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Los Xenarthra son uno de los grupos de mamiferos mas peculiares y
caracteristicos de la Region Neotropical y han sido considerados
representantes del stock inicial de mamiferos sudamericanos. Su evolucién
estuvo ligada a la historia geoldgica y paleoclimatica de Sudamérica y aun
existen muchos interrogantes en torno al origen y centros de dispersion de los
linajes basales o ancestrales y su evolucion.

La familia Dasypodidae es la mas extensamente representada y reune
aproximadamente 20 especies de armadillos vivientes, de las cuales 13 se
encuentran presentes en Argentina incluyendo Chaetophractus villosus y
Chaetophractus vellerosus.

La familia se distribuye desde el centro-sur de Estados Unidos de
América hasta el Estrecho de Magallanes. En particular, el peludo lo hace
desde el Gran Chaco de Bolivia y Paraguay hasta el norte de la Isla Grande de
Tierra del Fuego (donde fue introducido hace unos 25 afios), lo que es una
prueba de su plasticidad adaptativa. En ese sentido, no seria el clima un factor
determinante para su distribucion austral. El pichi llorén se distribuye desde el
sudeste de Bolivia y noroeste de Paraguay hasta el centro de Argentina y no se
extenderia mas al sur de las provincias de La Pampa y Buenos Aires. En esta
ultima, presenta una distribucion disyunta con una separacion de unos 400 a
500 km, dado que ocupa el oeste de la provincia y hacia el Este, una franja
costera sobre la Bahia Samborombdn. Esta disyuncion es atribuida a cambios
climaticos hacia condiciones mas humedas durante fines del Pleistoceno y
parte del Holoceno.

Los armadillos poseen temperatura corporal y tasa metabdlica basal

bajas en relacién a su masa y por ello la temperatura ambiente tiene una gran
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incidencia sobre su termorregulacion y sus habitos de vida. Los marcados
periodos o pulsos de enfriamiento mundial y los cambios en el nivel del mar
afectaron el sur del continente americano, especialmente las condiciones
climaticas, geoldgicas y ecologicas de la zona central de nuestro pais, la
Regiéon Pampeana y Patagonia, lo que tuvo gran incidencia en las biotas.

En este trabajo de tesis se profundizé en forma inédita sobre la historia
filogeografica particular de dos especies de la familia Dasypodidae:
Chaetophractus villosus y Chaetophractus vellerosus, en funcion de la
variabilidad genética de las poblaciones en relacion al contexto geografico en el
que habitan actualmente lo que reveld aspectos demograficos y de distribuciéon
del pasado.

Para ello se analizaron secuencias parciales de la Region Control de
ADN mitocondrial principalmente a través de un Analisis de Clados Anidados.
Se utilizaron 76 peludos colectados en 20 localidades a lo largo de Argentina y
un hincapié especial fue puesto en las colectas de muestras en Tierra del
Fuego para determinar la relacion de la poblacion alli introducida con las
continentales. Por otro lado, se utilizaron secuencias de 30 pichis llorones
provenientes de 6 puntos del pais y, en este caso, un mayor esfuerzo fue
puesto en el muestreo del reducto costero disyunto de la Bahia Samborombdn.

Se persiguid inferir si las poblaciones muestran sefiales de
estructuracién genética y si existieron procesos histéricos o recurrentes
que pudieran explicar dicha estructuracién para cotejarlos con la
informacion acerca de la evolucidn climatica cuaternaria y explicar la
distribucion actual de las secuencias de ADNmt. Ademas, hallar las areas

de distribucidon ancestral mas probables de las especies y que relacion
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guardan éstas con el registro fésil, los patrones de expansion de las
especies a lo largo de su distribucion y posibles causas de la distribucion
disyunta de Chaetophractus vellerosus para cotejarlas con hipotesis

previas.

Hipétesis de trabajo: “Los individuos de las especies
Chaetophractus villosus y Chaetophractus vellerosus se dispersaron
hasta su distribucion actual de acuerdo con la expansion de las zonas
semidesérticas a desérticas e independientemente de los gradientes de

temperatura”.

Como conclusiones para destacar en el caso de Chaetophractus
villosus puede mencionarse que la poblacion presenta un patron general
de expansién contigua del rango de distribucion, que el area pre-
expansiva de la especie se localiza en el centro de Argentina y que ésta
es la zona donde se distribuye el linaje posiblemente mas antiguo.
Asimismo, que la expansion del rango de distribucion de la especie
ocurrié hacia el Este y el Noroeste en la Region Pampeana y fuertemente
hacia el Sur, ocupando toda la Patagonia y Tierra del Fuego
recientemente (en este ultimo caso introducida por el hombre). Que
dichos procesos de expansién en la Regién Pampeana y la Patagonia no
parecen haber sido simultaneos y que ésta especie presenta baja
vagilidad.

En el caso de Chaetophractus vellerosus, el andlisis de

clados anidados reveld que el haplotipo ancestral proviene de la
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zona de Tucuman y por la gran variabilidad hallada entre los
individuos de dicha zona, ella parece una potencial candidata a ser
(o en todo caso formar parte) del area de origen de la especie. La
poblacion del pichi llorén parece mostrar una expansion del rango de
distribucion desde su area central, hacia la costa bonaerense. Al
menos parecen haber habido dos eventos de expansion de la
poblacién de Chaetophractus vellerosus que llegaron hasta el Este
de la provincia de Buenos Aires, una hace unos 0,8 Ma y otra mucho
mas reciente, que dio lugar a la poblacion que actualmente habita la
zona. Esta ultima expansion probablemente fue una colonizaciéon a
larga distancia muy reciente mediante unos pocos individuos (lo que
constituye un cuello de botella) y es posible que haya llegado por el
norte de la provincia de Buenos Aires, durante un periodo mas arido,
a través de una franja de espinal que llega hasta la Bahia
Samborombén.

El cambio climatico del Pleistoceno tardio — Holoceno temprano
probablemente retrajo la distribuciéon de la especie hacia el interior
del actual territorio argentino y segun todo lo antedicho, el pichi
llorén es una especie que tiene la capacidad de expandir y retraer su
distribucién, como lo demuestra el registro fésil y la nula variabilidad

que actualmente presenta la poblacion de la costa bonaerense.
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1.1. GRUPO DE ESTUDIO: EL ORDEN, LA FAMILIA, EL

GENERO
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1.1.1. El orden Xenarthra

Los Xenarthra son uno de los grupos de mamiferos mas
peculiares y caracteristicos de la Region Neotropical. Su evolucién
seguramente estuvo ligada a la historia geoldgica de Sudamérica y
han sido considerados representantes del stock inicial de mamiferos
en dicho continente (Patterson y Pascual, 1972). Los estudios
paleontoldgicos sobre el orden datan de mediados del S. XVIlI
cuando G. Cuvier (1758) describié el primer mamifero fésil de
América del Sur, al que denomind Megatherium americanum.
Durante el S. XIX y primera mitad del S. XX, se desarrollan mas
intensamente con los trabajos que conforman gran parte de la obra
de G. Burmeister, F. Ameghino, L. Kraglievich y R. Hoffstetter, entre
otros.

