la fila molar completa se cumplié para molares superiores e inferiores de humanos
modernos y hominidos, asi como para la denticidn superior de roedores. En todos los casos, el
segundo molar presentd valores cercanos al 33% del tamafio de la fila molar completa, presentando
valores mas elevados en las especies que se ubicaron por fuera de la regién del morfoespacio
predicho por el modelo. Para el segundo molar inferior de roedores se observd un incremento de
este porcentaje (i.e., entre 34% y 37%) aunque las proporciones molares se ajustaron al modelo de
Cascada Inhibitoria. En conjunto, los resultados obtenidos en roedores darian cuenta del fuerte
balance en el que se encuentran las moléculas activadoras e inhibidoras durante el desarrollo molar,
a pesar de no ajustarse completamente a la recta esperada por el modelo. Por ultimo, respecto al
enunciado que predice la agenesia del tercer molar cuando el segundo molar presenta un 50%
menos del tamafio del primer molar, se observdé que el segundo molar representdé de manera
sistematica mas del 50% del tamafio del primer molar, y del mismo modo no se observé en ningln
€aso una agenesia sistematica del tercer molar.

Finalmente, con relacion a la evaluacion del efecto de perturbaciones del desarrollo sobre el
tamafio y la forma de los molares, los resultados permitieron remarcar el rol de los factores con
efecto sistémico en la variacidon en el tamafio dental. Los disefios experimentales en roedores
indicaron que el tamafio molar se asocia a cambios en el tamafio corporal, inducidos tanto por
respuestas plasticas a estimulos ambientales durante la ontogenia como a procesos microevolutivos
de seleccién sobre rasgos corporales.

En conjunto, los resultados alcanzados en este trabajo han permitido resaltar la complejidad
de los procesos que regulan el desarrollo molar en el surgimiento de la variacién morfolégica a
escalas inter e intra-especifica en el linaje hominido y el género Mus. Gracias a la amplia muestra
conformada por diversas especies de Mus, asi como géneros incluidos en la filogenia hominida, con
representacién de gran cantidad de poblaciones humanas actuales, fue posible poner en relacién los
patrones de variacion dental a distintas escalas filogenéticas. Asimismo, permitié delinear futuras
vias de abordaje para el estudio de los factores y mecanismos que generan y mantienen la variacién
dental, asi como sus implicancias para la reconstruccidon filogenética basada en caracteres

morfolégicos.



Abstract

The study of the patterns of dental morphological variation (in size and shape) and the
evolutionary and developmental processes that give rise to them at intra- and inter-specific scales
has contributed significantly to the understanding of the evolutionary history of the hominid lineage.
Teeth are particularly relevant for addressing evolutionary and developmental questions due to
several characteristics that distinguish them from other anatomical structures. In the context of
traditional research, the dental morphological variation observed at intra-specific and inter-specific
scales has been attributed to the action of microevolutionary processes acting on genetic variation,
such as selection, gene flow, and drift. More recently, the molecular and cellular mechanisms that
locally regulate the morphogenesis of the different dental classes (e.g., incisors, canines, molars) in
the maxilla and mandible have begun to be elucidated. These molecular and cellular mechanisms
acting during development mediate the action of genetic and environmental factors on the
phenotype and, therefore, may limit or favor morphological evolution (i.e., evolvability) in specific
trajectories of change. Experimental studies in rodents, in particular, have contributed to the
understanding of the relationship between molecules that locally regulate cell activation and
inhibition with the resulting dental morphologies. In particular, these findings have led to the
description of the mechanisms responsible for the cusp patterns in multicuspid teeth and the
relative size of molars during development. However, the study of organisms with recent
evolutionary divergence, or inter-population divergence, is still limited. Considering this scale is
fundamental given that variation arising from modifications in developmental processes -e.g., cell
proliferation and differentiation- is fixed or lost by evolutionary processes acting within and between
populations. Therefore, this work aims to study the role of the processes that regulate molar
development in the emergence of morphological variation at inter-specific and inter-population
scales, using an experimental approach to discuss the implications for dental morphological
evolution in hominids. Particularly, here | tested the Inhibitory Cascade model proposed by
Kavanagh et al. (2007), which proposes that the relative size of molars is modulated by a cascade of
inhibition of mesial teeth on distal teeth and the release of activating molecules by the surrounding
tissues. According to the model, an increase in the activation/inhibition ratio increases the size of
the posterior molars, while its reduction has the opposite effect. From the mathematical formulation
of the model, expectations were derived that can be contrasted with the relative molar sizes at
different evolutionary scales.

Dental morphometric information from fossil hominin, extant Gorilla and Pan specimens,
and human populations was collected to study intra-specific and inter-specific variation in the

hominid lineage. The first, second, and third lower and upper molars were included, with a sample



size of more than 1200 teeth. Several strains of rodents of the genus Mus were analyzed to assess
the mechanisms involved in molar morphological differentiation at intra-specific and inter-specific
scales. Different species and subspecies were analyzed as a model of microevolutionary processes. In
addition, models of growth alteration by factors such as hormones, environmental disturbance, and
artificial selection were used to assess systemic effects on molar size and shape. The description of
the molar morphology of Mus specimens was based on the acquisition of computed
microtomography on which 3D Cartesian coordinates were digitized in the cusps and molar contour.
The methodological approach used combines traditional and geometric morphometric techniques
and phylogenetic comparative methods. The reconstruction of phylogenetic relationships between
extant and fossil hominid species was performed from data previously obtained by other authors,
while phylogenetic relationships in the genus Mus were reconstructed from mitochondrial DNA
sequences obtained here and available in public repositories.

The results obtained indicate that the molar size of the hominid species analyzed in this work
showed a strong phylogenetic structuring, especially in the upper jaw. Particularly in hominins, a
trend towards a reduction in the area of the upper and lower molar row was observed, which was
accompanied by allometric changes in molar size. The negative allometric relationship between first
molar and molar row size, highly conserved in hominin phylogeny as well as in rodents, stands out.
In hominids the allometric coefficient was higher for M3, indicating a larger effect of changes in the
size of the posterior dentition on this molar. From these results, it is inferred that part of the
variation in relative molar size would be associated with variation in tooth size, both between
species and between human populations.

Regarding the predictions of the Inhibitory Cascade model, the results obtained partially
support the hypotheses derived from the model. First, the relationship between the molar ratios for
both jaws and their fit to the straight line predicted by the model was good in modern human
populations and the rodent strains analyzed. This would support that the variation in molar ratios is
produced by alterations in the activator/inhibitor balance. Second, the prediction of the ratio of the
second molar was fulfilled for upper and lower molars of modern humans and hominids, as well as
for the upper dentition of rodents. In all cases, the second molar presented values close to 33% of
the size of the complete molar row, with higher values for species located outside the morphospace
region predicted by the model. For the second lower molar of rodents, an increase of this
percentage was found (i.e., between 34% and 37%), although the molar proportions fitted to the
Inhibitory Cascade model. Overall, the results obtained for rodents would account for the strong
balance between activating and inhibitory molecules during molar development, even though they
do not completely fit the expectations of the model. Finally, concerning the statement that predicts

the agenesis of the third molar when the second molar is 50% less than the size of the first molar, it



was observed that the second molar systematically represented more than 50% of the size of the
first molar, and no systematic agenesis of the third molar was observed in any case.

Finally, about the evaluation of the effect of developmental perturbations on molar size and
shape, the results highlight the role of factors with systemic effects on variation in tooth size.
Experimental designs in rodents indicate that molar size is associated with changes in body size,
induced by both plastic responses to environmental stimuli during ontogeny and microevolutionary
processes of selection on body traits.

Overall, the results achieved in this work have highlighted the complexity of the processes
that regulate molar development in the emergence of morphological variation at inter and intra-
specific scales in the hominid lineage and the genus Mus. The large sample composed of several
species of Mus, along with the hominid genera and a large number of modern human populations,
showed that the patterns of dental variation at one scale contribute to generating expectations
about the patterns described for the others. Overall, this work provides the basis for further studies
about the factors and mechanisms that generate and maintain dental variation, as well as to discuss

their implications for phylogenetic reconstructions based on morphological chars.
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1.1. Antecedentes y fundamentos de la problematica en estudio

El estudio de los patrones de variacion morfoldgica dental -en tamaino y forma- y de los
procesos evolutivos y del desarrollo que los han originado a escalas intra e inter-especifica ha
contribuido de manera significativa a la comprension de la historia evolutiva del linaje hominido
(Wolpoff, 1971; Kieser, 1990; Bailey y Wood, 2007; Guatelli-Steimberg, 2016). Las piezas dentales
son particularmente relevantes para el abordaje de problematicas evolutivas y del desarrollo debido
a un conjunto de caracteristicas que las distinguen de otras estructuras anatdmicas. Por un lado, el
tamafio y la forma de la corona de dientes deciduos y permanentes presenta mayor heredabilidad
que los componentes esqueletales (Alvesalo y Tigerstedt, 1974; Townsend y Brown, 1978a,b;
Sharma et al., 1985; Townsend et al., 1994; Harzer, 1995; Dempsey y Townsend, 2001; Hughes et al.,
2016; Stojanowski et al., 2017; Paul et al., 2020). En términos evolutivos, la morfologia dental tiene
implicancias para la supervivencia de los organismos ya que la forma y la adecuada posicién de los
dientes en la arcada dental son fundamentales para garantizar la alimentacion (Sharpe, 2000; Kassai
et al., 2005; Ungar, 2016). Asimismo, el efecto de la plasticidad fenotipica resulta mas limitado
debido a que los dientes completan su desarrollo dentro de los foliculos, en un ambiente altamente
protegido, se forman en un periodo de tiempo menor que otras unidades anatémicas, y luego de la
erupcidon no estdn sujetos a remodelado, limitdndose la influencia de los factores ambientales a
cambios por desgaste y procesos patoldgicos. Si bien el efecto ambiental no puede descartarse, se
encuentra restringido a etapas prenatales o muy tempranas del desarrollo, mientras tienen lugar los
procesos de formacién y mineralizaciéon dental (Heikkinen et al., 1992, 1994; Fearne y Brook, 1993;
Jernvall y Jung, 2000; Harila-Kaera et al., 2003; Apps et al., 2004). Finalmente, la dureza de los tejidos
dentales favorece su preservacion en el registro arqueoldgico y fésil, constituyendo en muchos
casos, la Unica evidencia disponible sobre la variacidn intra e inter-especifica (Hillson, 2005).

El registro detallado de variables cuali y cuantitativas en representantes actuales y fésiles de
especies de hominidos ha permitido describir los principales cambios a lo largo de los ultimos 7
millones de afios, destacdndose en el género Homo la reduccién en tamafio y complejidad de las
piezas dentales (Williams y Corruccini, 2007; Gomez-Robles et al., 2015; Skinner et al., 2015). En el
contexto de las investigaciones tradicionales, la variacién morfolégica dental observada a escala
intra e inter-especifica ha sido atribuida principalmente a la accién de procesos microevolutivos
actuando sobre la variacidén genética, tales como la seleccidn, el flujo y la deriva genética (Wolpoff,
1971; Guagliardo, 1982; Brace et al., 1987; Stojanowski, 2004; Hanihara e Ishida, 2005; Bernal et al.,
2010a,b). Mas recientemente, se han comenzado a dilucidar los mecanismos moleculares y celulares
gue a escala local regulan la morfogénesis de las distintas clases dentales -e.g., incisivos, caninos,

molares- en el maxilar y la mandibula (Tummers y Thesleff, 2009). Estos mecanismos moleculares y



Capitulo 1. Introduccion

celulares que actian durante el desarrollo median la accién de los factores genéticos y ambientales
sobre el fenotipo y, por lo tanto, pueden limitar o favorecer la evolucién morfoldgica (i.e.,
evolucionabilidad) en trayectorias de cambio especificas (Hendrikse et al., 2007).

En este sentido, los estudios experimentales realizados en roedores han contribuido a
comprender la relaciéon entre las moléculas que a escala local regulan la activacion e inhibicion
celular con los patrones morfoldgicos dentales resultantes (Jernvall, 2000; Cai et al., 2007; Kavanagh
et al.,, 2007; Ahn et al., 2010; Salazar-Ciudad y Jernvall, 2010; Cho et al., 2011). Particularmente,
estos hallazgos han conducido a la descripcién de los mecanismos que permitirian dar cuenta de la
regulacion del patron de cuspides en dientes multicispides y del tamafio relativo de los molares
durante el desarrollo (Jernvall, 2000; Kavanagh et al., 2007). Sobre esta base se han elaborado
modelos que vinculan los mecanismos del desarrollo con el origen y mantenimiento de la variacion
morfoldgica cuyas expectativas pueden ser testeadas a distintas escalas de divergencia evolutiva.
Uno de los primeros trabajos en esta linea planted que el nimero y tamafio de las cuspides son
regulados por la activacion e inhibiciéon de los centros del esmalte (Jernvall, 2000). Estos centros
dirigen el crecimiento y plegado del epitelio dental mediante la liberacién de moléculas que inhiben
la formacién de nuevos centros, a la vez que controlan la formacion de centros secundarios (Salazar-
Ciudad y Jernvall, 2002). En consecuencia, el patrén de cuspides resulta de la interaccion entre el
tiempo y espaciamiento de los centros de esmalte, y la extensién del crecimiento antes de la
mineralizacién del diente. Este modelo permite generar expectativas acerca del tamafo, nimero y
posicion de las cuspides que pueden ser contrastadas a partir del andlisis de la morfologia molar
(Salazar-Ciudad y Jernvall, 2002; Hunter et al., 2010; Morita et al., 2016; Ortiz et al., 2018). Otro de
los modelos ampliamente testeados es el propuesto por Kavanagh y colaboradores (2007), el cual
plantea que el tamafio relativo de los molares inferiores es modulado por una cascada de inhibicidn
de los dientes mesiales sobre los distales y la liberacidn de moléculas activadoras por los tejidos
circundantes (modelo de Cascada Inhibitoria). Las implicancias del modelo de Cascada Inhibitoria (Cl)
en la diversificacion morfoldgica se han estudiado principalmente a escala inter-especifica o superior
(Polly, 2007; Renvoisé et al., 2009; Asahara, 2013; Bernal et al., 2013; Halliday y Goswami, 2013;
GAmez-Robles et al.,, 2015; Schroer y Wood, 2015). Por el contrario, el estudio de grupos de
organismos con divergencia evolutiva reciente, o de escala inter-poblacional, es ain muy escaso.
Considerar esta escala es fundamental dado que la variacién surgida por modificaciones en los
procesos del desarrollo -e.g., proliferacidon y diferenciacion celular- se fija o pierde por procesos
evolutivos que actuan dentro y entre poblaciones (Jernvall, 2000).

Asimismo, los cambios en tamafio resultantes de alteraciones en la duracién y tasa de

crecimiento, tienen un importante rol en la diferenciacion morfolégica, especialmente entre taxa de
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reciente divergencia (Nijhout, 2011; Parker et al., 2011). Durante el desarrollo de las estructuras
morfoldgicas, ademas de los factores con efecto local que regulan la morfogénesis, como los
descritos en el modelo Cl, actuan diversos factores con efecto sistémico que regulan el crecimiento y
desarrollo coordinado de los distintos 6rganos (Symons y Seymour, 2000; Young et al., 2001; Smid et
al., 2007). Entre estos se encuentran las hormonas y factores ambientales, como el eje hormona de
crecimiento-factores insulinicos y la nutricién (Hallgrimsson et al., 2019). Por lo tanto, es esperable
que la morfologia dental resulte de la interaccion entre los factores que operan a escala local con
otros que coordinan el crecimiento global del organismo. Sin embargo, la influencia de factores con
efecto sistémico sobre la diversificacion dental ha sido apenas explorada (D’Addona et al., 2016).

En este trabajo se propone estudiar el rol de factores con efecto local y sistémico en el
surgimiento de la variacidon en tamafo y forma de los molares a escala inter-especifica e inter-
poblacional. Para ello se evalla, en primer lugar, el ajuste a un modelo alométrico de variacién en
los molares inferiores y superiores en el linaje hominido y el género Mus’, y la concordancia de las
proporciones molares con las predicciones derivadas del modelo Cl. En segundo lugar, la influencia
de factores con efectos locales y sistémicos sobre el tamano y las proporciones molares es analizada
mediante disefos experimentales en modelos roedores en los cuales se indujeron perturbaciones
genéticas y ambientales. Finalmente, se analiza la variaciéon en las cuspides molares dentro del
género Mus, tanto a escala inter e intra-especifica como en los disefios experimentales, y se discuten
las expectativas del modelo de activacion e inhibicién que regula el patrén dental multicispide.

El empleo de Mus como organismo modelo permite por un lado, abordar el estudio de los
cambios en tiempos microevolutivos ya que exhibe una elevada diversificacion en especies,
subespecies y cepas; y por otro lado, la posibilidad de inducir perturbaciones en el desarrollo de
manera experimental para estudiar los cambios morfolégicos asociados. La similitud en la
odontogénesis entre primates y roedores, tanto a escala molecular como histolégico (Lin et al.,
2007; Treuting y Dintzis, 2012; Hu et al., 2013), sustenta la eleccion de este organismo para discutir
las implicancias de los mecanismos de desarrollo en la diversificacién de la morfologia molar en el
linaje hominido. Por lo tanto, el abordaje metodoldgico empleado combina una aproximacion
comparativa, que considera la estructura filogenética y espacial en la variacion morfoldgica entre
taxa de reciente divergencia, con disefios experimentales que permiten evaluar el efecto de factores
especificos bajo condiciones controladas. Asimismo, se emplean distintas técnicas morfométricas
para la descripcién de la morfologia molar, tradicionales (i.e., didmetros mesiodistal y bucolingual de

la corona) y de morfometria geométrica (i.e., coordenadas de landmarks y semilandmarks sobre el

Si bien el plan original de esta Tesis contemplaba solo el analisis de una especie, Mus musculus,-como queda reflejado en
el titulo de la misma- durante el desarrollo de la investigacién fue posible acceder a un nimero mayor de muestras que
permitieron ampliar la escala de analisis al nivel inter-especifico dentro del género Mus.
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contorno v la superficie oclusal), a partir de las cuales se describen cambios en el tamario y la forma
de los molares superiores e inferiores. En particular, el andlisis de los especimenes hominidos se
realizé a partir de variables lineales con el fin de obtener un muestreo amplio de especies actuales y
fésiles, mientras que ambas técnicas, tradicionales y de morfometria geométrica, fueron aplicadas a

los especimenes del género Mus.

1.2. Estructura y organizacion de la Tesis

Este trabajo de Tesis se estructura en 11 capitulos. En el capitulo 2 se presentan los objetivos
e hipodtesis evaluadas. El capitulo 3 describe el marco conceptual general de la Tesis, se exponen
conceptos evolutivos y del desarrollo, se presentan las caracteristicas de la denticién heterodonte
con énfasis en la denticién de los hominidos, se describen los modelos de desarrollo propuestos para
explicar el origen de la variacion morfoldgica molar, y se describe la aproximacién metodoldgica
utilizada. El capitulo 4 resume el conocimiento sobre las principales tendencias en la variacién de la
morfologia molar en el linaje hominido a escala inter e intra-especifica. El capitulo 5 describe la
composicion de las muestras analizadas, en particular, se describen las especies de hominidos y
poblaciones humanas actuales, asi como las especies y cepas de Mus, y los disefios experimentales
de alteracion de factores sistémicos y locales. En el capitulo 6 se detallan las variables lineales y de
morfometria geométrica empleadas para describir el tamafio y la forma de la corona de los molares
superiores e inferiores en las muestras de hominidos y roedores, asi como los métodos estadisticos
empleados. Los resultados de la Tesis se presentan en los capitulos 7, 8 y 9. El capitulo 7 presenta la
variacion en el tamafo y proporciones molares a escala inter-especifica e inter-poblacional en el
linaje hominido, mientras el capitulo 8 contiene el analisis de la variacion morfométrica de los
molares a escala intra e inter-especifico dentro del género Mus. El capitulo 9 presenta el analisis de
los cambios en el tamafio y la forma de los dientes molares resultantes de la accidon de
perturbaciones con efectos sistémicos y locales sobre el desarrollo molar en modelos roedores. En el
capitulo 10 se discuten los principales resultados de este trabajo de Tesis, con especial énfasis en la
vinculacion entre las modificaciones del desarrollo y la generaciéon de variacion morfométrica a
escala intra e inter-especifico. El capitulo 11 presenta las consideraciones finales y se delinean las
perspectivas futuras. Finalmente, el trabajo se completa con la Bibliografia y un Anexo que contiene
los resultados de distintos anadlisis tendientes a controlar fuentes de variacién en los datos de
morfometria geométrica, como el error de medicidn, que podrian introducir sesgos en los analisis
posteriores, y los resultados de un andlisis preliminar efectuado para evaluar la utilidad de Ia
obtencién automadtica de pseudolandmarks sobre las superficies de los molares inferiores para

captar la forma.
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2.1. Objetivo general

El objetivo general del presente trabajo de Tesis es estudiar el rol de los procesos que
regulan el desarrollo molar en el surgimiento de la variacion morfolédgica a escala inter-especifica e
inter-poblacional, y discutir sus implicancias para la evolucién morfolédgica dental en hominidos. Para
abordar este objetivo se combina el andlisis comparativo de la morfologia molar a escalas micro y
macroevolutivas, con disefios experimentales orientados a evaluar el efecto de factores con efecto
local y sistémico sobre los molares inferiores y superiores.

En particular, se plantean los siguientes objetivos especificos e hipotesis:

2.1.1. Objetivos especificos

1. Analizar la variacién en el tamafio de los molares superiores e inferiores a escalas inter e
intra-especificas en el linaje hominido y en el género Mus, y evaluar su asociacidn con los cambios en

el tamafo de la fila molar.

2. Analizar la variacidn en las proporciones de los molares superiores e inferiores a escalas
inter e intra-especificas en el linaje hominido y en el género Mus, y determinar su concordancia con

las predicciones derivadas del modelo de Cascada Inhibitoria de desarrollo dental.

3. Evaluar el efecto de los cambios en el tamafio dental sobre las proporciones molares a
escalas inter e intra-especificas en el linaje hominido y en el género Mus para determinar la
interaccion entre factores con efecto sistémico y los factores con efecto local comprendidos en el

modelo de Cascada Inhibitoria.

4. Evaluar el efecto de perturbaciones del desarrollo inducidas experimentalmente sobre el
tamafio y la forma de los dientes molares en modelos roedores, y determinar la concordancia de los
cambios observados con las expectativas derivadas del modelo de Cascada Inhibitoria. En particular,
se evaluaran: a. Factores genéticos y ambientales con efectos sistémicos sobre el crecimiento del

organismo; b. Factores genéticos que regulan el desarrollo dental a nivel local.

2.2. Hipétesis a evaluar

1) El patrén de variacion en el tamafio y la forma de los molares superiores e inferiores se

corresponde con la estructura filogenética.

2) Los cambios en el tamafio relativo de los molares superiores e inferiores a escalas inter e
intra-especificas estan influenciados por cambios en el tamaio de la fila molar. De acuerdo con esta
hipdtesis se espera que los cambios en el tamafio de cada molar superior e inferior se asocien

significativamente a los cambios en el tamafio de la fila dental.
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3) La variacién en el tamafio relativo de los molares inferiores y superiores a escalas inter e
intra-especificas resulta de modificaciones en la proporcidn de factores activadores e inhibidores
que regulan el desarrollo dental. La principal expectativa derivada de esta hipdtesis es que los
patrones de cambio en las proporciones molares de ambos maxilares concuerden con las

predicciones derivadas del modelo de Cascada Inhibitoria.

4) La variacion en las proporciones de los molares inferiores y superiores esta influida por
cambios en el tamafio de los molares. Para evaluar esta hipdtesis se plantearon dos expectativas,
por un lado se espera que la variacién en las proporciones molares a escala inter e intra-especifica se
asocie al tamafio de la fila molar, y por otro lado, que las perturbaciones ambientales y genéticas
con efecto sistémico se asocien a cambios en las proporciones molares reguladas por el mecanismo

de activacion-inhibicion.
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La comprensidn de la variacidn de fenotipos complejos, tales como la denticién, a escala
intra e inter-poblacional requiere el empleo de un marco que articule modelos y conceptos tedricos
de la biologia evolutiva del desarrollo (Hall, 2003), que tengan en cuenta los procesos que generan
variacion a lo largo de la ontogenia y como estos puede influir en el potencial de cambio evolutivo
de los organismos (Wagner y Altenberg, 1996; Hendrikse et al., 2007). Por lo tanto, el abordaje de la
variacién morfoldgica desde esta perspectiva debe integrar el analisis de los cambios fenotipicos a lo
largo de la filogenia con el estudio de los procesos de desarrollo a escala del organismo. En este
sentido, una aproximaciéon metodoldgica que combina estudios comparativos y experimentales con
modelos animales resulta particularmente relevante para evaluar los cambios inducidos por distintos
factores que acttan sobre los procesos de desarrollo dental. Los siguientes apartados presentan los

fundamentos de la perspectiva seguida en este trabajo de Tesis.

3.1. Desarrollo y evolucion de fenotipos complejos

La Biologia Evolutiva del Desarrollo (o Evo-Devo, por su denominacidn en inglés Evolutionary
Developmental Biology), considera fundamental el rol jugado por el desarrollo en la capacidad de
cambio evolutivo de los organismos, ya que éste puede favorecer o limitar la variacion fenotipica en
determinada direccion, asi como modular la cantidad de variacidon generada en el fenotipo de los
organismos (Hall, 2003; Hendrikse et al., 2007; Klingenberg, 2008; Hallgrimsson y Hall, 2011), o
incluso en aquellos casos donde el fenotipo se mantiene sin cambios ante alteraciones ambientales
o cambios genéticos (Jamniczky et al., 2010; Hallgrimsson y Hall, 2011). El interés por el rol del
desarrollo en la estructuracion de la variacidon fenotipica no es novedoso. A mediados del s. XX
Waddington propuso el término Epigenética definiéndolo como el control causal de mecanismos que
actian por encima de la escala del gen. Su metafora del paisaje epigenético propuesta en 1957 (Fig.
3.1), proporciond un marco para conceptualizar cdmo operan tales mecanismos uniendo el genotipo
con el fenotipo (Jamniczky et al., 2010; Hallgrimsson y Hall, 2011). En el marco de la Teoria Sintética
de la Evolucién el desarrollo fue considerado como una suerte de caja negra donde se genera, a
partir del genotipo, toda la variacidon necesaria sobre la que actua la seleccién haciendo la salvedad
de que se genera en abundantes cantidades y con cualidades suficientes para que las adaptaciones
gue ocurrieran puedan ser entendidas solo en términos de seleccidn natural (Hendrikse et al., 2007).
Actualmente, se conocen diversos procesos y mecanismos de desarrollo que actlan a distintas
escalas y que van desde la metilacidn y la impresion a escala del gen, la induccion embrionaria, hasta
la plasticidad fenotipica a escala de organismos (Atchley y Hall, 1991). Tales procesos permitirian
estudiar cdmo varian o se mantienen las estructuras morfolégicas complejas durante la evolucién

(Hall, 2003).
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La variacion transitoria en el estado de expresion génica
representa el ruido dentro de la cuenca

«———— - Estado 3
Eqtaag 1 Estado 2

Célula madre

La variacion transitoria en el estado de
expresion génica influye en la ruta
de diferenciacion que toman

las células progenitoras
individuales

Célula progenitora

Célula
diferenciada

Estadola Estado 1b Estado 2 Estado 3

Figura 3.1. Esquema del paisaje epigenético sobre la diferenciacion celular. Modificada de Hallgrimsson y Hall (2011)

La conformacion de las estructuras morfoldgicas involucra sucesivas interacciones entre
factores genéticos y no-genéticos, que dan lugar a la variacion fenotipica observada (Hall, 2003) (Fig.
3.2). Las estructuras morfolégicas son por lo tanto complejas, conformadas por diversos
componentes que pueden tener distintos origenes embrioldgicos y trayectorias ontogenéticas, asi
como estar bajo la influencia de diferentes factores tanto a escala del organismo como poblacional.
A estos componentes se los denomina unidades de desarrollo y son considerados como la estructura
basica de los fenotipos complejos (Atchley y Hall, 1991). Cada unidad de desarrollo presenta una
relativa independencia respecto al resto de la estructura, a la vez que se encuentra integrada con
otras partes del organismo. Esta integracidn puede resultar de la participacidn en una funcién o
proceso de desarrollo comun, de la herencia comun de rasgos o la evolucidon coordinada de
elementos contenidos en complejos funcionales (Chernoff y Magwene, 1999; Cheverud, 1996;
Marroig y Cheverud, 2001). Los procesos que resultan en la integracion morfolégica son definidos,
por lo tanto, a escala individual (funcional y del desarrollo) asi como a escala poblacional

(integracion genética y evolutiva).
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Rasgos fenotipicos
Factores
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Figura 3.2. Algunas formas potenciales en las que la influencia de una perturbacién genética o ambiental
podria afectar un fenotipo dentro de un sistema de desarrollo. Modificada de Klingenberg (2008).

La asociacion entre elementos morfolégicos define dos propiedades intimamente
relacionadas e inherentemente conectadas de los fenotipos complejos, la integracién y la
modularidad, que se reflejan en los patrones de covariacién entre rasgos. En este sentido, la
integracion es entendida como la tendencia a variar (o covariar) de manera conjunta y coordinada
de los diferentes rasgos (Hallgrimsson et al., 2009). Los conjuntos de rasgos con una fuerte
integracion interna conforman maédulos que covarian de forma mas débil con otros componentes
con los cuales comparten un menor numero de procesos en comun (Wagner et al., 2007,
Klingenberg, 2009, 2014). La modularidad se define, por lo tanto, como un principio de caracter
organizacional de las estructuras bioldgicas que se manifiesta a escala morfoldgica en la estructura
de covarianza (Klingenberg, 2009, 2014). Estas dos propiedades influyen en la direccién y magnitud
del cambio evolutivo dado que los procesos evolutivos actian sobre rasgos que presentan diferentes
grados de asociacidn o integraciéon. En este sentido, se plantea que la evolucionabilidad de las
estructuras morfoldgicas, o su potencial de cambio, depende de procesos que generan la estructura
de covarianza entre rasgos (Hendrikse et al., 2007). En particular, las asociaciones entre rasgos que
resultan del efecto de procesos del desarrollo comunes pueden conducir al cambio evolutivo en un
rasgo como resultado de la seleccion sobre otro; la seleccidn correlacionada, resulta a su vez en la
integracion genética y la co-evolucion de los conjuntos de rasgos asociados durante el desarrollo
(Cheverud, 1995, 1996; Wagner, 1996; Wagner y Altenberg, 1996; Wagner et al., 2007).

Una forma particular de integracion morfoldgica es la covariacién de rasgos con el tamafio
(Hallgrimsson et al., 2019). Esta tendencia a la covariacidn se origina como consecuencia de procesos

del desarrollo que resultan en el crecimiento coordinado de los componentes morfolégicos a lo largo
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de la ontogenia, aunque los mecanismos que lo regulan resultan en gran medida desconocidos
(Hendrikse et al., 2007; Mitteroecker y Bookstein, 2007). Se ha planteado que la covariacién con el
tamafio o alometria constituye uno de los principales determinantes de la evolucionabilidad de las
estructuras morfolégicas (Gould, 1966; Klingenberg, 2010). Las relaciones alométricas entre
estructuras particulares y el tamafio general del organismo formaria un eje de covariacion, o linea de
menor de resistencia, que favoreceria una direccidn particular en la evolucion morfolégica
(Hendrikse et al., 2007; Klingenberg, 2010), aunque las relaciones alométricas también pueden estar
sujetas al cambio evolutivo (Adams y Nistri, 2010).

La estructura de covarianza entre rasgos morfoldgicos también se modifica en el curso de la
ontogenia debido a que la influencia relativa de distintos procesos del desarrollo no se mantiene
constante a lo largo de la vida de los organismos (Hallgrimsson et al. 2009; Mitteroecker y Bookstein,
2007). Asimismo, los factores que regulan los procesos de desarrollo dependen sustancialmente del
contexto ambiental. Por lo tanto, el entorno experimentado a lo largo de la ontogenia juega un
papel importante en la configuracion de los rasgos fenotipicos observados. Esto es particularmente
relevante para los rasgos morfoldgicos, ya que su plasticidad fenotipica es fundamentalmente un
fendmeno de desarrollo, es decir, las vias de desarrollo se expresan de manera diferente en
respuesta a factores ambientales especificos (Aubin-Horth y Renn, 2009; Gilbert y Epel, 2009). En
consecuencia, la variacion morfolégica resultante dependera de los factores ambientales, de los
procesos de desarrollo afectados asi como de la estructura de covarianza que favorecera o limitara
la direccién de las respuestas.

A lo largo de la evolucién dental se reconoce una fuerte integracidn morfolégica entre las
piezas dentales en su conjunto, producto tanto de factores genéticos como funcionales (Wagner et
al.,, 2005; Gémez-Robles y Polly, 2012; Boughner, 2016). La direcciéon en que se establecen las
interacciones ha permitido a su vez, establecer diferentes grados de independencia de las
estructuras o modularidad. En este sentido, se ha reconocido que la denticidn puede ser considerada
en su conjunto como una sola unidad, con un desarrollo y una funcién que genera la integracién
entre el maxilar superior e inferior, permitiendo una correcta oclusién (Labonne, 2014). Por otro
lado, estudios genéticos cuantitativos han permitido sostener la presencia de al menos tres modulos
diferentes por cada maxilar: el médulo incisivo, el cual guarda independencia genética de los
madulos post-caninos, y el mddulo premolar, que posee una pleiotropia incompleta con el mddulo
molar (Hlusko et al., 2011; Gémez-Robles y Polly, 2012). Entre estos dos ultimos mddulos existiria, al
menos para hominidos, una similitud en el control genético en funcidn de la similitud fenotipica
observada entre el premolar posterior “molarizado” y los molares (Schroer y Wood, 2015).

Asimismo, de acuerdo con el origen embrionario también es posible delimitar para la denticién
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superior de mamiferos dos unidades de desarrollo diferentes: los incisivos, que se forman en el
paladar primario derivado del proceso frontonasal, y el resto de los dientes (caninos, premolares y
molares), que se forman en el hueso alveolar (Ribeiro et al., 2013). Los campos premolares y molares
pueden a su vez interpretarse como submaodulos de un médulo jerdarquicamente superior (Ribeiro et
al., 2013). Sin embargo, otros autores sostienen que individualmente cada pieza dental puede ser
considerada un médulo en si, debido a la independencia observada en el germen dental respecto de
otros gérmenes dentales durante las etapas tempranas del desarrollo (Wagner et al., 2005; Gémez-
Robles y Polly, 2012). A pesar de la estructuracién modular, existiria una fuerte integracién de las
piezas dentales, brindando la capacidad de covariacidn en respuesta a estimulos recibidos, como por
ejemplo la inhibicién generada entre los diferentes molares durante su desarrollo (Kavanagh et al.,

2007).

3.2. Desarrollo de la denticion heterodonte

El desarrollo dental se encuentra controlado por la accién e interaccion de tejidos
mesenquimaticos derivados de las crestas neurales y tejidos epiteliales derivados del ectodermo
(Thesleff y Sharpe, 1997; Jernvall y Thesleff, 2000; Tucker et al., 2004; Balic, 2018). Es por esto que
las piezas dentales poseen un doble origen embriolégico. Los genes HOX, presentes en el
ectomesénquima y derivados de las crestas neurales, contienen la informacion del tipo y la
localizacién de las diferentes clases dentales. En efecto, al inicio de la formacién dental existe un
cddigo Homeobox odontogénico que determina el momento en que se inicia el desarrollo y los
distintos dominios espaciales en el mesénquima de los maxilares; dicho cédigo se encuentra
altamente conservado en mamiferos (Fig. 3.3; Sharpe, 1995; Thesleff, 2003; Matalova et al., 2015;
Sadier et al., 2020). Este campo morfogenético odontogénico se caracteriza por la accion inicial de
sefiales que regulan la expresion espacial, el BMP-4 en la region de los incisivos (anterior) y el FGF-
8/9 en la region de los molares (posterior). El tejido mesenquimatico responde a dichas sefales
expresando genes tales como Msx1y Msx2 en la regidén anterior, los cuales iniciaran el desarrollo de
la denticion monocuspide, y Barx1, DIx1, 2, 5 y 6 en regién posterior dirigiendo la formacién de los
dientes multicuspides (Sharpe, 1995; Balic y Thesleff, 2015; Matalova et al., 2015; Balic, 2018). El
numero de dientes y el tamafio dental parece estar determinado por el tamafio del campo dental y
es también regulado por distintos factores de sefialamiento (Matalova et al., 2015). En particular, el
sefialamiento epitelial Wnt/B-catenin posee un rol fundamental, siendo el responsable de la
progresidon de la lamina dental y la determinacién del nimero de dientes (Liu et al., 2008; Balic,

2018).
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Figura 3.3. Campo morfogenético odontogénico. Modificada de Bernal et al. (2018)

El desarrollo dental es un proceso complejo que se diferencia, principalmente, en 3 etapas
consecutivas: yema, casquete y campana (Fig. 3.4). La etapa de iniciacién y morfogénesis de la
corona dental comienza con la sefializacion de diversos factores de crecimiento (e.g., SHH, BMP,
FGF), los cuales regulan la proliferacion del epitelio en torno de un centro de sefializaciéon temprana
en la ldamina dental, dando lugar a la formaciéon de una yema (primera etapa). En este sentido, la
yema dental puede verse como una consecuencia de la |lamina dental (considerada por algunos,
como un estadio inicial previo al de yema) que luego crece y atraviesa por un proceso de
morfogénesis hasta el estadio de 6rgano (Jernvall y Thesleff, 2000; Zhao et al., 2000; Catdn y Tucker,
2009; Balic y Thesleff, 2015; Matalova et al., 2015; Morita et al.,, 2020; Ko et al.,, 2021).
Posteriormente, los factores de crecimiento actian sobre el mesénquima dental e inducen la
formacién del nudo (o centro) del esmalte primario, un centro de sefializacion conformado por
células epiteliales densamente agrupadas que regulardn la transicién de la yema a la de capuchén
(segunda etapa). Particularmente, el factor BMP-4 sigue actuando sobre la denticidén anterior,
mientras que el FGF-4 lo hace sobre la denticion posterior (Sharpe, 1995; Vaahtokari et al., 1996;
Tucker y Sharpe, 1999; Jernvall y Thesleff, 2000). Esto genera que en la zona adyacente al nudo de
esmalte primario (NEP) se produzca una proliferacion en compartimentos de células, lo cual no
sucede en el propio nudo de esmalte. La proliferacion desigual, resultante de diferentes
subpoblaciones del germen dental, es el origen de la morfogénesis del capuchén. En la denticién

multicuspide el nudo de esmalte primario da origen a su vez a nudos de esmalte secundarios (NES,
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grupos de células de sefializacién similar al NEP) que controlan la formacién de las diferentes

cuspides.