Basicamente, se reconoce que el grupo posee una serie de
caracteristicas de orden anatémico y fisioldgico interpretadas como
muy primitivas para los mamiferos euterios, al punto que se los ha
considerado como una cohorte aparte: los Paratheria (Thomas,
1887; Carlini et al., 1994 y bibliografia alli citada). De esta supuesta
configuracion primitiva, ya destacada por Ameghino (1906, 1908), se
especuld que la presencia de los xenarthros en el registro fosil
sudamericano debié haber sido muy temprana. Sin embargo, hasta
el momento, las exploraciones realizadas en unidades portadoras de
mamiferos del Cretacico-Paleoceno temprano-medio no han

revelado la presencia de xenarthros y si se presentan como un
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grupo diverso y bien representado solo a partir del Eoceno para los
Cingulata y del Oligoceno para los Phyllophaga (Carlini et al. 2002
a,b,c, 2004 ; Carlini y Scillato Yané, 2004).

En los ultimos afos las colecciones se han enriquecido
notablemente, se han precisado los datos de procedencia geografica
y estratigrafica, se han formalizado las diagnosis de muchos taxones
y se han realizado analisis filogenéticos que llevaron a un mejor
entendimiento de estos mamiferos (e.g. Gaudin, 1995, 2003; Carlini
y Scillato Yané, 2004). Sin embargo, aun existen muchos
interrogantes en torno al origen y evolucién de los principales linajes
del grupo. Esta incognita se extiende tanto a sus centros de
dispersion, como a cual o cudles fueron los linajes basales o
ancestrales (Carlini y Scillato Yané, 2004). Particularmente, estas
cuestiones resultan importantes para determinar el origen y
comprender la evolucion de las formas vivientes.

En la actualidad, el orden es considerado en si mismo uno de
los cuatro grandes clados de mamiferos placentarios. Sin embargo
su origen y relaciones con los restantes Eutheria siguen siendo
objeto de un debate aun no resuelto tanto desde un punto de vista
anatomico y paleontolégico (Rose y Emry, 1993; Carlini y Scillato
Yané, 1996; Gaudin, 1998, 2004) como también desde otro evolutivo
y molecular (Murphy et al., 2001; Kriegs et al., 2006; Nikolaev et al.,
2007).

La monofilia del orden clasica y tempranamente reconocida

(McKenna y Bell, 1997), ha sido apoyada por caracteres

10
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morfolégicos (Engelmann, 1985; Patterson et al., 1989, 1992; Rose y
Emry, 1993; Gaudin, 1999) y moleculares, asi como sus relaciones
internas (de Jong et al., 1985; van Dijk et al., 1999; Delsuc et al.,
2001). A pesar de ello, algunas de estas relaciones se encuentran
aun en discusion.

Xenarthra esta compuesto por unas treinta especies vivientes,
clasificadas en dos subdrdenes: 1. Cingulata, representado por la
familia Dasypodidae (armadillos) y 2. Pilosa, que comprende a
Vermilingua, representado por la familia Myrmecophagidae (osos
hormigueros y meleros) y Folivora, representado por las familias
Bradypodidae (perezosos de tres dedos) y Megalonychidae
(perezosos de dos dedos). Sin duda, esta diversidad especifica es
escasa si se considera que se han descrito mas de cuatrocientas
especies en el Cenozoico argentino (Scillato-Yané, 1980; Scillato-
Yané et al., 1995; Carlini y Scillato-Yané, 1999).

Histéricamente, Xenarthra es endémico de América del Sur y
Central, excepto por la reciente dispersion de Dasypus novemcinctus
en el sur de América del Norte luego de la emergencia del Istmo de
Panama entre los 3 y 2,5 Ma (Plioceno tardio y aun antes, en el
Mioceno, aunque fue un episodio breve).

La distribucion actual del orden abarca desde el centro-sur y sudeste
de Estados Unidos hasta el extremo sur de Sudamérica (Wetzel,
1985), incluyendo la Isla Grande de Tierra del Fuego donde fue

introducido afios atras (Poljak et al., 2007).

11
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A base de la sincronizacién entre eventos planetarios y
bioldgicos, Delsuc et al. (2004) han sugerido que los cambios
globales jugaron un rol crucial en la modelacién de la historia
evolutiva de los xenarthros actuales. Particularmente aquellos
eventos que tuvieron lugar en Sudamérica.

Los marcados periodos o pulsos de enfriamiento mundial
afectaron al sur del continente americano, y se desarrollaron
especialmente sobre la Cordillera de Los Andes vy la actual
Patagonia, en el sur de Argentina. Estos eventos afectaron al clima
de todo el continente y especialmente las condiciones climaticas,
geoldgicas y ecoldogicas de la zona central de nuestro pais, la
denominada Region Pampeana o Pampas, durante el Pleistoceno

(Tonni et al., 1999; Nabel et al., 2000; Rabassa et al., 2005).

1.1.2. La familia Dasypodidae

La sincronizacion entre eventos biolégicos y planetarios
sugiere que los cambios climaticos globales tuvieron un rol crucial en
la modelacién de la historia evolutiva de los Xenarthra vivientes.
Segun un reloj molecular aplicado por Delsuc et al. (2004), el punto
de divergencia entre los Cingulata y Pilosa se ubicaria alrededor de
los 65 Ma, durante fines del Cretacico, luego del aislamiento de
Sudamérica de otras masas continentales (Patterson y Pascual,

1972). Esto ocurrié casi simultdneamente con una diversificacion

12
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general del orden alrededor del limite Cretacico-Terciario, siendo los
dasipodidos el linaje mas antiguo y diverso.

La familia Dasypodidae es la mas extensamente representada
y la que reune a las aproximadamente 20 especies de armadillos
vivientes, (Wetzel, 1985; Wison y Reeder, 1993). De ellas, 13
especies se encuentran presentes en Argentina incluyendo a
Chaetophractus. villosus y Chaetophractus vellerosus. Los
dasypddidos se distribuyen desde el centro-sur de Estados Unidos
(Dasypus novemcinctus) hasta el Estrecho de Magallanes (Zaedyus
pichiy y Chaetophractus villosus) (Azize Atalah, 1975; Wetzel, 1985;
Wilson y Reeder, 1993).
Los armadillos poseen caracteristicas fisioldgicas que los distinguen
de otros mamiferos, en particular su temperatura corporal y tasa
metabdlica basal bajas en relacion a su masa (Mc Nab, 1979, 1980b,
1985). Por ello la temperatura ambiente tiene una gran incidencia

sobre su termorregulacion y sus habitos de vida (Roig, 1969, 1971).

1.1.3. El género Chaetophractus

Delsuc et al. (2004) a partir de un reloj molecular, propusieron
que los armadillos pertenecientes al género Chaetophractus
divirgieron de los otros géneros hace unos 6 Ma. Sin embargo, su
primer registro paleontoldgico consiste en placas asignadas a la

especie Chaetophractus villosus (peludo), provenientes de un estrato

13
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correspondiente a la Edad Mamifero Chapadmalalense (4 — 3,2 Ma.,
Plioceno tardio, Carlini y Scillato-Yané, 1996), sobre la costa
atlantica de la Regién Pampeana (Fig. 4), de la localidad de

Chapadmalal (Buenos Aires).

1.1.3.1. El peludo Chaetophractus villosus.

El peludo es endémico del sur de Sudamérica y posee una de
las distribuciones mas amplias entre las 20 especies de armadillos
actuales (Wetzel, 1982; Nowak, 1991; Redford y Eisenberg, 1992;
Wilson y Reeder, 1993). Dicha distribucién se extiende desde el
Gran Chaco de Bolivia y Paraguay hasta el sur de la provincia de
Santa Cruz en Argentina y en Chile hasta las provincias de Bio Bio y
Magallanes (Wetzel, 1985; Tamayo, 1973; Azize Atallah, 1975;
Wilson y Reeder, 1993). Recientemente se lo registré en el norte de
la Isla Grande de Tierra del Fuego, la region mas austral de ambos
paises (Figs.1y 4), donde fue introducido hace unos 25 afios (Poljak
et al., 2007).

La especie Chaetophractus villosus, habita una variedad de
ambientes con climas y recursos alimenticios diversos. Tanto sus
habitos fosoriales, que le permiten afrontar fluctuaciones de
temperatura ambiental (Mc Nab, 1979, 1985), como el poseer una
dieta poco especializada (Redford, 1985), le confieren una notable

capacidad adaptativa para habitar diferentes regiones, como

14
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claramente lo demuestra su distribucién. El hallazgo de esta especie
en la Isla Grande de Tierra del Fuego, un ambiente de temperatura
media anual mas baja (2 a 3 °C menos) que la de Santa Cruz (datos
de la Estaciéon Astrondmica Rio Grande, E.A.R.G, UNLP-CONICET),
el sitio continental mas austral de su distribucidn, es una prueba de
su plasticidad adaptativa. Deferrari et al. (2002) mencionan que
aparentemente no seria el clima un factor determinante para la
distribuciéon austral de Chaetophractus villosus sino la barrera de
agua que constituia el Estrecho de Magallanes, similar a lo que
ocurre con la ausencia de la especie en Uruguay debido a la barrera
representada por el estuario del Rio de la Plata.

Sin duda, ésta es una especie versatil que se distribuye en un
mosaico ambiental sumamente diverso y su hallazgo en el extremo
insular austral de Sudamérica plantea interrogantes relacionados
con su aislamiento geografico y reproductivo y con las estrategias
adaptativas en un ambiente modificado y en condiciones climaticas
extremas (ver el APENDICE de este capitulo). Su extraordinaria
tolerancia ambiental convierte a esta especie en un excelente
modelo de trabajo para esclarecer aspectos filo y biogeograficos y

vincularlos con los cambios climaticos ocurridos en los ultimos 5 Ma.

15
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1.1.3.2. El pichi lloréon Chaetophractus vellerosus

El pichi se distribuye desde el sudeste de Bolivia y noroeste
de Paraguay hasta el centro de Argentina. Actualmente su
presencia se registra en las provincias de Jujuy, Salta, Formosa,
Chaco, Catamarca, Tucuman, Santiago del Estero, San Juan, La
Rioja, Mendoza, San Luis, Cordoba, La Pampa y Buenos Aires.

En particular, Wetzel (1985) mencion6 la presencia de
Chaetophractus vellerosus en las provincias de Rio Negro y Santa
Cruz sobre la base de material de coleccion depositado en el
Museo de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia. Sin embargo,
la procedencia patagonica de dicho material es dudosa dado que
durante las ultimas décadas no fue verificada la presencia de esta
especie en dicha regién tanto directa como indirectamente. Por otra
parte, durante los viajes de campania y muestreos vinculados a
este trabajo de tesis como también a otros viajes de campo
realizados por el Co-Director, no se verific6 que Chaetophractus
vellerosus habitara en Patagonia. Por ende, esta especie posee
una distribucién menor a la de Chaetophractus villosus en territorio
argentino que no se extenderia mas al sur que las provincias de La
Pampa y Buenos Aires.

El pichi lloron presenta una distribucion disyunta, dado que
ésta se encuentra dividida en lo que llamaremos su distribucion
general (es decir la extensidbn mayor continua) por un lado, que

llega hasta el oeste de la provincia de Buenos Aires y por el otro,

16
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una franja costera sobre la Bahia Samborombdn también en dicha
provincia, ubicada aproximadamente a unos 400 a 500 km al Este
(Fig. 4), de preferencia sobre los cordones conchiles (Crespo,
1974; Carlini y Vizcaino, 1987). Con la finalidad de explicar esta
distribucion disyunta, Carlini y Vizcaino (1987) atribuyeron su
origen al cambio hacia condiciones climaticas mas humedas
ocurrido en la zona intermedia durante fines del Pleistoceno y parte
del Holoceno.

El pichi lloron esta mejor adaptado a la aridez por poseer
tubulos colectores mas largos (Greegor, 1975) y seria mas eficiente
al explotar zonas con climas mas aridos y suelos con gran
permeabilidad (Carlini y Vizcaino, 1987).

Al igual que el peludo, el pichi lloron presenta un cambio
estacional en su periodo de actividad entre el invierno y el verano,
siendo diurno durante el primero y nocturno durante el segundo
(Greegor, 1974, 1980b, 1985).