(1) Iniciacién (2) Morfogénesis (3) Diferenciacion celular  (4) Secrecidn

\‘

Mesénquima

Barx1

Msx1 ——3p= BMP ———— =
DIx1,2 FGF

Figura 3.4. Etapas del desarrollo dental. Modificada de Bernal et al. (2018)

En consecuencia, en cada cuspide se puede observar una dinamica entre proliferacion de
epitelio dental y de mesénquima adyacente, estimulada por los factores BMP y FGF, y una inhibicién
de los nudos como consecuencia de la expresién de otros factores (i.e., Slit-1); produciendo como
resultado una nueva invaginacién epitelial por cuspide (Fig. 3.5; Sharpe, 1995; Jernvall y Thesleff,
2000; Thesleff, 2003; Tucker et al., 2004; Matalova et al., 2015). No existen genes que puedan
definir, de manera individual o combinados, la identidad de una cuspide, por lo que todos los nudos
secundarios son genéticamente idénticos entre si. En consecuencia, el desarrollo de las diferentes
cuspides requiere del control espacial y temporal de los nudos, para definir la posicién relativa y el

tamafio de las cuspides, respectivamente (Jernvall y Jung, 2000; Zhao et al., 2000).
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Figura 3.5. Odontogénesis. Modificada de Jernvall y Thesleff (2000)

Cuando el patrén basico de cuspides ha sido formado (tanto de la denticién anterior como la
posterior) las células productoras de tejido duro dental comienzan a diferenciarse (etapa de
campana). La mineralizacion de la corona dental en conjunto, comienza en las cuspides desde los
nudos de crecimiento y continda en direccién cervical (Matalova et al., 2015). Las células
mesenquimaticas que se encuentran en contacto con el epitelio dental se diferencian en
odontoblastos (células mesenquimaticas originadas a partir de las crestas neurales) productores de
dentina, mientras que la capa adyacente de las células se diferencian en ameloblastos (de origen
epitelial, especificamente de una capa de células epiteliales que recubren los procesos maxilar y
mandibular en el embrién) productores de esmalte. Los odontoblastos liberan BMP y FGF
induciendo a los ameloblastos a liberar esmalte justo en frente a la capa de odontoblastos. En este
momento, los ameloblastos liberan Wnt, Runx y TGF-B, induciendo a su vez la diferenciacion de los
odontoblastos y dando comienzo a la formacién de dentina. La misma comienza en la periferia de la
pulpa dental y ocurre tanto en la regidon de la corona como en la raiz. A medida que avanza la
diferenciacion de las células y la matriz extracelular, se forma una unidn dentina-esmalte (Fig. 3.6;
Tucker y Sharpe, 1999; Matalova et al., 2015). A la par de estos dos procesos, una vez formada la
raiz, ocurre la cementogénesis por parte de los cementoblastos de origen mesenquimatico. En este
proceso se forma el cemento, el cual recubre la raiz dentro del hueso alveolar (Matalova et al.,

2015).
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Figura 3.6. Diferenciacién celular. Modificada de Matalova et al. (2015)

3.2.1. Caracteristicas generales y secuencia de formacion de la denticion en el linaje hominido

Los hominidos, presentan una denticién de tipo heterodonte, la cual se caracteriza por

presentar dos regiones bien definidas, aquella con denticidn unicuspide (incisivos y caninos), en la

regidn anterior de la arcada dental y aquella con denticién multicispide (premolares y molares), en

la regidn posterior de la arcada dental (Fig. 3.7) (Butler, 1937, 1939; Osborn, 1978; Hillson, 1996;
Bernal et al., 2018).
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Incisivos
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Molares

Derecha ! Izquierda

Figura 3.7. Arcada dental superior. M: Mesial; B: Bucal; D: Distal; L: Lingual. Modificada de Bernal et al. (2018)
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Otra caracteristica de la denticiéon de los homininos es la difiodoncia, esto se refiere al
desarrollo de dos generaciones dentarias, una denticion temporaria o decidua (la primera en
desarrollarse) que consta de 20 piezas dentales, la cual es reemplazada posteriormente por la
denticion permanente compuesta por 32 piezas. Cada arcada (superior e inferior) repite la
configuracion dental entre los laterales izquierdo y derecho aumentando la complejidad morfolégica
de la corona y de la raiz en sentido mesio-distal. De esta manera, la férmula dentaria de la denticién
decidua para cada hemiarcada consta de 2 incisivos, 1 canino y 2 molares, mientras que la férmula
dentaria de la denticién permanente para cada hemiarcada consta de 2 incisivos, 1 canino, 2
premolares y 3 molares (Zhao et al., 2000).

El proceso de formacién de la denticidn decidua en H. sapiens inicia alrededor de la semana
6 después de la concepcién y a partir de la semana 8 se comienza a desarrollar la forma de herradura
de la ldmina dental, la cual posee 10 zonas de engrosamiento epitelial por arcada. Los incisivos y
caninos comienzan a desarrollarse a partir de la semana 14 hasta la 18, mientras que los molares lo
hacen entre las semanas 15 y 19 (Hillson, 2014). Posteriormente, comienza a desarrollarse la
denticion permanente, alrededor de la semana 30 de gestacién con la formacion del germen del
primer molar. Sin embargo, el mayor desarrollo de la denticién permanente se produce durante la
vida postnatal, donde la secuencia de desarrollo continda con los incisivos, luego los caninos
(aunque estos hacen oclusion después del primer premolar), posteriormente el segundo molar, los
premolares y por ultimo, el tercer molar (Buikstra y Ubelaker, 1994; Hillson, 1996; Reid y Dean,
2006; AlQahtani, 2008).

La nomenclatura dental utilizada en la presente Tesis es una modificacidn del sistema
propuesto por Hillson (1996). Se mantuvo la primera letra en mayuscula para identificar la pieza
dental, seguido de un ndmero identificando el orden de éste. A su vez se realizaron las siguientes
modificaciones: se omitié la letra para indicar lateralidad debido a que solo se usaron piezas
Izquierdas y se cambid la letra en mayuscula que indica superior o inferior (S o | respectivamente)

por el uso de la palabra completa.

3.3. Modelos de desarrollo y evolucidn de la morfologia molar

La morfologia molar es producto de la interaccidn entre procesos que actian a escala local,
como los factores de activacion-inhibicion resumidos mas arriba, y a escala sistémica del organismo.
En efecto, los molares no son estructuras independientes del resto del organismo y como tal, se ven
afectados por cambios producidos en el mismo. Se ha sefialado que el tamafo de los dientes esta
asociado a diferencias en el tamafo de otras estructuras o la masa corporal (Kieser, 1990; Monson et

al., 2019; Billet y Bardin, 2021; entre otros). Por lo tanto, parte de la variacién en tamafio observada
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en los molares podria ser consecuencia de la variacién en el tamafio general del organismo. Sin
embargo, también actuan factores locales que regulan la morfogénesis dental. Particularmente, se
ha observado una importante interaccién entre moléculas activadoras e inhibidoras secretadas por
los diferentes tejidos en el modelado de la forma y tamano de los molares. En este contexto, sobre
la base de estudios experimentales, se han generado dos modelos de gran relevancia para el estudio
del desarrollo molar, uno empleado en el estudio de la variacidon en tamano y nimero de cuspides
molares, y otro que daria cuenta de los cambios en el tamafo relativo de los molares inferiores a
escala intra e inter-especifica. El primer modelo, presentado originalmente por Jernvall (2000) y
Ilamado modelo de Cascada, plantea que la formacion de las cuspides sigue un desarrollo secuencial,
donde los nudos de esmalte secundarios (NES) actuarian como centros de sefialamiento y el
numero, posicidn y tamano de las clspides variard en funcion del espaciamiento entre los diferentes
NES con relacién al tamafio dental total (Jernvall, 2000; Salazar-Ciudad y Jernvall, 2002). El segundo
modelo, denominado de Cascada Inhibitoria (Cl), fue desarrollado por Kavanagh y colaboradores
(2007). Este modelo parte de una légica similar al anterior, pero centrandose en los mecanismos que
subyacen a la variacion de las proporciones molares (Kavanagh et al., 2007). Ambos modelos han

sido aplicados al estudio de la evolucién de los molares en el linaje hominido.

3.3.1. El modelo de Cascada y los cambios evolutivos en las clispides molares

En el afio 2000 y como consecuencia de una serie de trabajos y estudios previos (e.g.,
Jernvall et al., 1994; Jernvall, 1995; Jernvall y Thesleff, 2000), Jernvall desarrolla un modelo en el cual
se plantea que las cuspides siguen un desarrollo secuencial y que el nimero, posicidn y tamafio de
las mismas es regulado por el espaciamiento entre los diferentes centros de seiialamiento (Jernvall,
2000).

Teniendo en cuenta el conocimiento generado acerca de los mecanismos que regulan el
desarrollo dental, se propuso que el patron de las cuspides en la denticion multicuspide es regulado
por la activacién e inhibicién de los centros de sefialamiento y la interaccidn entre el espaciamiento
de la iniciacidn de la cuspide y la terminacidn global del desarrollo (Jernvall, 2000). Los centros de
sefialamiento controlan el crecimiento y el plegado del epitelio dental y determinan la forma y el
tamafio final de la corona dental (Salazar-Ciudad y Jernvall, 2002), y puesto que una vez formada la
corona dental solo puede modificarse por desgaste, la variaciéon en el nimero, forma y tamafio de
las cuspides en la denticion resulta directamente de diferencias en el desarrollo (Jernvall, 2000).
Como se menciond anteriormente, los centros de sefialamiento producen moléculas que inhiben la
formacidn de nuevos centros dentro de un area de efecto, a la vez que controlan la formacidn de

centros secundarios en los lugares donde se formardan las nuevas cuspides; asi, el modelo de cascada
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postula que el patrén de cuspide resulta de la interaccidn entre el tiempo y espaciamiento de los
centros de esmalte, y el tiempo que dura el crecimiento antes de la mineralizacién (Jernvall, 2000).
Este modelo permite generar, por ende, expectativas acerca del tamafio, nimero y posicién de las
cuspides.

Asimismo, el modelo permite plantear que las variantes morfolégicas dentales son
originadas por pequefias modificaciones en el desarrollo. La activacién secuencial de los NES
requiere sélo de pequefios cambios en el desarrollo para producir grandes cambios morfoldgicos
(Jernvall, 2000). Esta capacidad de evolucién de los dientes puede haber facilitado la adquisicion
rapida e independiente de diversas cuspides en diferentes linajes de mamiferos, otorgando nuevas
oportunidades ecoldgicas (Hunter y Jernvall, 1995; Jernvall et al., 1996; Jernvall, 2000).

El modelo de Cascada originalmente fue propuesto para focas (Phoca hispida ladogensis), sin
embargo desde la fecha de su postulacién se ha aplicado a varias especies de mamiferos incluyendo
hominidos (Moormann et al., 2013; Gomez-Robles et al., 2015; D'Addona et al., 2016; Martin et al.,
2017; Hanegraef et al., 2018; Ortiz et al., 2018). Recientemente, el modelo de Cascada se aplicé al
analisis de la variacién molar en hominidos fésiles y actuales a fin de determinar si la expresion de
cuspides accesorias podia explicarse por cambios en los parametros del desarrollo sefialados por el
modelo de Cascada (Ortiz et al., 2018). Los resultados indicaron que gran parte de la variacion

observada entre las cUspides podia explicarse a través del modelo.

3.3.2. El modelo de Cascada Inhibitoria y evolucion del tamafio y proporciones molares

Partiendo de estudios experimentales previos en desarrollo dental, cristalizados en el
modelo de Cascada de Jernvall (2000), Kavanagh y colaboradores (2007) estudiaron el efecto de las
moléculas activadoras e inhibidoras sobre el desarrollo de los molares, especificamente sobre el
tamafio relativo y el nUmero de molares inferiores. A partir del cultivo in vitro de gérmenes molares,
los investigadores observaron que los primeros molares en desarrollarse ejercen un efecto inhibidor
sobre la formacién de los molares subsecuentes mediante la liberacién de moléculas inhibidoras
tales como SOSTDC1, BMP3 y FOLLISTATIN; mientras que los tejidos mesenquimaticos circundantes
activan la formacion molar expresando moléculas tales como BMP4 y ACTIVINbA (Kavanagh et al.,
2007).

Sobre esta base, Kavanagh y colaboradores (2007) propusieron que las proporciones de
activadores e inhibidores controlan la diferenciacién y el crecimiento de los molares. Dicho modelo
fue denominado de Cascada Inhibitoria (Cl), y plantea que el tamafio relativo de los molares seria
regulado por una cascada de inhibicién. Matematicamente, se resume bajo la ecuacidn: Y=1+[(a-

i)/il(x-1), donde Y es el darea molar, x es la posicion de los molares (molar 1 -M1-, molar 2 -M2-, o
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molar 3 -M3-), a representa el activador e i, el inhibidor. A partir de esta ecuacidn se derivan las
siguientes areas molares: M1=1, M2=a/i y M3=2a/i-1. Por lo tanto, conociendo la proporcién M2/M1
es posible estimar el valor predicho para la proporcion M3/M1. En el modelo Cl, cuando se ajusta un
modelo lineal a las proporciones M2/M1 contra las predichas para M3/M1 se obtiene una
pendiente=2 y un intercepto=-1 (Fig. 3.8; Kavanagh et al., 2007).

De acuerdo al modelo Cl, cuando la proporcién de las moléculas activadoras e inhibidoras
estd balanceada, los molares tendran tamano similar (M1=M2=M3), mientras que el incremento de
la proporcion a/i favorecera la formacion mas temprana y el mayor desarrollo de los molares
posteriores, y por el contrario la reduccién de dicha proporcion resultard en una mayor inhibiciéon
del crecimiento de los molares posteriores. Si el efecto inhibidor es tal que el M2 se reduce al 50%

del tamafio del M1, el modelo predice agenesia del M3 (Kavanagh et al., 2007).

Cascada Inhibitoria
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Figura 3.8. Modelo de Cascada Inhibitoria. Modificada de Schroer y Wood (2015)

Este modelo fue originalmente propuesto en base a estudios experimentales sobre la
denticion molar inferior de roedores. Sin embargo, su aplicaciéon fue ampliada para el estudio de la
variacion morfoldgica de los molares, tanto permanentes como deciduos, asi como premolares en
diferentes taxa, que incluyen roedores, ungulados, canidos y primates (Polly, 2007; Renvoisé et al.,

2009; Sanchez-Villagra, 2010; Labonne et al., 2012; Wilson et al., 2012; Asahara, 2013; Halliday y
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Goswami, 2013; D’Addona et al., 2016, 2017; Morita et al., 2016). Asimismo, fue utilizado para
explicar la variacion en otras estructuras anatdmicas metaméricas, tales como vértebras y falanges

(Kavanagh et al., 2013; Young et al., 2015).

3.4. El género Mus como organismo modelo de la evolucién dental humana

El empleo de modelos experimentales tiene una extensa tradicién en antropologia bioldgica,
especialmente a nivel nacional. La misma se asocia a estudiar bajo condiciones controladas, los
procesos subyacentes a la variacion humana (Oyhenart y Cesani, 2016). En general, las
contribuciones se han orientado a evaluar la influencia de factores especificos (e.g., ambientales,
hormonales) en la variacion craneofacial y postcraneal (Pucciarelli, 1974; Dahinten y Pucciarelli,
1981, 1983; Pucciarelli et al., 1990, 2000; Dressino y Pucciarelli, 1996; Oyhenart et al., 1996;
Hallgrimsson y Lieberman, 2008), y dental (DiOrio et al., 1973; Young, 1995; Smid et al., 2007).

Dentro de la metodologia experimental, uno de los organismos mas empleados como
modelo es el raton (Treuting y Dintzis, 2012). Las bases epistemoldgicas de esta aproximacion se
sustentan en dos criterios: a) generalizacidon basada en la similitud bioldgica para el rasgo o proceso
estudiado entre la especie modelo y el objeto de estudio, y b) generalizacién apoyada en la relacién
evolutiva entre ambos -i.e., filogenia- (Bolker, 2014; Levy y Currie, 2014). Particularmente, en
estudios de denticion humana, se ha sefalado a la especie Mus musculus como el organismo modelo
para abordar los procesos de desarrollo y variacién morfolégica dental. La eleccion de este
organismo se fundamenta, por un lado, en la similitud de la odontogénesis de primates y roedores a
escala molecular e histolédgica (Lin et al., 2007; Treuting y Dintzis, 2012; Hu et al., 2013). Por otro
lado, se conocen con suficiente detalle los mecanismos del desarrollo molar en condiciones
normales de M. musculus; es posible inducir perturbaciones en el desarrollo experimentalmente y
estudiar los cambios morfolégicos asociados; y se dispone de cepas derivadas de distintas
subespecies de M. musculus que exhiben tiempos variables de divergencia.

En concordancia con lo expuesto, en la presente Tesis se consideré fundamental el abordaje
experimental para evaluar la relacién entre procesos del desarrollo y el surgimiento de la variacion
morfoldgica en la denticién molar a escala evolutiva. Los érdenes Rodentia y Primates -dentro del
cual se encuentra Homo-, comparten un ancestro comun y se encuentran incluidos en el superorden
Euarchontoglires (Delgado et al., 2008; Jenner y Wills, 2007), lo que sustenta una proximidad
filogenética en las generalizaciones de los mecanismos a escala de superorden. Asimismo, M.
musculus y Homo presentan importantes similitudes en la denticidn molar a escala estructural,
histoldgica y molecular. Respecto de la férmula dental, la denticion permanente posterior de Homo y

la denticidn posterior de M. musculus esta compuesta por tres molares bunodontes que atraviesan
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los mismos estadios de desarrollo embrionario (engrosamiento, lamina, yema, capuchdn y
campana), y la misma secuencia de formacién y de erupcidon (M1, M2 y M3) (Jernvall et al., 1994;
Thesleff y Sharpe, 1997; Jernvall y Thesleff, 2000; Teaford et al., 2000; Thesleff, 2003; Peterkova et
al., 2014). A escala histoldgica se observan en la denticién molar de ambos grupos los mismos tejidos
(pulpa dentaria, dentina, esmalte y cemento) con similar disposicién generando las mismas
estructuras anatdmicas (raiz, cuello y corona) (Thesleff y Sharpe, 1997; Thesleff, 2003; Guatelli-
Steinberg y Huffman, 2012; Treuting y Dintzis, 2012). Finalmente, a escala molecular, humanos y
roedores presentan similitudes tanto en moléculas de sefialamiento como en factores de
transcripcién tales como SHH, WNT, BMP, MSX y PAX entre otras, las que en conjunto regulan el
desarrollo dental a lo largo de las distintas etapas embrionarias. Estas moléculas y factores de
sefialamiento se relacionan con el control del tamafio, posicidn, nimero y complejidad de los
dientes molares (Sharpe, 2000; Thesleff, 2003; Lin et al., 2007; Catén y Tucker, 2009; Tummers y
Thesleff, 2009; Rodrigues Paixao-Cortes et al., 2011; Hu et al., 2013; Wang et al., 2014; Lan et al.,
2015; Yang et al., 2015).

En sintesis, la proximidad filogenética entre M. musculus y Homo, asi como su similitud
biolégica en la denticién molar han sido decisivas en la evaluacién de los procesos de desarrollo y
evolutivos involucrados en el origen y mantenimiento de la variacion morfoldgica dental

desarrollada en la presente Tesis.
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4.1. Principales tendencias de cambio en la morfologia dental en el linaje hominido

Los datos acerca de la variacién morfoldgica dental han constituido, desde el inicio de las
investigaciones en antropologia biolégica hasta la actualidad, una de las lineas de evidencia mas
ampliamente utilizadas en el estudio de la evolucion humana (Wolpoff, 1971; Guagliardo, 1982;
Brace et al., 1987; Stojanowski, 2004; Hanihara e Ishida, 2005; Bernal et al., 2010a,b). Esto es en
parte debido a que los dientes presentan una buena preservacion post-depositacional, inclusive en
situaciones adversas, a su utilidad como indicadores bioldgicos (e.g., madurativos, de desarrollo, de
dieta, patoldgicos), su baja susceptibilidad a los cambios ambientales y altos niveles de
heredabilidad (Hillson, 2005; Hughes et al., 2016; Esan et al., 2017; Bernal et al., 2018; Brachetta-
Aporta y D'Addona, 2020; Cerrito et al., 2020; Modesto-Mata et al., 2020).

El analisis de los hominidos fdsiles ha mostrado que una de las tendencias evolutivas mas
notorias consiste en una reduccién de la denticiéon en cuanto al tamafio de las piezas dentales y del
tamafo y numero de las cuspides. En monos del Viejo Mundo la denticidn se caracteriza por
presentar el complejo Canino/Premolar 3 (C/P3), el cual esta conformado por un canino superior de
tamaio grande y con una superficie oclusal orientada en posicion bucal, cuyos lados se afilan contra
un premolar inferior en forma de cono -lo que podria responder a conductas de competencia entre
los machos- (Guatelli-Steinberg, 2016). Los homininos mas antiguos, como Sahelanthropus
tchadensis y Orrorin tugenensis (datados en 6-5 Ma), presentan una progresiva pérdida del complejo
C/P3 con una reduccién del tamafio de los caninos. El espesor dental también se reduce, exhibiendo
estas especies un espesor intermedio entre el esmalte delgado que se observa en especies mas
recientes del linaje y el gran espesor presente en grandes monos actuales (Suwa et al., 2009).

La reduccién en tamafio de los caninos se acentla dentro del género Australopithecus (4-3
Ma), siendo un caracter derivado la pérdida del complejo C/P3. Esto se asocia a cambios en el
contorno de la arcada dental, caracterizandose los primeros fésiles del género (i.e., A. anamensis, A.
afarensis) por una forma rectangular, similar a la de los simios actuales; mientras que los
especimenes mas recientes, como A. africanus, presentan una arcada parabdlica (Leakey et al.,
1995; Guatelli-Steinberg, 2016). Por otro lado, los molares son de mayor tamafio que lo observado
para hominidos mds antiguos, con un espesor de esmalte mayor. Estos rasgos son considerados
como derivaciones producto de la dureza de los alimentos que consumian (Beynon y Wood, 1986;
Skinner et al., 2015). Esta adaptacion habria sido llevada al extremo dentro del género Paranthropus
(i.e., Australopithecus robustus; Pontzer, 2012). Asimismo, dentro del género Australopithecus se
observa una molarizacién del P3 inferior, caracterizada por la presencia de tres crestas (mesial, distal
y transversa). Finalmente, los premolares incrementan la cantidad de cuspides, siendo unicuspides

en A. anamensis y bicuspide en A. africanus (Guatelli-Steinberg, 2016). A partir del analisis de rasgos
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no métricos y de medidas del area de las cuspides de los molares superiores e inferiores en fésiles de
Australopithecus, Paranthropus, Homo fésiles y actuales, y las dos especies de Pan -P. paniscus y P.
troglodytes-, se ha determinado que en relacion al género Pan, los miembros del género
Paranthropus presentan cuspides accesorias y un talénido expandido (Bailey y Wood, 2007). Estos
rasgos no se encuentran en Homo, por lo que se infiere que la pérdida de caracteres primitivos se
asocia a la tendencia a la menor complejidad de la corona molar.

Las especies mas antiguas del género Homo (2 Ma) presentan similitudes con las especies de
Australopithecus en relacion con el tamafo corporal y del cerebro, pero muestran diferencias
significativas con relacién a la denticion. En Homo se acentua la reduccién del tamafio dental y el
espesor del esmalte es relativamente menor, lo que ha sido vinculado a cambios en la dieta
(Pontzer, 2012; Skinner et al.,, 2015). Asimismo, se registra una disminucion en el namero de
cuspides y raices distales (Gomez-Robles et al., 2015), aunque existen marcadas diferencias entre
especimenes. Los fésiles mas antiguos, procedentes de Africa (e.g., H. habilis, H. ergaster) presentan
rasgos dentales mas similares a los Australopithecus en comparacion con las especies derivadas que
habitaron Eurasia (i.e., H. erectus, H. antecessor, H. neanderthalensis). Estas Ultimas presentan
mayor desarrollo de la denticidn anterior, con dientes en forma de pala, tubérculo dental y cresta
mesial en el canino (Martindn-Torres y Bermudez de Castro, 2016), mientras que la denticién
posterior se caracteriza por la pérdida de clspides accesorias (Guatelli-Steinberg e Irish, 2005).

Otro aspecto que ha sido de gran interés en el estudio de las tendencias evolutivas del linaje
hominido son los cambios en el tamano relativo de los molares. Las primeras investigaciones sobre
la morfometria dental de especies fdsiles remarcaron la existencia de diferencias entre
Australopithecus, Paranthropus y las especies mas antiguas de Homo con respecto a H. sapiens
moderno, caracterizandose este Ultimo por la secuencia M1>M2, a diferencia de las mas antiguas
caracterizadas por M1<M2 (Clark, 1955). Si bien estas diferencias fueron observadas a escala inter-
especifico, se mostrd que la secuencia M1<M2 se encuentra en un porcentaje variable de individuos
en las poblaciones humanas modernas, especialmente en el maxilar superior, aunque no es el
patron mas frecuente (Garn et al., 1963). Estudios mas recientes, que incluyen el analisis de un
numero mayor de fdsiles, muestran una mayor variabilidad en las proporciones molares que la
reconocida previamente. En este sentido, en las especies de Australopithecus y Paranthropus se
encuentran las secuencias M1<M2<M3, M1<M2=M3 y M1<M2>M3, en tanto que las especies mas
antiguas de Homo exhiben el patréon M1<M2>M3 (Moggi-Cecchi y Boccone, 2007; Schroer y Wood,
2015; Evans et al., 2016).

En la Figura 4.1 se presentan ejemplos de la morfologia dental en el linaje hominino. Se

observa la reduccidn del tamafio de las piezas dentales que caracteriza a H. sapiens en comparacion
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con las especies mds antiguas. La reduccién es mds marcada para los segundos y terceros molares,
observando en las especies mas recientes un tamano similar entre las tres piezas molares y un

primer molar levemente mas grande que los posteriores.

Au. afarensis Au. africanus  P. boisei H. habilis H. naledi H. erectus H. sapiens

Figura 4.1. Denticidn inferior de hominidos fésiles y humanos modernos. Modificada de Bernal et al. (2018).

El andlisis de la denticién también ha sido fundamental en estudios sobre los procesos
evolutivos que condujeron a la diferenciacion entre las poblaciones humanas. En general, las
aproximaciones metodoldgicas se han basado en la evaluacion de los rasgos no métricos de la
corona y la raiz, y de las proporciones del tamafio dental (Hanihara e Ishida, 2005; Bernal et al.,
2010a). A partir de estos andlisis se han identificado rasgos como la cuspide de Carabelli, los incisivos
en forma de pala, y el borde mesial del canino, entre otros, que se expresan en diferente frecuencia
en poblaciones de distinto origen (Scott y Turner, 1997). El nivel de expresién de estos rasgos se
clasifica de acuerdo a un sistema estandar, siendo el mas empleado el Arizona State University
Dental Anthropology (Scott y Turner, 1997; Hillson, 2007), lo que ha permitido diferenciar y clasificar
a las poblaciones humanas en funcién de su procedencia geografica.

Tradicionalmente, los rasgos dentales han sido de utilidad para establecer ancestria y
distancias bioldgicas entre las poblaciones humanas, estableciéndose categorias clasicas -algunas ya
en desuso- como el Complejo Dental Mongoloide, propuesto por Hanihara (1966, 1967) para la
denticion permanente y decidua. Dos de las principales tendencias en la variacion morfoldgica
asociada al Complejo Dental Mongoloide y que darian cuenta de la diversificacién de las poblaciones
son los patrones Sundadonte y Sinodonte (Hanihara, 1966; Turner Il, 1984). Por un lado, el patrén
mas conservador denominado Sundadonte, se caracterizaria por la retencidn de rasgos como la
presencia de los segundos molares inferiores con 4 cuspides y la reduccidn de los terceros molares.

Este patron derivaria del sureste de Asia, en lo que alguna vez fue la plataforma de Sunda y se
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extiende a las poblaciones de la Micronesia y la Polinesia. El segundo patrén, Sinodonte, presenta
una frecuencia alta de incisivos en pala, primer molar inferior trirradicular y primer premolar
superior uniradicular, extensién del esmalte del primer molar superior, reduccién del tercer molar
superior y cresta distal accesoria en el canino (Turner I, 1984; Scott y Turner, 1997). El patron
Sinodonte es mds generalizado en su distribucién, hallandose en el norte y este de Asia, y esta
presente actualmente en las principales poblaciones de China, Mongolia, Japén, Corea, noreste de
Asia, Norteamérica y Sudamérica (Turner Il, 1983, 1984; Scott y Turner, 1997). La divisién entre
ambos se remontaria a 20.000-30.000 aiios atras, cuando el patrdn Sinodonte se habria desarrollado
a partir de una poblacidn anterior a la Sundadonte durante el Pleistoceno tardio (Scott y Turner,
1997). Los australianos, poblaciones de Nueva Guinea y algunos Melanesios estan excluidos de estas
designaciones dentales, aunque presentan mayor similitud con los Sundadontes.

Por otra parte, en las Ultimas décadas se ha incrementado el andlisis de la variacion dental
desde aproximaciones métricas, aunque aun estan limitados a un nimero reducido de poblaciones
(Kieser, 1990; Hanihara e Ishida, 2005; Bernal et al., 2010a,b). Las mediciones incluyen en general el
area de la corona, pero en aquellos casos donde las poblaciones exhiben niveles altos de desgaste
dental, atribuidos principalmente al grado de abrasividad segun el tipo de subsistencia (i.e., caza,
recoleccidn, agricultura) o practicas culturales donde se utilizan los dientes como herramientas
(Scott y Turner, 1988; Bernal et al., 2007), se empled el diametro a nivel del cuello (Hillson et al.,
2005). En una escala global, las mediciones de los didmetros bucolingual y mesiodistal de la corona
han mostrado una gran variacion en el tamafio dental entre poblaciones procedentes de los distintos
continentes (Brace, 1967; Wolpoff, 1971; Brace et al., 1991; Harris, 1998; Hanihara e Ishida, 2005).

En el capitulo 7 se analiza el tamafio y las proporciones de los molares superiores e inferiores
de hominidos fdsiles y actuales, y a escala intra-especifica se analiza un conjunto de poblaciones
humanas prehistéricas y modernas. Los patrones de variacién observados para ambas escalas de

analisis son comparados con las predicciones del modelo ClI (Kavanagh et al., 2007).
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5.1. Muestras de hominidos fésiles y actuales

Con el fin de estudiar la variacién intra e inter-especifica en el linaje hominido se recopild

informacidon morfométrica dental de un total de 555 especimenes de homininos fésiles y especimenes

actuales de Gorilla y Pan (Tabla 5.1; Schroer y Wood, 2014; Kaifu et al., 2015; Carter y Woryingthon, 2016;

Evans et al., 2016) que comprenden mas de 700 piezas dentales incluyendo primeros, segundos y terceros

molares inferiores y superiores. Asimismo, se relevaron datos de 56 poblaciones humanas (Tabla 5.2; Fig.

5.1; Kieser, 1990; Irish et al., 2016) las que en conjunto presentaron un total de 47.892 piezas dentales

incluyendo primeros, segundos y terceros molares inferiores y superiores.

Tabla 5.1. Detalle de las especies de hominidos incluidas en los analisis

indice Familia Género Especie N Cantidad molares inferiores | Cantidad molares superiores
1 Hominidae | Australopithecus A. anamensis 31 21 28
2 Hominidae | Australopithecus A. afarensis 33 48 13
3 Hominidae | Australopithecus A. africanus 20 20 2
4 Hominidae | Australopithecus A. deyiremeda 1 3 0
5 Hominidae | Australopithecus A. sediba 2 6 4
6 Hominidae Homo H. habilis 34 32 35
7 Hominidae Homo H. erectus (Asia) 58 50 28
8 Hominidae Homo H. ergaster (Africa) 15 25 10
9 Hominidae Homo H.georgicus (Dmanisi) 3 8 8
10 Hominidae Homo H. naledi 4 ~ ~
11 Hominidae Homo H. floresiensis 2 6 2
12 Hominidae Homo H. heidelbergensis 38 84 10
13 Hominidae Homo H. neanderthalensis 94 70 64
14 Hominidae Homo H. sapiens 5575% ~ ~
15 Hominidae Paranthropus P. boisei 5 9 0
16 Hominidae Paranthropus P. robustus 49 71 2
17 Hominidae Gorilla G. beringei 12 ~ ~
18 Hominidae Gorilla G. gorilla 47 ~ ~
19 Hominidae Pan P. paniscus 25 ~ ~
20 Hominidae Pan P. t. schwein. 26 ~ ~
21 Hominidae Pan P. troglodytes 56 ~ ~
Total 555

* N en las especies fosiles y de primates no humanos actuales representa el nimero de especimenes analizados. Para Homo sapiens el N corresponde al
tamafio total de individuos procedentes de las 56 poblaciones detalladas en la Tabla 5.2. ~~: Los datos analizados corresponden a valores medios de los

didmetros mesiodistal y bucolingual, no se cuenta con informacién para cada pieza molar.
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Tabla 5.2. Detalle de las poblaciones humanas incluidas en los andlisis

indice Poblacién Region | indice Poblacién Region
1 Negro (S. Africa) Africa 29 Tibet Asia
2 Negro (W. Africa, Teso) Africa 30 Broadbeach Oceania
3 Nubian (10000- 7000BC) Africa 31 Western Australia Oceania
4 Nubian (3300- 1100BC) Africa 32 Yuendumu Oceania
5 Nubian (1-1400AD) Africa 33 Bougainville (Nasioi) Oceania
6 San (Bushman, Kalahari nomadic) Africa 34 New Britain Oceania
7 San (Bushman, skeletal) Africa 35 New Britain (West Nakanai) Oceania
8 San (Bushmen, Kalahari settlers) Africa 36 New Guinea (Goroka) Oceania
9 Chinese Asia 37 New Guinea (Lufa) Oceania
10 Chinese (Bronze Age Shang Dynasty) Asia 38 American Whites Europa
11 Chinese (Hong Kong) Asia 39 Caucasoid Europa
12 India (Bronze Age Harappans) Asia 40 Lapps (Skolt) Europa
13 India (Inagaon 1700-700BC) Asia 41 Norwegian Lapps Europa
14 India (Ramapuram) Asia 42 Dickson Mound América del Norte
15 India Punjabi Asia 43 Eskimo (Hall Beach) América del Norte
16 Indonesians (Gilimanuk) Asia 44 Eskimo (Igloolik) América del Norte
17 Japanese (Ainu Hokkaido) Asia 45 Eskimo, Aleut América del Norte
18 Japanese (Early Jomon) Asia 46 Indian Knoll (4160-2558BC) | América del Norte
19 Japanese (Early Yayoi) Asia 47 Ohio Valley (Adena) América del Norte
20 Japanese (Hokoriku) Asia 48 Ohio Valley (Hopewell) América del Norte
21 Japanese (Korean descent) Asia 49 Pecos Pueblo (800-1100AD) | Ameérica del Norte
22 Japanese (Kyoto) Asia 50 Tennessee (6000-500BC) América del Norte
23 Japanese (Tokyo, Endo Period) Asia 51 Tennessee (1300- 1550AD) | América del Norte
24 Malay Asia 52 Tennessee (700- 1150AD) América del Norte
25 South-east (Bronze Age Java) Asia 53 Lengua América del Sur
26 South-east (Bronze Age Thai) Asia 54 Peruvian (2500-1000BP) América del Sur
27 South-east (Java) Asia 55 Peruvian (4000-2500BP) América del Sur
28 South-east (Thai) Asia 56 Peruvian (6500-4000BP) América del Sur

Los nombres de las poblaciones se mantuvieron en el idioma utilizado por el autor en la publicacién original (Kieser, 1990)
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Figura 5.1. Localizacion de las poblaciones humanas analizadas. Los nimeros corresponden al indice de la Tabla 5.2
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5.2. Muestras de especies y subespecies de Mus

Para evaluar los mecanismos involucrados en la diferenciacién morfoldgica molar a escalas
intra e inter-especificas se emplearon distintos grupos de roedores del género Mus. En total, se
emplearon 421 especimenes, distribuidos en dos grupos de analisis, por un lado 6 modelos
experimentales (n=211 especimenes) en los que se alterd el crecimiento y desarrollo, en tanto un
séptimo modelo (n=210 especimenes) resume la variacion intra e inter-especifica del género (Fig.