Estudios sobre su area del hogar (home range) sefalan que
el mismo abarca de 3,4 a 4,6 hectareas en ambientes de dunas
(Greegor, 1980b, 1985) y de 1 a 5,3 hectares en campos de
aprovechamiento basicamente ganadero, ubicados en la zona de
Pipinas, sobre la costa bonaerense (Glaz y Carlini, 1999). En
general, Chaetophractus vellerosus tiene una dieta carnivora-
omnivora (Redford, 1985) y presenta variaciones estacionales en la
composicién de su dieta de acuerdo a la disponibilidad de los

diferentes items alimentarios (Soibelzon et al., 2007).
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A pesar que dentro de la familia Dasypodidae existen estudios
filogenéticos moleculares a nivel genérico (Moller-Krull et al., 2007 y
referencias en ese trabajo), la historia evolutiva de esta especie no
ha sido estudiada en mayor profundidad. En la actualidad, el fésil
mas antiguo adjudicado al pichi llorén, proviene de un estrato que
aflora en el paraje Punta Hermengo, en la costa atlantica de la
provincia de Buenos, datado entre 0,9 y 0,78 Ma.y que corresponde
a la edad mamifero Ensenadense (2 a 0,5 Ma), Aires (Fig. 4 )
(Soibelzon et al., 2006 y referencias alli citadas).

Por lo expuesto, en este trabajo de tesis se profundiza en
forma inédita sobre la historia particular de esta especie en relacion

al contexto paleoclimatico y geografico en el que habita actualmente.
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1.2. EL ADN MITOCONDRIAL (ADNmt) DE MAMIFEROS
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1.21. La Regién Control como marcador
molecular. Elementos estructurales en Ila

secuencia.

El ADNmt animal se hereda por linea materna (Hutchinson,
1974) lo que significa que los haplotipos mitocondriales deberian ser
compartidos por todos los individuos dentro de un linaje materno,
s6lo en unas pocas especies se ha detectado su transmisién a
través del esperma (Anderson et al., 1995). El ADNmt es una
molécula circular que carece de histonas asociadas, lo que favorece
su alta tasa de mutacion y justifica su utilizacion a escala
microevolutiva. E| ADNmt de los vertebrados contiene normalmente
37 genes y una Region Control (RC) no codificante que contiene los
elementos regulatorios de la replicacion y transcripcion del genoma
mitocondrial (Saccone et al., 1987; Shisa et al.,, 1997). La tasa de
mutacidn general de esta region es la mas elevada de toda la
molécula (Avise, 2004).

La RC de los mamiferos tiene una longitud que varia entre
880 y 1400 pares de bases (pb), debido a la presencia de un nimero
variable de secuencias repetidas en tandem (VNTRs) generadas por
recombinacién intra o inter-molecular (Rand y Harrison, 1989) o lo
que mejor se conoce como “resbalamiento de cadena” durante la

replicacion (Levinson y Gutman, 1987). En particular, esta regién
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esta dividida en tres dominios: ETAS (Extended Termination
Associated Sequences), Dominio Central (DC) y CSB (Conserved
Sequence Blocks) (Saccone et al.,, 1987; Sbisa et al., 1997). Los
dominios ETAS y CSB poseen tasas de mutacién altas por lo que se
los denomina regiones hipervariables y han sido extensamente
utilizados en estudios de genética de poblaciones y filogeografia
como los reportados por Confalonieri et al. (1998), Matson y Baker
(2001), Reyes et al. (2003), Ducroz et al. (2005), Moraes-Barros et
al. (2006), Scataglini et al. (2006), Alberti et al. (2008) por mencionar
unos pocos.

El DC es conservado y ha sido probadamente util en estudios
entre taxa mas divergentes (Brown et al., 1986; Saccone et al., 1987,
1991; Douzery y Randi, 1997; Sbisa et al., 1997; Larissa et al.,
2002).

La RC, por su escasa longitud, por presentar tasas
evolutivas diferenciales en sus dominios y por la disponibilidad de
secuencias de gran cantidad de especies, representa un excelente
modelo para el estudio de las relaciones evolutivas. Esta
herramienta puede asi aplicarse en diferentes niveles de divergencia
entre los mamiferos y su andlisis posibilitd el estudio sistematico
molecular de regiones regulatorias ortélogas entre diferentes
especies (Brown et al., 1986; Saccone et al., 1987, 1991; Sbisa et
al., 1997).

En los mamiferos, los dominios hipervariables ETAS y CSB

incluyen en su secuencia segmentos conservados (ETAS 1, ETAS
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2, CSB 1, CSB 2 y CSB 3) capaces de formar estructuras en forma
de hoja de trébol, que resultan tipicas de los ARN de transferencia.
Sin embargo, si bien las funciones de estos elementos estan
basicamente vinculadas al control de la replicacion del ADNmt y la
transcripcion de sus genes, aun no han sido totalmente esclarecidas
(Brown et al., 1986; Saccone et al., 1987, 1991; Sbisa et al., 1997).

La informacion disponible actualmente sobre evolucion
molecular de armadillos es variada y hace referencia a secuencias
teloméricas repetitivas (TTAGGG), (Lizarralde et al., 2005), genes
mitocondriales como ND1, 12sRNA, 16sRNA (Cao et al.,1998;
Delsuc et al., 2001), o nucleares como VWF, ADRA2B, BRCA1
(Delsuc et al., 2001, 2002) y también a retroposones (Moller-Krull et
al., 2007), estudios que indudablemente han contribuido a clarificar
las relaciones intra-ordinales de los Xenarthra.

En este trabajo de tesis doctoral, se utiliza la secuencia de la
RC como herramienta para llevar adelante el estudio filogeografico
del género Chetophractus en Argentina y paralelamente, describir de

forma somera la estructura de dicha regién.
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1.3.1. Definicion y aplicaciones

La filogeografia, término acufiado originalmente por Avise et
al (1987), se define como “el estudio de los procesos historicos que
dan cuenta de la distribucién geografica contemporanea de los
individuos de una especie 0 de especies cercanamente
emparentadas a través del analisis de sus genealogias génicas”
(Avise, 2004). Definida de esta forma, la filogeografia, es una
disciplina que integra conceptos y metodologias como los que
provienen de la genética molecular, de poblaciones, sistematica
filogenética, demografia, paleontologia y etologia (Avise 1994,
2000).

La filogeografia se encuentra enmarcada por la Teoria de la
Coalescencia y su explosivo desarrollo ante la posibilidad de
identificar secuencias de ADN ancestrales constituye una nueva
interpretacion conceptual y empirica de los procesos microevolutivos
en la naturaleza, focalizados explicitamente en la historia de la
especie. En otras palabras, la consideracion del pasado
biogeografico diferencia a esta disciplina de la genética de
poblaciones, la cual basa su analisis en las medidas de similitud
genética (Roderick, 1996).

Por ende, el analisis de las genealogias génicas aplicado al
estudio de la evolucion a nivel poblacional, permite asi obtener

conclusiones acerca de procesos histéricos o recurrentes que
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causaron la distribucién particular de la variabilidad observada como
por ejemplo secuencias de colonizacion, diversificacion y extincion
de linajes en areas determinadas.