5.2; Tabla 5.3).

Alteracion de crecimiento

Factores con efecto global

Modelo 1
Por factores hormonales

GHS=16 GHD=14

Modelo 2a Q
Dieta hipo-proteica

Modelo 2 DC1=19 HP1=10
Por perturbacion
ambiental Modelo 2b

Dieta hipo .

calorico-proteica DC2=17 HP2=7 HCP=9

>
Modelo 3
Por seleccion artificial
CBi=14 CBi+ =14 CBi- =16 CBi/C=11 CBi/L=16
Factores con efecto local
R
Modelo 4
Por supresién de un
factor activador bmpC=6 bmpT=5
Modelo 5
Por supresién de un
factor inhibidor WiseC=3 WiseT=4
R

Modelo 6
Por reduccién de un
factor activador

NogC=19 NogT=11

Variacion intra e inter-especifica
Mus musculus Mus spicilegus Mus spretus
M. m. domesticus M. m. musculus M. m. castaneus

AJ=19
Modelo 7 C57BL=19 s>
Variaciénintra e 129sv=19
inter-especifica NOD=19 £

WSB=20 PWK=19 Cast=19 PAN=20 Spret=20
NZO=16 CZE=20

Figura 5.2. Muestra analizada. Mas informacién de cada grupo, ver Tabla 5.3.
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Tabla 5.3. Muestras de roedores analizadas

Especie-Subespecie Cepa Grupo | Modelo Descripcion grupo experimental Edad (dias) Hembras | Machos | Indeterminados | N
M. m. domesticus C578Bl/6 GHS 1 Factores con efecto global: Hormona de crecimiento suficiente (ghrhr-/+) 46.2+-5.9 10 6 16
M. m. domesticus C578Bl/6 GHD 1 Factores con efecto global: Hormona de crecimiento deficiente (ghrhr-/-) 47.1+-5.4 7 7 14
M. m. domesticus C578Bl/6) DC1 2 Factores con efecto global: Dieta normal proteica | (20%) 38.3+-12.4 6 13 19
M. m. domesticus C578Bl/6) HP1 2 Factores con efecto global: Dieta hipoproteica | (6%) 41+-9.5 5 5 10
M. m. domesticus C578Bl/6) DC2 2 Factores con efecto global: Dieta normal proteica Il (20%) 34+-1.4 11 6 17
M. m. domesticus C578Bl/6) HP2 2 Factores con efecto global: Dieta hipoproteica Il (6%) 33+-2.8 4 3

M. m. domesticus C578Bl/6) HCP 2 Factores con efecto global: Dieta hipocaldrica-proteica | (80%) 34.6+-0.7 5 4 9
M. m. domesticus CBi CBi 3 Factores con efecto global (seleccion artificial): Linea testigo M:493+-38 H:401+-26 6 8 14
M. m. domesticus CBi CBi+ 3 Factores con efecto global (seleccion artificial): Alto peso/Esqueleto largo M:470+-24 H:317+-13 8 6 14
M. m. domesticus CBi CBi/C 3 Factores con efecto global (seleccidn artificial): Alto peso/Esqueleto corto M:330+-26 H:525+-26 5 6 11
M. m. domesticus CBi CBi/L 3 Factores con efecto global (seleccidn artificial): Bajo peso/Esqueleto largo M:414+-52 H:465+-28 8 8 16
M. m. domesticus CBi CBi- 3 Factores con efecto global (seleccidn artificial): Bajo peso/Esqueleto corto M:398+-35 H:495+-20 8 8 16
M. m. domesticus | 12954/SvlaeSor | BmpC 4 Factores con efecto local: supresion de un factor activador Indeterminada 6 6
M. m. domesticus | 12954/SvlaeSor | BmpT 4 Factores con efecto local: supresion de un factor activador Indeterminada 5 5

M. m. domesticus C57B6/J WiseC 5 Factores con efecto local: supresion de un factor inhibidor Indeterminada 3
M. m. domesticus C57B6/I WiseT 5 Factores con efecto local: supresion de un factor inhibidor Indeterminada 4 4
M. m. domesticus C57B6/I NogT 6 Factores con efecto local: reduccién de un factor activador Indeterminada 11 11
M. m. domesticus A/) Al 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas de laboratorio endogamicas 69.4+-5.4 10 19
M. m. domesticus C57BL/6)J C57BL 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas de laboratorio endogamicas 71.7+-1 8 9 2 19
M. m. domesticus 129Sv/Im) 129Sv 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas de laboratorio endogamicas 71.2+-1.7 9 10 19
M. m. domesticus NOD/Lt) NOD 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas de laboratorio endogamicas 70.1+-0.9 9 10 19
M. m. domesticus NZO/H1J NZO 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas de laboratorio endogdmicas M:69.5 H:167.1 9 7 16
M. m. castaneus CAST/EiJ Cast 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas silvestres 71.3+-1.4 7 5 19
M. m. musculus PWK/PhJ PWK 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas silvestres 70.1+-2.1 9 9 1 19
M. m. domesticus WSB/Ei) WSB 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas silvestres 72.4+-1.6 10 10 20
M. m. musculus CZECHI/EiJ CZE 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas silvestres 250.7+-103.8 10 10 20
M. spicilegus PANCEVO/Ei) PAN 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas silvestres 138.5+-32.8 10 10 20
M. spretus SPRET/EiJ Spret 7 Variacion intra e inter-especifica: cepas silvestres 118+-37.3 10 10 20

M: Machos; H: Hembras
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5.2.1. Modelos de variacion morfométrica intra e inter-especifica

El género Mus se caracteriza por su amplia radiacién a nivel mundial, con multiples especies
y subespecies. Para la presente Tesis, se analizaron las especies Mus musculus, Mus spicilegus y Mus
spretus, las cuales divergieron e irradiaron en Eurasia hace aproximadamente 1.6-1 Ma (Warren,
2017). Asimismo, de la especie M. musculus se incluyeron 3 de las subespecies mejor descritas, M.
m. domesticus, M. m. musculus y M. m. castaneus. Estas subespecies se caracterizan por una amplia
distribucién geografica asociada a la expansidon agricola, habiendo divergido entre si hace
aproximadamente 600.000 afios desde la zona de la Media Luna Fértil. M. m. domesticus se extendid
por Europa occidental, M. m. musculus por Eurasia septentrional y M. m. castaneus por Asia
sudoriental (Boursot et al., 1993; Warren, 2017).

Especificamente se analizaron 11 cepas de las cuales 6 corresponden a la subespecie M. m.
domesticus (entre las que se encuentran representadas A/J, C57BL/6J, 129Sv/ImJ, NOD/LtJ, NZO/H1)J
y WSB/EiJ), 2 cepas de la subespecie M. m. musculus (entre las que se encuentran representadas
PWK/PhJ y CZECHI/EiJ), una cepa de la subespecie M. m. castaneus (representada por CAST/EiJ), una
cepa de la especie M. spicilegus (representada por PANCEVO/Ei)) y una cepa de M. spretus
(representada SPRET/EiJ).

Los especimenes de todas las cepas fueron criados en bioterios, con libre acceso a la comida,
bebida y a un lecho adecuado (Gonzalez et al., 2016a; Percival et al., 2016; Warren et al., 2018). Las
cepas utilizadas provienen de los Laboratorios Jackson, donde se cumplen con los mas altos
estandares en cuidado y manipulacion de animales de laboratorio (www.jax.org).

Con relacion a las cepas de M. musculus incluidas en este trabajo, tanto las endogamicas
como las silvestres proceden de cepas parentales del consorcio Collaborative Cross (Threadgill y
Churchill, 2012; Gonzalez et al., 2016b). Los ratones de Collaborative Cross brindan la oportunidad
de realizar estudios de asociacién genotipo-fenotipo ya que representan una amplia gama de
variaciones fenotipicas normales con alta resolucion de mapeo genético (Collaborative Cross
Consortium, 2012; Percival et al., 2016). En efecto, los andlisis genéticos indican que las mismas
capturan casi el 90% de la variacion genética conocida para el género, siendo su distribucion
aleatoria en todo el genoma (Threadgill y Churchill, 2012). Respecto a las cepas endocriadas y
endogamicas, A/J (Al) corresponde a ratones albinos que comuinmente se utilizan en investigaciones
de inmunologia y cancer; C57BL/6J (C57BL) es una de las cepas mas ampliamente utilizada y se
emplea generalmente como cepa de fondo con propdsitos generales; 129Sv/ImJ (129Sv) es
comunmente usada para la produccion de mutaciones dirigidas debido a la disponibilidad de

multiples lineas de células madre embrionarias derivadas; la cepa NOD/Lt] (NOD) es ampliamente
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utilizada en estudios de diabetes tipo 1 autoinmune; finalmente la cepa NZO/H1J (NZO) es utilizada
en estudios de diabetes tipo 2 e hipertension.

Las cepas de origen silvestre son todas consanguineas y consideradas como buenas
representantes de poblaciones alejadas de zonas hibridas (Warren, 2017; Warren et al., 2018). De
las representantes de M. musculus: WSB/Ei)J (WSB) deriva de ratones capturados en la Costa Este,
Maryland (Estados Unidos) que llegaron a América con la conquista europea; PWK/PhJ (PWK) deriva
de ratones capturados en la Republica Checa y es utilizada en general para estudios de mapeo
genético; CZECHI/Ei) (CZE) deriva de ratones capturados en Eslovaquia y se caracteriza por presentar
una mutacion en el color del pelaje que da como resultado un pigmento amarillo; CAST/EiJ (Cast)
deriva de ratones capturados en Tailandia. De M. spicilegus, se empled la cepa PANCEVO/EiJ (PAN)
que deriva de ratones provenientes de Serbia. Finalmente, de M. spretus se incluyeron especimenes
de la cepa SPRET/EiJ (Spret) que deriva de ratones capturados en Espafia y se utiliza en estudios
relacionados con trastornos inflamatorios (informacion disponible en la base de datos del
Laboratorios Jackson).

Las cepas de ratones fueron alojadas y criadas en las Universidades de Calgary (Canada) y
Carolina del Norte (Estados Unidos), de acuerdo a los protocolos de manipulacién aprobados por el
Comité de ética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Calgary (Canadd), la Universidad de
Cape Town (Sudafrica) y el Comité para el cuidado y uso de animales de Carolina del Norte (Estados

Unidos) (Collaborative Cross Consortium, 2012; Percival et al., 2016; Warren, 2017).

5.2.2. Modelos roedores de alteracion del crecimiento por factores con efecto sistémico
Alteracion del crecimiento por factores hormonales

Se analizaron ratones de la cepa C57BL/6 que presentan una mutacién en el dominio
extracelular N-terminal del receptor de la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRHR
por su sigla en inglés) que impide la normal liberacion de GHRH vy altera la sintesis de hormona de
crecimiento (Gaylinn et al., 1999). Los roedores homocigotas para el rasgo, conocidos como Little
mice (lit/lit), presentan una disminucion significativa del tamafio corporal debido a los reducidos
niveles de hormona de crecimiento (GH) circulante. Por el contrario, los heterocigotas presentan una
liberacién normal de GHRH y una sintesis normal de GH, comparable con el tipo salvaje C56BL/6, por
lo que fueron utilizados como grupo control.

Para el experimento se utilizaron roedores obtenidos de los Laboratorios Jackson. Los
animales fueron alojados en un bioterio, donde se les proporciond un ciclo de luz/oscuridad de 12
horas y se les permitié un acceso ad libitum a comida estandar para roedores y agua (Kristensen et

al., 2010; Gonzalez et al., 2013). La muestra se compuso de 16 especimenes heterocigotas, los cuales
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conformaron el grupo control denominado “Hormona de crecimiento suficiente” (GHS, por su sigla
en inglés) y 14 homocigotas que conformaron el grupo experimental denominado “Hormona de
crecimiento deficiente” (GHD, por su sigla en inglés).

El disefio experimental fue revisado y aprobado por el comité de Cuidado de Animales de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Calgary (Canadd) y los animales fueron cuidados de
acuerdo con las pautas del Consejo de Canadd para el cuidado de animales. Los procedimientos
experimentales fueron realizados por la Dra. Erika Kristensen en la Facultad de Medicina de la

Universidad de Calgary (Canada).

Alteracion del crecimiento por perturbacion ambiental

Se utilizaron dos modelos en los que se indujeron alteraciones en el crecimiento a través de

cambios en la dieta.

Modelo de dieta hipo-proteica. Se analizaron especimenes de la cepa C57BL/6J los cuales
fueron sometidos a malnutricion proteica desde el periodo prenatal. Para obtener estos
especimenes se seleccionaron 10 hembras de 4 semanas de edad que luego de pasar por un periodo
de adaptacién de 4 semanas, durante el cual fueron alimentadas ad libitum con una dieta control
conteniendo 20% de proteinas (Harlan Lab), fueron asignadas aleatoriamente a dos grupos. Un
grupo continué recibiendo la misma dieta ad libitum, constituyendo el grupo control (DC1 — Dieta
Control 1), mientras el segundo grupo recibié una dieta hipoproteica (6% proteina) ad libitum
durante dos semanas, conformando el grupo tratamiento (HP1 — Hipoproteica 1). Las hembras
fueron apareadas y sus crias, destetadas a los 21 dias, continuaron recibiendo la misma alimentacién
gue las madres hasta los 35 dias de edad (D’Addona et al., 2016; Gonzalez et al., 2016a). La muestra
se compone de 19 especimenes del grupo dieta control (DC1) y 10 del grupo dieta hipoproteica
(HP1).

El disefio experimental fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina de Ia
Universidad de Calgary (Canada). Los procedimientos experimentales fueron realizados por la Dra.

Paula N. Gonzalez en la Facultad de Medicina de la Universidad de Calgary (Canadad).

Modelo de restriccion calérico-proteica. En este modelo se incluyeron especimenes de la
cepa C57BL/6J que fueron sometidos a un periodo de restriccion caldrico-proteica durante el
desarrollo temprano. Con este fin se seleccioné un grupo de hembras de 4 semanas de edad que
luego de un periodo de adaptacién de 4 semanas, en el que fueron alimentadas ad libitum con una
dieta control conteniendo 20% de proteinas con una proporcion caldrica de 3.8 kcal/g (TD91352,

Harlan Teklad, Madison), fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos. El grupo control (DC2 -

38



Capitulo 5. Materiales

Dieta Control 2) continud recibiendo la misma dieta; otro grupo (HP2— Hipoproteica 2) tuvo acceso
ad libitum a una dieta restringida en proteinas (6%) en forma de caseina y DL-metionina, pero la
misma composicion de calorias que la dieta DC2 (TD90016, Harlan Teklad, Madison); y un tercer
grupo hipocalérico-proteico (HCP - Hipocaldrico-Proteico), que consistié en una reduccion del 80%
en la cantidad total de alimentos dispensados. Las dietas se mantuvieron desde el dia de la
confirmacién de la prefiez hasta el destete de las crias al dia 20 de vida posnatal. Las crias fueron
posteriormente alojadas individualmente y alimentadas con dieta estandar hasta los 34 dias de vida
postnatal (Barbeito-Andrés et al., 2018). La muestra se compone de 17 especimenes del grupo con
dieta control (DC2), 7 especimenes del grupo con dieta hipoproteica (HP2) y 9 especimenes que
recibieron una dieta hipo caldrico-proteica (HCP).

El disefio experimental fue aprobado por el Comité para el Cuidado y Uso de Animales
Experimentales (CICUAL) de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La Plata
(Argentina), en concordancia con las directrices del Consejo Canadiense de Cuidado de Animales. Los
procedimientos experimentales fueron realizados por la Dra. Paula N. Gonzalez y la Dra. Jimena

Barbeito en la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de La Plata (Argentina).

Alteracion del tamafio y forma corporal por seleccion artificial

Este disefio incluye especimenes de la cepa CBi la cual fue generada a partir de las cepas
BALB, Rockland, Swiss y NIH, por el Dr. Osvaldo Garrocq en el Centro de Biologia del Departamento
de Ciencias Fisioldgicas de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario
(Hinrichsen y Di Masso, 2010). Luego de conformada la cepa CBi, se mantuvo como una poblacién de
cria libre. Desde el afio 1977, Maria Teresa Font utilizd la cepa CBi para desarrollar un proceso de
seleccion artificial por conformacién corporal generando 4 grupos fenotipicos diferentes, mas la
linea testigo CBi. Como criterio de seleccidén se considerd el peso corporal y la longitud caudal,
registrados a los 49 dias de edad. Los cruzamientos se continuaron dentro de cada grupo, siempre
seleccionando los caracteres de interés para cada caso. Los roedores fueron conservados en una
misma sala, en jaulas de polipropileno con camas de virutas de madera y manteniendo las mismas
condiciones de cria, con temperaturas estables en 232 y con ciclos alternados de luz/oscuridad cada
12 horas. Todos los grupos fueron alimentados con una dieta comercial de pellets (Aliper Food
Chow) y agua ad libitum (Di Masso et al., 1991, 1997, 2004; Hinrichsen y Di Masso, 2010).

La seleccion de rasgos corporales permitid conformar cuatro lineas divergentes, dos
agonicas (en el mismo sentido de cambio) y dos antagdnicas (en sentidos contrarios de seleccion).
En el primer caso se incluye el grupo CBi+ que fue seleccionado para un incremento en la biomasa

(alto peso) distribuida en un esqueleto largo (cola larga), y el grupo CBi- que fue seleccionado para
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una reduccidn del tamafio corporal (bajo peso) y de la longitud de la cola. Las lineas con seleccion
antagonica incluyen el grupo CBi/C, especimenes de conformacion compacta que presentan alto
peso y cola corta, y especimenes de conformacién longilinea, con bajo peso y cola larga (CBi/L). En el
estudio se incluyeron también especimenes de la linea CBi, los cuales se mantuvieron como testigos
contemporaneos sin seleccién (Di Masso et al., 2004; Hinrichsen y Di Masso, 2010).

Todos los cruzamientos fueron realizados por el equipo de trabajo encabezado por el Dr.
Ricardo J. Di Masso, en el Centro de Biologia, del Departamento de Ciencias Fisioldgicas de la

Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario (Argentina).

5.2.3. Modelos roedores de alteracion del crecimiento por factores con efecto local
Alteracion del desarrollo dental por supresion de un factor activador

Se analizaron ratones modificados genéticamente que presentan una inactivacién de la
molécula BMP4 en el mesodermo del arco branquial (Liu et al., 2004). La molécula BMP4 es
miembro de la clase Proteina morfogenética ésea (BMP, por su sigla en inglés Bone morphogenetic
protein). La nula expresion de la molécula BMP4 genera un subdesarrollo del epitelio dental superior
y nulo del inferior. Los ratones utilizados corresponden a la cepa 12954/SvlaeSor, los cuales fueron
cruzados con ratones de la cepa C57BL/6J para establecer una colonia. La muestra se compuso por 6
especimenes control (bmpC - bmp control) y 5 especimenes tratamiento (bmpT - bmp tratamiento).
Los procesos de mutacién genética fueron dirigidos por el Dr. James F. Martin en la Baylor College of

Medicine (Texas, Estados Unidos).

Alteracion del desarrollo dental por supresion de un factor inhibidor

Se analizaron ratones en los que se inactivd el gen Sostdcl (o Wise-/-). Estudios previos
indican que este gen actla como un inhibidor durante el desarrollo molar y tiene un rol importante
en el establecimiento del patrén y nimero de dientes (Kassai et al., 2005; Yanagita et al., 2006; Ahn
et al., 2010). Se obtuvieron ratones transgénicos para Wise-null a partir de la eliminacion de un
cassette génico del primer exén en embriones de C57B6/) x CBA-F1 (Ahn et al., 2010). La muestra se
compone de 3 especimenes control (WiseC - Wise control) y 4 Wise-/- (WiseT - Wise tratamiento), y
fue cedida por el Dr. Youngwook Ahn del Stowers Institute for Medical Research (Kansas, Estados
Unidos). El diseifo experimental fue aprobado por el Institutional Animal Care and Use Committee de

Stowers Institute for Medical Research (Estados Unidos).
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Alteracion del desarrollo dental por reduccion de un factor activador

Se analizaron ratones transgénicos para Keratin 14-Noggin que presentan una subregulacion
de la via de sefialamiento Bmp en el epitelio oral (Plikus et al., 2005). La sobre-expresion de Noggin
en el epitelio oral y dental permite modular la activacién del BMP durante la odontogénesis (Wang
et al., 2012). Los ratones transgénicos se obtuvieron a partir de la purificacién y microinyeccion de
ADN en cepas de C57BL/6J x CBA/J, y se retro cruzaron con C57BL/6J por 6 generaciones (Plikus et
al., 2004). La muestra se compone de 19 especimenes control (NogC - Noggin control,
correspondiente a una cepa C57BL/6J sin modificaciones genéticas) y 11 ratones transgénicos K14-
Noggin (NogT - Noggin tratamiento), y fue cedida por el Dr. Cheng Ming Chuong de la University of
Southern California. El experimento fue desarrollado en Norris Cancer Center y aprobado por la

University of Southern California (California, Estados Unidos).
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Métodos

6.1. Obtencion de datos
6.1.1. Tamaio y forma de la corona molar de los hominidos
6.1.2. Tamaio y forma de la corona molar en roedores
Adquisicion de coordenadas de landmarks y semilandmarks
Estimacion del tamano y proporciones molares
Obtencion de variables de forma: coordenadas Procrustes
6.1.3. Obtencidn de la longitud craneal de los especimenes de Mus
6.2. Reconstruccion filogenética
6.2.1. Reconstruccion de la filogenia de hominidos
6.2.2. Reconstruccion de la filogenia del género Mus
6.3. Analisis estadisticos de los datos

6.3.1. Andlisis descriptivo
Mapeo de rasgos continuos univariados sobre la filogenia
Mapeo de caracteres en el filomorfoespacio

Andlisis de Componentes Principales

6.3.2. Andlisis de Regresion
Regresion lineal simple
Regresion filogenética
Regresion espacial
Regresion multivariada

6.4. Visualizacion de los cambios en forma
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En el presente capitulo se presentan los procedimientos que se realizaron asi como los
programas que se utilizaron para analizar la variacién en forma y tamafio, asi como la variacién en

las proporciones de los molares inferiores y superiores, tanto en hominidos como en roedores.

6.1. Obtencion de datos
6.1.1. Tamano y forma de la corona molar de los hominidos

El tamafo y las proporciones molares de los hominidos fueron estimados a partir de
medidas de los didmetros bucolingual (DBL) y mesiodistal (DMD) de la corona de los molares
permanentes superiores e inferiores (Fig. 6.1). El didametro mesiodistal fue definido como la distancia
entre los puntos de contacto mesial y distal de cada corona entre dientes adyacentes o como la
distancia entre dos planos paralelos tangenciales a los puntos mas mesial y mas distal de la corona,
gue no corresponden necesariamente a los puntos de contacto (Moorrees y Reed, 1954; Goose,
1963; Wolpoff, 1971). Por otro lado, el diametro bucolingual fue definido como la distancia maxima
entre dos planos paralelos, uno tangencial al punto mas lingual de la corona y otro tangencial a la
cara bucal, perpendicular al DMD (Moorrees y Reed, 1954). Las variables fueron obtenidas de
revisiones bibliograficas de diferentes autores (Kieser, 1990; Schroer y Wood, 2014; Kaifu et al.,
2015; Carter y Woryingthon, 2016; Evans et al., 2016; Irish et al., 2016).

A partir de estas medidas lineales se estimé el drea de cada molar (BL x MD) que fue
utilizada como medida de tamafio. Asimismo, se estimaron las proporciones M3/M1 y M2/M1 a
partir del cociente de las respectivas areas. Debido a que no todos los especimenes presentaban
valores para el total de dientes molares incluidos en este estudio, a fin de obtener valores de
tamafio para la fila completa se procedio, en primer lugar, a calcular el promedio entre los didmetros
bucolingual y mesiodistal de cada molar por especie o poblacidén; posteriormente, los promedios
fueron utilizados para estimar el drea de cada molar y las proporciones molares de cada grupo
analizado. Se empled un promedio entre ambos lados del maxilar en los casos que la poblacién o la
especie presentaba informacidon de medidas del lado izquierdo y derecho, mientras que en los casos

gue se disponia de la medida de un solo lado, se utilizé el lado presente.
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Figura 6.1. Diametro bucolingual (DBL) y didametro mesiodistal (DMD) medidos sobre la corona dental de
las especies de hominidos

6.1.2. Tamano y forma de la corona molar en roedores
Adgquisicion de coordenadas de landmarks y semilandmarks

Para la descripcidon del tamafio y la forma molar en los especimenes del género Mus se
emplearon técnicas de obtencién de datos derivadas de la denominada morfometria geométrica.
Este enfoque se basa en el empleo de puntos de referencia homdlogos entre estructuras, que
utilizan coordenadas cartesianas en 2 o 3 dimensiones. En este marco la homologia refiere a la
correspondencia espacial entre los diferentes especimenes (i.e., misma ubicacién bioldgica;
Bookstein, 1989; Mitteroecker et al., 2013). Cuando la correspondencia se da entre puntos
anatdémicos las coordenadas se consideran landmarks, mientras que cuando la correspondencia es
entre curvas o superficies se les denomina semilandmarks (Mitteroecker y Gunz, 2009; Gunz y
Mitteroecker, 2013). El empleo de coordenadas cartesianas permite recuperar la geometria y el
tamafio de la estructura bajo estudio a la vez que preserva la relacion espacial entre los rasgos (Rohlf
y Marcus, 1993; Zelditch et al., 2004; Adams et al., 2013). De esta manera se pueden obtener
descripciones precisas de los cambios en forma, asi como visualizar los principales cambios. Una
ventaja que presenta la morfometria geométrica es la capacidad de recuperar gran cantidad de
informacidn a partir de la misma configuracién de coordenadas cartesianas originales (Zelditch et al.,
2004; Klingenberg, 2013).

En este trabajo se relevaron coordenadas cartesianas de puntos para describir el contorno y
las cuspides de los molares de las cepas del género Mus estudiadas. El registro de las coordenadas
se realizé a partir de microtomografias computadas (mCT) obtenidas con un escaner Scanco Viva-
CT40 (Scanco Medical AG) con un tamano de voxel entre 35y 38 um. Todos los especimenes fueron

escaneados en la Universidad de Calgary, Canadda. Por cada espécimen se obtuvieron alrededor de
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500 proyecciones bidimensionales a partir de las cuales se reconstruyd la imagen tridimensional y se
realizd una segmentaciéon de la corona de los molares superiores e inferiores en el programa Avizo
8.0. Una vez obtenidas las imagenes reconstruidas de los molares a partir de las mCT, se digitalizaron
puntos anatdmicos homdlogos y puntos en curvas —landmarks y semilandmarks respectivamente-.
En los molares inferiores se digitalizaron 162 coordenadas cartesianas distribuidas entre las
cuspides y el contorno molar medio (contorno maximo entre el cuello y superficie oclusal), que
corresponden a 18 landmarks y 144 semilandmarks (Tabla 6.1; Fig. 6.2). La ubicacion de los puntos
captura, el tamafio y la forma de cada cuspide, asi como el tamafiio del contorno molar, para evaluar

las expectativas del modelo Cl sobre las proporciones molares (Kavanagh et al., 2007).

Tabla 6.1. Descripcion de los landmarks y semilandmarks digitalizados en los molares inferiores

Coordenada Descripcion
1 Landmark en el M1, entre el anterocdnido y metacdnido en sector lingual.
29 Curva de semilandmarks en el contorno de la porcién lingual del anterocénido en el M1
10 Landmark en el m1, entre el anterocénido y anterocénido lébulo labial en sector lingual
11-18 Curva de semilandmarks en el contorno de la porcion bucal del anterocénido en M1
19 Landmark en el M1, entre el anterocdnido y protocdnido en sector bucal
20-27 Curva de semilandmarks en el contorno de protocénido en el M1
28 Landmark en el M1, entre el protocénido e hipocénido
29-36 Curva de semilandmarks en el contorno del hipocénido en el M1
37 Landmark entre el M1y el M2, entre el hipocdnido del M1y protocénido del M2
38-45 Curva de semilandmarks en el contorno del protocénido en el M2
46 Landmark en el M2, entre el protocénido e hipocénido
47-54 Curva de semilandmarks en el contorno del hipocénido en el M2
55 Landmark entre el M2 y el M3, entre el hipocdnido del M2 y protocénido del M3
56-63 Curva de semilandmarks en el contorno del protocénido en el M3
64 Landmark en el M3, entre el protocénido y la porcidn distal
65-72 Curva de semilandmarks en el contorno de la porcion distal en el M3
73 Landmark en el M3, entre la porcidn distal y el metacénido
74-81 Curva de semilandmarks en el contorno del metacénido en el M3
82 Landmark entre el M3 y el M2, entre el metacénido del M3 y entocénido del M2
83-90 Curva de semilandmarks en el contorno del entocénido en el M2
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91 Landmark en el M2, entre el entocdnido y metacénido
92-99 Curva de semilandmarks en el contorno del metacénido en el M2
100 Landmark entre el M2 y el M1, entre el metacénido del M2 y entocdnido del M1
101-108 Curva de semilandmarks en el contorno del entocénido en el M1
109 Landmark en el M1, entre el entocdnido y metacénido
110-117 Curva de semilandmarks en el contorno del metacénido en el M1
118 Landmark en el contorno molar medio del M1, en sector mesial
119-126 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M1, sector bucal
127 Landmark en el contorno molar medio entre el M1y el M2, sector bucal
128-135 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M2, sector bucal
136 Landmark en el contorno molar medio entre el M2 y el M3, sector bucal
137-144 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M3
145 Landmark en el contorno molar medio entre el M3 y el M2, sector lingual
146-153 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M2, sector lingual
154 Landmark en el contorno molar medio entre el M2 y el M1, sector lingual
155-162 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M1, sector lingual

En los molares superiores se digitalizaron 45 coordenadas cartesianas distribuidas en el

contorno molar medio, de las cuales 5 corresponden a landmarks mientras que las restantes 40

corresponden a semilandmarks (Tabla 6.2; Fig. 6.2). Al igual que con los molares inferiores, las

coordenadas digitalizadas sobre el contorno molar medio se utilizaron para evaluar las expectativas

del modelo CI (Kavanagh, 2007).

Tabla 6.2. Descripcion de los landmarks y semilandmarks digitalizados en los molares superiores

Coordenada Descripcidn
1 Landmark en el contorno molar medio del M1, en el sector mesial
2-9 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M1, sector lingual
10 Landmark en el contorno molar medio entre el M1y el M2, sector lingual
11-18 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M2, sector lingual
19 Landmark en el contorno molar medio entre el M2 y el M3, sector lingual
20-27 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M3
28 Landmark en el contorno molar medio entre el M3 y el M2, sector bucal
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29-36 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M2, sector bucal
37 Landmark en el contorno molar medio entre el M2 y el M1, sector bucal
38-45 Curva de semilandmarks en el contorno molar medio del M1, sector bucal

Porcion labial

SECTOR BUCAL

SECTOR LINGUAL

SECTOR LINGUAL

SECTOR BUCAL

Figura 6.2. Ubicacidn de los landmarks y semilandmarks digitalizados en molares izquierdos inferiores (A) y superiores (B).
M1: molar 1, M2: molar 2; M3: molar 3; puntos verdes: landmarks; puntos negros: semilandmarks

Se decidio no digitalizar coordenadas en las cuspides de los molares superiores puesto que la
topografia de la superficie oclusal era muy variable entre los diferentes grupos lo que imposibilitaba
establecer la homologia entre landmarks y semilandmarks. Como puede observarse en la Figura 6.3,
los molares superiores presentan una variacién en el nimero y la disposicion de las cuspides en el
molar 2 y sobre todo en el molar 3. Como alternativa, se evalué la utilidad de un novedoso método
el cual digitaliza de manera automatica y aleatoria puntos homologos (pseudolandmarks), sin
embargo el mismo no arrojé los resultados esperados (ver Anexo) por lo que se tomo la decision de

no digitalizar puntos en las cuspides de los molares superiores.
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Figura 6.3. Fila molar superior izquierda en vista superior (A) y en vista lateral (B). Los molares corresponden a dos
especimenes con Seleccion artificial (CBi+: arriba izquierda y CBi-: arriba derecha), un espécimen con factores
hormonales (abajo izquierda) y un espécimen con perturbacion ambiental (abajo derecha).

Estimacion del tamaifio y proporciones molares

El tamafio de cada molar se estimé utilizando el tamafo centroide (CSZ, por su abreviacion
del inglés centroid size), el cual se define como la raiz cuadrada de la suma de las distancias
cuadradas de todos los landmarks y semilandmarks respecto a su centro de gravedad (Bookstein
1989, 1991). Cabe mencionar que en la presente Tesis se comprobo que los resultados obtenidos en
trabajos anteriores para tamafio molar a partir de medidas lineales (D’Addona et al., 2016) son
consistentes con los obtenidos aqui utilizando el CSZ, observandose asi que ambas medidas de
tamano estan altamente correlacionadas. Posteriormente, se obtuvo el tamafio de la fila molar
completa a partir de la sumatoria de los tamafios centroides de cada molar. Es importante resaltar
que debido a las diferencias de tamafio especifico entre cada una de las piezas molares, las
coordenadas de landmarks y semilandmarks utilizadas para capturar su geometria variaron en cada
caso, por consiguiente el CSZ obtenido para cada molar debio ser estandarizado por la cantidad de
coordenadas utilizadas en cada pieza molar y el resultado obtenido fue el valor utilizado en adelante
como medida de CSZ. Para evaluar las expectativas del modelo Cl se calcularon las proporciones

molares M3/M1, M2/M1 utilizando el CSZ de cada molar como estimador del tamafio de la corona
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dental. Las proporciones describen la forma de la fila molar al representar el tamafio relativo con

respecto al M1.

Obtencion de variables de forma: coordenadas Procrustes

Para describir la forma molar se emplearon, asimismo, variables de forma derivadas de la
morfometria geométrica. En este contexto, la forma es definida como la informacién geométrica de
una configuracidon de landmarks y/o semilandmarks que resta luego de remover la informacién
asociada al tamafio, posicidn y orientacién de las configuraciones (Monteiro y dos Reis, 1999;
Mitteroecker y Gunz, 2009; Mitteroecker et al., 2013). En inglés se distingue esta definicién de forma
como shape, en tanto form refiere al producto de shape con el tamafio (Bookstein, 1991;
Mitteroecker y Gunz, 2009; Adams et al.,, 2013; Mitteroecker et al., 2013). Para extraer la
informacién de la forma geométrica de las estructuras se empled un Analisis Procrustes
Generalizado por minimos cuadrados. Para remover las diferencias de posicidn, el conjunto de
coordenadas son centradas al origen (0,0) mediante la sustraccion del centroide (vector con los
promedios de las coordenadas de puntos). Luego, se remueve el efecto de la escala mediante la
division de las coordenadas por el CSZ de cada configuracion. Finalmente, las configuraciones son
rotadas hasta minimizar las diferencias de orientacién, en este caso se utilizd6 como criterio
minimizar la suma de las diferencias al cuadrado entre todos los pares de puntos homdlogos (Rohlf y
Slice, 1990). Mediante un proceso iterativo todas las configuraciones de coordenadas de puntos son
rotadas y alineadas a un espécimen, se estima la forma promedio y luego las configuraciones son
rotadas y alineadas a la forma promedio hasta que la forma promedio no cambia sustancialmente
después de n iteraciones (Rohlf y Slice, 1990). En la Figura 6.4 se ejemplifican los pasos de la
superposicidn Procrustes a partir de landmarks en un contorno 2D de la mandibula de Mus.

Debido a que en los semilandmarks la homologia no estd dada por la localizacion de rasgos
anatomicos particulares sino por la correspondencia geométrica, el empleo de este tipo de variables
requiere un analisis especifico previo a ser analizados en conjunto con los landmarks de tipo | y Il
(Bookstein, 1997; Bookstein et al., 2002). Para el caso de semilandmarks en contornos y curvas, la
correspondencia entre especimenes esta definida Unicamente en la direccidon perpendicular a la
curva, mientras que la posicién en la direccion tangente a la curva es arbitraria. Por lo tanto, es
necesario eliminar la variacion introducida que no representa diferencias biolégicas. Con este fin se
han propuesto distintas alternativas que consisten en deslizar los puntos a lo largo de la tangente de
las curvas minimizando alguna medida que represente las diferencias entre las configuraciones. Para
realizar esta operaciéon en este trabajo se decidié aplicar el método de sliding semilandmarks

denominado proyeccién perpendicular o distancia Procrustes minima, el cual minimiza la distancia
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Procrustes entre cada espécimen y la referencia (para una discusion de los métodos ver Perez et al.,
2006). El procedimiento de sliding es iterativo, en primer lugar los semilandmarks de cada
configuracion son deslizados minimizando la distancia respecto a una configuracién seleccionada
arbitrariamente. Luego de realizar una superposicién Procrustes y estimar la forma consenso, los
semilandmarks son deslizados con respecto a este consenso y el proceso se repite hasta que
la distancia entre los especimenes y el consenso es minimizada.

Tanto para el procedimiento de superposicién Procrustes, como para sliding semilandmarks

se utilizé el paquete geomorph para el entorno R (R Core Team, 2014).

Coordenadas originales Coordenadas centradas

Coordenadas escaladas Coordenadas rotadas

Figura 6.4. Ajuste Procrustes ejemplificado con mandibulas en dos dimensiones.

6.1.3. Obtencién de la longitud craneal de los especimenes de Mus

Con el fin de determinar la existencia de un efecto sistémico en la variacién molar se evalué
el impacto de los diferentes tratamientos experimentales sobre el tamafio corporal. En este trabajo
se optd por utilizar la longitud craneana como medida del tamafio corporal ya que podia ser
obtenida de forma consistente a partir de los mismos especimenes analizados. Estudios recientes
han demostrado que la longitud craneal presenta una alta correlacion con el peso y es por lo tanto
un indicador confiable de la masa corporal total (Bertrand et al., 2015). La longitud craneal se midio

sobre los modelos 3D de los craneos como la distancia en mm entre el punto mas extremo de la
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region posterior (al cual se lo llamard “Opistion” en la presente Tesis, por su semejanza anatdomica
con el punto craneométrico homdnimo en humanos) y el punto mds extremo en la regién facial,
entre los incisivos superiores (al cual se lo llamara “Prostion” en la presente Tesis, por su semejanza

anatdmica con el punto craneométrico homdénimo en humanos) (Fig. 6.5).

Figura 6.5. Puntos craneométricos Prostion y Opistion sobre un craneo de roedor; linea punteada: medida de longitud
del craneo.

6.2 Reconstruccion filogenética
6.2.1. Reconstruccidn de la filogenia de hominidos

La filogenia de las especies actuales y fésiles de hominidos se obtuvo de Rocatti y Perez
(2019). Esta filogenia es una version modificada de la filogenia reconstruida por Grabowsky y Jungers
(modificado de Dembo et al., 2016), considerando el arbol crono-filogenético obtenido por Perelman
y colaboradores (2011). El tiempo de divergencia entre especies en los trabajos originales fue
estimado usando métodos filogenéticos Bayesianos que consideran como constrain la datacion mas
antigua del fésil de interés (Perelman et al., 2011; Dembo et al., 2015). El arbol filogenético
presentado en Perelman y colaboradores (2011) fue obtenido a partir de datos moleculares
correspondientes a 186 especies agrupadas en 61 géneros de primates y 5 especies

correspondientes a los géneros Dermoptera, Scandentia y Lagomorpha como outgroups. Los datos
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compilados de Dembo y colaboradores (2015) incluyen 380 caracteres craneodentales obtenidos en
estudios previos por diversos autores, de 20 especies de hominidos fésiles que abarcan los ultimos 7
millones de afos. Entre las especies analizadas se incluyeron a P. troglodytes y G. Gorilla como
outgroups (Dembo et al., 2015). Asimismo, se incluyé H. naledi a partir de los datos publicados por

Dembo y colaboradores (2016).

6.2.2. Reconstruccion de la filogenia del género Mus

El arbol filogenético se reconstruyé analizando el citocromo b (Cyt b) y la regidn control (RC)
del ADN mitocondrial de los distintos grupos de roedores. Los datos de las cepas endocriadas
129S1/SvimlJ, A/J, C57BL/6J, NOD/Lt) (M. m. domesticus) y de las cepas derivadas de poblaciones
silvestres WSB/EiJ (M. m. domesticus), PWK/PhJ (M. m. musculus) y CAST/EiJ (M. m. castaneus) se
obtuvieron de Goios y colaboradores (2007; GenBank: EF108330-EF108345), quienes obtuvieron los
datos a partir de la combinacién de 34 fragmentos amplificados superpuestos de ~500pb (cubriendo
toda la molécula de ADN mitocondrial) mas 13 secuencias completas disponibles en linea, sumando
20 haplotipos diferentes en total. Las secuencias completas de ADN mitocondrial fueron alineadas
por ClustalW (Chenna et al., 2003) y con las mismas construyd una red filogenética de maxima
parsimonia NETWORK 4.1.1.2 (Bandelt et al., 1995). Por su parte, de Suzuki y colaboradores (2015)
se obtuvo la informacién correspondiente a las cepas CZECHI/Ei) (M. m. musculus), SPRET/Ei) (M.
spretus) y PANCEVO/EiJ (M. spicilegus), quienes obtuvieron datos de ADN mitocondrial completo a
partir de secuencias del citocromo b (Cytb) (Suzuki et al., 2015, GenBank: KF781653).

Para el caso de los grupos de seleccién artificial, los cuales no disponian de datos previos, se
obtuvo la secuencia del Cytb y la region control (RC) del ADN mitocondrial de 10 especimenes (2
especimenes CBi, 2 CBi+, 2 CBi-, 2 CBi/C y 2 CBi/L), las extracciones se hicieron en el Laboratorio de
Biologia Molecular de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La Plata y
fueron enviadas para secuenciar a Macrogen, Sell, Corea del Sur. Para el Cytb, se usaron cuatro
primers y se obtuvieron las secuencias de 4 segmentos (2 forward y 2 reverse). Las secuencias
obtenidas fueron editadas en Mega 5.2 (Kumar et al., 1994; Tamura et al., 2011), y se eliminaron las
regiones problematicas (por ejemplo, sin picos claros). Luego se alinearon las secuencias en MAFFT 7
(Katoh et al.,, 2002; Katoh y Standley, 2013) y se reconstruyd la secuencia entera del Cytb
considerando las regiones que se solapan. Para eso se usé como referencia una secuencia completa
de M. musculus (que incluyen distintas subespecies), sobre la que se determind la region que se
superponen y se editd para obtener una Unica secuencia. Con el mismo procedimiento se alineé la

RC de los 10 individuos CBi, pero en este caso se obtuvieron sélo dos fragmentos (1 forward y 1
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reverse). Luego se procedid a alinear con la misma secuencia de referencia de M. musculus utilizada
para Cytb.

Posteriormente, las secuencias del Cytb se concatenaron con el segmento alineado de la RC.
Una vez concatenadas ambas regiones, se estimdé un arbol por mdxima verosimilitud con todos los
especimenes secuenciados en este trabajo y tomados de estudios previos (Goios et al., 2007). A
partir de dicho arbol se determind que todos los grupos asignados a M. m. domesticus presentaban
secuencias idénticas. Luego, se realizd el control de las mutaciones de CBi detectadas para corregir
manualmente posibles errores, dejando sdélo aquellas mutaciones que efectivamente podian
considerarse como tales ya que se observaban en ambas corridas o estaban replicadas en mas de un
espécimen. Posteriormente, se repitid el andlisis y se observd que todos los especimenes de CBi se
agrupan con las cepas endogamicas de laboratorio y la cepa silvestre (WSB) de M. m. domesticus,
aunque algunos especimenes exhiben mutaciones que los diferencian de ambas cepas.

Finalmente, se selecciond un individuo por cepa y especie, y se estimdé un arbol
cronofilogenético Bayesiano basado en el conjunto completo de datos moleculares del ADN
mitocondrial (un total de 2028 bases) para generar una representacion de las relaciones entre los 11
taxa de Mus estudiados. Mediante el programa Mega 5.2 (Tamura et al.,, 2011) se determind el
modelo de substitucion para las secuencias usando el criterio de informacién de Akaike (AlCc). El
modelo con el mejor ajuste para los segmentos estudiados fue HKY. El arbol cronofilogenético
Bayesiano fue estimado en el programa BEAST v1.6.1 (Drummond y Rambaut, 2007). Se utilizé un
modelo de reloj molecular estricto, que no permite que las tasas de sustitucidn varien a lo largo de
las ramas (Drummond et al., 2006; Drummond y Rambaut, 2007). En este modelo los tiempos
estimados son relativos y no se realizaron con calibraciones fdsiles. El analisis se realizd usando
simulaciones bajo cadena de Markov (Markov Chain Monte Carlo, MCMC) con una longitud de 10
millones y una frecuencia de muestreo de 1 cada 1000 arboles. La convergencia de los parametros
en la cadena se determind usando el programa Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond, 2007). Se
computd el arbol de maxima credibilidad en el programa TreeAnnotator 1.4.8 (Drummond vy
Rambaut, 2007) excluyendo los primeros 2500 arboles estimados por BEAST. Para plotear los arboles
se utilizd el paquete phytools desarrollado por Revell (2012) para la plataforma R (R Core Team,

2014).

6.3. Analisis estadisticos de los datos
6.3.1. Andlisis descriptivos
Mapeo de rasgos continuos univariados sobre la filogenia
Los cambios evolutivos en el tamafio molar total (M1 + M2 + M3) del maxilar inferior y

superior de las especies de hominidos, y de las especies y subespecies del género Mus se
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visualizaron aplicando el método desarrollado por Revell (2013) para mapear caracteres sobre un
arbol filogenético. El mismo consiste en el mapeo de los cambios estimados en un rasgo de variacion
continua sobre el arbol filogenético del clado en estudio. EIl método estima los caracteres
ancestrales en los nodos internos a partir de un algoritmo de Maxima Verosimilitud, interpolando los
valores a lo largo de cada rama que son representados a escala cromdtica continua para su
visualizacidn. Para los hominidos se empled como variable la sumatoria del drea de los 3 molares,
mientras que para los roedores se utilizd la sumatoria del CSZ de cada diente. El analisis fue
realizado con la funcién contMap del paquete phytools desarrollado por Revell (2012) para la
plataforma R (R Core Team, 2014).

Para evaluar la estructura filogenética del tamafio molar en la filogenia de los hominidos se
realizd un analisis de sefial filogenética. Se estimaron los valores K para el drea de la fila molar, el
area de cada molar y las proporciones M2/M1, y M3/M1 siguiendo la propuesta de Blomberg y
colaboradores (2003). La estadistica K estima la tendencia de las especies relacionadas a parecerse
entre si, distinguiéndola de las expectativas aleatorias basadas solo en la estructura del arbol
fiologenético y la evolucidon del rasgo de acuerdo a la expectativa de movimiento Browniano. Valores
de K inferiores a 1 implican menor parecido entre las especies de lo esperado bajo un escenario de
movimiento Browniano, mientras que valores superiores a 1 indican que las especies cercanas
tienden a parecerse entre si mdas de lo esperado en el contexto del movimiento Browniano. Estos
andlisis se realizaron mediante el paquete picante (Kembel et al., 2010) para la plataforma R (R Core

Team, 2014).

Mapeo de caracteres en el filomorfoespacio

Para representar la variacidn en forma se plotearon las especies dentro de un morfoespacio
definido por las proporciones M2/M1 y M3/M1 de ambos maxilares, y luego se proyecté el arbol
filogenético en el morfoespacio definido por la distribucion de las proporciones molares (Sidlauskas,
2008; Revell, 2012). Los nodos internos fueron estimados mediante un algoritmo de Mdxima
Verosimilitud. Para mostrar la variacién en la forma molar dentro del género Mus se proyectd el
arbol filogenético sobre los dos primeros componentes principales de las coordenadas de forma de
los molares superiores e inferiores. Los andlisis se realizaron con la funcién phylomorphospace,

incluida en el paquete phytools (Revell, 2012).

Andlisis de Componentes Principales

Con el fin de explorar la variacion en la forma de los molares dentro del género Mus, se
realizaron Andlisis de Componentes Principales (ACP) sobre las coordenadas de landmarks y

semilandmarks superpuestas de todos los especimenes. EIl ACP es una técnica multivariada
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exploratoria cuyo objetivo es transformar las variables originales en nuevas variables (componentes
principales) que no estan correlacionadas y por lo tanto resumen “dimensiones” diferentes en los

datos (Manly, 1994). El ca

culo de los componentes principales implica la obtencién de los
autovalores y de los autovectores de la matriz de covarianza de la muestra. Los primeros expresan la
varianza de los componentes principales, mientras que los autovectores corresponden a los dngulos
necesarios para rotar las variables originales y calcular los componentes ortogonales. Por lo tanto, la
matriz de autovectores es la que contiene la informacién de la relacidn entre las variables originales
y los componentes principales. Una propiedad importante es que el primer componente describe la
mayor cantidad de variacidén en los datos originales. En este caso, el primer componente principal
representa la combinacion lineal de las coordenadas Procrustes que resume las principales
tendencias en la variacién en forma del conjunto de datos originales (Mitteroecker y Gunz, 2009).
Los valores de los escores o componentes principales se obtienen multiplicando la matriz de
autovectores por la matriz de datos de forma. Posteriormente, los escores pueden ser utilizados
como nuevos conjuntos de datos para analizar las tendencias de variacion en la muestra. Otra
alternativa explorada en este trabajo de Tesis, fue obtener previamente el consenso de cada grupo
analizado dentro del género Mus, a partir de las coordenadas de landmarks y semilandmarks
superpuestas, sobre los cuales posteriormente se realizaron los ACP.

El analisis de componentes principales se realizé empleando la funcién plotTangentSpace,
incluida en el paquete geomorph para el entorno R (Adams y Otarola—Castillo, 2013; R Core Team,

2014).

6.3.2. Analisis de Regresion
Regresion lineal simple

Para evaluar la asociacién entre los cambios en el tamafio de cada molar y el tamafio de la
fila molar completa se empled un modelo de regresién simple sobre los logaritmos de las variables
de area y CSZ para hominidos y roedores, respectivamente. Esta aproximacién se basa en la
ecuacion alométrica: y=bx:, o su equivalente log y =log b + k log x, donde y es el tamafio de un rasgo
particular, x una medida de tamafo general, k la pendiente de la recta y b una constante (ver
revisién en Klingenberg, 1998). En este caso, y representa el tamafio de cada molar, mientras x es el
tamafio de la fila molar completa. Las pendientes de las rectas indican el comportamiento de cada
molar respecto a los cambios en el tamafio de la fila, indicando una relacidn isométrica si el valor de
la pendiente es 1, y relaciones alométricas positivas o negativas cuando las pendientes son mayores
o menores a 1. Se estimd el coeficiente de determinacidn (R:) para evaluar el ajuste del modelo a los

datos.
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La regresion lineal simple se utilizd también para evaluar el ajuste de las proporciones
molares M2/M1 y M3/M1 a las expectativas derivadas del modelo Cl, el cual propone que las
proporciones molares varian de forma lineal ajustdandose a una recta con pendiente de valor 2 y un
intercepto de valor -1 (Kavanagh et al., 2007). Se estimaron los intervalos de confianza del 95% para
cada parametro de las rectas estimadas, rechazando la hipétesis de ajuste cuando los valores

predichos se encontraban por fuera del intervalo.

Regresion filogenética

Dado que las especies de hominidos y cepas de roedores estudiadas tienen una historia
evolutiva compartida, el estudio de la asociacién entre variables debe tomar en cuenta la misma
para considerar la falta de independencia entre los rasgos debido a la estructura filogenética (Rohlf,
2001; Freckleton et al., 2002). Para evaluar la asociacién del tamafio de cada molar con el de la fila
molar completa, asi como la asociacidn entre las proporciones molares (M2/M1 y M3/M1) y el
tamafio de la fila molar en el analisis inter-especifico de hominidos y del género Mus se utilizé el
método de regresiéon por Cuadrados Minimos Generalizados Filogenéticos (PGLS, Phylogenetic
Generalized Least Squares; Rohlf, 2001). Este método considera la falta de independencia en los
datos introduciendo en el término de error del modelo de regresion una matriz de covarianza
derivada de la filogenia del clado. Las variables utilizadas fueron el logaritmo del area para los
hominidos y el logaritmo del CSZ en el caso de los roedores. Los modelos de regresiéon fueron

ajustados utilizando el paquete CAPER para R (R Core Team, 2014).

Regresion espacial

Los datos morfométricos derivados de poblaciones humanas también estan estructurados
en funcidn de la historia evolutiva de las poblaciones por la accién de mecanismos como deriva,
migraciones y flujo génico. En conjunto, la accién de estos mecanismos resultan en una mayor
similitud entre poblaciones cercanas y un incremento de las diferencias a medida que aumenta la
distancia geografica, siguiendo un modelo de aislamiento por distancia (Ramachandran et al., 2005).
Por lo tanto, estas relaciones se pueden modelar a partir de la distancia geografica entre las
poblaciones (Perez et al., 2010). Teniendo esto en cuenta, se evalud la asociacién del tamafio de
cada molar con el de la fila molar completa, asi como la asociacidn entre las proporciones molares
(M2/M1y M3/M1) y el tamafio de la fila molar en las poblaciones humanas empleando un andlisis
de regresion espacial. Estos modelos no asumen que los residuos estan distribuidos normalmente y
de forma independiente entre las observaciones (Perez et al., 2010). Por el contrario, permiten
considerar la falta de independencia en los datos debido a su distribucion espacial mediante la

incorporacién en el término de error del modelo de regresidn de una matriz de covarianza que
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modela la estructura de correlacion espacial (SAR, Simultaneous Autoregressive; Diniz-Filho et al.,
2009; Perez et al.,, 2010). Los elementos de dicha matriz fueron estimados por la inversa de la
distancia geografica entre las poblaciones. Los modelos de regresidon espacial fueron ajustados

utilizando el programa SAM (Spatial Analysis in Macroecology) versién 4.0 (Rangel et al., 2010).

Regresion multivariada

Para evaluar la relacién entre los cambios en el tamafio y la forma en los molares del género
Mus en el marco del andlisis morfométrico geométrico, se realizé una regresion multivariada de las
coordenadas Procrustes sobre el CSZ (Monteiro, 1999; Mitteroecker et al., 2013; Klingenberg, 2016).
En este analisis de regresion de la forma sobre el tamafio la hipdtesis nula que se evalla es el
crecimiento isométrico, es decir, que la forma se mantiene constante con los cambios en tamano
(Klingenberg, 1998). El rechazo de la hipétesis nula implica que la forma varia en funcién del tamafio
y por lo tanto existe una relacién alométrica entre ambas variables. La proporcién de variacidn en
forma que es explicada por la variable independiente tamanio, i.e., coeficiente de determinacion R,
se establecid a partir de la suma de las distancias al cuadrado entre la forma observada y la predicha
por el modelo de regresién para cada espécimen (Monteiro, 1999; Monteiro et al., 2005). El andlisis
de regresion permitié, ademads, obtener la representacién grafica de los cambios en forma asociados
al tamafo (ver siguiente apartado).

Cuando se emplean muestras de distintos grupos que difieren en las trayectorias de cambio
alométrico pueden generar resultados no esperados en el ajuste de la recta comun. En ese caso se
propone la estimacién de una "alometria comun" para todos los grupos mediante una regresion
entre un vector de la forma (shape) corregida por la media del grupo (el cual es denominado
Componente Alométrico Comun -CAC-), sobre el tamafio (Mitteroecker et al., 2004; Mitteroecker y
Gunz, 2009).

Los anadlisis de regresion se realizaron mediante el empleo de la funcién procD.allometry,
incluida en el paquete geomorph (Adams y Otarola—Castillo, 2013) que incluye un andlisis de

Procrustes ANOVA para evaluar el modelo nulo (Adams et al., 2013).

6.4. Visualizacion de los cambios en forma

Como se menciond anteriormente, el conjunto de landmarks y semilandmarks digitalizados
sobre una estructura preserva la informacién sobre la posicidon y la orientacién relativa de cada
coordenada cartesiana (Bookstein, 1991; Bookstein et al., 2004). En este sentido, una de las
cualidades de la morfometria geométrica es su capacidad de visualizar las diferencias en forma a

través de graficos o animaciones (Klingenberg, 2013). Esto constituye una herramienta importante
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para comprender los cambios morfoldgicos en la evolucidén y desarrollo de los organismos. Existen
dos grandes aproximaciones para visualizar las diferencias en forma: una se basa en mostrar
los desplazamientos en cada punto a través de vectores o lineas, mientras la otra se basa en la
interpolacion de las diferencias en forma que son mostradas a través de grillas o superficies de
deformacién. En este trabajo ambas aproximaciones fueron utilizadas para visualizar los resultados
de los andlisis estadisticos multivariados empleados, seleccionando la mdas adecuada de acuerdo al
tipo de dato.

Para mostrar los cambios en la forma del contorno de los molares medio se emplearon
wireframes, los cuales permiten visualizar de manera directa las diferencias entre configuraciones de
puntos mediante lineas que unen los landmarks y semilandmarks (Klingenberg, 2013).
Particularmente, se emplearon para representar los cambios en forma asociados al tamafio
resultante de los andlisis de regresion multivariada, asi como para la variacion en forma a lo largo de
los componentes principales. Por otro lado, para representar los cambios en la forma de las cuspides
se empled la interpolacién de superficies 3D mediante la funcién thin-plate spline. Este método
permite obtener una superficie 3D deformada, denominada morphing, que representa los cambios
en forma entre especimenes asi como los ejes de variacidn resultantes de analisis estadisticos (Wiley
et al., 2005). Este procedimiento se utilizé para representar la variacién en forma a lo largo de los
componentes principales. Dado que se basa en la interpolacidn, la exactitud de los cambios
representados dependera de la densidad de muestreo y de la localizacién de los landmarks vy
semilandmarks, debiendo interpretarse con cuidado los cambios en regiones con muy pocos puntos
(Klingenberg, 2013). Como alternativa para visualizar los cambios en forma de los analisis que
incluyeron los contornos molares medios y las cuspides se utilizaron mapas de calor (o heatmaps por
su nombre mas cominmente usado en inglés), esta técnica representa en distintos colores las zonas
de mayor y menor variacion, lo cual resulté muy util para aquellos casos donde la variacién era dificil
de observar a partir en los morphings. Los heatmaps fueron empleados para representar los cambios
en forma asociados al tamafio resultante de los analisis de regresion multivariada.

Tanto los wireframes como los morphings se obtuvieron con el paquete geomorph para el
entorno R (Adams y Otarola—Castillo, 2013; R Core Team, 2014), mientras que los heatmaps fueron
obtenidos con el software Meshlab 1.3, a partir de archivos de superficie en formato PLY de las

formas extremas de la regresion.
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En el presente capitulo se analiza la variacién en el tamafio de los molares superiores e
inferiores a escalas inter e intra-especificas en el linaje hominido y su asociacién con los cambios en
el tamafio de la fila molar. Asimismo, se analiza la concordancia de los cambios inter e intra-
especificos en las proporciones molares con las predicciones derivadas del modelo Cl, y el efecto de

los cambios en el tamafio dental sobre las proporciones molares.

7.1. Analisis a escala inter-especifica en el linaje hominido
7.1.1. Variacién en el tamaiio de los molares

Con el objetivo de evaluar la estructura filogenética de la variacion en el tamafio molar se
mapeo el area de la corona de los molares superiores e inferiores sobre la filogenia de las especies
de hominidos (Fig. 7.1). Respecto del area de los molares inferiores se observa que Pan, H.
floresiensis, H. neanderthalensis, H. heidelbergensis y H. sapiens presentaron los menores tamafios.
El resto de las especies de Homo asi como de Australopithecus y Gorilla poseen un tamano similar.
Por ultimo, Paranthropus presenta los tamafios mds grandes. Respecto del drea de los molares
superiores, en general se observa la misma tendencia que para los inferiores, sin embargo en este

caso el género Gorilla presenta los tamafios mds grandes, junto a Paranthropus.

Molar inferior Molar superior

[r— GOrilla gorilla
e——  Gorilla beringe  e————

—— P20 PANISCUS —e—
Pan t schweinfurthii —

Pan t troglodytes
Australopithecus anamensis

Australopithecus afarensis
Ausiralopithecus deyiremeda
Paranthropus boisei
Paranthropus robustus
Australopithecus africanus
Homo habilis
Australopithecus sediba
=== Homo floresiensis
Homo georgicus
Homo ergaster
Homo erectus

‘ Homo naledi
23508 Area molar (Mm2)  g47 ¢ Homo sapiens ues Area malac(mm2) 79358
S
L Homo heidelbergensis Longitud=4.39

Longitud=4.39
H. neanderthalensis

Figura 7.1. Area de la fila molar inferior (izquierda) y superior (derecha) mapeada sobre la filogenia de hominidos. El drea
molar corresponde a la suma del area de los tres molares.

En la Figura 7.2 se resume la variacidn del area de cada molar en las especies de hominidos
analizadas. Las especies de los géneros Paranthropus y Gorilla se diferencian del resto de las

especies por presentar mayores tamafios para los tres molares. Es interesante remarcar que en
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todas las especies del género Australopithecus, Paranthropus y Gorilla el M1 presentd un menor

tamafio que los otros dos molares (excepto Gorilla beringei, en el maxilar superior).
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Figura 7.2. Area (mm?2) de las coronas dentales correspondientes al maxilar inferior y al superior de las especies de
hominidos. El nimero corresponde a la referencia de la Tabla 7.1. M1: Molar 1; M2: Molar 2; M3: Molar 3.

El analisis de la sefial filogenética indicd una sefial moderada para el area de los molares
inferiores (M1: K=0.62, p=0.001; M2: K=0.56, p=0.006; M3: K=0.59, p=0.002; area molar total:
K=0.60, p=0.001) y una seial fuerte para el area de los molares superiores (M1: K=1.62,p=0.001; M2:
K=1.23, p=0.001; M3: K=1.10, p=0.001; area molar total: K=1.34, p=0.001).

Para evaluar la asociacién entre la variacion en el tamafio de los molares y los cambios en el
tamafio de la fila molar se realizaron andlisis de regresidn entre el logaritmo del drea de cada molar
y el logaritmo del area molar total (i.e., la suma de las areas de la corona de los 3 molares). En
particular, se ajustaron modelos de regresiéon simple por minimos cuadrados (OLS) y de regresion
filogenética (PGLS). Respecto a los resultados obtenidos para los molares inferiores puede
observarse una alometria negativa para el M1, una alometria positiva para el M3 y cambios

isométricos para el M2 (Tabla 7.1). Esto indicaria que, cuando aumenta el tamario de la fila molar
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completa, el M1 tiende a aumentar su tamafo relativo en menor medida que el aumento de tamaiio

relativo del M3, mientras que el M2 presenta un aumento constante de su tamafno con los cambios

en la fila molar. Respecto a los resultados obtenidos para los molares superiores, la tendencia de

variacion es similar a la observada en los molares inferiores (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Regresion lineal (OLS), filogenética (PGLS) y contrastes independientes (RCI) de los tamafios molares sobre la fila

molar en hominidos.

Maxilar

Molar

RZ

Pendiente

Inferior

M1

0.964 *

OLS: 0.820 (0.746-0.894)
PGLS: 0.815
RCI: 0.815 (0.718-0.912)

M2

0.989 *

OLS: 1.012 (0.962-1.063)
PGLS: 1.018
RCI:1.015 (0.950-1.079)

M3

0.989 *

OLS: 1.153 (1.098-1.208)
PGLS: 1.154
RCI:1.157 (1.082-1.230)

Superior

M1

0.941 *

OLS: 0.851 (0.742-0.961)
PGLS: .0834
RCI: 0.862 (0.656-1.067)

M2

0.985 *

OLS: 1.045 (0.979-1.112)
PGLS: 1.043
RCI: 1.063 (0.870-1.257)

M3

0.944 *

OLS: 1.097 (0.960-1.234)
PGLS: 1.104
RCI: 1.075 (0.719-1.429)

* p< 0.001; Entre paréntesis se indican los intervalos de confianza del 95%.

En la Figura 7.3 se presentan las regresiones Log-Log de cada pieza molar (empleando el

logaritmo del drea molar) sobre la fila molar completa (empleando el logaritmo de la suma del area

de los tres molares) para los molares inferiores y superiores. En todos los casos se grafico la recta de

la regresion OLS y la recta de la regresion filogenética.
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Figura 7.3. Andlisis de Regresidn entre los logaritmos de los molares 1, 2 y 3 sobre el logaritmo del area total. Linea roja:
Recta de la regresion lineal; Linea azul: Recta de la regresion filogenética.

63



Capitulo 7. Resultados: linaje hominido

7.1.2. Variacién en las proporciones molares y ajuste al modelo de Cascada Inhibitoria

En la Figura 7.4 se representan las relaciones filogenéticas entre las especies de hominidos
analizadas en el morfoespacio de las proporciones molares. Para los molares inferiores se observa
un agrupamiento de las diferentes especies de Homo con las especies de Pan, caracterizandose por
presentar areas del M2 y M3 de menor tamaio relativo, en contraposicidon con las especies de
Paranthropus, Australopithecus y Gorilla en las cuales se observa un tamaio relativo similar del M2 y
M3, pero de mayor tamafio que las de Homo y Pan. En todos los casos, salvo en H. sapiens, el M1
tiende a ser la pieza molar de menor tamaiio relativo. Estas tendencias son observables tanto en las

proporciones inferiores como en las superiores.
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Figura 7.4. Morfoespacio definido por las proporciones M2/M1 y M3/M1 de especies de hominidos fdsiles y actuales; el
color representa el género. Las lineas que unen cada punto representan relaciones filogenéticas entre diferentes especies.

Al analizar el ajuste de un modelo lineal a las proporciones molares (M2/M1 y M3/M1) de
las diferentes especies de hominidos, en general se observd que los valores correspondientes tanto
a los molares inferiores como superiores no mostraron un buen ajuste respecto de los valores
predichos por el modelo Cl. Para los molares inferiores se obtuvo una pendiente con valor 1.30 (con
un Intervalo de Confianza del 95% entre 0.95-1.56) y un intercepto de -0.38 (con un Intervalo de
Confianza del 95% entre -0.68-0.01), mientras que para los molares superiores el valor de la
pendiente fue de 1.58 (con un Intervalo de Confianza del 95% entre 0.06-1.92) y el intercepto de -
0.70 (con un Intervalo de Confianza del 95% entre -1.09-0.12). A pesar de que el ajuste de las
proporciones molares de las especies de hominidos a la recta del modelo Cl no fue d6ptimo, en la
Figura 7.5 puede observarse para los molares inferiores que H. sapiens, H. naledi, H. georgicus, H.
heidelbergensis, A. sediba, A. deyiremeda, A. afarensis, P. boisei y P. robustus se encuentran dentro

del morfoespacio definido por el modelo como resultado de la accién de moléculas activadoras e
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inhibidoras (M1<M2<M3 o M1>M2>M3). Sin embargo, los molares inferiores de las restantes
especies de hominidos analizadas se ubican por fuera del espacio definido por el modelo. En los
molares superiores puede observarse que las especies H. sapiens, H. naledi, A. sediba, A. afarensis,
A. anamensis, A. africanus y P. robustus se encuentran dentro de la region del morfoespacio definida
por el incremento o la reduccién del efecto inhibidor (M1<M2<M3 o M1>M2>M3). Los molares

superiores de las restantes especies de hominidos se ubican por fuera de la region definida por el

modelo Cl.
Molares Inferiores Molares Superiores
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Figura 7.5. Ajuste de las proporciones al modelo Cl. El tamafio de los simbolos es proporcional al area de la fila molar en
mm?; Linea roja: Recta del modelo ClI (con pendiente 2 e intercepto -1); Linea azul: ajuste de la regresion filogenética.

Otra de las predicciones del modelo Cl es que la proporcién del M2 representa un tercio del
tamafio del area de la fila molar completa (Kavanagh et al., 2007). Para evaluar esta prediccion, se
obtuvo el area de cada molar promediando los valores de todos los individuos de una misma
especie, luego se sumaron las areas de los M1, M2 y M3 de cada especie para obtener el drea de la
fila completa de molares y con ello se calculd qué proporcién del area total se encontraba
representada por el M2. Como se observa en la Tabla 7.2, el valor medio de la proporcién del area
del M2 obtenida fue cercana al 33.33%, con un valor maximo de 38.29% (representado por el M2
inferior de A. anamensis) y un valor minimo de 31.80% (representado por el M2 superior de H.

ergaster).
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Tabla 7.2. Proporcién del M2 respecto del area de la fila molar completa

Homininos Proporcion M2 inferior | Proporcién M2 superior

Australopithecus anamensis 38.29 36.37
Australopithecus afarensis 33.83 34.59
Australopithecus africanus 34.96 35.35

Australopithecus deyiremeda 35.54 -
Australopithecus sediba 35.47 33.79
Homo habilis 35.87 34.88
Homo erectus 35.40 36.36
Homo ergaster 34.54 31.80
Homo georgicus 32.47 34.16
Homo Naledi 33.73 34.25

Homo floresiensis 35.66 -
Homo heidelbergensis 33.85 37.00
Homo neanderthalensis 34.38 34.00
Homo sapiens 33.18 34.28
Paranthropus boisei 36.58 36.31
Paranthropus robustus 34.47 34.21
Gorilla beringei 35.36 36.99
Gorilla gorilla 36.22 37.42
Pan paniscus 36.48 34.78

Pan tschweinfurthii 36.12 -
Pan troglodytes 35.74 34.62

Los valores expresados corresponden al porcentaje (%) que representa la media del drea del M2

Para evaluar el efecto de los cambios en el tamafo dental sobre las proporciones molares
definidas por el modelo ClI se realizé una regresién filogenética de las proporciones M2/M1 y M3/M1
sobre el area de la fila molar completa. Los resultados obtenidos indican un efecto significativo del
tamafio sobre el tamario relativo de los molares en el maxilar inferior, explicando alrededor del 50%

de la variacién en las proporciones molares entre especies de hominidos (Tabla 7.3). Por el contrario,
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el efecto del tamafio sobre las proporciones molares en el maxilar superior no fue significativo (Tabla

7.3).

Tabla 7.3. Regresiones filogenéticas de las proporciones sobre el tamario de la fila molar en hominidos.

Maxilar Proporciones molares R? F p
M2/M1 + M3/M1 0.525 23.110 <.001
Inferior M2/M1 0.283 8.896 0.008
M3/M1 0.596 30.480 <.001
M2/M1 + M3/M1 0.189 4.739 0.046
Superior M2/M1 0.159 4.028 0.063
M3/M1 0.176 4.412 0.053

Al realizar el analisis incluyendo Unicamente las especies del linaje hominino se observa un
efecto significativo del tamafio para la proporcion M3/M1 del maxilar inferior (Tabla 7.4). La
tendencia observada indica que la reduccién del area molar se asocia a una disminucion del tamafio

relativo del tercer molar.

Tabla 7.4. Regresiones filogenéticas de las proporciones sobre el tamafio de la fila molar en los homininos.

Maxilar Proporciones molares R? F p
M2/M1 + M3/M1 0.278 6.764 0.021
Inferior M2/M1 0.286 7.009 0.019
M3/M1 0.505 16.290 <.001
M2/M1 + M3/M1 0.155 3.200 0.101
Superior M2/M1 0.145 3.036 0.109
M3/M1 0.211 4211 0.065

7.2. Analisis inter-poblacional en Homo sapiens
7.2.1. Variacidn en el tamafio de los molares

En la Figura 7.6 se resume la variacidon del area de los molares inferiores y superiores en
poblaciones humanas procedentes de Africa, Asia, Oceania, Europa, América del Norte y América del
Sur. Puede observarse que los grupos originarios de Oceania presentan los tamafios dentales mas

grandes y, en general, las poblaciones de Asia presentan los tamafios menores, aunque hay gran
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variacion dentro de cada continente. En cuanto a los molares inferiores, de las 56 poblaciones
analizadas, 43 (76.8%) presentan una reduccién en sentido anteroposterior, exhibiendo un patrén
M1>M2>M3. De las restantes, 8 poblaciones (14.3%) mostraron un incremento en el tamafio del
M3, superando el tamafio del M2 aunque no asi el del M1, presentando un patrén M1>M2<M3. Por
el contrario, 3 poblaciones (5.3%) mostraron un incremento del tamafio del M2 siendo la pieza
molar de mayor tamafio, presentando un patron M1<M2>M3. Por ultimo, una sola poblacién (1.8%)
procedente de Africa, mostré un fuerte incremento del M3 siendo la pieza molar de mayor tamafio,
presentando un patrén M1<M2<M3. Para finalizar, una sola poblacion (1.8%) procedente de Norte
América, no presentaba registros de tamafio para el M3. En cuanto a los molares superiores (Fig.
7.6), en 47 poblaciones de las 49 analizadas (95.9%) se observo la tendencia de reduccidn en sentido
anteroposterior, con un patron M1>M2>M3. Las 2 poblaciones restantes (4.1%) mostraron un

incremento en el tamafo del M2, presentando un patrén M1<M2>M3.

Molares Inferiores

[=2]
o

L 140 n « 2t
b =B <
3 A <@ < oo ‘!.O .o i b ¢
s 120 (@0 R o oo  ® omodddig’te | ateAa '2!nl°llﬁﬁ° o v
5 g Iﬁﬁ.sl]2¢-°°= AR ESmem 1 & pRme N e L
S0l Aay y a s A gk Ay AR AT g 5] Ay K Fan
& 7] x K ]
© A | A
g & o
©
<5} \
2 60 |
.< )
L Il 11 ]l 1l IL ]
L r . L . LR . LA L1 L. L1} L. 1
Africa Asia Oceania Europa Ameérica del América
Norte del Sur
Molares Superiores
180
o 160
£
E 140 ﬁ; 3 ° &
g & oo " oo e D
= 120 o9 3 oA A A S o T EmLa=om S %ms <
S 400 A& Al 8 pgmm e AA A A A, A
© A LD A A Ay a7 Ohaa AaTTy Ay
° A K Apad A AT \¥/ X
3 80 w 5
“< “
60
I — i} - it —— — —A
Africa Asia Oceania Europa América del Ameérica
Norte del Sur

¢ M1 H M2 A M3

Figura 7.6. Area (mm-) de las coronas dentales en poblaciones humanas correspondientes al maxilar inferior y al superior.
El nUmero de poblacion corresponde al indice de la Tabla 7.2. M1: Molar 1; M2: Molar 2; M3: Molar 3.