De acuerdo a lo expresado, el estudio de los patrones de
variacion genética y la construccion de arboles de genes
enmarcados en la geografia, han contribuido al entendimiento de la
estructura de las poblaciones y la divergencia de las especies.
Mediante este analisis se puede inferir el origen geografico de una
especie, es decir aquellas areas de distribucion original con gran
diversidad genética, y establecer las posibles rutas de colonizacién y
centros secundarios de dispersién (Lanteri y Confalonieri, 2003).

El crecimiento de los analisis filogeograficos fue explosivo y
abarca a la mayoria de los grupos animales incluido el Homo
sapiens (Avise, 1998, 2000). Cabe destacar estudios sobre lugar de
origen y vias de dispersién de plagas agricolas o especies que han
colonizado archipiélagos volcanicos (Roderick y Gillespie, 1998,
Confalonieri et al., 2000), de estructuracion poblacional (Osentoski y
Lamb, 1995), de tipos de especiacion que explican la co-ocurrencia
de morfotipos diferentes (Bernatchez y Dodson, 1990), de
reconocimiento de poblaciones en riesgo de extincion (Avise, 1989,
1996; Moritz, 1994 a, b) y los estudios de filogeografia comparada,
que permiten ponderar la influencia de la dispersion y la vicarianza
en la evolucion de especies co-distribuidas (Bermingham et al.,

1997; Cunningham y Collins, 1998).
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1.3.2. Teoria de la Coalescencia

A lo largo de las sucesivas generaciones en una poblaciéon de
tamafno constante y en forma permanente surgen nuevos alelos por
mutacidén, mientras que otros, asumiendo su neutralidad, se pierden
por deriva genética. De esta manera, todos los alelos de un gen en
una determinada generacion derivan de un unico alelo ancestral o
dicho de otra forma, “coalescen” hacia uno unico.

La coalescencia es basicamente un modelo de separacion de
linajes y deriva génica que se retrotrae en el tiempo, hasta un
ancestro comun (Harding, 1996). El “tiempo de coalescencia” puede
verse afectado por diversos procesos que operan a nivel
poblacional, como por ejemplo fluctuaciones en el tamafio de las
poblaciones, existencia de seleccion natural o variaciones en el flujo
genico.

La Teoria de la Coalescencia enunciada por Kingman (1982)
y luego refinada por Hudson (1990), provee un marco conceptual
para el estudio de los procesos que influyeron histéricamente sobre
las poblaciones y que dieron lugar a la distribucion actual de su
variabilidad genética. Contempla el tratamiento matematico y
estadistico formal de las genealogias génicas, dentro y entre
especies proximas (Felsenstein, 1971; Griffiths, 1980). Se aparta de
la teoria de genética de poblaciones tradicional, pues se basa en la

teoria neutralista (Kimura y Ohta, 1969; Kimura, 1980). Considera
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que las mutaciones neutras se acumulan a lo largo de las ramas de
los arboles (o filogramas) que representan las genealogias génicas.

La formulacion de la coalescencia para herencias
matrilineales fue desarrollada por Avise et al. (1988) a partir de una
planteada por Tajima (1983) para arboles de genes nucleares bajo
seleccién neutral. Las genealogias matrilineales serian analogas a
las genealogias patrilineales que se obtienen a partir de genes del
cromosoma Y de los mamiferos o a la herencia de los apellidos en la
mayoria de las sociedades humanas. Las formulaciones
mencionadas permiten calcular las probabilidades para los tiempos
de coalescencia de pares de linajes y de conjuntos de linajes.
Asimismo, dado que en el proceso de coalescencia influyen de un
modo determinante factores demograficos poblacionales y la
dindamica de los procesos de extincién y recolonizacién, se han
analizado distintos modelos de estructura metapoblacional (Griffiths
y Tavaré, 1997).

Las metodologias tradicionales de la genética de poblaciones
no consideran los factores histéricos cuando estiman el flujo génico
intra e interpoblacional. Los estudios filogeograficos, en cambio,
permiten identificar patrones que sefalan la existencia de barreras
antiguas al flujo génico (Roderick, 1996; Avise, 2000) y tienen en
cuenta el flujo génico histérico y la fragmentacion poblacional en un
contexto filogenético. Por ejemplo, cuando se interrumpe el flujo
génico entre dos poblaciones, éstas comenzaran a diferenciarse

genéticamente hasta que todos los alelos de cada poblacién lleguen
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a tener un ancestro comun mas cercano entre si, que con los alelos
de la otra poblacién. A este estado se lo denomina ‘monofilia
reciproca’ y ocurre luego que los alelos han transitado por estados
previos de parafiletismo y polifiletismo (Avise, 2000). Por lo tanto, si
se hacen inferencias sobre el pasado histérico de las poblaciones
cuando éstas todavia no alcanzaron el estado de monofilia, es
posible hallar todavia variacion alélica ancestral, que puede ser
interpretada errbneamente  como debida a flujo génico

interpoblacional (Schaal y Olsen, 2000).

1.3.3. Analisis de Clados Anidados (Nested Clade

Analysis) o NCA.

Inicialmente en la filogeografia, las inferencias bioldgicas de la
dindmica de las poblaciones surgian de la superposicién visual de
las genealogias génicas sobre la geografia. Los investigadores
concluyeron que este método podia resultar peligroso por no incluir
evaluaciones de la significacion estadistica ni del muestreo de las
localidades para distinguir entre las causas potenciales de la
asociacion entre la genealogia y la geografia (Templeton 1998). Asi
es como Templeton et al. (1995) adaptaron una metodologia de
analisis de la varianza “anidado” que denominaron Analisis de
Clados Anidados (Nested Clade Analysis — NCA). El punto de

partida es un arbol de haplotipos mitocondriales y el NCA es una
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herramienta que permite estudiar separadamente, la estructura
poblacional de su historia. A través del mismo, es posible tener una
medida estadistica objetiva que ponga a prueba la hipotesis nula de
no asociacion geografica entre la variabilidad genética y geografica e
interpretar los patrones estadisticamente significativos con criterios
que incluyen una evaluacion del muestreo.

Los estudios filogeograficos se enfocan principalmente en una
especie, es decir en la relacion entre individuos, y abordan el analisis
a través de marcadores de herencia uniparental lo cual evita una
reticulacion de dichas relaciones que imposibilitaria la clara
identificacion de la correspondencia entre un linaje y su distribucién
en el tiempo y el espacio. En las poblaciones naturales los
haplotipos generalmente existen como un grupo de copias y cuando
una de ellas muta a otro haplotipo nuevo, es poco probable que las
demas lo hagan o se extingan simultdneamente. De esta forma, los
haplotipos ancestrales coexisten con los mas jévenes y ambos
pueden ser muestreados. Entonces, es posible que un solo haplotipo
dé origen a muchos haplotipos descendientes diferentes por lo que
se producen multifurcaciones en las relaciones, las cuales son
representadas mediante el uso de redes que permiten incorporar
predicciones al andlisis filogeografico en base a la teoria de la
coalescencia.