En la Tabla 7.5 se resumen los resultados del andlisis de regresion realizado entre el

logaritmo del tamafio de cada pieza molar respecto al logaritmo del tamafio de la fila molar
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completa. Los datos fueron ajustados a una regresién por minimos cuadrados (OLS) y a un
modelo espacial autorregresivo (SAR), que corrige la relaciéon en funcién de la cercania geografica
entre las poblaciones. De ambas rectas se obtuvieron las pendientes para evaluar el
comportamiento de cada pieza molar respecto del tamafio de la fila molar completa. Los resultados
del maxilar inferior indican la existencia de alometria negativa para el M1, alometria positiva para el
M3 y cambios isométricos para el M2, lo que sugiere que cuando el tamano de la fila molar
aumenta, el tamano relativo del M1 aumenta en menor medida que el tamafio relativo del M3,
mientras que el M2 mantiene un incremento proporcional de su tamano relativo. Los resultados
obtenidos para los molares superiores presentan una tendencia de variacion similar a la observada
para los molares inferiores. En conjunto, los resultados son consistentes con lo hallado a partir del

analisis inter-especifico.

Tabla 7.5. Regresion lineal (OLS) y espacial (SAR) de los tamafios molares sobre la fila molar en humanos.

Maxilar Molar R? Pendiente
S e o ko
Inferior M2 0.920 * OLS: 0-2?&((1)-312'1-069)
S e i
A e e
Superior M2 0.960 * oLs: 1.2/(15R :(1..(())231.128)
S B Iyt

* p< 0.001; Entre paréntesis se indican los intervalos de confianza del 95%.

En la Figura 7.7 se presentan las rectas, ajustadas por minimos cuadrados, que representan
la relacion entre el logaritmo del tamafo de cada pieza molar y el logaritmo del tamafio de la fila

molar completa, tanto para los molares inferiores como superiores.
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Figura 7.7. Andlisis de Regresidn entre los logaritmos de los molares 1, 2 y 3 sobre el logaritmo del 4rea total. Linea azul:

recta de la Regresion lineal.
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7.2.2. Variacién en proporciones molares y ajuste al modelo de Cascada Inhibitoria

Al analizar las proporciones molares (M2/M1 y M3/M1) de las diferentes poblaciones
humanas modernas analizadas, se observé en general un buen ajuste respecto de los valores
predichos por el modelo Cl. Los resultados para los molares inferiores fueron pendiente 1.53 (IC
95%= 0.81y 2.28) e intercepto -0.55 (IC 95%= -1.24 y 0.11), por su parte, para los molares superiores
fueron pendiente de 1.47 (IC 95%= 0.69 y 2.51) e intercepto de -0.58 (IC 95%=-1.56 y 0.12). Como se
observa en la Figura 7.8, las medidas correspondientes a las poblaciones humanas tuvieron un buen
ajuste respecto de los valores predichos por el modelo Cl, con una distribucién cercana a la regién de
balance entre las moléculas activadoras e inhibidoras, con tamafios similares entre los tres molares
(M1=M2=M3). Cabe resaltar el caso de una poblacidn de Asia (Tibet), la cual posee tamafios molares
absolutos para M2 y M3 muy pequefios y al calcular sus proporciones molares se separan

marcadamente del resto de las poblaciones.
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Figura 7.8. Morfoespacio definido por las proporciones M2/M1y M3/M1 de poblaciones humanas; el color indica la
procedencia en cada continente. Linea roja: Recta del modelo CI (con pendiente 2 e intercepto -1), Linea azul: Recta espacial
(pendiente 1.53 e intercepto -0.55 para molares inferiores, y pendiente 1.47 e intercepto de -0.58 para molares superiores).

Respecto de la prediccion sobre la proporcién del M2 en relacién al tamafio del area de la

fila molar completa, como se observa en la Tabla 7.6, las poblaciones humanas actuales se ajustan al
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valor esperado del 33%, con valores comprendidos entre un maximo de 34.57% (representado por el

M2 superior de Oceania) y un minimo de 32.94% (representado por el M2 inferior de Asia).

Tabla 7.6. Proporciéon del M2 respecto del area de la fila molar completa

Region (Poblaciones modernas) | Proporcion M2 inferior | Proporcién M2 superior
Africa 33.71 34.49
Asia 32.94 33.87
Oceania 33.06 34.57
Europa 32.88 34.32
América del Norte 33.16 34.28
América del Sur 33.04 34.11

Los valores expresados corresponden al porcentaje (%) que representa la media del area del M2

Finalmente, se realizd un analisis de regresidn espacial (SAR) para determinar el efecto de
los cambios en el tamafio dental sobre las proporciones molares comprendidas en el modelo Cl. Los
resultados indican que el tamafio molar tiene un efecto significativo sobre las proporciones M3/M1
inferior y M2/M1 superior (Tabla 7.7). Particularmente, el mayor porcentaje de variacidon explicada
por el tamafio se obtuvo para la proporcion M3/M1 del maxilar inferior, observandose una

disminucion del tamano relativo del M3 con la reduccidn del area molar total.

Tabla 7.7. Regresion espacial de las proporciones molares sobre el drea molar en las poblaciones humanas.

Maxilar Proporciones molares R2 F p
M2/M1 0.164 10.416 0.002
Inferior
M3/M1 0.370 31.114 <.001
M2/M1 0.213 12.758 <.001
Superior
M3/M1 0.104 5.472 0.024

7.3. Resultados destacados

e Lavariacién en el tamafio de los molares a escala inter e intra-especifica se asocié a cambios
en el tamafio de la fila molar, aunque el patréon de asociacion fue heterogéneo. Mientras los
primeros molares de ambos maxilares exhiben cambios alométricos negativos, los terceros
molares presentan alometria positiva y los cambios del M2 son isométricos con la variacién

en el tamainio.
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La concordancia entre la variacidon en las proporciones molares con las predicciones del
modelo Cl varié en las dos escalas analizadas. A escala inter-especifica los parametros
observados no se ajustaron a los valores de pendiente e intercepto esperados por el modelo
y varias especies de hominidos se ubican fuera del morfoespacio definido por el modelo. Por
el contrario, las proporciones de las poblaciones humanas modernas se ajustaron al modelo
Cl y se ubican en la regién del morfoespacio caracterizada por M1 > M2 > M3.

El tamafio dental tuvo un efecto significativo sobre las proporciones de los molares
inferiores tanto a escala inter como intra-especifica, mientras que para los molares
superiores el efecto sélo fue significativo sobre las proporcién M2/M1 de las poblaciones

humanas.
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En el presente capitulo se analiza la variacidon en la morfologia de los dientes molares a
escala inter e intra-especifico dentro del género Mus. En particular, se evallan las tendencias de los
cambios en el tamafio molar y su asociacién con los cambios en el tamaio de la fila molar. Asimismo,
se analizan las proporciones molares, la concordancia de la variacion en las proporciones y el
tamafio relativo de las cuspides con mecanismos de activacidn-inhibicién, y la influencia de los

cambios en el tamano sobre la forma molar.

8.1. Variacion inter e intra-especifica del tamaifio molar en el género Mus

Con el objetivo de evaluar la influencia de factores con efecto sistémico sobre la morfologia
molar, en primer lugar se analizé la variacion en el tamafio corporal entre las diferentes cepas de
roedores (con representantes tanto silvestres como endocriados en laboratorio) mediante un
analisis de ANOVA utilizando la longitud del crdneo como proxy del tamaiio. Los resultados indican
diferencias significativas entre las muestras analizadas (F= 228.9, P= <0.001). En la Figura 8.1 se
presenta -con un grafico tipo boxplot- la variacién en tamafo corporal entre las cepas analizadas. Las
cepas endocriadas AJ, C57bl, 129Sv y NOD poseen un tamafio similar y mayor a las cepas silvestres.
La cepa NZO presentd el mayor tamaio corporal respecto de todas las cepas incluidas en el analisis.
Respecto a las cepas silvestres, CZE, PAN y PWK poseen un tamafo similar e intermedio entre Spret
(la de mayor tamafio) y Cast y WSB, las que presentan el menor tamaio corporal del total de las

muestras analizadas.
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Figura 8.1. Distribucidn de los valores de longitud craneal en las cepas endocriadas y silvestres del género Mus.
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Con el fin de determinar si el tamafio corporal se estructura con la filogenia se maped la
longitud del craneo sobre el arbol filogenético de las especies y subespecies de Mus analizadas (Fig.
8.2). En lineas generales, se observa que aquellas cepas mas préximas filogenéticamente tienden a
poseer una longitud craneal similar, exceptuando el caso de las cepas WSB y 129Sv. Las cepas que
presentaron los tamafios extremos fueron Cast y NZO, con la menor y mayor longitud craneal,

respectivamente.

PANCEVO/EiJ (PAN)

SPRET/EiJ (Spret)

CAST/EiJ (Cast)
PWK/PhJ (PWK)
CZECHI/Eid (CZE)
129Sv/ImJ (129Sv)
WSB/EiJ (WSB)
NOD/LtJ (NOD)
C57BL/6J (C57BL)
NZO/H1J (NZO)
A (AJ)

1.285 Tamafio Centroide 1.383
Longitud: 0.026

Figura 8.2. Arbol filogenético de las especies y subespecies de Mus analizadas. Los colores en las ramas cromaticas
representan la variacion del tamaio de la longitud del crdneo, mientras que la longitud de las ramas representa el
tiempo evolutivo. En paréntesis: nomenclatura utilizada en el manuscrito.

La variacion en el tamafio de las filas molares superior e inferior se estimé a partir del CSZ de
los contornos molares. Para evaluar el efecto del tamafio corporal sobre el tamafio molar se realizd
una prueba de ANOVA incluyendo la longitud craneal y el grupo como variables independientes. Los

resultados indican que tanto el tamafio corporal como la cepa tienen un efecto significativo sobre el

tamafio molar (Tabla 8.1).

Tabla 8.1. Resultados de la prueba ANOVA del tamafio molar en especies y subespecies de Mus

Molares inferiores Molares superiores
Factor F p F p
Longitud craneal 64.0 <0.001 245.0 <0.001
Cepa 69.9 <0.001 107.2 <0.001
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Para analizar la variacion en el tamafio de la fila molar completa a lo largo de la filogenia se
maped el CSZ molar sobre el arbol filogenético de las especies y subespecies del género Mus (Fig.
8.3). Respecto a la fila molar inferior, el clado filogenéticamente mas distanciado que contiene a las
especies M. spretus y M. spicilegus se diferencia del resto de los clados por un mayor tamafio. Por
otro lado, el menor tamafio molar se registra en el clado que contiene a M. m. musculus y M. m.
castaneus. Todas las cepas incluidas en el caldo M m. domesticus presentan un tamafo molar

similar. Un patrdn similar se observa para el maxilar superior.

Molares inferiores

M. spicilegus PANCEVO/EiJ (PAN)
M. spretus SPRET/EiJ (Spret)
Mus M. m. castaneus _ cpsy/gij (cast)
M. musculus M. m. musculus PWK/PhJ (PWK)
— CZECHI/Ei) (CZE)
~ 1295v/ImJ (1295v)
.m. domesticus|  \WSB/Eil (WSB)
NOD/LtJ (NOD)
’{ C57BL/6J (C57BL)
0.765 Tamafio Centroide 0.818 NZO/H1J (NZO)
Longitud: 0.026

A/l (A))

Molares superiores

M. spicilegus PANCEVO/EiJ (PAN)
M. spretus SPRET/EiJ (Spret)
Mus M. m. castaneus CAST/Eil (Cast)
— PWK/PhJ (PWK
M. musculus M. m. musculus / ( )

— CZECHI/Eil (CZE)

T — 129Sv/ImJ (129Sv)

M. m. domesticus |~ WSB/Eil (WSB)

NOD/Lt) (NOD)
C57BL/6J (C57BL)

NZO/H1J (NZO)

0.789 Tamafio Centroide  0.856
Longitud: 0.026 A/J (A))

Figura 8.3. Arbol filogenético de las especies y subespecies de Mus analizadas. Los colores en las ramas cromaticas
representan la variacion en tamafo del area molar, mientras que la longitud de las ramas representa el tiempo evolutivo.
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Para determinar si los cambios en el tamafo de cada molar se asocian a la variacién de la fila
molar completa se efectuaron andlisis de regresidn entre los logaritmos del CSZ de cada molar y el
logaritmo de la sumatoria del CSZ de los tres molares para cada maxilar. Las pendientes obtenidas a
partir del andlisis de regresion simple y regresidon filogenética fueron similares e indican que en el
maxilar inferior el M1 presenta una relacién alométrica negativa, el M2 positiva y el M3 es
consistente con un patrén de cambio isométrico (Tabla 8.2). Esto indica que mientras el tamafio de
la fila molar aumenta, se reduce el tamafio relativo del M1, se incrementa el del M2 y se mantiene
relativamente constante el tamafio relativo del M3. Un patrdén similar se obtuvo para el maxilar

superior, aunque con valores de pendiente levemente diferentes (Tabla 8.2).

Tabla 8.2. Regresion lineal (RL), filogenética (RF) y contrastes independientes
(RCI) de los tamafios molares sobre la fila molar

2

Maxilar Molar R Pendiente

RL: 0.762 (0.235-1.290)
M1 0.543 * | RF:0.762
RCI: 0.664 (0.401-0.927)

RL: 1.235 (0.814-1.657)
Inferior M2 0.830 * RF:1.235
RCI: 1.3 (1.056-1.543)

RL: 1.098 (-0.645-2.841)
M3 0.184 | RF:1.098
RCI: 1.201 (0.556-1.847)

RL: 0.867 (0.548-1.187)
M1 0.807 * | RF:0.867
RCI: 1.042 (0.763-1.319)

RL: 1.149 (0.850-1.448)
Superior M2 0.893 * | RF:1.149
RCI: 1.069 (0.897-1.242)

RL: 1.068 (0.255-1.882)
M3 0.495 | RF:1.068
RCI: 0.700 (0.057-1.343)

* p< 0.001. Entre paréntesis se indican los intervalos de Confianza del 95%.

En la Figura 8.4 se presentan las regresiones Log-Log de cada pieza molar (usando el
logaritmo del CSZ) sobre la fila molar completa (usando el logaritmo de la suma del CSZ de los tres
molares) para los molares inferiores y superiores. En todos los casos se graficd la recta de la

regresion simple, la cual presentdé los mismos valores que la regresidon filogenética.
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Figura 8.4. Analisis de regresion entre el logaritmo del tamafio de los molares 1, 2 y 3 sobre el logaritmo de la fila molar
completa. Linea roja: recta de la regresion lineal que se correspondié con la regresion filogenética. CSZ

8.2. Analisis de las proporciones molares y ajuste al modelo de Cascada Inhibitoria

A partir del CSZ de cada diente molar como medida de tamafo, se calcularon las
proporciones molares y se ajusté una recta a la proporcion M2/M1 sobre M3/M1. El intercepto vy la

pendiente obtenidos fueron contrastados con los valores predichos por el modelo Cl (Kavanagh et
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al., 2007). En la Figura 8.5 se presenta la distribucion de las proporciones de los molares inferiores y
superiores de los diferentes grupos en el morfoespacio definido por las proporciones M3/M1 vy
M2/M1. Respecto a los resultados obtenidos para los molares inferiores, puede observarse que
todos los grupos se ubican en la regidn definida por el modelo CI como un patréon M1>M2>M3. La
recta ajustada a estos datos presentd una pendiente de 1.595 (con un Intervalo de Confianza del
95% entre -0.179-4.672) y un intercepto de -0.813 (con un Intervalo de Confianza del 95% entre -
3.326-0.659). Tanto la pendiente como el intercepto quedan comprendidos dentro del 95% de
confianza de los valores propuestos en el modelo Cl, sin embargo, cuando la recta es ajustada por las
relaciones filogenéticas de las diferentes especies y subespecies de Mus el resultado varia, siendo la
pendiente 0.525 y el intercepto -0.079. Respecto a los resultados obtenidos para los molares
superiores, puede observarse que todos los grupos se ubican dentro del morfoespacio definido por
el modelo Cl como un patrén M1>M2>M3. El ajuste a la recta presentd una pendiente de 1.044 (con
un Intervalo de Confianza del 95% entre -0.005-2.763) y un intercepto de -0.334 (con un Intervalo de
Confianza del 95% entre -1.604-0.415). Nuevamente, los Intervalos de Confianza del 95% de estas
estimaciones incluyen los valores de pendiente e intercepto propuestos en el modelo Cl, sin
embargo cuando se ajusta la recta por las relaciones filogenéticas entre los grupos se obtiene una

pendiente 0.328 y un intercepto de 0.064.
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Molares inferiores

Molares superiores

10
M2/M1

Figura 8.5. Distribucidn de los grupos analizados dentro del morfoespacio definido por las proporciones molares. Linea
roja: recta del modelo Cl (con pendiente 2 e intercepto -1); linea azul: recta filogenética (en los molares inferiores con
pendiente 0.525 e intercepto -0.079 y en los molares superiores con pendiente 0.328 e intercepto 0.064).

El modelo Cl propone también que el M2 deberia representar un 33% del tamafio total de la
fila molar completa (M1+M2+M3) (Kavanagh et al., 2007). Para ello, se evalud la proporcion del M2
utilizando el CSZ del contorno molar como medida de tamafo. Los valores para los segundos
molares inferiores oscilaron entre el 35 y 37% del tamafo total de la fila molar, registrandose el
valor mas alto en el grupo Cast (Tabla 8.4). Los segundos molares superiores presentaron valores
cercanos al 33% del tamafio total, correspondiendo nuevamente el valor mas grande al grupo Cast

(Tabla 8.4).
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Tabla 8.4. Proporcién del M2 superior e inferior respecto al tamafio de la fila molar total

Cepa Proporciéon M2 Inferior Proporcién M2 Superior
Al 35.662 33.498
C57BL 34.799 33.433
129Sv 35.716 34.188
NOD 35.334 33.330
CAST 36.697 35.477
PWK 34.379 33.888
WSB 36.336 34.521
CZE 34.802 33.349
PAN 34.303 33.965
SPRET 34.937 33.051
NzO 36.503 33.807

Los valores son expresados en porcentaje (%)

Otra prediccién del modelo Cl es que la agenesia del M3 ocurre cuando el efecto inhibidor
generado sobre el M2 es tal que su tamafio representa la mitad o menos del tamafio del M1
(Kavanagh et al., 2007). Con el fin de evaluar dicha prediccion se analizé la presencia/ausencia de M3
en relacién con la proporcion M2/M1. Para los molares inferiores se observé que en todos los casos
el M2 representé mas del 50% del tamafio del M1 (siendo el valor mas bajo 76.1% y el mas alto
87.7%), y ninguna cepa presentd ausencia del M3 de manera sistematica. Por su parte, en los
molares superiores, al igual que lo observado en los molares inferiores, en todos los casos el M2
representé mas del 50% del tamafio del M1 (siendo el valor mas bajo 70.1% y el mas alto 78.2%) y
ninguna cepa presentd ausencia del M3 de manera sistematica.

Un caso particular es el grupo NZO (de la cepa NZO/H1J) en el que se observaron 6
especimenes, de un total de 16 analizados, con agenesia del M3, los cuales fueron excluidos de la
mayor parte de los analisis. En esta seccidn se analiza la proporcion del M2 respecto del M1 de estos
especimenes con el fin de evaluar si la agenesia se vincula a una reduccién del tamafio relativo del
M2. En la Tabla 8.5 se presentan los resultados obtenidos. En todos los casos la proporcion del M2
fue mayor al 50% respecto del M1, indicando que la agenesia no responde a las predicciones del
modelo. Por lo tanto, la reduccién en el nimero de molares en este grupo no podria explicarse como

consecuencia de modificaciones en el balance de moléculas activadoras e inhibidoras.
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Tabla 8.5. Proporcidn del M2 inferior respecto al area de la fila molar de los
especimenes que exhiben agenesia del M3

Especimen CSz M1 CSz M2 Prop M2/M1
0307 2.664 2.162 81.2
0315 2.642 2.141 81
0495 2.755 2.195 79.7
0497 2.744 2.178 79.4
0509 2.864 2.136 74.6
0603 2.695 2.198 81.5

CSZ: tamafio centroide; Prop: Proporcién (expresada en porcentaje); M: Molar

Finalmente, con el objetivo de testear la asociacion entre la variacidn en las proporciones
molares (M2/M1y M3/M1) y el tamafio de la fila molar (log-area) se realizé un analisis de regresidn
filogenética (PGLS). Los resultados obtenidos indican que no hay un efecto significativo del tamafio

sobre las proporciones molares para ninguno de los maxilares (Tabla 8.6).

Tabla 8.6. Regresion filogenética de las proporciones sobre el tamafio de la fila molar en cepas de ratones.

PGLS Log(Area) R’ F p
M2/M1 + M3/M1 0.141 2.639 0.139
Inferior M2/M1 0.022 1.221 0.298
M3/M1 0.083 1.902 0.201
M2/M1 + M3/M1 -0.080 0.257 0.625
Superior M2/M1 -0.065 0.389 0.548
M3/M1 -0.107 0.033 0.859
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8.3. Analisis morfo-geométrico de la variacidon en forma

8.3.1. Anadlisis del contorno de la fila molar

A partir de las coordenadas Procrustes (Shape) de los contornos de los molares superiores e
inferiores se realizaron andlisis de componentes principales sobre los consensos de cada grupo (Fig.
8.7). En los molares inferiores el primer componente resumié el 52% de la variacién total observada,
el grupo NZO se ubicd en el extremo negativo, caracterizado por un mayor tamano relativo de los
dos primeros molares, y una reduccién de la regién distal del M3. El grupo Spret se ubicé en el
extremo positivo, presentando una reduccién en sentido buco-lingual en los dos primeros molares,
siendo mas marcado en la regién bucal, asi como una expansion distal en el M3. El segundo
componente resumié el 18% de la variacidn total observada. A lo largo de este componente el grupo
NZO se ubicé en el extremo negativo, este se caracteriza por una expansion mesio-bucal del M1. El
M3 presenta un contorno relativamente reducido. El grupo Cast ocupé el extremo positivo y se
caracterizdé por una reducciéon mesio-bucal del M1, asi como una expansion distal del M3. Respecto
de los molares superiores, el primer componente resumié el 25% de la variacién total observada, en
el extremo negativo se ubicd el grupo 129Sv, en el cual puede observarse un acortamiento de la
region mesial del M1, asi como una expansién de la region distal del M3. El grupo CZE se ubicé en el
extremo positivo y se caracterizdé por una expansion de la region mesial del M1, asi como una
reduccién buco-lingual del M2 y distal en el M3. El segundo componente resumid el 20% de la
variacion total observada, en el extremo negativo se ubicd el grupo Spret, caracterizado por la regién
mesial del M1, asi como la region distal del M3 expandidas, mientras que el grupo Al se ubicé en el
extremo positivo, caracterizado por la regiéon lingual del M1 asi como la regién bucal del M2 mas

amplias.
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Figura 8.7. Analisis de componentes principales de las especies y subespecies de Mus analizadas correspondientes a los
molares inferiores y molares superiores. Wireframes de las formas negativas y positivas del primer y segundo componente
(en color gris se presenta la forma consenso, en color negro la forma con un factor de exageraciéon 2.5 en ambos
componentes); CP: Componente Principal.
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Con el objetivo de evaluar si la variacion en forma se estructura en la filogenia, se extrajo el
primer componente principal del contorno molar y se maped sobre el arbol filogenético de los
grupos de roedores analizados. En la Figura 8.8 se presentan los resultados para el analisis de la
forma de la fila molar inferior y superior. En los molares inferiores, los grupos PAN y Spret (M.
spicilegus y M. spretus respectivamente) se ubican en el extremo positivo del primer componente
caracterizandose por un alargamiento de la porcién distal del M3 en sentido distal y una reduccién
del contorno del M1 y M2. Por su parte el grupo NZO (M. m. musculus) fue quién se ubicé en el
extremo negativo, caracterizado por un acortamiento del M3 y un alargamiento de los molares 1y 2,
principalmente en la regidn bucal de ambos molares y mesio-lingual del M1.

El mapeo de la forma del contorno de la fila molar superior sobre la filogenia presenta
algunas diferencias con relacidn a lo observado en los molares inferiores. En este caso, el grupo CZE
(M. m. musculus) es quien se ubica en la posicidn mas extrema positiva del componente 1 y presenta
una reduccién en la porcion distal del M3 y el contorno del M2, aunque presentd un alargamiento de
la porcion mesial del M1. Respecto al extremo negativo, en este caso fue el grupo 129Sv (M. m.
domesticus) el que se ubicd en la posicion mas extrema, presentando un acortamiento de la region

mesial del M1 asi como un alargamiento de la porcidn distal del M3.
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Figura 8.8. Arbol filogenético de las especies y subespecies de Mus analizadas. Los colores en las ramas cromaticas
representan la variacién en forma molar, mientras que la longitud de las ramas representa el tiempo evolutivo. Wireframes
de las formas en el extremo negativo (izquierda) y positivo (derecha) del primer componente (la forma consenso se

presenta en color gris).
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Para determinar si la variacion en la forma del contorno molar esta influida por los cambios
en tamafio se aplicd un andlisis Procrustes ANOVA, en cual las coordenadas Procrustes de los
molares superiores e inferiores fueron la variable dependiente, y el CSZ y la cepa de los roedores, las
explicativas. Los resultados obtenidos indican que tanto el tamafio como la cepa tienen un efecto

significativo sobre la forma del contorno molar en ambos maxilares (Tabla 8.7).

Tabla 8.7. Procrustes Anova de la forma de los molares superiores en especies y subespecies de Mus

Molares Inferiores Molares Superiores
Factor
F P F p
Tamaiio centroide 7.5737 <0.001 10.9426 <0.001
Cepa 7.6804 <0.001 9.6239 <0.001
Tamaiio centroide:Cepa 1.2377 <0.001 1.1671 <0.001

Los cambios en forma asociados al tamafio se representan en la Figura 8.9. El porcentaje de
variacién de la forma asociada al tamaino fue bajo, con un 3.98%, en los molares inferiores y un
3.56% en los molares superiores. En los molares inferiores puede observarse que el aumento de
tamafio molar se asocia a un incremento en el tamafo relativo del M3, especialmente en sentido
distal, asi como a una reducciéon del contorno de los dos primeros molares. Por el contrario, el
menor CSZ se asocia a una reduccidn del tamafo relativo del M3, en particular en la region distal, asi
como un incremento en el contorno de los dos primeros molares. Respecto a los molares superiores,
el mayor tamafio se asocia con un incremento en sentido mesio-distal de la fila molar, destacando la
region distal del M3 y la region mesial del M1. EI menor tamafio molar se asocia a una reduccién del
contorno de la fila molar, destacandose una reduccién en las regiones distales del M2 y M3, asi

como en la regiéon mesial del M1.
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Figura 8.9. Cambios en forma de los molares inferiores y superiores en funcién del tamafio. Wireframes de las formas
extremas maximas y minimas de la regresion (en color gris se presenta la forma consenso, en color negro la forma con
un factor de exageracion 0.2); CAC: Componente Alométrico Comun; CSZ: tamafio centroide.
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8.3.2. Analisis de la forma del contorno y cuspides de los molares inferiores

El andlisis de la variacidon en las cuspides se limitd a la mandibula debido a que los molares
superiores presentan gran disparidad en el nimero de cuspides entre cepas de roedores,
dificultando el establecimiento de puntos homdlogos. De este analisis se excluyeron también los
especimenes del grupo NZO debido a que presentaban elevados grados de desgaste de la superficie
oclusal, por lo que resulté imposible digitalizar el mismo conjunto de puntos en todos los ejemplares
de la muestra.

A partir de una prueba de ANOVA se evalud la variacién en tamafio, usando el CSZ de la fila
molar completa estimado a partir del total de coordenadas de puntos. Para la prueba se tuvo en
cuenta la variacién entre las diferentes cepas asi como la influencia del tamafio corporal sobre el
tamafio molar. Como se observa en la Tabla 8.8, los resultados obtenidos fueron muy significativos

tanto para el tamafo corporal como para las cepas.

Tabla 8.8. Procrustes Anova del tamafio centroide de las cuspides y
contorno molar inferior en especies y subespecies de Mus

Factor F p
Tamaiio corporal 157.6 <0.001
Cepa 109.4 <0.001

El logaritmo del CSZ se representd sobre el arbol filogenético para describir la variacion en
tamafio de la fila molar completa en relacién con la filogenia. Como puede observarse en la Figura
8.10, al igual que en los contornos inferiores, el grupo CZE presenta el menor tamafio registrado,
mientras que el grupo PAN presenta el mayor tamafio. Sin embargo, cuando se suman las cuspides al
andlisis los grupos WSB, 129Sv y NOD (pertenecientes a M. m. domesticus) presentan un mayor
tamafio con relacién a la muestra total, mientras que los grupos AJ y C57BL (pertenecientes a M. m.
domesticus) presentan un tamafo pequefio. Los grupos PWK, CZE y Cast exhiben los tamafios mas

pequefios del total de cepas analizadas.
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Figura 8.10. Arbol filogenético de las especies y subespecies de Mus analizadas. Los colores en las ramas cromaticas
representan la variacion del tamafio del drea molar, mientras que la longitud de las ramas representa el tiempo evolutivo.

A partir de las coordenadas Procrustes (Shape) de los contornos y cuspides molares
inferiores se realizd un analisis de Componentes Principales sobre los consensos de cada grupo (Fig.
8.11). El primer componente resumio el 32.2% de la variacidn total observada, el grupo Cast se ubicé
en el extremo negativo, caracterizado por un mayor tamafio relativo de la region distal del M1, asi
como un mayor tamafo general del M2 y una reduccidn de la regién distal del M3. El grupo Spret se
ubicé en el extremo positivo, presentando una reduccion en sentido buco-lingual en el M1 y el M2,
siendo mas notable en la regidn bucal, por su parte el M3 mostré una expansion en la porcién distal.
Respecto al segundo componente, este resumié el 16.6% de la variacidon total observada. A lo largo
de este componente el grupo Cast volvié a ubicarse en el extremo negativo, caracterizado ahora por
un tamafno achatamiento general de la superficie oclusal a lo largo de toda la fila molar. Por otro
lado, el grupo PWK ocupé el extremo positivo, caracterizdndose por una expansion general de la

superficie oclusal observable a lo largo de toda la fila molar.
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Figura 8.11. Andlisis de Componentes Principales de las especies y subespecies de Mus analizadas correspondientes a los
molares inferiores (incluyendo contornos y cuspides). Morphings de la fila molar completa de las formas en los extremos
negativo (izquierda en el CP1 e inferior en el CP2) y positivo (derecha en el CP1y superior en el CP2) del primery
segundo componente principal (en norma superior y lateral).
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En la Figura 8.12 se muestran los resultados obtenidos al mapear sobre el arbol filogenético
de las especies y subespecies de Mus el primer componente del analisis de Componentes Principales
efectuado a partir de las coordenadas Procrustes. Puede observarse que el grupo Spret se ubicé en
el extremo positivo del componente, caracterizado por formas de cuspides mas altas y definidas,
principalmente en el primer molar. Por otro lado, el grupo Cast se ubicé en el extremo negativo del
componente, caracterizado por cuspides achatadas y contornos mds angostos, sobre todo en el

tercer molar.
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Figura 8.12. Arbol filogenético de las especies y subespecies de Mus analizadas. Los colores en las ramas cromaticas
representan la variacién en forma molar, mientras que la longitud de las ramas representa el tiempo evolutivo. Morphings

de las formas en los extremos negativo (izquierda) y positivo (derecha) del primer componente principal (en norma
superior y lateral).

Se evalud el efecto del tamafio sobre la variacidon en forma de las cuspides y contornos de los
molares inferiores a partir de una prueba Procrustes ANOVA, utilizando como variables las
coordenadas superpuestas, el logaritmo del CSZ y la cepa (Tabla 8.9). Tanto el tamafio como la cepa
tienen un efecto significativo sobre la forma, observandose, asimismo, un efecto significativo de la

interaccion entre ambas variables. Este resultado sugiere que los cambios en forma con el tamafio

no son homogéneos entre todas las cepas.

Tabla 8.9. Procrustes Anova del tamafio centroide de las clspides y
contorno molar inferior en especies y subespecies de Mus

F P
Tamaiio centroide 12.466 <0.001
Cepa 8.859 <0.001
Tamaiio centroide:Cepa 1.129 <0.001
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En la Figura 8.13 se presentan los resultados del andlisis de regresidn de las coordenadas Procrustes
sobre el CSZ. El porcentaje de variacién explicado por el tamaio fue de 4.51%. La variacién de la
forma asociada al tamafio representada en los heatmaps indican que los mayores cambios tienden a
concentrarse en la regién mesial del M1, tanto en el contorno como en ambos Iébulos del
anterocdnido, seguido en menor medida de cambios en las cuspides protocénido y metacénido.
Respecto al M2, se observa que los cambios se concentran en la regién distal del molar, afectando
tanto al contorno como al hipocdnido y el entocdnido. Finalmente, en el M3 se observa que los
principales cambios se concentran en la regién distal, abarcando tanto la regién del contorno como

la cuspide de la porcién distal.
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Figura 8.13. Relacion entre las coordenadas Procrustes y el tamafio centroide de los molares inferiores (incluyendo
contornos y cuspides). CAC: Componente Alométrico Comun; CSZ: tamafio centroide; Mapas de color (heatmaps) de los
molares inferiores, las regiones en rojo se corresponden a las zonas de mayor cambio y las de azul, las de menor cambio.
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8.4. Resultados destacados

e La variacién en el tamafio de los molares a escala inter e intra-especifica dentro del género
Mus se asocid a cambios en el tamafo de la fila molar, aunque el patrén de asociacién fue
heterogéneo. Los primeros molares de ambos maxilares exhiben cambios alométricos
negativos, los segundos molares presentan alometria positiva, mientras que los cambios del
M3 son isométricos con la variacion en el tamaiio.

e Dentro del género Mus, la variacién en el tamafio molar se asocié significativamente al
tamafio corporal.

e Las proporciones molares de todas las especies y subespecies del género Mus se encuentran
dentro del morfoespacio definido por el modelo CI donde M1>M2>M3, y los valores de
pendiente e intercepto con concordantes aunque el ajuste al modelo lineal es relativamente
bajo.

e Contrariamente a lo observado para los hominidos, las proporciones molares definidas por
el modelo Cl no se asociaron significativamente a los cambios en el tamafio molar.

e Laforma del contorno molar difiere entre las cepas analizadas, aunque el patrén de similitud
morfoldgica varia para los molares inferiores y superiores. Asimismo, el eje principal de
variacion en los molares inferiores muestra cambios en el M3 mientras que para los molares
superiores los principales cambios se observan en la region mesial del M1.

e El efecto del tamafio sobre la forma del contorno molar en el maxilar inferior se localiza en la
region mesio-lingual y disto-bucal del M1, la regidn bucal del M2 y a lo largo de la porcién
distal del M3. Generalmente se observa que mientras los primeros y segundos molares
reducen su tamafio relativo, el M3 aumenta. Respecto a los molares superiores, la tendencia
gue se observa es diferente, el incremento de tamafo se asocia a una elongacién de toda la
fila molar en sentido mesio-distal.

e En cuanto a variacidn observada en las cuspides de los molares inferiores, es destacable que
en el primer molar todas las cuspides presentaron modificaciones en mayor o menor
medida, sin embargo son las cuspides mesiales las que concentran la mayor variacion. Por su
parte, tanto el segundo molar como el tercero concentraron la variacion en las cuspides

distales.
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Capitulo 9. Resultados: perturbaciones experimentales

En el presente capitulo se evalua el efecto de perturbaciones del desarrollo inducidas
experimentalmente sobre el tamafio y la forma de los dientes molares en modelos roedores, y se
determina la concordancia de los cambios observados con las expectativas derivadas de los
mecanismos de activacién-inhibicién. En particular, se evalla el efecto de: a. Factores genéticos y
ambientales con efectos sistémicos sobre el crecimiento del organismo; b. Factores genéticos que

regulan el desarrollo dental a escala local.

I. Efecto de factores sistémicos sobre la morfologia molar

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos para tres tipos de perturbaciones con
efectos sistémicos sobre el crecimiento del organismo: A. Factores genéticos (i.e., hormona de
crecimiento), B. Ambientales (i.e., dieta) y C. de Seleccién artificial de rasgos corporales (i.e.,

longitud caudal y peso corporal).

9.1. Variacidn en el tamaiio inducida por factores sistémicos

En primer lugar se analizé el efecto de las diferentes perturbaciones con efecto sistémico
sobre el tamafio corporal de los roedores, para esto se compard la longitud craneal, utilizada como
proxy del tamafo, entre cada tratamiento y el correspondiente grupo control. En la Figura 9.1 se
presenta la variacion en la longitud craneal de cada grupo analizado. Puede observarse que todos los
tratamientos experimentales muestran una reduccidén del tamafio respecto del grupo control,
excepto los grupos CBi+ y CBi/C que estuvieron sujetos a un régimen de seleccion artificial para el
incremento del tamafo corporal. Por ultimo, el grupo con reduccion de dieta hipo-calérica proteica

(HCP) no presenté diferencias con respecto al control (DC2).
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Figura 9.1. Comparacién de la longitud craneal de los diferentes tratamientos experimentales con efecto sistémico
(Hormona: GHS y GHD - Dieta: DC1, HP1, DC2, HP2 y HCP - Seleccién artificial: CBi, CBi+, CBi/C, CBi- y CBi/L).
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Para determinar la significacion de las diferencias observadas se realizé una prueba de
ANOVA seguida de una prueba post hoc Tukey. El nivel de significancia establecido fue de p<0.05.
Los resultados obtenidos indicaron la existencia de diferencias de tamafio muy significativas entre
cada grupo tratamiento y el grupo control (F=145.4; p<0.001). En el Unico caso donde no se
observaron diferencias de tamafio significativas fue en el tratamiento experimental dieta

hipocalérico-proteica (Tabla 9.1).

Tabla 9.1. Resultados de la prueba post hoc Tukey para la comparacién del tamafio corporal en cada disefio experimental.

Diseiio experimental Grupos o]

Deficiencia hormona de crecimiento GHS - GHD <0.001

DC1-HP1 <0.001

Dieta hipoproteica
DC2 - HP2 <0.001

Dieta hipocaldrico-proteica DC2 - HCP 0.149
Seleccidn para el incremento de tamafio corporal CBi - CBi+ <0.001
Seleccién para la reduccién de tamaio corporal CBi - CBi- <0.001
Seleccidn para incremento de tamafio corporal y reduccién de longitud de la cola CBi - CBi/C <0.001
Seleccidn para reduccion de tamafio corporal e incremento de longitud de la cola CBi - CBi/L <0.001

En la Figura 9.2 se representa la relacidn entre las variables tamafio corporal y tamafio molar
de la fila molar completa inferior y superior. En los molares inferiores puede observarse que todos
los grupos de tratamientos experimentales muestran una tendencia a presentar tamafios menores
que los respectivos controles. Es interesante el caso de los grupos CBi+ y CBi/C (pertenecientes al
experimento por seleccion artificial, precisamente seleccionados para un incremento del tamafio
corporal), los que presentaron un mayor tamafio corporal, pero menor tamafio molar respecto a su
grupo control (CBi). Por otro lado, los resultados obtenidos para los molares superiores muestran un
mayor tamano de la denticion molar a medida que el tamafo corporal se incrementa. Los grupos
controles de los experimentos de dieta y hormona tienden a estar cercanos, asi como sus
tratamientos. Los grupos correspondientes a la cepa CBi presentaron tamafios mas grandes y por
consiguiente se alejaron del resto de los grupos. Es interesante remarcar que el grupo CBi/C, el cual
posee un tamafio corporal mdas grande que su grupo control, presenta tamafios molares mas

pequefios.
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Figura 9.2. Relacion entre el tamafio centroide de la fila molar y longitud del craneo de los diferentes tratamientos
experimentales con efecto sistémico (Hormona: GHS y GHD - Dieta: DC1, HP1, DC2, HP2 y HCP - Seleccion artificial: CBi,
CBi+, CBi/C, CBi- y CBi/L). CSZ: tamafio centroide.

Las diferencias en el tamafo de la corona en los disefios experimentales se evaluaron a
partir de una prueba de ANOVA en la que se incluyeron el CSZ, el tamafio corporal y la cepa como
variables dependientes y explicativas, respectivamente. En el modelo también se incluyé la
interaccion entre cepa y tratamiento. Los resultados indican una variacién muy significativa del

tamafio dental respecto de las variables analizadas (Tabla 9.2).

Tabla 9.2. Resultados de la prueba de ANOVA para el tamafio de los molares
superiores e inferiores.

Maxilar inferior Maxilar superior
Factor
F P F p
Tamaiio corporal 552.99 <0.001 764.912 <0.001
Cepa 17.68 <0.001 13.322 <0.001
Tratamiento 31.43 <0.001 13.572 <0.001
Cepa : Tratamiento 10.96 <0.001 4.924 <0.001

Con el fin de analizar la variacidn en el tamafio relativo de cada molar con los cambios en el
tamafio de la fila molar completa, se realizé un analisis de regresidn entre el logaritmo del CSZ de
cada pieza molar sobre el logaritmo del CSZ de la fila molar (usando para esto la sumatoria del CSZ
de los tres molares). En la Tabla 9.3 se resumen los resultados obtenidos, en la misma se presenta el
valor de la pendiente del ajuste de la recta a la distribucién de los datos. Las pendientes obtenidas
para los molares inferiores indican que el M1 mostrd una alometria negativa, mientras que el M2 y

el M3 mostraron una alometria positiva, lo que implica que cuando aumenta el tamafio de la fila
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molar completa, el M1 tiende a mostrar menor tamafio relativo mientras que el M2 y el M3 tienden

a mostrar un mayor tamano relativo. En cuanto a los resultados obtenidos para los molares

superiores, los valores de pendiente indican una alometria positiva para el M1, una alometria

negativa para el M2, mientras que el M3 mostraria un cambio isométrico. Es decir que cuando

aumenta el tamafio de la fila molar completa el M1 tiende a aumentar su tamafio relativo, el M2

tiende a reducirlo, mientras que el M3 tiende a presentar un aumento constante en su tamaiio.

Tabla 9.3. Regresion lineal de los tamafios molares sobre la fila molar.

Maxilar Molar R? Pendiente
M1 0.745 * 0.803 (0.492-1.113)
Inferior M2 0.897 * 1.106 (0.856-1.356)
M3 0.413 1.324 (0.327-2.322)
M1 0.939 * 1.129 (0.936-1.322)
Superior M2 0.903 * 0.845 (0.660-1.031)
M3 0.749 * 0.959 (0.591-1.326)

*p<0.001; Entre paréntesis se indican los Intervalos de Confianza del 95%.

En la Figura 9.3 se representa el logaritmo del CSZ de cada molar sobre el tamafio de la fila

molar completa (usando el logaritmo de la suma del CSZ de los tres molares) del maxilar inferior y

superior, y las rectas de regresion ajustadas en cada caso.
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Figura 9.3. Andlisis de Regresion entre los logaritmos de los molares 1, 2 y 3 sobre el logaritmo de la fila molar completa.
Linea roja: Recta de la Regresion lineal.

9.2. Cambios en las proporciones molares

Con el objetivo de evaluar si la variacién en las proporciones molares se ajusta al modelo de
Cascada Inhibitoria (Cl) se estim6 un modelo lineal a las proporciones molares M2/M1 y M3/M1,

usando el CSZ como medida de tamafio, y se compararon los pardmetros de la recta estimada con
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los valores del modelo Cl (i.e., pendiente 2 e intercepto -1; Kavanagh et al., 2007). En la Figura 9.4 se
representa la distribucion de las proporciones de los molares inferiores y superiores de los
diferentes grupos tratamiento y control en el morfoespacio definido por las proporciones M3/M1 y
M2/M1. Los valores medios de los molares inferiores de todos los grupos se ubican en la region
definida por el modelo Cl como un patron M1>M2>M3. La recta ajustada al conjunto de datos
presentd una pendiente de 0.799 (IC95%= -0.140/1.737) y un intercepto de -0.161 (IC95%= -0.929
/0.607), quedando asi ambas por fuera de los valores predichos por el modelo Cl. Respecto a los
resultados obtenidos para los molares superiores, puede observarse que todos los grupos también
se ubicaron dentro del morfoespacio definido por el modelo Cl como un patrén M1>M2>M3. Para el
conjunto de datos el ajuste a la recta presentd una pendiente de 0.528 (1C95% = 0.117/0.940) y un
intercepto de 0.057 (IC95% = -0.243/0.357), por lo que el ajuste a los valores predichos por el

modelo Cl fue muy bajo.
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Figura 9.4. Distribucién de los grupos analizados dentro del morfoespacio definido por las proporciones molares. Linea
roja: recta del modelo CI (con pendiente 2 e intercepto -1); linea azul: recta ajustada a los datos.
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Otra de las predicciones del modelo Cl enuncia que la proporcion del M2 debe corresponder
a un tercio del tamafio del area de la fila molar completa (Kavanagh et al., 2007). Aqui se evalud esta
expectativa del modelo utilizando la media del CSZ como medida de tamafio para obtener la
proporcién del M2. En la Tabla 9.4 se presentan los valores correspondientes a la proporcién del M2
de los molares superiores e inferiores. Puede observarse que los segundos molares inferiores
oscilaron entre el 34% y 36% del tamafio total de la fila molar, registrdndose el valor mas alto en el
grupo CBi/C. Por su parte los segundos molares superiores presentaron valores cercanos al 33% del

tamafio total, correspondiendo el valor mas grande al grupo HP2

Tabla 9.4. Proporcidn del M2 respecto al area de la fila molar total en los grupos tratamiento y control.

Tratamiento Proporcion M2 Inferior (%) Proporcion M2 Superior (%)
GHS 34.830 33.224
GHD 35.040 33.571
DC1 34.661 33.489
HP1 35.125 33.803
HP2 35.536 34.635
DC2 35.382 33.989
HCP 35.347 33.799
CBi 35.533 32.938
CBi+ 35.771 33.145
CBi/C 36.414 33.971
CBi/L 35.847 33.087
CBi- 35.333 33.134

La tercera prediccion del modelo desarrollado por Kavanagh y colaboradores (2007)
evaluada aqui establece que si el efecto inhibidor generado por el M1 sobre el M2 es tal que este
ultimo se reduce al 50% del tamafio del primero, ocurriria agenesia del M3. Los resultados obtenidos
indicaron que el M2 en todos los casos presenté mas del 50% del tamafio del M1 (con rangos de
79.1-84.7% para molares inferiores y de 70-77% para molares superiores), con lo cual, siendo
concordante con lo predicho por el modelo Cl, ninguna cepa reporté ausencia del M3 de manera
sistematica.

Finalmente, con el objetivo de testear la asociacidon entre la variacién en las proporciones

molares (M2/M1 y M3/M1) y el tamafio de la fila molar (utilizando para esto la sumatoria del CSZ de
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cada molar), se realizd un analisis de regresidn entre dichas variables. Los resultados obtenidos no
mostraron un efecto significativo del tamafio sobre las proporciones molares para ninguno de los

maxilares (Tabla 9.5).

Tabla 9.5. Regresion de las proporciones sobre el tamafio de la fila molar

Maxilar Log(Area) R2 F p

M2/M1 + M3/M1 0.067 1.794 0.210

Inferior M2/M1 0.117 2.452 0.148

M3/M1 -0.016 0.826 | 0.385

M2/M1 + M3/M1 0.080 1.96 0.192

Superior M2/M1 0.158 3.065 0.111

M3/M1 -0.044 0.539 0.480

9.3. Andlisis morfo-geométrico de la variacion en forma

9.3.1. Analisis del contorno de la fila molar

Con el objetivo de evaluar el efecto de los factores sistémicos sobre la forma de los molares
inferiores y superiores se realizd una prueba de Procrustes ANOVA con las coordenadas
superpuestas como variable dependiente, y el CSZ, la cepa y el tratamiento como variables
explicativas. En el modelo se incluyd la interaccién entre cepa y tratamiento para determinar si los
cambios inducidos fueron similares en los distintos disefios experimentales. Los resultados indican
un efecto significativo de todas las variables analizadas sobre la forma del contorno molar (Tabla

9.6).

Tabla 9.6. Resultados de la prueba Procrustes ANOVA sobre la forma del contorno molar

Makxilar inferior Maxilar superior
Factor
F p F p
Tamaiio centroide 5.928 <0.001 14.754 <0.001
Cepa 5.908 <0.001 7.876 <0.001
Tratamiento 1.757 0.002 3.813 <0.001
Cepa : Tratamiento 2.029 <0.001 3.636 <0.001
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Con el objetivo de visualizar los cambios en la forma asociados al tamafio se efectuaron
analisis de regresidn de las coordenadas Procrustes (utilizando el componente alométrico comun -
CAC-) sobre el logaritmo del CSZ de la fila molar. El porcentaje de variacidn de la forma asociada al
tamafio explicado por el analisis realizado sobre los tratamientos experimentales con hormona de
crecimiento y dieta fue de 6.5%, en la Figura 9.5 puede observarse que los especimenes de mayor
tamaino presentan un M3 relativamente mas grande, con la regién distal ancha. EIl M2 también
muestra un aumento de su tamafio relativo presentando un ensanchamiento de la region distal,
tanto lingual como bucal, siendo en esta ultima mas pronunciado. Por ultimo, el M1 presenta un
mayor desarrollo en la regidon mesial. Por el contrario, los especimenes de menor tamafio localizados
en el extremo inferior presentaron una reduccidn en sentido buco-lingual de la porcién distal del M2
y M3, mientras que en el M1 se observa una fuerte reduccion en la region mesial. Respecto al
anadlisis realizado sobre los experimentos de seleccién artificial, el porcentaje de variacién de la
forma asociada al tamafio explicado fue de 4.51%, en el extremo superior del grafico para seleccion
artificial en la Figura 9.5 puede observarse que en el extremo superior se ubicaron los especimenes
correspondientes al grupo control (CBi) y el tratamiento CBi+, ambos grupos con grandes molares y
un contorno molar elongado en sentido mesio-distal, destacando la regién distal y bucal del M3, Ia
region distal del M2 vy la regién mesial del M1. En el extremo inferior se ubican principalmente
especimenes correspondientes al grupo tratamiento CBi/L, los cuales presentan tamafios molares
menores, con un acortamiento de la fila molar, destacando las regiones distales del M2 y M3, asi

como la regién mesial del M1.
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En la Figura 9.6 se presenta el resultado de la regresién de las coordenadas Procrustes para
molares superiores (usando el CAC) sobre el tamafio de la fila molar (utilizando la sumatoria del CSZ
de cada molar como unidad de tamafio). El porcentaje de variacidn de la forma asociada al tamafio
explicado por el andlisis realizado sobre los tratamientos experimentales con hormona de
crecimiento y dieta fue de 9.53%, puede observarse que los especimenes que se ubican en el
extremo superior presentaron tamafios molares mas grandes y se corresponden con los grupos
control de los experimentos Dieta (DC1 y DC2) y hormona de crecimiento (GHS), los tres grupos
presentan un M3 grande, con la regiéon distal ancha. Asimismo, el M2 muestra un ensanchamiento
de la region distal, mientras que en el M1 se observa una expansidén principalmente en la regién
mesial. En el extremo inferior se ubican los especimenes correspondientes a los grupos tratamiento
del experimento con hormona de crecimiento (GHD) y dieta (HP 1). La reduccidn del tamafio se
asocia a un acortamiento del contorno de la fila molar, principalmente en las clspides distales del
M3 y el M2, siendo mas marcado en la region bucal, y la regidon mesial del M1. Respecto al andlisis
realizado sobre los experimentos de seleccién artificial, el porcentaje explicado de la variacién en
forma asociada al tamafio fue de 3.52%, puede observarse que en el extremo superior se ubicaron
especimenes del grupo control (CBi) y el tratamiento CBi+, ambos con tamafos molares mayores. El
contorno molar de estos especimenes presenta una expansion en sentido mesio-distal, destacando
la regidon distal del M3 y M2, y la regién mesio-bucal del M1. En el extremo inferior se ubican
especimenes del grupo tratamiento CBi-, los cuales presentan tamafios molares menores, con

contornos molares acortados en sentido mesio-distal.
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Finalmente, se exploraron los cambios asociados con la reduccién del tamafio molar en los
distintos disefios experimentales mediante el analisis de las trayectorias de cambio en forma a lo
largo de los dos primeros componentes principales (Collyer y Adams, 2013) entre los grupos control
y tratamiento de cada disefio experimental. Para este analisis se usé un solo tratamiento del
experimento de seleccidn artificial, el grupo CBi-, al que se le aplicé un proceso de seleccidn para la
reduccion del tamafio corporal. Esta eleccidn se fundamenta en que este grupo es similar respecto
de los tratamientos de los demds experimentos con efecto sistémico. Como se observa en la
distribucién obtenida para los molares inferiores, la direccién de las trayectorias de cambio de todos
los grupos muestra una tendencia similar, donde el grupo control de cada experimento se ubica en
el extremo positivo del segundo componente y la trayectoria tiende a poseer una direccién vertical a
lo largo de este componente. A lo largo de este eje las diferencias en forma se concentran en la
region bucal y lingual del M1, en la regién bucal del M2 y en la regién distal en el M3. Por otro lado,
el primer componente principal resume diferencias en forma entre las diferentes cepas. A lo largo de
este eje los cambios en el M1 se concentran principalmente en la regién mesial y en menor medida
en la regién bucal, en el M2 se observan pocos cambios en forma concentrados en las regiones
lingual y bucal, mientras que en el M3 los cambios se concentran en las regiones distal y bucal.

Respecto a los resultados obtenidos para los molares superiores (Fig. 9.7), puede observarse
que los tratamientos de dieta y hormona tienden a mostrar una trayectoria de cambio similar entre
los grupos control y sus respectivos tratamientos. Por el contrario, la trayectoria de cambio entre el
tratamiento del experimento de seleccién y su control presenta una direccién perpendicular al resto.
Respecto a los cambios a lo largo del componente principal 1, la variacion se concentra
principalmente en las regiones lingual y mesial del M1, a lo largo de todo el contorno del M2 y en la
regidn distal del M3. Respecto a los cambios observados a lo largo del componente principal 2, la
mayor variacion en forma se observo en la region bucal y mesial del M1 y en la region bucal del M2;
mientras que en el M3 se observa una gran variacién en todo el contorno, con predominancia en la

region buco-distal.
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Figura 9.7. Distribucién de los diferentes especimenes en el morfoespacio definido por los componentes 1y 2; Estrellas de
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En la Tabla 9.7 se resumen los resultados obtenidos para el andlisis de las trayectorias de
cambio de forma realizado sobre los molares superiores e inferiores. Para el mismo se utilizaron las
coordenadas Procrustes y se analizaron en funcidn de la cepa, el tratamiento y de la interaccion de la
cepa con el tratamiento. Puede observarse una variacion significativa respecto a las dos variables

analizadas.

Tabla 9.7. Resultados de la prueba Procrustes ANOVA de los disefios experimentales incluidos en la Figura 9.7

Maxilar inferior Maxilar superior
Factor
F p F p
Cepa 6.366 <0.001 10.569 <0.001
Tratamiento 4,107 <0.001 8.270 <0.001
Cepa : Tratamiento 1.717 <0.001 3.511 <0.001

9.3.2. Anadlisis del contorno y clispides de los molares inferiores

Como se menciond en el Capitulo 5, el andlisis de las cluspides con técnicas de morfometria
geométrica se limitd a los molares inferiores debido a la dificultad de registrar puntos homaélogos en
los molares superiores, dada la gran variabilidad que presentaban. Para el analisis de las cUspides en
primer lugar se evalud la influencia del tamafio corporal, la cepa y el tratamiento sobre el tamafio de
la fila molar mediante una prueba de ANOVA (Tabla 9.8). Los resultados indican que las tres

variables analizadas tuvieron un efecto significativo sobre el tamafio molar.

Tabla 9.8. Resultados de la prueba ANOVA para el tamafio de los molares inferiores

Factor F p
Tamaio corporal 1102.361 <0.001
Cepa 45.536 <0.001
Tratamiento 22.201 <0.001
Cepa : Tratamiento <0.001

En la Figura 9.8 se representa la relacion entre el CSZ de la fila molar y la longitud del craneo,
utilizada como un proxy del tamafo corporal general. Puede observarse que todos los grupos
tratamiento muestran una tendencia a presentar tamafios molares menores que los respectivos
controles. En el caso de los grupos del experimento de seleccidn artificial se observa una tendencia

similar al andlisis de los contornos medios molares, sin embargo en este caso sélo el grupo CBi/C
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(tratamientos con efecto sistémico, de seleccidn de alto peso y longitud corporal corto) presentd
una reduccidn significativa del tamafio molar respecto a su grupo control (CBi) a pesar de poseer un

tamafio corporal mayor.
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Figura 9.8. Relacidn entre el tamafio centroide de la fila molar y la longitud del craneo de los
diferentes tratamientos experimentales con efecto sistémico (Hormona: GHS y GHD - Dieta: DC1,
HP1, DC2, HP2 y HCP - Seleccidn artificial: CBi, CBi+, CBi/C, CBi- y CBi/L). CSZ: tamafio centroide.

En la Tabla 9.9 se resumen los resultados obtenidos para la prueba de Procrustes ANOVA, en
la que se evalud el efecto del tamafio molar, la cepa y el tratamiento sobre la forma molar. Los
resultados indican que la forma del contorno y las cuspides varia de manera significativa con todas

las variables analizadas.

Tabla 9.9. Procrustes ANOVA de los contornos y cuspides molares.

Factor F P
Tamaiio centroide 22.587 <0.001
Cepa 11.407 <0.001
Tratamiento 1.456 0.01
Cepa : Tratamiento 2.570 <0.001

En la Figura 9.9 se presentan los resultados del andlisis de regresion de las coordenadas
Procrustes sobre el CSZ. El porcentaje de variacion de la forma asociada al tamafio explicado por el

analisis realizado sobre los tratamientos experimentales con hormona de crecimiento y dieta fue de
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3.6%, puede observarse que los grupos del experimento de hormona de crecimiento asi como los de
dieta mantienen la tendencia observada en los andlisis realizados sobre los contornos molares
inferiores. La variacion en forma asociada al tamafio, representada mediante heatmaps, indica que
los mayores cambios tienden a concentrarse en el contorno de la regiéon mesial del M1 y la regién
distal del M2 y M3. Respecto a las cuspides, la regién bucal del anterocénido, el protocénido y el
metacdnido presentan la mayor variacion en el M1. En las cuspides del M2 se observa poca
variacién, siendo el metacdnido y el hipocdnido las dos cuspides mas variables. Por ultimo, en las
cuspides del M3 la mayor variacién se concentra en el protocénido y en la porcidn distal. Respecto al
analisis realizado sobre los especimenes del experimento de seleccién artificial, el porcentaje de
variacién de la forma asociada al tamafo explicado fue de 5.41%, nuevamente se observa que la
distribucién de los grupos CBi y CBi+ tiende a ser similar al analisis realizado sobre los contornos
molares inferiores. El resto de los grupos se diferencié en tamafio y forma manteniendo una
correlacién fuerte entre ambas variables. Los heatmaps que representan la variaciéon en forma con el
tamafio indican que los principales cambios se extienden a lo largo del contorno medio de los 3
molares. Respecto de las cuspides, en el primer molar las primeras cuatro clspides mesiales
(anterocénido porcidn lingual y bucal, protocdnido y metacdnido) son las mas variables, aunque
todas presentaron variacion. En el segundo molar se observa que el metacénido es la cispide menos
variable, las restantes cuspides muestran fuertes cambios. Por ultimo, en el tercer molar regién

distal presenta la mayor variacion.
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Figura 9.9. Relacidén entre las coordenadas Procrustes y el tamafio centroide de los molares inferiores (incluyendo
contornos y cuspides). CAC: componente alométrico comun; CSZ: tamafio centroide; Mapas de calor (heatmaps) de los
molares inferiores, las regiones en rojo se corresponden a las de mayor cambio y las de azul a las de menor cambio.

Finalmente, se exploraron los cambios en forma asociados con la reduccién del tamafio
molar en los distintos disefios experimentales mediante el analisis de las trayectorias a lo largo de
los dos primeros componentes principales entre los grupos control y tratamiento de cada disefio
experimental (Fig. 9.10). Para el caso del experimento por seleccién artificial, al igual que se hizo en
los analisis de contornos medios, se incluyd sélo el grupo CBi-. En general se observa una tendencia

similar en cuanto a la direccion de las trayectorias de cambio en los grupos experimentales de dieta
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y seleccién, aunque los grupos DC2 y HP2 se ubican en posiciones opuestas a las del resto de los
grupos, aun cuando la direccién de la trayectoria de cambio es similar. Por el contrario, el principal
cambio en forma entre el grupo control y el tratamiento del experimento de hormona de
crecimiento se presenta a lo largo del segundo componente. Es interesante observar que los
especimenes de los grupos CBi y CBi- se alejan de los demas especimenes a lo largo del primer eje.
Respecto a los cambios a lo largo del primer componente principal, los morphings muestran que la
variacién en el M1 se concentra en las cuspides, siendo en el extremo positivo mds anchas vy
grandes. El M2 presenta un contorno mds ancho y redondeado, y cuspides mas angostas hacia el
extremo negativo del componente. Por otro lado, el M3 presenta un mayor tamafio relativo hacia el
extremo negativo del componente, y un contorno mas ancho y cuspides mas definidas que en el
extremo positivo. Respecto a los cambios observados a lo largo del segundo componente principal,
los morphings correspondientes a los extremos muestran que el M1 es muy poco variable, siendo
visible apenas en las cuspides distales. EIl M2 presenta en el extremo negativo del componente, un
contorno mas redondeado y cuspides mas definidas respecto del extremo positivo. Por ultimo, el M3
mostré una tendencia similar a la observada en el M2, presentando en el extremo negativo del

componente un contorno mas redondeado y cuspides mas definidas con respecto al extremo

positivo.
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Figura 9.10. Distribucion de los diferentes especimenes en el morfoespacio definido por los componentes 1y 2; Estrellas
de color: consenso de cada grupo; Flecha negra: trayectoria de cambio; Morphing de las formas extremas de los
componentes correspondientes; CP: componente principal.
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En la Tabla 9.10 se resumen los resultados obtenidos para el andlisis de los cambios en

forma en funcién de la cepa, el tratamiento y en la relacién de la cepa y el tratamiento. Puede

observarse una variacion significativa en forma respecto a todas las variables analizadas.

Tabla 9.10. Procrustes Anova de la forma en relacién al tratamiento y la cepa

Factor F p
Cepa 17.384 0.005
Tratamiento 4.070 0.005
Cepa : Tratamiento 2.677 0.005

Il. Efecto de perturbaciones locales sobre la morfologia molar.

En el presente apartado se propone analizar las modificaciones en el tamafio y la forma de

los dientes molares superiores e inferiores resultantes de la accién de perturbaciones del desarrollo

con efecto local, inducidas de manera experimental en modelos roedores. Especificamente las

modificaciones fueron sobre genes y moléculas con efectos activadores o inhibidores del

crecimiento molar (i.e., BMP -efecto activador-; Noggin -efecto activador-; Sostdcl -efecto

inhibidor). Estos factores locales afectan el desarrollo molar, alterando tanto la forma, como el

tamafio y el numero de molares (Fig. 9.11). La desregulacion del efecto activador del gen Bmp4

inhibié el desarrollo molar en el maxilar inferior y del M3 en el maxilar superior (Fig. 9.11). La

subregulacién de Noggin también resultd en una reduccién del tamafio de los molares y, en la

mayoria de los casos, la inhibicién del M3 en ambos maxilares (Fig. 9.11). Finalmente, la inactivacidn

de Sostdcl, M1 multicuspides y de gran tamafio tanto en el maxilar inferior como superior (Fig.

9.11).
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Figura 9.11. Molares inferiores y superiores de los grupos control y tratamiento con perturbaciones de efecto local
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9.4. Variacidn en el tamaiio en los modelos de perturbacion local

En primer lugar se evalud si las diferentes perturbaciones con efecto local tienen un efecto
sobre el tamafio corporal de los roedores mediante una prueba de ANOVA realizada sobre la
longitud craneal. En este analisis, a diferencia de lo esperado en los tratamientos con perturbaciones
de efecto sistémico, se espera que los tratamientos no influyan en el tamano corporal. Los
resultados obtenidos para la prueba de ANOVA fueron muy significativos (F=10.99; p<0.001), en la
Tabla 9.11 se resumen los resultados para la prueba post hoc de Tukey. Los grupos WiseT y WiseC,
asi como NogT y NogC no mostraron diferencias de tamafio corporal entre el control y el grupo
tratamiento. Sin embargo, los grupos bmpT (tratamiento) respecto de bmpC (control) mostraron una
reduccion importante en el tamafio (Fig. 9.12). Dado que los tratamientos de efecto local no
deberian alterar el desarrollo normal de otras estructuras corporales, es posible que el grupo
molecular bmp4 (molécula alterada en el presente tratamiento) al ser parte de una familia mayor de

moléculas formadoras de tejido dseo, haya afectado directa o indirectamente el tamafo del craneo.

Tabla 9.11. Prueba de Tukey para el tamafio corporal

Disefio experimental Grupos p

Supresidn de un factor activador | bmpT - bmpC | 0.05

Reduccién de un factor activador | NogT - NogC | 0.999

Supresion del factor inhibidor WiseT - WiseC | 0.999
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Figura 9.12. Grafico Boxplot comparando la longitud craneal de los diferentes tratamientos
experimentales con efecto local
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Con el objetivo de evaluar el efecto de los tratamientos sobre el tamafio molar se realizé una
prueba de ANOVA sobre el CSZ de los molares. Para el maxilar inferior se realizé una prueba de
ANOVA sobre los primeros, segundos y terceros molares (este ultimo solo para aquellos
especimenes que no presentaron agenesia del M3), el resultado de la prueba resulté muy
significativo para los tres molares (F=99.43; p<0.001 para el M1, F=36.7; p<0.001 para el M2 vy
F=24.58; p<0.001 para el M3). Cabe mencionar que en el andlisis del maxilar inferior no se
incluyeron a los grupos bmpT ni bmpC, debido a que los especimenes del tratamiento presentaban
agenesia de los tres molares. Por otra parte, en el maxilar superior se compararon solo los primeros
y segundos molares dado que los tratamientos de los diferentes experimentos con efecto local
presentaban agenesia del M3 en el maxilar superior. La prueba resultdé muy significativa para ambos
molares (F=39.01; p<0.01 para el M1 y F=45; p<0.001 para el M2). En la Tabla 9.12 se resumen los
resultados obtenidos para la prueba post hoc de Tukey realizada a partir de las pruebas de ANOVA

del maxilar inferior y superior.

Tabla 9.12. Valores de p obtenidos para las pruebas post hoc para el tamafio de los molares inferiores y superiores

Inferior Superior
Grupos M1 M2 M3 M1 M2
bmpT-bmpC - - - 0.004 <0.001
WiseT-WiseC <0.001 <0.001 0.979 <0.001 <0.001
NogT-NogC <0.001 <0.001 <0.001 0.006 <0.001

9.5. Cambios en las proporciones molares

En el presente apartado se analizan los cambios en las proporciones molares inducidos por
los diferentes tratamientos experimentales con efecto local y se comparan con las expectativas
derivadas del modelo de desarrollo dental de Cascada Inhibitoria (Kavanagh et al., 2007).

Utilizando la media del CSZ por grupo, se calcularon las proporciones molares M2/M1 vy
M3/M1 y se ajustd un modelo lineal a las mismas. Los valores de pendiente e intercepto obtenidos
para la recta resultante fueron comparados con los valores de la recta predichos para el modelo Cl.
En la Figura 9.13 se representa la distribucidon obtenida a partir de las proporciones de los molares
inferiores y superiores de los diferentes grupos tratamiento y control dentro del morfoespacio
definido por las proporciones M3/M1 y M2/M1. Las proporciones de los molares inferiores de todos
los grupos se encuentran dentro del morfoespacio definido por el patrén M1>M2>M3, sin embargo,
la recta ajustada al conjunto de datos presentd una pendiente de 0.482 (con un Intervalo de

Confianza del 95% entre 0.078-0.887) y un intercepto de 0.109 (con un Intervalo de Confianza del
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95% entre -0.197-0.416), alejandose de los valores predichos por el modelo Cl. Las proporciones de
los molares superiores también se encuentran dentro del morfoespacio definido por el patrén
M1>M2>M3, aunque en este caso los pardmetros de la recta se ajustan a lo esperado por el modelo,
con una pendiente de 1.325 (con un Intervalo de Confianza del 95% entre 0.246-2.403) y un
intercepto de -0.551 (con un Intervalo de Confianza del 95% entre -1.267-0.165).

Molares inferiores
F—_ == = — —

0.40- wiseT
(.

Molares superiores
o = e e

0.4-

wiseT
0.0 [_l

0.0k
0.0 05

1.0
M2/M1
Figura 9.13. Distribucién de los grupos analizados dentro del morfoespacio definido por las proporciones molares. Linea

roja: recta del modelo Cl (con pendiente 2 e intercepto -1); linea azul: recta ajustada a los datos (en los molares inferiores
con pendiente 0.482 e intercepto 0.109 y en los molares superiores con pendiente 1.325 e intercepto -0.551).

Una segunda prediccion del modelo Cl es que la proporcion del M2 se debe corresponder a
un tercio del tamafio del area de la fila molar completa, lo que se representa M2=(M1+M2+M3)/3
(Kavanagh et al., 2007). Aqui se propone evaluar dicha prediccién utilizando el valor medio del CSZ
para cada grupo como medida de tamafo para obtener la proporcion del M2. En la Tabla 9.13 se

presentan los valores de las proporciones del M2 correspondientes a los molares inferiores y
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superiores de los grupos experimentales con tratamientos de efecto local. En los resultados
correspondientes a los molares inferiores se observa la tendencia a presentar un M2 de tamafio
levemente mayor que lo esperado segun el modelo Cl (entre 1-3% por encima del 33.3% esperado),
excepto el grupo WiseT, el cual presentd menor tamafio al predicho por el modelo Cl. Los resultados
para los molares superiores indican que todos los grupos presentan una proporcion cercana a lo
predicho por el modelo Cl, excepto dos casos correspondientes a los grupos BmpT y WiseT. En el
caso del grupo BmpT, el tratamiento se caracteriza por presentar la supresién de un factor activador,
lo que genera que el M1 presente un tamaino pequefio, generando con ello una menor inhibiciéon
hacia el M2, el cual resulta en una pieza molar de tamafio grande. En el caso del WiseT, el
tratamiento se caracteriza por presentar la supresion del factor inhibidor Sostdc1, el cual posee un
papel fundamental en el establecimiento del patrén dental y nimero de dientes desarrollados, en

los casos analizados, el M1 presentd un tamafio grande acompafiado de un M2 muy reducido.

Tabla 9.13. Proporcidn del M2 respecto al area de la fila molar total

Grupo Proporcion M2 Inferior Proporcion M2 Superior
BmpC 34.707 33.516
BmpT - 37.346 *
WiseC 34.909 32.685
WiseT 28.305 * 26.266 *
NogC 36.336 34.521
NogT 33.604 33.030

*: valores mayores o menores en un 5% o mas del 33.3% esperado segun el modelo Cl; -:
Ausencia de datos. Los valores son expresados en porcentaje (%).

Una tercera prediccion del modelo tedrico presentado por Kavanagh y colaboradores (2007)
indica que, si el efecto inhibidor generado por el M1 sobre el M2 es tal que este ultimo se reduce al
50% del tamafio del primero, ocurriria agenesia del M3. Aqui se evalud esta prediccién utilizando el
valor medio del CSZ para cada grupo como medida de tamafio para estimar la proporciéon del M2
respecto del M1. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 9.14. En el maxilar inferior el M2
presentd un tamafio superior al 50% del M1, con una proporcion maxima de 87.7% del tamafio del
M1 y una minima de 54.9%, sin registrar agenesia del M3 en ningun caso. Esto es consistente con lo
predicho en el modelo Cl. Para el maxilar superior se registré agenesia sistematica del M3 en el

grupo bmpT, aunque contrariamente a lo que predice el modelo Cl el M2 representé un 59.6% del
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tamafio del M1, .y en el grupo WiseT (t), en el mismo se observa que el M2 representd un 35.6% del

tamafio del M1y, como predice el modelo Cl, ocurrié agenesia del M3.

Tabla 9.14. Evaluacién de la presencia del M3

Inferior Superior
Grupo CSz M1 CSZ M2 M2/M1 M3 | CSZM1 CSZ M2 M2/M1 M3
bmpC 2.689 2.249 81.5 Si 3.112 2.341 73.3 Si
bmpT - - - - 2.698 1.65 59.6 No
wiseC 2.751 2.235 79.2 Si 3.082 2.22 70.2 Si
wiseT 3.399 1.915 54.9 Si 3.91 1.429 356 * No
NogC 2.564 2.307 87.7 Si 2.956 2.349 77.5 Si
NogT 2.267 1.666 71.6 Si 2.703 2.022 72.9 Si

CSZ: Tamaiio centroide; Prop: Proporcién; M: Molar; *: valores de M2 menores al 50% del M1; - ausencia de datos.

9.6. Resultados destacados
Factores con efecto sistémico

e Los grupos expuestos a perturbaciones con efecto sistémico presentaron diferencias
significativas en el tamafo corporal y molar con respecto a los controles, sugiriendo que el
desarrollo local de los molares esta influido por factores sistémicos, tanto ambientales como
genéticos.

e Los cambios en el tamafio de los molares estan asociados de manera significativa a la
variacion en el tamafio de la fila molar, aunque la relacién fue heterogénea tanto entre
molares como entre maxilares. En el maxilar inferior el primer molar mostré alometria
negativa, el tercer molar positiva y el segundo molar varié6 de forma isométrica con los
cambios en tamanfo. Por otro lado, en el molar superior los cambios en el M1 presentaron
alometria positiva, negativa en el M2, e isometria en el M3. Esto sugiere que los molares
superiores e inferiores se comportan de manera diferente en cuanto a la variaciéon en
tamafio.

e Las proporciones molares de todos los grupos, controles y tratamientos, se encuentran
dentro del morfoespacio definido por el modelo Cl donde M1 > M2 > M3, aunque los valores
de pendiente e intercepto estan por fuera de los predichos por el modelo. Por otro lado, la

proporcién del M2 fue concordante con el 33% esperado.
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e Las proporciones molares definidas por el modelo Cl no se asociaron significativamente a los
cambios en el tamafio molar.

e Laforma del contorno molar difiere entre las cepas analizadas, aunque el patrén de similitud
morfoldgica varia para los molares inferiores y superiores. Asimismo, el eje principal de
variacién en los molares inferiores muestra cambios en el M3 mientras que para los molares
superiores los principales cambios se observan en la regién mesial del M1.

o El efecto del tamafiio sobre la forma del contorno molar en el maxilar inferior se localiza en la
regidon mesio-lingual y disto-bucal del M1, la regién bucal del M2 y a lo largo de la porcién
distal del M3. Generalmente se observa que mientras los primeros y segundos molares
reducen su tamano relativo, el M3 aumenta. Respecto a los molares superiores, la tendencia
gue se observa es diferente, el incremento de tamafo se asocia a una elongacién de toda la

fila molar en sentido mesio-distal.