Algunas de estas predicciones son las siguientes: (ver Watterson,

1985; Donelly y Tavaré 1986; Excoffier y Langaney, 1989)
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Los alelos mas antiguos tienen una mayor frecuencia de aparicion
en las localidades y se ubican en una posicion interior en la red por
lo que tendran mas de una conexion mutacional. Los haplotipos
jovenes por el contrario, se ubicaran en una posicion periférica o
terminal.

Los haplotipos mas antiguos generalmente estardn mas
ampliamente distribuidos porque tuvieron mas tiempo para hacerlo.

Los haplotipos raros se uniran con mayor probabilidad a haplotipos
comunes que a otros raros.

Los haplotipos raros se conectaran con otros haplotipos de su
misma poblacién antes que con haplotipos de poblaciones

diferentes.

Una vez obtenida la red de haplotipos, esta se convierte en una
serie de conjuntos (clados), dentro de otros conjuntos (anidamiento),
siguiendo las reglas de Templeton et al. (1987) y Templeton y Sing
(1993), como se puede observar en la Figs. 3 y 6. Luego, el disefo
de clados anidados es somentido a una prueba estadistica de
asociacion geografica que consiste en un analisis de contingencia
permutacional en el que las variables son los clados dentro de cada
nido versus las localidades de muestreo (coordenadas geogréficas),
cuya hipotesis nula es la no existencia de asociacion entre las

variantes genéticas y geograficas.
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1.4 EVOLUCION GEOLOGICA Y PALEOCLIMATICA DEL

SUR DE SUDAMERICA DURANTE LOS ULTIMOS 5 Ma.
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1.4.1. Los ultimos 5 millones de anos (Ma).

Delsuc et al. (2004) basados en la sincronozacion existente
entre los eventos planetarios y biolégicos, han sugerido que los
cambios globales jugaron un rol crucial modelando la historia
evolutiva de los Xenarthra vivientes, en particular aquellos cambios
que ocurrieron en Sudamérica.

Los periodos glaciarios planetarios afectaron fuertemente al
sur de dicho continente, desarrollandose especialmente sobre la
Cordillera de Los Andes y la actual Patagonia en el sur de Argentina
y Chile. Estos eventos afectaron al clima de toda la region y
especialmente las condiciones climaticas, geoldgicas y ecoldgicas
de la zona central de Argentina, la,Regibn Pampeana o Pampas,
durante el Pleistoceno (Tonni et al.,, 1999; Nabel et al., 2000;
Rabassa et al., 2005).

El planeta Tierra sufrié profundos cambios climaticos durante
el Cenozoico, especialmente a partir del Mioceno. Estos hechos se
relacionan con varias causas, como cambios de parametros
astrondmicos del planeta (excentricidad de su érbita y oblicuidad de
su eje), modificaciones en la composicion de la atmosfera y
movimiento de las placas tectonicas (Rabassa et al., 2005) entre
otras que por supuesto, afectaron también a las regiones mas
australes de Sudamérica (Ruddiman et al., 1986; Opdyke et al.,

1995).
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1.4.1.1. Plioceno

Cuando las grandes ingresiones marinas que formaron el
“‘Mar Paranense” y el “Mar Amazénico” durante el Mioceno (Pascual
et al., 1996) se retiraron, dieron lugar al desarrollo de extensas
praderas que se extendieron desde el norte de Patagonia hacia el
norte, a lo largo del resto de Sudamérica (Fig.1). La formacion de
estos nuevos ambientes ademas tuvo relacion con el elevamiento de
los Andes durante la Fase Quechua (14 - 10 Ma) (Yrigoyen, 1979).
Estas praderas alcanzaron su plenitud durante el Plioceno (5.32 -
1.81 Ma), lo que se ha denominado “The Age of Southern Plains” o
la Edad de las Planicies del Sur (Pascual y Bondesio, 1982; Pascual
et al., 1996; Ortiz-Jaureguizar, 1998). Durante la misma fase
diastrofica, el ascenso progresivo de la Cordillera de los Andes en su
porcion mas austral, fue conformando una barrera para los vientos
huamedos y lluvias provenientes del Pacifico, dando Ilugar al
comienzo de la diferenciacion de las actuales subregiones
biogeograficas Subantartica y Patagonia (Pascual et al., 1996).

La reduccién de las extensas planicies mencionadas esta
correlacionada con una nueva fase diastrofica de los Andes, la Fase
Diaguita (Yrigoyen, 1979), durante la cual se elevd la Cordillera
Central de Argentina y Chile, los sistemas orograficos de la Puna y
las Sierras Pampeanas ubicados hacia el este y la Regién
Mesopotamica (Ortiz-Jaureguizar y Cladera, 2006). Esto tuvo gran

incidencia ecoldgica, generando ambientes extremadamente xéricos
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durante el Plioceno tardio debido al impedimento del paso de lluvias
y vientos humedos a los valles ubicados entre la Cordillera Central y
las Sierras Pampeanas y a la gran elevaciéon de la Puna (Pascual et
al., 1996; Alberdi et al., 1997; Kleinert y Strecker, 2001). Estas
caracteristicas de aridez persisten aun hoy en ambas regiones.

La formacién del Istmo de Panama durante el Plioceno tardio
(3 a 2,5 Ma) (Webb, 1985; Graham, 1992; Coates, 2003), detuvo la
circulacién marina entre los océanos Pacifico y Atlantico y facilité la
formacion de la masa de hielo artica (Shackleton et al., 1984;
Coates, 2003). Segun la aparicién en el registro fosil de especies
migrantes en ambas Ameéricas (Pascual et al., 1985) y estudios
geoldgicos en el Caribe (Coates y Obando, 1996) el proceso de
formacion del istmo fue gradual. Los primeros inmigrantes llegaron a
Sudamérica durante la Edad de las Planicies del Sur (Mioceno tardio
- Plioceno tardio) cuando predominaban los ambientes con
estacionalidad en las lluvias, similares a la actual provincia
fitogeografica del Chaco (segun Cabrera y Willink, 1980) pero algo
mas calidos.
Al mismo tiempo la Corriente Circumpolar Antartica se establecid
definitivamente y en Patagonia, las glaciaciones mas grandes se
registraron alrededor de los 2,3 Ma (Moérner y Sylwan, 1989) y sus
consecuencias fueron climas mas frios que los del Mioceno tardio,
con estacionalidad mas marcada y mayor subdivision de ambientes
(Pascual et al., 1996; Potts, 1996). Stuessy et al. (1996) y Dowsett et

al. (1999) proponen que bajo estas condiciones generales, el sur de
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Sudamérica estaba dominado por praderas, estepas y arbustales,
con pequenos parches de bosques humedos restringidos a la costa
de Brasil, bosque montano en el centro norte de Argentina,
Paraguay y este de Bolivia y bosque templado en el sudoeste de
Patagonia. Webb (1978) y Pascual et al. (1996) proponen la
presencia de bosques en galeria siguiendo el curso de los rios
principalmente del noreste de Sudamaerica. La hipétesis del dominio
de las praderas como bioma principal esta apoyada ademas por el
dominio de especies pastadoras entre los mamiferos fosiles del

Plioceno temprano (Ortiz-Jaureguizar y Cladera, 2006).