Factores con efecto local

e las perturbaciones con efecto local no presentaron efectos significativos en el tamano
corporal. En cuanto a la variacion en tamafio de los especimenes con tratamientos de efecto
local, se observé una fuerte variacién en todas las piezas molares, incluidos los M1, los
cuales suelen ser menos variables en los tratamientos con efecto sistémico.

e A partir del disefio experimental con supresion del factor activador BMP4 se observaron
cambios importantes en la morfologia molar del maxilar superior y lo que es mas
remarcable, ausencia total de la formacién molar en el maxilar inferior. Respecto de los
cambios en el maxilar superior, es destacable mencionar que el M1 se redujo en gran
medida en la region distal tanto en cuspides como en el contorno molar. Asimismo, la

identificacion de las cuspides no fue posible debido a la reduccién presentada. El M2
también se redujo completamente en su morfologia, sin posibilidad de identificar las
cuspides. Por ultimo, el M3 presentd agenesia en todos los especimenes del grupo
tratamiento.

e Respecto del disefio experimental con reduccion del factor activador BMP4, también se
observaron cambios importantes en la morfologia molar de ambos maxilares. Las
modificaciones observadas fueron similares para ambos maxilares, donde el M1 se redujo
en tamano en contorno y cuspides, principalmente para el maxilar superior. El M2 también
mostré una reduccién significativa del tamafio y no presenté una formacién clara de las

cuspides. Por ultimo, el M3 presentd agenesia en ambos maxilares.
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e El dltimo disefio experimental analizado en este apartado presentd una supresion del factor
inhibidor Sostdcl y el principal cambio asociado observado en la morfologia fue un
incremento significativo en el tamafio molar asi como en la cantidad de cuspides,
principalmente en el M1. En el caso del M2, presentdé menor tamafio respecto al grupo
control, sobre todo en el maxilar superior. Por su parte, el M3 mostré un desarrollo
andmalo en el maxilar inferior y agenesia en el maxilar superior.

e En los tres disefos experimentales se observd la similitud en cuanto a la imposibilidad de
definir correctamente las cuspides de los molares en los grupos tratamientos, asi como

también la recurrencia en la agenesia del tercer molar.
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10.1. Variacion en el tamaio y las proporciones molares en el linaje hominido
10.1.1. Variacion a escala inter-especifica

El tamafio molar de las especies hominidas analizadas en este trabajo presentd una fuerte
estructuracion filogenética, especialmente en el maxilar superior. En los homininos, en particular, se
observé una tendencia a la reduccién del area de la fila molar superior e inferior. Este resultado
obtenido a partir del andlisis de un conjunto mds amplio de especimenes fdsiles que los estudiados
hasta el presente, confirma los hallazgos de trabajos previos (Brace, 1967; Wolpoff, 1971; Frayer
1977; Evans et al., 2016; Martindn-Torres y Bermudez de Castro, 2016). Asimismo, los resultados de
este trabajo indican que los cambios en el tamafio de la corona presentaron diferencias entre las
piezas dentales, observandose una reduccién del tamafio relativo de los molares posteriores a lo
largo de la evolucién hominina. Los géneros Paranthropus y Australopithecus exhiben un patrén de
tamafio relativo similar, caracterizado como M1<M2~M3, aun cuando difieren en el tamafio
absoluto de la fila molar completa. El patréon de tamafio cambia en el género Homo mostrando las
especies mas antiguas una reduccion del M3 (M1<M2>M3), y H. sapiens una reduccién del M2 junto
con una disminucién adn mayor del M3 (M1>M2>M3).

Los patrones de tamafio molar descriptos aqui han sido parcialmente documentados por
diversos estudios previos (Wolpoff, 1971; Bermudez de Castro y Nicolas, 1995; Gdmez-Robles et al.,
2011, 2015; Gémez-Robles y Polly, 2012). Uno de los primeros en describir esta tendencia fue
Wolpoff (1971) quien observé a partir de medidas lineales de la superficie oclusal de los molares una
marcada reduccién del tamafio de la denticidn molar durante el curso de la evolucién del género
Homo asociada a un cambio en la secuencia de tamafo de un patrén primitivo de M1<M2<M3 a un
patrén derivado de M1>M2>M3. Esta tendencia resultd mas marcada para el maxilar superior que
para el inferior (Wolpoff, 1971). Bermudez de Castro y Nicolas (1995), a partir del andlisis de los
diametros bucolingual y mesiodistal, sefialaron que los hominidos del Pleistoceno medio (~300 ma)
del sitio Sima de los Huesos (sierra de Atapuerca, Espana) exhiben molares de menor tamafio en
relacién con los hominidos del Plio-pleistoceno (~2.5 Ma). En la tendencia observada, el M1 preserva
el tamafio y la forma, mientras que el M2 y el M3 (en mayor medida) redujeron su tamafo absoluto,
presentando un patrén M1~M2>M3 (Bermudez de Castro y Nicolas, 1995). Mas recientemente,
Gbémez-Robles y Polly (2012) analizaron la asociacidén entre las diferentes piezas dentales post-
caninas a partir de medidas obtenidas desde fotografias de la superficie oclusal de un conjunto
importante de hominidos, incluyendo representantes de los géneros Australopithecus, Paranthropus
y Homo. Entre sus resultados mds importantes destacan la integracion de los molares en un mdédulo
independiente de los premolares, en el que los tres molares coevolucionan juntos mostrando una

reduccion del area distal, siendo el M1 la pieza mas estable, mientras que los molares distales fueron
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los mas variables (Gdmez-Robles y Polly, 2012). En la misma linea, Gémez-Robles y colaboradores
(2015) observaron a partir de las superficies oclusales de hominidos del Pleistoceno medio una
variacion significativa entre los molares asociada a variaciones en las cuspides. Para el M1
encontraron una mayor estabilidad tanto en el area, asi como en las proporciones generales, el
numero de cuspides principales y el drea relativa de estas clispides, y la organizacién de los surcos
principales. Para el M2 y especialmente el M3, observaron una reduccién en el tamafio y nimero de
cuspides entre los representantes tempranos del género Homo y los mas tardios (Gomez-Robles et
al., 2015).

Uno de los objetivos especificos de este trabajo de Tesis fue evaluar la relacion entre los
cambios en el tamafio de cada pieza molar con los cambios en el tamafio de la fila molar. Los
resultados apoyan la hipdtesis de que existe un efecto significativo del area molar total sobre el area
de uno de los tres molares en ambos maxilares. Sin embargo, las pendientes de las rectas de
regresion presentaron diferencias, indicando una relacion diferente de cada molar con los cambios
en el area de la fila a lo largo de la filogenia. En particular, el M3 mostré cambios alométricos
positivos, es decir que el aumento de tamafo de la fila molar se asocié con un incremento en el
tamafio relativo de este molar, mientras que el M1 presentd el patrén opuesto, disminuyendo su
tamafio relativo con el incremento del tamafio de la fila molar -i.e., alometria negativa-. Por otro
lado, los cambios en el tamafio del M2 fueron isométricos con relacién al tamafio de la fila molar. Es
remarcable que el coeficiente alométrico fue mayor para el M3, lo que indica un mayor efecto de los
cambios en el tamafio de la denticidon posterior sobre este molar. Estos resultados indican que parte
de la variacién en los tamafios relativos de los molares se asociaria a la variaciéon en el tamafio dental
entre especies. Previamente, se ha planteado que la reduccién en tamaiio relativo de los molares se
asociaria con la reduccion del tamafo total de la corona, producto a su vez de la menor complejidad
de la corona relacionada con la pérdida de cuspides (Wolpoff, 1971; Bailey y Wood, 2007).

La asociacion entre los cambios en el tamafio dental en hominidos fdsiles y otros rasgos
fenotipicos como la masa corporal y la morfologia craneofacial ha sido ampliamente discutida,
aunque su correlacidon no esta claramente determinada (Macho, 2001; Boughner, 2016; Robson y
Wood, 2018). Mientras que algunos trabajos han asumido o determinado que no existe un
componente alométrico claro en la evolucién de la denticion de los hominidos (Wood y Stack, 1980;
Wood et al., 1983; Bailey y Lynch, 2005), otros han propuesto la existencia de un factor alométrico
cuantitativamente pequefio pero significativo (Martindn-Torres et al.,, 2006; Gémez-Robles et al.,
2007, 2008). Asimismo, han sefialado que aunque no explica completamente los cambios en forma a
lo largo del registro fosil de los hominidos, tendria cierta influencia en la morfologia dental. En el

caso de los dientes, el porcentaje de variacién de la forma explicado por cambios de tamafio es
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pequefio en comparacién con otras partes esqueléticas, y el alineamiento de las trayectorias
alométricas de distintas especies entre si y con la trayectoria inter-especifica es relativamente débil
(ver Maddux y Franciscus 2009 para un ejemplo de trayectorias perfectamente alineadas). Maddux y
Franciscus (2009) argumentan que algunos caracteres faciales y mandibulares cldsicamente
utilizados para reconstruir filogenias pueden ser en realidad caracteres secundarios correlacionados
con la disminucion del tamafio facial de los hominidos mas modernos (Smith et al., 1989; Bermudez
de Castro et al.,, 1997; Arsuaga et al., 1999; Wang y Tobias, 2000; Jacob et al., 2006). El menor
impacto -en términos cuantitativos- de los factores alométricos en la evolucién de la forma dental
proporcionaria a los caracteres dentales un valor anadido en la reconstruccion de relaciones
filogenéticas. No obstante, la existencia de estos factores -e incluso de trayectorias alométricas
compartidas por diferentes especies- hace necesario replantear la existencia de determinadas
tendencias morfoldgicas como un rasgo colateral causado por la disminucion del tamafio dental.

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que, tanto para el maxilar superior
como para el inferior, la variacion del tamafio de la fila molar completa se asocia a cambios
alométricos tanto en el M1 como el M3. En este sentido, las tendencias alométricas del M1 y M3
podrian contribuir a la variacién en el tamano relativo de estos molares documentada en la filogenia
hominina. Siguiendo estos resultados, una disminucién significativa del area de la fila molar
completa podria llevar a una disminucién importante del tamafio del M3 vy, eventualmente, a su
agenesia. Del mismo modo, Billet y Bardin (2021) observaron, a partir del analisis de diferentes
clados de mamiferos placentarios, un patréon alométrico caracterizado por el incremento del tamafio
relativo de los molares posteriores asociado al aumento del tamafio corporal (Billet y Bardin, 2021).
En consecuencia, las especies con tamafo corporal grande tienden a presentar M2 y M3
relativamente mas grandes que el M1, mientras que dicha tendencia se revierte en aquellas especies
con tamafios corporales mas pequefios, resultando incluso en la agenesia del M3 (Billet y Bardin,
2021). La relacion entre tamanfio corporal y tamafo molar en especimenes fdsiles resulta mas dificil
de establecer que en especies actuales, debido a que se basa en estimaciones indirectas de la masa
corporal (Grabowski et al., 2015). Particularmente en hominidos, la informacion disponible sugiere
una tendencia diferente a la observada por Billet y Bardin (2021), en tanto especies con gran tamafio
corporal estimado poseen tamaifos molares relativamente similares a especies de tamaino corporal
pequefio. Cabe mencionar que si bien en algunos casos puntuales como H. floresiensis y H. sapiens la
tendencia se ajusta a lo planteado por Billet y Bardin (2021), en otros casos como P. boisei y P.
robustus se observod lo contrario, dado que ambas especies presentan pequefios tamafios corporales
(Grabowski et al.,, 2015) asociados a tamafios molares grandes. En este sentido, Hlusko y

colaboradores (2016) sefalan particularmente en el género Homo que la tendencia a la reduccién
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del M3 se asocia con un incremento del tamafio corporal, mostrando un efecto alométrico negativo
contrario al efecto alométrico positivo observado en el presente trabajo entre el M3 y el tamafio de
la fila molar completa. Por otro lado, a partir del estudio de una muestra de platirrinos, Monson y
colaboradores (2019) sostienen que las proporciones molares se correlacionan con el tamafio
corporal a la vez que reflejan la filogenia y sugieren la importancia de la tasa y periodo de
crecimiento prenatal afectando sobre el desarrollo del tercer molar. Los autores sostienen que la
pérdida evolutiva de los terceros molares en calitricidos resultaria de la inhibicion del desarrollo del
tercer molar como consecuencia de las tasas de crecimiento prenatal mas lentas asociadas con el
tamafio corporal pequefio en esta familia (Monson et al., 2019).

Aunque el andlisis de los factores que darian cuenta de la tendencia a la reduccién dental en
los homininos excede los objetivos de este trabajo, las principales hipdtesis comprenden la accién de
factores ecoldgicos, genéticos y culturales. Se ha sugerido que la rapida diversificacién de los
homininos habria contribuido a la divergencia de sus rasgos morfolégicos, incluidos los dentales
(Foley, 2002; Liao et al., 2019). Los analisis realizados sobre los especimenes hallados en los sitios
arqueoldgicos de Atapuerca han llevado a plantear que durante el Pleistoceno medio las
poblaciones locales se diferenciaron en sus rangos de tamafio dentario como resultado de una
intensa deriva genética asociada con largos periodos de aislamiento (Bermudez de Castro y Nicolas,
1995). Alternativamente, se plantea que la reduccién del tamafio de los molares coincide con el
aumento del procesamiento de los alimentos desde H. erectus (Boughner, 2016). En este sentido, la
adquisicion de nuevas técnicas de procesamiento de los alimentos habria favorecido la relajacion de
la presién selectiva hacia tamafos molares grandes (Brace, 1967; Wolpoff, 1971; Brace et al., 1987;
Laird et al., 2016). De manera similar, la reduccion del contenido de proteinas como consecuencia de
la transicién a recursos domesticados observada para H. sapiens, habria contribuido a la reduccidn
del tamafio corporal general de los individuos asi como de la denticién (Larsen, 1995; Bernal et al.,
2010a).

Otro de los objetivos del presente trabajo fue evaluar el rol de las modificaciones en la
proporcién de factores activadores e inhibidores que regulan el desarrollo dental sobre los tamafios
relativos de los molares, de acuerdo a las expectativas derivadas del modelo Cl. La regresién entre
las proporciones molares M3/M1 y M2/M1 y de las especies de hominidos no presentd un buen
ajuste a los parametros predichos por el modelo, ni en el maxilar inferior ni en el superior. Si bien las
proporciones de los molares inferiores y superiores de varias especies de los géneros Homo,
Australopithecus y Paranthropus se encuentran dentro del morfoespacio definido por el modelo
como resultante de cambios en la proporcion entre activadores e inhibidores (mostrando un patrén

de incremento o reduccion de los tamafios molares en sentido mesio-distal: M1<M2<M3 o
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M1>M2>M3), aproximadamente la mitad de las especies analizadas quedaron ubicadas por fuera del
area del morfoespacio esperado. Entre estas se encuentran las especies del género Pan, asi como G.
gorilla y H. erectus. Asimismo, se observa que los molares inferiores de A. anamensis, H.
neanderthalensis, H. floresiensis y H. ergaster y los molares superiores de P. boisei, H. habilis, H.
heidelbergensis y H. georgicus se ubican por fuera de los limites de lo esperado por el modelo. La
region del morfoespacio ocupada por estas especies corresponde a un tamafio mayor del segundo
molar con relacion al primer y tercer molar (M1<M2>M3). Asimismo, en los molares superiores se
observé que H. ergaster es la Unica especie que se encuentra en la regién del morfoespacio definida
por el patron M1>M2<M3. La falta de consistencia entre las proporciones molares en hominidos y
los valores predichos por el modelo Cl para cambios en la proporcién de activadores e inhibidores
coincide con el grado variable de ajuste encontrado en diversas especies de primates (Schroer y
Wood, 2015; Carter y Worthington, 2016; Bernal et al., 2013). Schroer y Wood (2015) analizaron
especies de cercopitecinos y hominoideos actuales y fésiles, y encontraron diferencias con las
expectativas del modelo en varias especies, aunque sélo contrastaron el modelo a escala intra-
especifica, y por lo tanto, sus resultados no son directamente comparables al analisis filogenético
realizado en la presente Tesis. A partir de un estudio mas amplio de primates antropoideos actuales,
Carter y Worthington (2016) sefialaron que las especies de hominoideos y cercopitecinos se ubican
por fuera del morfoespacio definido por el modelo Cl, coincidiendo con lo hallado aqui tanto en
especies actuales como fésiles.

Dentro de las predicciones derivadas del modelo Cl también se evalud el porcentaje del area
molar total que representa el M2, que de acuerdo al modelo se espera sea del 33%. El tamafiio
relativo del M2 fue cercano a este valor en la mayoria de las especies de hominidos, tanto fdsiles
como actuales. Como es esperable, las especies que se ubicaron por fuera de la region del
morfoespacio presentaron valores mas elevados, mientras que el valor mds cercano a 33% se obtuvo
para H. sapiens, coincidiendo con el ajuste de los tamafios molares relativos a las expectativas del
modelo. Estos resultados son concordantes con los cambios isométricos del M2 en relacién con el
tamafio de la fila molar completa, es decir, que la proporcion del area del M2 se mantiene
relativamente constante con los cambios en el area de la fila molar total.

Basandose en el ajuste del drea del M2 a la expectativa del modelo Cl, Evans y colaboradores
(2016) sostienen la importancia del mecanismo de activacidn/inhibicién en la regulacién del patrén
de tamafio relativo de la denticidn postcanina en homininos. De acuerdo con estos autores, aln en
aquellas especies que se ubican por fuera de la regién de ajuste al modelo Cl, las proporciones
molares estarian influidas por moléculas de activacion e inhibicion aunque por fuera de las zonas de

cambio en la proporcion activadores/inhibidores (Evans et al., 2016). En otras palabras, un M1 de

128



Capitulo 10. Discusion

gran tamafio relativo puede generar mayor inhibicién sobre el M2 el cual reduciria su tamafo
relativo y por consiguiente, generar una menor inhibicion sobre el M3, el cual aumentaria su tamafio
relativo, obteniendo asi el patron M1>M2<M3 (i.e., observado en H. ergaster). Evans vy
colaboradores (2016) extendieron el andlisis de tripletes de piezas dentales a los premolares
deciduos 3 y 4 (pd3 y pd4) y observaron que en los hominidos fésiles la pieza central del primer y
segundo triplete (pd3-pd4-M1 y pd4-M1-M2, respectivamente) representa aproximadamente un
tercio del tamafio de la fila total, mientras que el tercer triplete se caracterizé generalmente por un
patréon M1<M2>M3. Como se discutid previamente, la tendencia se revierte en H. sapiens con un
patrén M1>M2>M3, resultante de la reduccién del M2 y el M3 (D'Addona et al., 2016; 2017; Evans
et al., 2016; Gomez-Robles, 2016; Bermudez de Castro et al., 2020).

Dada la falta de ajuste a las proporciones molares esperadas por el modelo en distintas
especies, se ha planteado que no es posible reducir los cambios observados en hominidos a una
Unica regla de desarrollo derivada del modelo propuesto para roedores (Hlusko et al., 2016). En este
sentido, mientras que Evans y colaboradores (2016) interpretan sus resultados sélo a partir de los
mecanismos propuestos por el modelo Cl, Hlusko y colaboradores (2016) sefialan que el fenotipo
dental en primates tiene un efecto pleiotropico significativo con el tamafo corporal. En
consecuencia, si bien el efecto de las moléculas activadoras e inhibidoras sobre el desarrollo dental
estd presente tanto en especies roedores como hominidos, es necesario tener en cuenta la
influencia de otros factores asociados a la historia evolutiva de cada especie (Bernal et al., 2013;
Hlusko et al., 2016). En este trabajo se evalud la posible influencia de factores con efecto sistémico
sobre las proporciones ajustadas al modelo Cl a partir de la regresién de M3/M1 y M2/M1 sobre el
area molar total. Los resultados obtenidos mostraron una influencia significativa del tamafo de la
fila molar sobre la proporcidn molar M3/M1 inferior a lo largo de la filogenia hominida. Esto
concuerda con la sensibilidad del M3 a los cambios en el tamafio del drea total de los molares. Por
el contrario, no se encontré un efecto significativo del tamano molar sobre las proporciones en el
maxilar superior.

Otro factor que se ha vinculado a los cambios en el tamafio relativo de los molares
posteriores es la disponibilidad de espacio circundante producto de la variacion en el tamafio y la
forma de la mandibula. En este sentido, se ha planteado que la reduccion del espacio retromolar
involucraria una acomodacion de los dientes posteriores mediante la pérdida del PM2 o del M3
segun la especie (Ribeiro et al.,, 2013; Marchiori et al., 2016). Si bien los dientes presentan un
desarrollo tisular relativamente independiente al de los maxilares, ambas estructuras exhiben una
integracion a escala espacial (Atchley y Hall, 1991; Gémez-Robles y Polly, 2012), en la que el tejido

circundante a la pieza molar genera y libera diferentes sefiales y moléculas activadoras del desarrollo
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de las estructuras dentales (Matalova et al., 2015). En este sentido, en un estudio realizado sobre
humanos modernos, se ha observado que los dientes que se desarrollan mas tardiamente en la
ontogenia estan mas restringidos al espacio y tienden a ser de menor tamafio (Takahashi et al.,
2007). Los autores observaron inclusive que la tendencia se repite entre cuspides del mismo molar,
aquellas que se desarrollan primero resultan mas estables (protocono) y presentan un incremento
en el tamafo a expensas de las cuspides que se desarrollan mas tardiamente (principalmente el
hipocono). Sin embargo, existen algunas excepciones a esta tendencia. Por ejemplo, el registro fésil
de Sima de los Huesos ha permitido documentar el caso de molares pequefos desarrollados en
mandibulas de gran tamano (Gdmez-Robles, 2016; Bermudez de Castro et al., 2020). Asimismo,
Boughner y Dean (2004) observaron trayectorias ontogenéticas similares para la forma de la fila
molar incluso en especies de primates con diferente espacio mandibular (i.e., babuino, chimpancés y
bonobos).

Finalmente, se ha planteado la posible relacién entre la trayectoria de crecimiento de las
especies y los tamafios molares relativos. En particular los primates, especialmente los antropoideos,
se caracterizan por presentar una trayectoria de crecimiento mas lenta que el resto de los
mamiferos (Macho, 2001; Robson y Wood, 2008). En grandes simios no humanos, el primer molar es
el primer diente permanente en erupcionar, seguido de los incisivos y premolares, el segundo molar
y luego el canino. En los humanos modernos, el primer molar y el primer incisivo erupcionan
relativamente juntos alrededor de los 6 afios de vida, seguidos del segundo incisivo, y el canino,
mientras que los premolares y el segundo molar erupcionan posteriormente alrededor de los 10-12
afios y finalmente, el tercer molar, se desarrolla entre los 16 y los 23 afios (Robson y Wood, 2008;
AlQahtani, 2010; Dean vy Liversidge, 2015). Segln un estudio realizado por Dean y Liversidge (2015),
las edades en las que los especimenes fdsiles tempranos de Homo habrian alcanzado las diferentes
etapas de desarrollo y erupcidon dental serian similares a las observadas en humanos modernos,
aunque se corresponden a los valores extremos para el rango de variacion normal en humanos
modernos. En este sentido, las diferencias respecto al modelo Cl observadas para hominidos podrian
estar asociadas a variaciones en los tiempos de maduracidon dental entre especies. La tendencia
hacia la reduccion del tamafio del M2 y el M3 podria vincularse a diferencias en el momento de
desarrollo y de la exposicion entre cada diente, y en relacion con el M1. Un mayor tiempo de
exposicién de cada pieza frente a los otros molares puede producir una mayor inhibicién en el
desarrollo (Schroer y Wood, 2015), mientras que un desarrollo tardio puede retrasar el crecimiento
de la pieza dental y producir una reduccién del molar, tanto en tamafio general asi como de sus
cuspides (Jernvall, 2000; Gémez-Robles et al., 2015). El estudio de la interaccidn entre los tiempos de

desarrollo dental y los mecanismos de activacién-inhibicién que regulan el tamafio molar relativo en
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especies actuales podria contribuir a discutir la influencia de otros factores del desarrollo en el

origen de la variacion morfoldgica dental a escala inter-especifica (Bernal et al., 2013).

10.1.2. Variacion a escala intra-especifica

Los resultados obtenidos a partir del anadlisis del area de los molares de las poblaciones
humanas incluidas aqui indican diferencias inter-poblacionales en el tamafio molar. Las muestras
procedentes de Asia presentan, en general, el menor tamano molar, mientras que las poblaciones
con las piezas molares de mayor tamano en ambos maxilares proceden de Oceania. Entre las
poblaciones con los menores tamafios molares se encuentran grupos actuales tibetanos (Sharma,
1983), un grupo de aborigenes Harappans asociados a la era de bronce en Pakistan (Dutta, 1983) y
diferentes poblaciones actuales y modernas de Japon (Brace y Nagai, 1982). Las poblaciones en las
gue se registraron los mayores tamainos molares corresponden principalmente a grupos aborigenes
de Melanesia y del desierto de Australia (Campbell y Barrett, 1953; Barrett et al., 1963; Bailit et al.,
1968). Estudios recientes basados en los didametros mesiodistales y bucolinguales de la corona dental
efectuados a escala global coinciden en sefialar a los grupos australianos, seguidos de los
Melanesios, Micronesios, africanos sub-Saharianos y nativos americanos, entre los que presentan
mayores dimensiones dentales, mientras que los grupos de Japdn y Eurasia occidental presentan
dientes mas pequefios, y los grupos de Polinesia y Este y SE de Asia presentan valores intermedios
(Hanihara e Ishida, 2005). En lineas generales, los resultados obtenidos en la presente Tesis son
concordantes con el patron de variaciéon dental inter-poblacional observado para la distribucién
geografica humana (Brace et al., 1991; Harris, 1998; Hanihara e Ishida, 2005; D’Addona et al., 2016).
En cuanto a las causas subyacentes a la variacidn dental observada en relacién con la distribucion
geografica, diferentes autores la han atribuido a la accidn de procesos microevolutivos (i.e.,
seleccidn, flujo y deriva genética), asi como a la influencia de factores ambientales (e.g., tipo y
preparacion de los alimentos) actuando durante el desarrollo de los individuos (Brace et al., 1987
Brace et al., 1991; Calcagno y Gibson, 1988; Hanihara e Ishida, 2005; Bernal et al., 2010a,b).

La secuencia de tamafio general observada a lo largo de la fila molar presentd un sentido de
reduccion mesio-distal en ambos maxilares (M1>M2>M3) para la mayoria de las poblaciones
analizadas. Sin embargo, se observaron en menor proporcion los restantes patrones de variacién en
tamafio relativo (M1>M2<M3, M1<M2>M3, M1<M2<M3). Cabe destacar que en ambos maxilares
mas del 50% de las poblaciones analizadas (76.8% para el maxilar inferior y 95.9% para el maxilar
superior) presentaron un patron de reduccion mesio-distal. Este patron de variacién entre los
molares fue previamente observado y explicado a partir de la “teoria del gradiente morfogenético”

(Butler, 1939 en Kieser, 1990; Harris y Harris, 2007; D’Addona et al., 2016; Evans et al., 2016). Un
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estudio realizado por Evans y colaboradores (2016) a partir de poblaciones actuales arrojé
resultados semejantes, observandose el M1 como el molar de mayor tamafio excepto en una
pequefia proporcidn de poblaciones humanas (8,6% de la poblacién media en su muestra) en las que
el M2 fue el molar mas grande. Asimismo, Bermudez de Castro y colaboradores (2021) observaron, a
partir de mandibulas humanas modernas de Portugal, una tendencia similar a la descrita por Evans y
colaboradores (2016), donde solo una pequefia fraccion de individuos presenté un M2 mayor al M1.
Es interesante resaltar que el patrén de reduccidon concuerda también con lo observado para las
cuspides que, dentro de cada molar, tienden a variar en forma y tamafio siguiendo un gradiente
mesio-distal (Macho y Moggi-Cecchi, 1992).

Coincidiendo con la hipdtesis planteada, el patréon de cambio en el drea de los molares en
sentido antero-posterior se vinculé fuertemente a la variacion del area de la fila molar completa en
ambos maxilares. En particular, los cambios observados en el M1 mostraron una alometria negativa
indicando que, en general, al aumentar el drea de la fila molar completa el M1 tiende a presentar un
menor tamano relativo. Por su parte, los cambios observados en el M2 fueron isométricos con
relacién al area de la fila molar. Por ultimo, en el M3 se observé una alometria positiva, lo que indica
gue el aumento del area de la fila molar completa se asocia con un aumento del tamafio relativo del
M3. Es destacable remarcar que los cambios alométricos en poblaciones humanas concuerdan con
los patrones generales observados para la filogenia hominida en este trabajo y estudios previos
(Wolpoff, 1971; Bailey y Wood, 2007). Recientemente, Morita y colaboradores (2016) obtuvieron
resultados interesantes a partir del andlisis de los molares superiores de una amplia muestra de
poblaciones japonesas (de Jomon, Japén medieval, modernas tempranas y modernas actuales),
observando particularmente en el M1 un potencial odontogenético mds estable que los molares
posteriores, presentando a su vez un menor tamafio respecto al M2 y al M3. Respecto al patrén
alométrico observado en el M1 en relacién con las piezas posteriores, asi como a la fuerte variacién
observada en el M3, los autores proponen que responde en parte al tiempo de desarrollo de cada
uno de los molares. Mientras que el M1 comienza su desarrollo durante el periodo embrionario, el
M2 y el M3 comienzan su desarrollo después del nacimiento. A su vez, los tiempos de formacién del
M2 y sobre todo del M3 son considerablemente mas largos que en el M1 (Morita et al., 2016). En la
misma linea, Bermudez de Castro y colaboradores (2021) remarcaron la importancia de considerar el
tiempo de formacién de cada pieza dental, puesto que en poblaciones humanas modernas el M3 se
desarrolla mucho mas tarde que las primeras dos piezas molares, lo que llevaria a que su desarrollo
esté menos influenciado por el patrdn de activacidon/inhibicion. Por lo tanto el retraso en el inicio de

la formacién de M3 se relacionaria con un debilitamiento del proceso de activacion/inhibicion, y una
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mayor influencia de factores epigenéticos o ambientales que podrian influir en el desarrollo del
tercer molar (Bermudez de Castro et al., 2021).

A diferencia de lo observado para el analisis inter-especifico, los resultados del analisis de la
variacion en las proporciones molares mostraron un buen ajuste al modelo Cl para ambos maxilares,
lo que sustenta la explicacién de la variacién en el tamafio relativo del area molar por alteracién de
la relacién activadores/inhibidores. Al considerar los intervalos de confianza de la regresion entre las
proporciones molares de las poblaciones humanas, los resultados fueron concordantes con los
valores de intercepto y pendiente predichos por el modelo Cl, asi como el porcentaje del tamaiio del
M2 respecto al tamaiio de la fila molar completa, que tiende a representar un 33% en ambos
maxilares. En este sentido, las diferencias observadas en las proporciones molares entre las
poblaciones estudiadas se explicaria por cambios en las proporciones en las moléculas de
sefializacion producidas por las yemas de los primeros molares que inhiben el desarrollo de molares
posteriores y por las moléculas de los tejidos circundantes que presentan un efecto opuesto,
activando el desarrollo (Kavanagh et al., 2007). A partir del andlisis de tripletes entre molares
permanentes y premolares deciduos, Evans y colaboradores (2016) observaron que el M2 se
corresponde con un tercio del drea molar completa (en el triplete M1-M2-M3) y que el patrén en
humanos sigue el cambio lineal esperado segun el modelo Cl, donde una mayor inhibicién ejercida
por el M1, resulta en tamafios molares posteriores mas pequefios. Asimismo, Bermudez de Castro y
colaboradores (2021) aunque observan una limitada aplicacién del modelo Cl a los valores de
tamafio para molares inferiores, encuentran que se cumple la prediccién de que el M2 es un 33% del
tamafio de la fila total. Sin embargo, a partir de sus observaciones respecto al tiempo de desarrollo
del M3, los autores advierten que el modelo Cl y el gradiente de tamafio parece influenciar de
manera mas directa al M1 y al M2, que al M3 (Bermudez de Castro et al., 2021). Asimismo, los
resultados obtenidos aqui indican que el tamafio del drea molar tiene un efecto significativo sobre
las proporciones molares, especialmente en el maxilar inferior, en el que casi el 40 % de la variacién
inter-poblacional en la proporcion M3/M1 es explicada por las diferencias de tamanio.

Las diferencias entre ambos maxilares se observaron también en la distribucion de las
poblaciones en el morfoespacio de las proporciones, presentando el maxilar inferior un rango mas
amplio de valores, particularmente en el eje M3/M1. Esta variacidn entre maxilares podria
relacionarse a diferencias en el tejido dseo de sostén y no de los dientes mismos. Los dientes pueden
describirse como maddulos interrelacionados que covarian entre siy con el tejido circundante debido
a relaciones genéticas, del desarrollo y funcionales (Klingenberg, 2008; Coquerelle et al., 2010;
Boughner, 2017; Remy et al., 2019; Vitek et al., 2020). En este sentido, las diferencias entre

maxilares observadas en la denticidn a escala poblacional pueden deberse a procesos que ocurren
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en los huesos maxilar superior e inferior. El maxilar inferior, a diferencia del superior, presenta un
desarrollo relativamente mdas prolongado e independiente del resto del craneo, y con una mayor
influencia de factores funcionales (e.g., dietas, cargas masticatorias) (Atchley y Hall, 1991; Sperber,
2001; Stansfield et al., 2018). Esta mayor exposicion del maxilar inferior a los cambios ambientales
podria dar cuenta, entonces, de la mayor dispersidon observada en las proporciones molares en las

poblaciones humanas.

10.2. Variacion morfolégica dental en Mus
10.2.1. Variacién intra e inter-especifica

Los resultados del andlisis del tamano molar en el género Mus fueron concordantes con la
hipétesis planteada, observandose una asociacion significativa entre los cambios en el drea de la fila
molar y el tamafio de cada diente. En particular, se observé que el tamafio de los molares 1y 2
presentd una asociacién significativa caracterizada por una relacidon alométrica negativa en el M1 de
ambos maxilares (en concordancia con lo hallado en hominidos), alometria positiva en el M2, en
tanto el M3 presentd una menor asociacidn con el area total (a diferencia de lo que se describid en
hominidos). Asimismo, la variacidn en el tamafio molar a escala intra e inter-especifica en el género
Mus se asoci6 significativamente con el tamafio corporal. La asociacion entre el tamafo corporal y el
M1 en el género habia sido documentada previamente en dos especies, M. m. domesticus y M.
mattheyi, en las que se observd un alargamiento anterior de los M1 superiores asociado al mayor
tamafio corporal (Renaud et al.,, 2011). Esto fue corroborado posteriormente por Hayden y
colaboradores (2020) utilizando una amplia muestra en la cual se incluyeron géneros de diferente
tamafio y dieta, observando una elongacién anterior de los M1 superiores asociada al tamafio
corporal (Hayden et al., 2020). Como se discutié mas arriba, la asociacion entre tamafio corporal y
molar se ha observado también en otros grupos de organismos, siendo el tamafio absoluto de los
molares un indicador aproximado del tamafio corporal de los mamiferos (Billet y Bardin, 2021).

A partir del analisis morfo-geométrico se evalud, ademas, la relacién de la forma del
contorno y la superficie oclusal con el tamafio molar. Los resultados indican que en los molares
inferiores los cambios alométricos se localizan en la regidon mesio-lingual y disto-bucal del M1, la
region bucal del M2 y a lo largo de la porcién distal del M3. Generalmente, se observa que mientras
los primeros y segundos molares reducen su tamafio relativo, el M3 aumenta. Respecto a los
molares superiores, la tendencia que se observa es diferente, el incremento de tamafio se asocia a
una elongacién de toda la fila molar en sentido mesio-distal. En cuanto a la variacién observada en
las cuspides de los molares inferiores, es destacable que en el primer molar la mayor variacién se

concentrd en las cuspides mesiales, coincidiendo con la elongacién mesial previamente descrita. Por
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otro lado, tanto el segundo como el tercer molar concentraron la variacién en las cuspides distales.
Es decir, la variacidon en tamano y forma entre molares superiores e inferiores se localizd en
diferentes regiones, siendo predominante en elongacién para los superiores, mientras que en los
molares inferiores se observd en regiones puntuales de la superficie oclusal. Esta diferencia en la
localizaciéon de los cambios es concordante con lo observado previamente (Hayden et al., 2020; Selig
et al., 2021), asociado a diferencias en la ubicacidn de los centros de sefializacién y en los tiempos de
inicio de los mismos (Hayden et al., 2020). A pesar de estas diferencias, es esperable una integracion
de los cambios en tamafio y forma de los molares antagdnicos (Gémez-Robles y Polly, 2012; Renaud
et al., 2011).