1.4.1.1.1. El Plioceno en Argentina

El Plioceno en Argentina se encuentra dividido en tres edades
principales.
La edad "Montehermorense" comprende un lapso intermedio entre el
Mioceno tardio y el Plioceno temprano. Tiene una antigiedad entre 6
y 4 millones de anos y los depdsitos sedimentarios en la que se
encuentra representada afloran a unos 15 kildbmetros al sur de la
localidad de Pehuen-co, Provincia de Buenos Aires, Argentina.
La edad "Chapadmalalense" es tal vez la mas importante del
Plioceno por la abundancia de restos fosiles y evidencias
ambientales. Tiene entre 4 y 3,2 millones de afios y corresponden a

sedimentos aflorantes en el litoral maritimo pampeano, ubicados
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entre la ciudad de Mar del Plata y Miramar, Provincia de Buenos
Aires.

Recientemente se incluyo la edad "Marplatense", la cual se
encuentra dividida en tres sub-edades (Sanandresense, Vorohuense
y Barrancalobense) que tienen una antiguedad aproximada de 3,2 a
1,9 millones de afos, ubicadas principalmente al sur de la ciudad de
Mar del Plata.

Desde el final del Plioceno comenzé el "Gran Intercambio Bidtico
Americano", fendbmeno que afect6 al 80 % de Ilas especies
endémicas y autdctonas del sur sudamericano. Se produjo un
evidente desplazamiento de distintos grupos de vertebrados hacia
condiciones mas favorables existentes al norte de Patagonia. Existio
un gradiente decreciente de humedad en direccion al oeste y, como
ya se menciono, se desarrollaron las llanuras con extensas praderas
bajo un clima templado - calido y humedo. Posteriormente, al
elevarse las Sierras Pampeanas se produjo una "sombra de lluvias"
al este, lo que favoreci6 la desertizacion de las areas sub-andinas.
Este periodo coincide con un deterioro en el clima, con un
enfriamiento a nivel global, glaciaciones, un aumento en el gradiente
térmico latitudinal, y un descenso en el nivel del mar, lo que provoco

un cambio en la biodiversidad (http://www.grupopaleo.com.ar/

miramarprehistorica y referencias alli citadas).
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1.4.1.2. Pleistoceno

Los cambios climaticos durante el Pleistoceno (1.81— 0.01 Ma)
se desarrollaron con una mayor amplitud y frecuencia que los
pliocénicos. Los registros geoldgicos y bidticos del Terciario
muestran largos periodos de uniformidad en las condiciones
ambientales, esporadicamente interrumpidos por periodos
geoldgicos cortos pero muy disruptivos, que causaron cambios
drasticos en la composicidon taxonémica y ecoldgica de las biotas a
través de procesos como cladogénesis, extincion y migracion.

Por otro lado, los cambios climaticos mas frecuentes vy
paulatinos durante el Cuaternario tuvieron efectos de caracter mas
bien corolégico, expandiendo o contrayendo el area de distribucién
de los taxa, comunidades y biomas (Ortiz-Jaureguizar, 1986;
Pascual y Ortiz-Jaureguizar, 1990; Pascual et al., 1996).

Especificamente, las glaciaciones durante el Pleistoceno en
Sudameérica fueron fundamentales en la modelacién de los biomas,
en funcion del avance y retirada de los glaciares y la correlacion de
esta dinamica con los cambios en el nivel del mar, climaticos y por
supuesto ambientales. Esto causd la retraccion y expansion en
alternancia de sabanas y estepas aridas y bosques tropicales y
subtropicales mas humedos (Marshall y Cifelli, 1990).

Durante los periodos interglaciarios con un concomitante
aumento de la humedad, mientras los bosques se expandieron los

ambientes abiertos como las sabanas y estepas se fragmentaron
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Fig. 1.1: Ingresiones marinas en Sudamérica que formaron los mares Amazonico y Paranense

durante el Mioceno (extraido y modificado de Ortiz Jaureguizar y Cladera 2006).
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reduciendo sus areas de distribucion, volviendo a interconectarse
durante los periodos de avance glaciario mas secos y frios (Kalin -
Arroyo et al., 1988). El patron ciclico evidenciado por los avances y
retrocesos glaciarios dio como resultado el provincialismo que
caracterizd a las biotas sudamericanas desde el Pleistoceno
temprano hasta hoy (Ortiz-Jaureguizar y Cladera, 2006).

El escenario dinamico fue favorable por momentos para algunos
organismos como asi también fue la causa del aumento de la tasa
de extincion de otros (Marshall y Cifelli, 1990). Un ejemplo de ello lo
fue el desarrollo de una sabana a modo de corredor norte-sur a lo
largo del este de los Andes, que se extendié desde el sur del actual
territorio argentino hasta las praderas de Colombia, llegando incluso
hasta el sudeste de América del Norte a través del Itsmo de
Panama, actuando como una gran via de dispersién de plantas y
animales (Webb, 1978; Marshall, 1985).

Un segundo corredor caracterizado por ambientes mésicos y mas
cerrados se extendio a lo largo del este de Sudameérica, incluyendo
algunas areas costeras, también fue utilizado como via de dispersion
(Sanchez et al., 2004).

Otro factor que afectd profundamente la situaciéon de los biomas
sudamericanos durante el Pleistoceno temprano fue el arribo masivo
a través del Istmo de Panama, de especies provenientes de América
del Norte durante lo que se ha denominado el Gran Intercambio
Bidtico Americano (Pascual, 1970; Marshall y Cifelli, 1990; Pascual y

Ortiz-Jaureguizar, 1990; Pascual et al., 1996). Durante este periodo,
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la composicion de la fauna sudamericana fue mas variable
regionalmente que en periodos anteriores debido a la
heterogeneidad de habitats y altitud (Marshall y Sempere, 1993).