Con el objetivo de evaluar el rol de factores locales vinculados a cambios en la proporcién de
activadores e inhibidores que regulan el desarrollo dental sobre los tamanfos relativos molares, se
contrastaron las proporciones molares de ambos maxilares con las expectativas derivadas del
modelo Cl. Los resultados indican que, tanto para los molares inferiores como superiores, las cepas
de Mus se ubicaron dentro del morfoespacio generado por el modelo Cl, donde M1>M2>M3 y por lo
tanto la variacién en el tamano relativo puede ser explicada por leves modificaciones en la
proporcién de moléculas activadoras e inhibidoras del desarrollo molar. Estos resultados sugieren
qgue las proporciones molares constituyen un rasgo conservado a lo largo de la filogenia en Mus,
independientemente de las diferencias en los tamafios absolutos. Es decir, la relacién en las
proporciones de activadores secretados por el tejido circundante a los molares y los inhibidores
producidos por los propios molares se mantendria relativamente constante a lo largo de la filogenia
(Kavanagh et al.,, 2007; Matalova et al., 2015). Navarro y Maga (2018) han propuesto que este
equilibrio entre moléculas activadoras e inhibidoras observado en molares en desarrollo estaria
dado por determinantes genéticos que controlan la variaciéon del tamafio molar en Mus, gracias al
cual se produce una variacion hereditaria de la cascada inhibitoria en ratones. Similares resultados
se han obtenido para un gran nimero de clados de mamiferos placentarios, en los que se incluia a
roedores, que si bien se ubicaban en distintas regiones del morfoespacio de proporciones molares,
en lineas generales son concordantes con los cambios esperados por modificaciones en la
proporcién de activadores/inhibidores (Polly, 2007; Billet y Bardin, 2021). Sin embargo, en otros
clados el ajuste de las proporciones molares al modelo Cl es relativamente bajo. En este sentido, un
estudio realizado por Asahara y colaboradores (2016) describié una gran diversidad en las
proporciones molares en carnivoros, encontrando inclusive grupos en morfoespacios alejados de las
regiones consistentes con el modelo Cl (i.e., M1<M2>M3). De acuerdo a los autores, los diferentes

fenotipos molares representarian adaptaciones a diferentes dietas y habitos.
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Al contrastar la prediccidon del modelo Cl respecto a que el tamafio del M2 corresponde a un
33% del total de la fila molar (Kavanagh et al., 2007), se observaron valores cercanos a la expectativa
en los molares superiores. Sélo las cepas CAST (M. m. castaneus), 129Sv y WSB (M. m. domesticus)
superaron ligeramente el valor esperado. Por otra parte, en los molares inferiores se observé un
incremento de la proporcién del M2 respecto a lo esperado por el modelo, siendo las cepas NZO,
WSB, NOD, Al y 129Sv (todos pertenecientes a M. m. domesticus) y CAST (M. m. castaneus) los que
mas se alejaron del valor esperado. La mayor proporcién del M2 observada principalmente para los
molares inferiores puede vincularse a la alometria positiva obtenida para el M2 en el analisis de
regresion para el tamafio molar (donde la proporcidén del M2 tendié a aumentar, en contraposicion
del M1 que disminuye, al incrementarse el tamafio de la fila molar). En este sentido, Selig y
colaboradores (2021) a partir de estudiar la denticion de una amplia muestra de mamiferos,
plantean que si bien el modelo Cl es un buen predictor de la variacién en el tamafio relativo de los
molares entre taxones con diferentes dietas, existen diferencias entre taxa a escala de las moléculas
de sefializacién que regulan el tamafio y la morfologia molar, dandose un desacoplamiento en el
desarrollo entre especies. En este caso, a pesar de tratarse de especies muy cercanas
filogenéticamente, el comportamiento observado en el tamafio relativo del M2 podria estar
respondiendo a diferencias entre taxa a escala de las moléculas de sefializacién. Como han
propuesto algunas alternativas al modelo Cl, es necesario considerar fuentes de covariacion del
tamafio molar que no surgen de los mecanismos de sefializacion, sino de diferencias en la
integracion y canalizacion de factores genéticos y ambientales a través del desarrollo (Roseman vy
Delezene, 2019; Hayden et al., 2020). En este sentido, diferentes procesos podrian conducir a un
patrén similar de variacion en la morfologia molar a través de vias alternativas de covariacién y
evolucién que aquellas contempladas en el modelo Cl.

Al evaluar el efecto de los cambios en el tamafio dental sobre las proporciones molares se
observé que las proporciones molares M2/M1 y M3/M1 no se asociaron significativamente con la
variacion en el tamafio de la fila molar. Es decir, en la filogenia de Mus los cambios en las
proporciones no se asociaron al tamafio molar. Esto difiere de la asociacidn entre las proporciones
molares (principalmente M3/M1) y el tamafio molar observada en hominidos, particularmente para
el maxilar inferior. Navarro y Maga (2018) sostienen que existiria una variacion hereditaria de la
Cascada Inhibitoria, donde los principales genes del desarrollo explicarian tanto la variacion en el
tamafio dental como el control del equilibrio activacion/inhibicién entre molares en desarrollo
sucesivo. En este sentido, una mayor o menor correlacién entre molares y el tamafio total de la fila
dependerd de si estan o no bajo la misma seleccién direccional, lo que limitaria a su vez la variacién

heredada mediante canalizacion (Navarro y Maga, 2018). En consecuencia, si bien el modelo Cl es un
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buen predictor para las proporciones de los molares, existen diferencias entre taxa como las
observadas entre roedores y hominidos que responderian a factores diferentes de los de

activacion/inhibicion.

10.2.2. Variacion producida por factores experimentales

Los resultados de los modelos experimentales realizados sobre roedores indican que los
grupos expuestos a perturbaciones con efecto sistémico presentaron diferencias significativas en el
tamaio corporal y molar con respecto a los grupos controles, mostrando un patrén de variacién
coordinado en ambas variables. Es importante destacar que los grupos con tratamientos con efecto
sistémico por variacién en la dieta mostraron una reduccién del tamafio corporal y del tamafio molar
respecto de sus grupos controles mas marcada que el observado para los tratamientos con efecto
sistémico por hormona de crecimiento. A su vez, en los tratamientos con efecto sistémico por
seleccidn artificial, los grupos que fueron seleccionados para un mayor tamafio corporal respecto de
su grupo control efectivamente mostraron un incremento en el tamafio del cuerpo, sin embargo, el
tamafio dental fue en todos los casos menor que el grupo control (salvo una excepcion observada en
los molares superiores en el grupo CBi+).

Los cambios en el tamafio molar en los tratamientos de restriccion nutricional son
consistentes con la susceptibilidad de los dientes a la plasticidad fenotipica en respuesta a cambios
ambientales (D’Addona et al., 2016; Byron et al., 2018; Selig et al., 2021). Se ha observado que las
dietas bajas en proteinas, como las aplicadas en este trabajo, pueden afectar los tejidos dentales,
particularmente mediante un retraso en la erupcion dental, una disminucién de la dentina y un
aumento de la deposicidn del esmalte, lo que en conjunto puede inducir cambios en el tamaiio de
los dientes, asi como influir en la reduccién de la masa ésea (Gongalves et al., 2009; Bernal et al.,
2010b; Maki et al., 2010; D'Addona et al., 2016). Por otro lado, la variacidon en el tamafio dental en
los grupos sujetos a seleccion artificial sobre el tamafo corporal confirma el efecto pleiotrépico
sobre ambos rasgos (Hlusko et al., 2016).

Con respecto a la relacién entre el tamafio de los molares y el area de la fila molar completa,
se observd una asociacion significativa particularmente con el M1, mostrando una relacién
alométrica negativa. Este resultado que concuerda con aquellos observados a lo largo del analisis
filogenético tanto en Mus como en hominidos. Respecto a los cambios en forma observados en los
grupos con tratamiento experimental se encontraron algunas diferencias entre el maxilar inferior y
el superior respecto de sus respectivos grupos controles. Mientras que en el maxilar inferior la
variacion se concentré principalmente en el M3 y en menor medida en el M1, en los molares

superiores se observd lo opuesto. Esto podria estar relacionado a un desarrollo complementario
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entre los molares superiores e inferiores, donde la forma de los molares y, en particular, la
complejidad oclusal, covarian entre si, mientras que en conjunto se ven modificados por factores
con efectos sistémicos (i.e., dieta) (Renaud et al., 2011; Selig et al., 2021).

El tamafo relativo de las dreas molares de los grupos controles y de los tratamientos con
efecto sistémico se ubicaron dentro del morfoespacio definido por el modelo Cl, aunque el ajuste a
la recta definida por el modelo fue bajo en los molares inferiores. Por otro lado, todos los grupos se
ajustaron a lo esperado para la proporcion del M2 de acuerdo al modelo. Estos resultados remarcan
qgue el mecanismo de activacién-inhibicién que regula el tamanfo relativo de los molares parece estar
bien conservado en Mus. El bajo ajuste podria deberse a la limitada variacién existente entre las
cepas utilizadas en los analisis experimentales, al igual que se ha observado en estudios intra-
especificos (Bernal et al., 2013). En este sentido, Vitek et al. (2020) remarcaron la importancia de
considerar el tamafo de la muestra cuando se estudian los procesos subyacentes a la variacion
molar de mamiferos en estudios intra-especificos del modelo Cl. Dada la sensibilidad de las
estimaciones del modelo Cl a la variabilidad de la muestra, es necesario que la reconstruccién de la
varianza de las proporciones molares esté sostenida por una muestra de gran tamafio (Vitek et al.,
2020). Coincidiendo con andlisis inter-especifico para el género Mus, en los disefios experimentales
no se observd una asociacidn significativa entre las proporciones molares M2/M1 y M3/M1 con
respecto a la variacidn en el tamafio de la fila molar completa.

Finalmente, se analizaron los tamafos molares relativos en especimenes con tratamientos
experimentales que modulan la expresion de moléculas activadoras e inhibidoras con efecto local
sobre el desarrollo molar. Los resultados indican que los grupos analizados se ubican en el
morfoespacio caracterizado por M1>M2>M3, aunque el ajuste a la recta propuesta por el modelo
solo fue bueno en los molares superiores. Respecto al tamafio del M2, los resultados fueron
variables, mientras los grupos controles presentaban un tamafio cercano al 33%, los grupos
tratamiento por supresidon de un factor activador o inhibidor (BmpT y WiseT, respectivamente) se
alejaron de manera significativa de este valor, aumentando considerablemente en el grupo BmpT y
mostrando una fuerte reduccién en el caso del grupo WiseT. Por el contrario, el grupo tratamiento
por reduccién de un factor activador (Nog), presentd valores consistentes con las expectativas del
modelo. Por ultimo, respecto a la evaluacidn del dltimo enunciado del modelo Cl, la agenesia del M3
cuando el M2 presenta menos del 50% del tamaiio del M1 (Kavanagh et al., 2007), es importante
mencionar el caso particular de los molares superiores del grupo con tratamiento por supresion de
un factor activador (Bmp), el cual presenté un M2 mayor al 50% del tamafio del M1 y sin embargo
presentd agenesia del M3, alejandose de lo esperado segun el modelo. Por su parte, el grupo con

tratamiento por supresion de un factor inhibidor (Wise), presenté un M2 menor al 50% del tamafio
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del M1 vy, acorde a lo enunciado por el modelo Cl, el grupo presentd agenesia sistémica del M3.
Considerando la alta heredabilidad intra-especifica del equilibrio activador/inhibidor observado para
Mus (Harjunmaa et al., 2012; Navarro y Maga, 2018), es destacable remarcar cémo alterando un
efecto puntual, se modifica el equilibrio que presentan los molares y se obtienen morfologias
dentales variadas que se alejan de las expectativas del modelo Cl. En efecto, la morfologia dental
puede verse influenciada dramdticamente por cambios en algunas de las vias de sefializacién de
inhibidores/activadores (Harjunmaa et al., 2012). Asimismo, este cambio tendra un efecto mayor en
el fenotipo a medida que ocurra mas temprano en el desarrollo, independientemente de su

magnitud (Hayden et al., 2020).
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El presente trabajo de investigacion abordd el rol de los procesos que regulan el desarrollo
molar en el surgimiento de la variacién morfolégica a escalas inter e intra-especifica en el linaje
hominido y el género Mus. Para ello se generé una amplia base de datos que incluye tanto los
molares del maxilar inferior, empleado tradicionalmente en estos estudios, como del superior, el
cual no habia sido estudiado previamente en el contexto de modelos de desarrollo y evolucidn de los
molares. En este sentido, en el marco de este trabajo se compild la base mas completa obtenida
hasta la actualidad de medidas de los molares de especies de hominidos fésiles. Asimismo, se
obtuvieron numerosas imagenes de microtomografia computada de especimenes roedores a partir
de las cuales se realizé una descripcién detallada de la morfologia molar de numerosas cepas de
ratones utilizando técnicas de morfometria geométrica 3D, constituyendo una importante referencia
para futuros estudios. La aproximacién metodoldgica empleada combiné el andlisis comparativo con
disefios experimentales que permitieron evaluar el efecto de factores especificos bajo condiciones
controladas. El empleo de disefios experimentales tiene una extensa tradicion dentro de la
antropologia bioldgica argentina y ha contribuido sustancialmente a evaluar la influencia de factores
especificos sobre la variacidn craneofacial y postcraneal. Para la presente Tesis se realizaron disefios
experimentales modificando factores con efecto sistémico (i.e, dieta, hormona de crecimiento y
seleccion por conformacion corporal) y local (i.e., factores de activacidn e inhibicion dental).

La amplia muestra conformada por diversas especies de Mus, asi como géneros incluidos en
la filogenia hominida, con representacién de gran cantidad de poblaciones humanas actuales, han
permitido poner en relacién los patrones de variacion dental a distintas escalas filogenéticas de
modo tal que los patrones descriptos para una escala contribuyen a generar expectativas acerca de
la otra con el fin de aportar a la comprensidn de los procesos del desarrollo de la denticion molar, y
la generacién de la variacion fenotipica. En primer lugar, los resultados obtenidos fueron
consistentes con la expectativa planteada acerca del rol de factores sistémicos sobre la morfologia
molar. A partir del andlisis de los cambios alométricos entre el tamafio de cada pieza dental y el drea
de la fila molar se concluydé que existe un componente alométrico que influye en la variacién en el
tamafio de los molares superiores e inferiores a escalas inter e intra-especificas. Particularmente, se
observd una alometria negativa en el M1 a escala evolutiva, tanto en los hominidos como en las
especies del género Mus analizadas. Esta relacion indica que parte de la variacion en el tamafio
relativo del M1 entre poblaciones y especies es generada por cambios asociados a la variacién en el
area molar total. De acuerdo a este resultado, el incremento en el drea molar a escalas inter e intra-
especificas se asocia a una disminucion en el tamafio relativo del M1. Si bien los analisis realizados
aqui solo dan cuenta de los patrones de asociacién entre rasgos, es posible inferir que los

mecanismos subyacentes -genéticos, fisiologicos, del desarrollo, etc.- responsables de la integracion
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entre ambos rasgos serian altamente conservados en las escalas analizadas. Por el contrario, las
relaciones alométricas de los dos molares posteriores presentaron diferencias entre hominidos (a
escala intra e inter-especifico) y roedores. Los cambios en el area del M3 se asociaron
significativamente al drea molar en el linaje hominido, en tanto la influencia no fue significativa en
los roedores. El segundo molar exhibié una fuerte asociaciéon con el tamafio en ambos grupos, con
una mayor alometria positiva en los roedores. Como se sefiald previamente, los molares, y los
dientes en general, pueden considerarse mddulos que presentan distinto grado de integracién
dentro y entre makxilares. Esta relativa independencia se refleja aqui en las diferencias en el patrén
alométrico de cada pieza dental con los cambios en el tamafio de la fila molar. Asimismo, los disefios
experimentales en roedores indicaron que el tamafio molar se asocia a cambios en el tamafio
corporal, inducidos tanto por respuestas pldsticas a estimulos ambientales durante la ontogenia
como a procesos microevolutivos de seleccidén sobre rasgos corporales. Estos resultados remarcan el
rol de los factores con efecto sistémico en la variacion en el tamafo dental.

En segundo lugar, los datos obtenidos permitieron evaluar en qué medida los patrones de
tamano relativo molar son producidos principalmente por cambios en la proporcién de
activadores/inhibidores, de acuerdo a lo propuesto por el modelo Cl. Los resultados apoyan
parcialmente esta hipdtesis en el caso de los hominidos, observandose un mejor ajuste en las
poblaciones humanas y Mus. En particular, las proporciones M2/M1 y M3/M1 de ambos maxilares
tanto de roedores como de la mayoria de las poblaciones humanas modernas se encuentran dentro
del morfoespacio definido por el modelo como M1>M2>M3, atribuible a una reduccién de la
proporcién activadores/inhibidores, ajustandose a los parametros esperados por el modelo. En este
trabajo se mostréo que el modelo Cl es aplicable también a la denticién del maxilar superior,
aportando los primeros datos para este maxilar ya que tanto los modelos de desarrollo como su
contrastacion a distintas escalas evolutivas se han basado Unicamente en la denticién inferior.
Dentro de los hominidos se encontraron desviaciones del modelo en la regién del morfoespacio
caracterizada como M1<M2>M3, tanto en el maxilar superior como inferior. Como se planted en la
discusién, las causas de tales desviaciones del modelo Cl en distintos clados son aun objeto de
debate. En este trabajo se evaludé una linea que ha sido poco explorada en este sentido, y que
considera la interaccién entre los tamafios relativos molares y el drea de la fila molar. Los resultados
indican que el tamafio del area molar tiene un efecto significativo sobre las proporciones molares en
el linaje hominido, especialmente en el maxilar inferior, en el que casi el 40% de la variacidn inter-
poblacional y el 60% de la variacion inter-especifica en la proporcion M3/M1 es explicada por la
variacion en el tamario de la fila molar, mientras que en los roedores el area molar no tuvo un efecto

significativo en las proporciones molares. Por lo tanto, el andlisis conjunto de los mecanismos
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intrinsecos que regulan la diferenciacién y crecimiento de las estructuras morfolégicas -moléculas de
sefialamiento, factores activadores e inhibidores- con los factores de efecto sistémico que controlan
el crecimiento resulta necesario para comprender en qué medida la integracidn entre ambas vias de
sefialamiento produce la variacién morfoldgica observada.

Con base en los resultados alcanzados en este trabajo es posible delinear futuras vias de
abordaje para el estudio de los factores y mecanismos que generan y mantienen la variacién dental,
asi como sus implicancias para la reconstruccién filogenética basada en caracteres morfolégicos. En
particular, se destaca la importancia de continuar la investigacién del modelo experimental para
profundizar el conocimiento sobre la interaccidn entre procesos evolutivos y del desarrollo desde la
escala intra-poblacional a inter-especifica. Por un lado, se plantea estudiar la variacién en el tamafio
y numero de cuspides en el género Mus a escalas intra e inter-especifica en relacién a factores de
efecto sistémico y local, en el marco de modelos de desarrollo dental. En este sentido, resultan de
interés los resultados obtenidos aqui que mostraron una gran variacion en el nimero y posicién de
las cuspides en los molares superiores en comparacién con los inferiores. Dado que hasta el
presente los modelos se han aplicado principalmente al maxilar inferior, no ha sido posible
determinar el rol de los procesos que regulan el desarrollo de las cuspides en el origen de tales
diferencias. El abordaje de este problema permitird también evaluar en qué medida los procesos del
desarrollo facilitan, o limitan, el surgimiento de la variacién en las cuspides molares a escala
poblacional e inter-especifica, i.e., estudiar el vinculo entre procesos del desarrollo y evolutivos. En
segundo lugar, se propone evaluar la asociacidon entre los patrones de variacién en el nimero y
tamafio de las cuspides, los tamafios molares relativos y la variacién en el tamano corporal con el fin
de comprender los procesos de cambio correlacionado de rasgos -integracion evolutiva- en un
modelo para el que se cuenta con informacién filogenética, asi como sobre los factores que
influyeron en el cambio morfolégico a distintas escalas. En este sentido, también se estudiara la
interaccion entre la variacion morfolégica de los molares y las estructuras éseas circundantes, en
particular la forma y el tamafio de la mandibula y el maxilar. Asimismo, el estudio de la variacion e
integracion de los caracteres craneodentales a escala intra-poblacional e inter-especifica en el
género Mus permitird comprender los procesos de transferencia de informacion a distintas escalas
evolutivas, nucleo central de los problemas estudiados en Evo-devo, que han sido escasamente
abordados debido a la dificultad de controlar en un mismo estudio los factores filogenéticos y
ambientales involucrados en el surgimiento de la variacion. Finalmente, estos estudios serviran de
base para discutir el efecto de la dependencia entre caracteres en las reconstrucciones filogenéticas,
un aspecto de gran relevancia en estudios macroevolutivos, tanto en hominidos como en otros

clados de vertebrados.
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Anexo. Analisis preliminares

En este apartado se presentan los resultados de un conjunto de analisis preliminares
orientados a evaluar el efecto de fuentes de variacidon no relevantes para el andlisis de la variacion
en tamano y forma dental. En particular, se evalud la precision del método de medicién, se
caracterizé la muestra en términos del grado de dimorfismo sexual y se exploraron los datos para

detectar valores atipicos.

A.1. Evaluacion del error intra-observador

Un factor importante a considerar en cualquier analisis cuantitativo es el impacto del error
de medicidn. El error de medicién es definido como la desviacién de una medida del valor real. Esta
desviacidn esta presente en cualquier método que se emplee y se asocia a cdmo se registraron los
datos (Arnqvist y Martensson, 1998). En morfometria geométrica, puede entenderse como aquella
diferencia que se produce en el registro de una medida repetida que conlleva a un incremento de la
varianza de la muestra analizada (Arngvist y Martensson, 1998; Mufioz-Mufioz y Perpifian, 2010).
Varios factores pueden incrementar el error de mediciéon en el relevamiento de la forma en
morfometria a través de la digitalizacién de landmarks y semilandmarks. Si bien en la digitalizacion
de puntos se espera que exista una correlacion entre los mismos a través de los diferentes
especimenes (i.e., puntos homadlogos), la ubicacidn a partir de la cual se define cada punto puede
incrementar la variacion (e.g., diferencias en la precision de la ubicacién entre landmarks tipo I, Il y
1) (Bookstein, 1991; Monteiro y dos Reis, 1999; Perez et al., 2004). Es por ello que la experiencia
producto de la practica y la repeticion permiten disminuir el error introducido, garantizando una
mayor precision y exactitud del dato relevado (Perez et al., 2004).

A fin de controlar la variacién introducida en el relevamiento de medidas, se disefid una
prueba experimental previa a relevar los datos. La misma consistié en la seleccion de una
submuestra de 16 especimenes de dos tratamientos experimentales diferentes (i.e., hormona de
crecimiento y dieta; Tabla A.1). Ambos tratamientos presentaban una composicidn balanceada por
sexo. Sobre la muestra se digitalizaron dos series de 162 landmarks y semilandmarks (definidos en el
capitulo 5 Métodos), sobre las cuspides y la corona molar. Las dos sesiones de digitalizacidn se

realizaron con un espaciamiento de 15 dias.
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Tabla A.1. Muestra empleada para la evaluacién de la prueba de error

Espécimen Sexo Grupo experimental Espécimen Sexo Grupo experimental
A_35 M GHS 16B1_3 M DC1
A_37 M GHS 16B1_4 M DC1
A_65 F GHS 16B2_4 F DC1
A_79 F GHS 16B3_6 F DC1
B_42 M GHD 19.2 2 M HP1
B_43 M GHD 19 4 4 M HP1
B_58 F GHD 18 2 3 F HP1
B_59 F GHD 19 2 3 F HP1

GHS: Hormona de crecimiento suficiente, GHD: Hormona de crecimiento deficiente, DC1: Dieta control, HP1: Hipo-protéica.

Para evaluar la variacion introducida en el relevamiento de datos entre series, se realizé un
Analisis de Componentes Principales (ACP) y sobre sus dos primeros componentes un analisis de
Coeficiente de Correlacién Intraclase (CCl) y un anadlisis de ANOVA de medidas repetidas (Zar, 1999;
Klingenberg, 2016). Cada uno de estos analisis permitié evaluar la correspondencia para un mismo
dato relevado en dos momentos diferentes.

El ACP (Fig. A.1) permitid visualizar la concordancia entre espécimen en funcion de la forma
relevada a lo largo de los componentes 1 y 2. Los componentes principales 1 (CP1) y 2 (CP2)

resumieron el 22.7% de la variacion total registrada.
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Figura A.1. Comparacion de la forma relevada entre la primera y segunda serie de medicién
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El CCl permitié evaluar el grado de concordancia en la ubicacidn de los especimenes a lo
largo de los dos primeros componentes del ACP. Los resultados del anadlisis CCl (Tabla A.2) indicaron
un excelente acuerdo en la distribucién de los especimenes a lo largo de ambos componentes en
cada una de las series de repeticiones, denotando una buena replicabilidad en la digitalizacién de

puntos.

Tabla A.2. Resultados del analisis de CCl

Componente Principal 1 Componente Principal 2
Consistencia 0.973 Consistencia 0.985
Acuerdo 0.974 Acuerdo 0.974

Finalmente, para evaluar posibles sesgos sistematicos en el registro de las coordenadas se
realizd un ANOVA de medidas repetidas entre el primer conjunto de coordenadas y el segundo para
el primer componente principal (el cual corresponde al eje que mas cantidad de informacion
resume, con un 13.6% sobre el total). Se observé que no existen diferencias significativas en la
ubicacién de las coordenadas (F=0.028, p=0.87) indicando que no hay un sesgo sistematico en el

registro.

A.2. Evaluacion del dimorfismo sexual intra-muestral

A fin de controlar los factores que inciden en la variacion del tamafio y de la forma de los
molares en los diferentes modelos experimentales se conformaron muestras equilibradas en el sexo
y de tamafio grande. Sin embargo, es importante evaluar en qué medida la variacidon de tamafio y
forma entre los especimenes es debida al dimorfismo sexual (Dahinten y Pucciarelli, 1986). Para esto
se analizd el dimorfismo asociado al tamafio, por una parte, y a la forma, por otra, en cada
tratamiento experimental y cada grupo control de manera independiente. En todos los casos se
aplicé una prueba de ANOVA, efectuada sobre las coordenadas crudas en el caso de la evaluaciéon
del dimorfismo sexual en tamafio, y sobre las coordenadas superpuestas con Procrustes y con los
semilandmarks ajustados por minimos cuadrados para la evaluacién del dimorfismo en forma. Estos
analisis se realizaron tanto para los molares superiores como para los molares inferiores.

Los resultados para el analisis del dimorfismo sexual en tamafio se resumen en la Tabla A.3.
En general no se observd un dimorfismo significativo dentro de cada grupo, tanto para molares
inferiores como superiores. Solo un grupo (la cepa silvestre CZE) mostro diferencias significativas en

el tamafio de los molares inferiores, mientras que dos grupos mostraron diferencias significativas
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para los molares superiores (la cepa silvestre WSB y el grupo CBi+ de seleccidn artificial agonista).

Por otro lado, un solo grupo (correspondiente a la cepa silvestre PWK) mostré diferencias

significativas tanto para los molares inferiores como los superiores.

Tabla A.3. Resultados para la evaluacién del dimorfismo sexual en

tamafio.
Grupo Molares inferiores | Molares superiores
F p F P
DC1 0.234 0.635 0.249 0.624
HP1 0.631 0.45 0.063 0.808
DC2 4.041 0.0627 3.801 0.070
HP2 0.086 0.781 1.487 0.277
HCP 1.605 0.246 0.263 0.624
GHS 0.043 0.839 1.291 0.275
GHD 0.285 0.603 0.972 0.344
Al 0.04 0.844 0.001 0.971
C57BL 0.582 0.457 2.176 0.161
129Sv 0.355 0.559 0.119 0.734
NOD 0.446 0.513 0.825 0.376
Cast 0.056 0.817 0.791 0.391
PWK 6.265 | 0.0235* | 9.186 0.007 *
WSB 0.327 0.574 8.545 0.009 *
CZE 5.04 0.0376 * | 3.269 0.0874
PAN 0.043 0.837 0.001 0.98
Spret 2.692 0.118 1.447 0.245
CBi 0.348 0.566 0.366 0.556
CBi+ 0.233 0.638 4.64 0.052 *
CBi/C 1.408 0.266 0.188 0.675
CBi- 0.419 0.528 0 0.994
CBi/L 2.213 0.159 0 0.997
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Los resultados para el analisis del dimorfismo sexual en forma se resumen en la Tabla A.4. En
general, no se observd un dimorfismo significativo dentro de cada grupo para molares inferiores y
superiores, salvo en tres grupos que mostraron diferencias significativas en la forma de los molares
inferiores (el grupo control GHS, la cepa de laboratorio endogamica 129Sv y la cepa silvestre Cast) y

un grupo que mostré diferencias significativas para los molares superiores (la cepa silvestre CZE).

Tabla A.4. Resultados para la evaluacién del dimorfismo sexual en forma.

Molares inferiores Molares superiores
Grupo
F p F P
DC1 1.0501 0.17 0.9232 0.48
HP1 0.8090 0.63 0.8779 0.61
DC2 1.0925 0.17 0.9547 0.46
HP2 0.8837 0.39 0.8044 0.44
HCP 0.7619 0.51 1.2514 0.16
GHS 1.3503 0.01* | 0.9759 0.38
GHD 1.0404 0.34 0.7424 0.62
Al 1.0485 0.23 0.9918 0.36
C57BL 1.0285 0.24 1.0524 0.18
129Sv 1.1519 0.04 * | 0.9765 0.41
NOD 0.9995 0.31 1.0633 0.28
Cast 1.3188 0.02 * | 1.0545 0.28
PWK 1.0026 0.36 1.1856 0.15
WsB 0.8836 0.65 1.1031 0.26
CZE 0.9990 0.27 1.4821 0.01 *
PAN 1.2020 0.18 1.0438 0.22
Spret 0.9384 0.54 1.2883 0.06
CBi 0.9540 0.39 1.0399 0.28
CBi+ 1.1103 0.11 0.8491 0.57
CBi/C 0.9472 0.38 0.9031 0.40
CBi- 1.0886 0.17 0.7445 0.77
CBi/L 0.9641 0.36 0.8000 0.71
p< 0.05
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Los resultados indican una gran homogeneidad interna en cada grupo con un bajo nivel de
dimorpfismo sexual. Sin embargo, en aquellos casos donde se detectd un dimorfismo sexual
significativo, posteriormente se estandarizé la variacién por sexo, con el fin de no incorporar

variacion a los factores analizados en los diferentes tratamientos experimentales.

A.3. Deteccidn de valores atipicos (outliers)

Otros de los andlisis preliminares efectuados fue explorar la variacion interna en el total de
especimenes, enfatizando la variaciéon entre cada tratamiento y su respectivo grupo control. Esto
permitid evaluar el comportamiento general de las variables a emplearse posteriormente en el
estudio y corregir errores no sistematicos en la obtencién de datos.

Se efectuaron dos tipos de analisis generales en los que se evaluaron los grupos
experimentales (cada tratamiento frente a su propio control) y la distribucion general de los
especimenes. Para esto se realizd primero un ACP con las coordenadas Procrustes (Shape) de cada
grupo tratamiento y su control. Luego, se exploré el comportamiento del total de especimenes
(agrupando todos los grupos experimentales) en un mismo ACP.

Los resultados obtenidos para los ACP efectuados sobre cada grupo experimental mostraron
en todos los casos que a lo largo del primer componente principal se separaba el grupo control del
tratamiento. En la Figura A.2 se presenta, a modo de ejemplo, uno de los ACP obtenidos donde se

puede observar ambos grupos (control y tratamiento) ubicados en los extremos opuestos.
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Figura A.2. Analisis de componentes principales (CBi y CBi-)
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Los resultados de los ACP efectuados sobre todos los especimenes (Fig. A.3) indican que al
analizar los contornos de los molares inferiores y superiores los especimenes tienden a agruparse de
acuerdo al experimento. En el caso de los especimenes utilizados en el analisis de variacién entre
especies y subespecies de Mus, se observa una distribucion mdas amplia a lo largo del primer
componente principal (CP1) a diferencia de los especimenes experimentales. Sin embargo, en los
resultados obtenidos para las cuspides y los contornos de los molares inferiores, puede observarse
una mayor dispersién en los especimenes de los grupos experimentales, en la cual se separan
notablemente los especimenes del experimento por seleccidn artificial de aquellos utilizados en el
experimento de hormona de crecimiento y dieta. Los especimenes utilizados para el analisis de

especies y subespecies, volvieron a mostrar una distribucién mas amplia a lo largo del CP1.

Con el fin de estudiar los cambios a lo largo del CP1 del analisis realizado sobre las cuspides,
(Fig. A.3), se obtuvieron morphings de los extremos negativo y positivo. Como puede observarse en
la Figura A.4 el extremo positivo del CP1, que se corresponde con los especimenes del experimento
por seleccion artificial, se caracteriza por presentar cuspides achatadas y reducidas. Por el contrario,
en el extremo positivo del CP1 los especimenes de los experimentos por dieta y hormona de
crecimiento presentan cuspides definidas, grandes y con poco desgaste. Las cuspides reducidas de
los especimenes de seleccidn artificial serian producto del desgaste asociado a la masticacién ya que
son los especimenes de mayor edad (entre 300 y 550 dias de edad) en comparacion con el resto de
grupos experimentales (entre 30 y 50 dias de edad). Debido a estos resultados, en los anélisis
realizados sobre los grupos experimentales se separaron los especimenes del tratamiento por

seleccion artificial del resto.
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Molares inferiores (contorno)
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Molares inferiores (cuspides y contorno)
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Posteriormente se realizé un nuevo ACP utilizando los consensos de cada grupo, sobre el
cual se ploted el arbol filogenético previamente obtenido para las especies y subespecies de Mus.
Como puede observarse en la Figura A.5, en la distribucion obtenida se observan a los grupos

experimentales CBi+, CBi-, CBi/C, CBi/L y CBi alejarse del resto de grupos experimentales.
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Figura A.5. Arbol filogenético ploteado sobre los consensos de cada grupo analizado.
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A.4. Analisis de superficie

Recientemente se publicé un método novedoso para capturar la geometria de la superficie
molar sin tener que digitalizar manualmente landmarks o semilandmarks, el cual propone utilizar un
procedimiento computacional de colocacidén de puntos (pseudolandmarks) de manera automatica y
aleatoria sobre toda la superficie a estudiar (Boyer et al., 2015). El procedimiento se ejecuta con el
pack auto3dgm, disponible para R (Puente, 2013; Boyer et al., 2015). Aqui se decidid poner a prueba
el método, para evaluar su posible implementacidn en los andlisis.

Para poner a prueba el método, se diseid una muestra con 19 especimenes
correspondientes al tratamiento por factores hormonales (10 heterocigotos, con niveles normales
de hormona de crecimiento -GHS- y 9 homocigotos, con niveles deficientes de hormona de
crecimiento —GHD-). Para comparar los resultados del método automatico, se digitalizaron
landmarks y semilandmarks sobre cuspides y contornos en los molares. Las diferencias entre los
métodos fueron analizadas mediante ACP.

Se evaluaron diferentes grupos de coordenadas: digitalizacion manual de 162 landmarks y
semilandmarks sobre cuspides y contornos a los cuales se les aplicd Procrustes (deslizado por
minimos cuadrados); digitalizacién automatica de 399, 600, 800 y 1000 pseudolandmarks sobre toda

la superficie (Fig. A.6).

A B

Figura A.6. Puntos digitalizados sobre fila molar inferior. A: 162 landmarks y semilandmarks colocados manualmente;
B: 600 pseudolandmarks colocados de manera automatizada.

El método propuesto Boyer y colaboradores (2015) toma el conjunto de imagenes a
estudiar, las cuales primero deben haber sido procesadas para dejar solo la superficie que quiere
estudiarse. Luego se alinean todas las imagenes (de manera similar al ajuste Procrustes) y
posteriormente se colocan de manera aleatoria y automdtica la cantidad de puntos
(pseudolandmarks) indicada. Es importante remarcar que entre las imagenes los puntos colocados

son homélogos (Boyer et al., 2015).
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Los resultados obtenidos para el método automatico no superaron las expectativas al no
lograr alinear todas las superficies de molares para su posterior digitalizacién de pseudolandmarks
homodlogos. En la Figura A.7 pueden observarse dos graficos de Componentes Principales, en los
cuales se muestra la distribucién de los especimenes resultante de la digitalizacion manual vy
automatica (Gonzalez et al., 2016c). Una posible explicacion para estos resultados es que los
diferentes grupos (GHS y GHD) poseen pequefias variaciones muy localizadas. Tales diferencias
pueden ser detectadas por el operador, mientras que el método automatico localiza los puntos de
forma aleatoria (Gonzalez et al., 2016c). Sin embargo, los autores del método sostienen que las
diferencias radican en la cantidad de pseudolandmarks utilizados, considerando que para abordar las
diferencias en la geometria de la superficie molar se requieren la digitalizacion de por lo menos 2000
a 3000 pseudolandmarks (Vitek et al., 2017). Dados los requerimientos de procesamiento que
requiere tal cantidad de puntos, se decidié utilizar un maximo de 1000 pseudolandmarks. La
evaluacion de la performance de este método con un nimero mayor de puntos serd objeto de

futuros estudios.
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