Los pastadores dominaron durante el Pleistoceno temprano en
el sur de Sudamérica, seguidos por pastadores-ramoneadores y
carnivoros, mientras que las especies netamente ramoneadoras
eran poco diversas. (Ortiz-Jaureguizar y Cladera, 2006). Las
praderas y estepas estaban bien extendidas (Tonni et al., 1992;
Pascual et al., 1996) y las formaciones arbdéreas se encontraban
restringidos al curso de los rios en areas del centro y oeste pero
sobre todo en la Mesopotamia argentina (Carlini et al., 2004). Esta
composicién faunistica y floristica se mantuvo hasta el Plioceno
tardio, con una pequefa disminucion de la diversidad de pastadores.

El registro fosil del Pleistoceno temprano de la regién
pampeana evidencia un clima arido a semi-arido con lapsos de
condiciones algo mas humedas (Tonni y Fidalgo, 1982; Tonni et al.,
1992; Tonni y Cione, 1995). Desde el centro norte de Argentina
hasta el sudeste de Bolivia, las condiciones climaticas fueron
similares, con temperaturas en aumento desde el sur hacia el norte
(Carlini et al., 2004; Zurita et al., 2004). Condiciones climaticas de
frio y aridez predominaron durante el Pleistoceno tardio en
Patagonia desde los Andes hasta la costa atlantica, con cortos
intervalos mas humedos y temperaturas mas elevadas. Estos
intervalos explicarian la presencia de milodontes y jaguares en el

registro fésil del sur de esta region (Pascual et al., 2002). Uno de los
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hechos mas sobresalientes durante el Pleistoceno tardio- Holoceno
temprano, fue la casi completa extincion de los mega-mamiferos,
especialmente en América y Australia (Nieto et al., 2005). Esto ha
sido atribuido a diversas causas como por ejemplo cambios
climaticos (Owen-Smith, 1997; Vivo y Carmignotto, 2004), presiéon de
caza por los humanos (Martin, 1984) y una combinacién de ambos

(Politis et al., 1995; Cione et al., 2003).

1.4.1.2.1. Las glaciaciones pleistocenas en Patagonia

Entre 1,168 y 1,016 Ma. (Pleistoceno temprano) se desarroll6 la
Gran Glaciacion Patagonica, luego se sucedieron entre 14 y 16
ciclos geoclimaticos con alternancia de fases frias
(glaciales/estadiales) y calidas (interglaciales/interestadiales) hasta
finales del Pleistoceno. Algunos de estos ciclos se dieron durante la
Ultima Glaciacién, cuyo maximo (Ultimo Maximo Glacial o Last
Glacial Maximum) fue entre 25000 y 16000 afios antes del presente
(AP), durante el Pleistoceno tardio (Rabassa et al., 2005). Mas tarde,
entre 15000 y 10000 afios AP, tuvieron lugar dos reavances que
fueron de gran influencia climatica local en las regiones Pampeana y
Patagonica. Segun un modelo de tal ciclicidad como este, el
intercambio faunistico regional se dio unas 14 veces desde la Gran

Glaciacion Patagonica y unas 50 veces desde el Plioceno temprano,
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procesos de extrema importancia para ser considerados en un
analisis biogeografico.

Durante cada glaciacion, la mayor parte de la region
pampenana tuvo un clima mas frio y seco que el actual (similar al del
noreste de la Patagonia) (Tonni y Hidalgo, 1978; Clapperton, 1993 a,
b). Debido a una disminucion de unos 120 metros en el nivel del mar
durante el Ultimo Maximo Glacial, el este del sur de Sudamérica se
extendi6 300 km o mas en algunas latitudes (Caldenius, 1932;
Clapperton, 1993 a,b). En las regiones Pampeana y Andina, el clima
fue arido y frio y en el centro del pais se extendieron las dunas, el
loess y la vegetacion de desierto (Clapperton, 1993 b; Bonadonna et
al., 1995, Tonni et al., 1999; Rabassa et al., 2005). El clima, aunque
mas moderado en el sudeste de Brasil y Uruguay, también fue mas
frio y seco que el actual y los bosques fueron dando lugar a
formaciones abiertas como las sabanas, luego estepas, vegetacion
xerofitica y arbustos espinosos (Markgraf, 1989; Turq et al., 1997).

Como se menciond, durante este periodo el nivel del mar fue
bajando y a los 18.000 afios AP aproximadamente lleg6 a estar 120
metros por debajo del actual, comenzando a subir a los 13.000 afios
AP. Se llega al nivel actual a los 6000 afios AP (Clapperton, 1993
a,b).

La retirada de los glaciares comenz6 alrededor de los 14000
anos (Lowell et al.,, 1995) y este derretimiento y el aumento de las

nevadas en la zona cordillerana incrementaron la descarga de los
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rios (Zarate, 2002), lo que generd extensos ambientes lacustres en

la regidn de Cuyo (Gonzalez, 1994; Rodriguez y Barton, 1993).

1.4.1.3. Holoceno

El Holoceno comprende los ultimos Ca 10 Ka (Fidalgo, 1983;
International Stratigraphic Chart: www.stratigraphy.org/chus.pdf),
periodo que sucedié a la ultima glaciacion (Pleistoceno tardio).
Durante dicho lapso, el nivel del mar aumenté significativamente
debido al derretimiento de los hielos a nivel planetario, lo que
modificd la configuracion general de la superficie terrestre expuesta
(Isla 1989). Este periodo se caracterizé por un aumento general de
la temperatura, con su maximo durante el Holoceno medio y una
marcada aridez interrumpida por lluvias cuya frecuencia e intensidad
variaron local o regionalmente, tal como sucede en la actualidad.
Grim et al. (2001) sostienen que todos los indicadores climaticos en
Sudamérica sugieren aridez y temperaturas elevadas entre los 7800
y 4300 afios AP (Holoceno medio), excepto algunos registros en
latitudes medias que indican una tendencia hacia climas templados.
Markgraf (1989), Clapperton (19939 y Schabitz (1994) proponen que
estas condiciones de aridez general parecen haber sido algo menos
intensas en Sudamérica, moduladas en parte por los efectos de la
corriente de EI Nifo. Entre los 7600 y 6000 anos AP, las

temperaturas alcanzaron los valores maximos, por lo cual se ha
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denominado a este periodo como el “optimum climaticum”

holocénico (Clapperton 1993 a, b, Budyka, 1994).

1.4.1.3.1. Temprano (11000 — 8000 afios AP)

Este periodo se caracterizd por ser frio y humedo con
temperaturas en paulatino ascenso (Roth y Lorscheitter, 1989). La
retirada de los glaciares del Pleistoceno tardio dio lugar a praderas
que luego fueron reemplazadas por vegetacion propia de climas mas
secos (Behling, 1998) lo que indica que la humedad, sobre el final
del Holoceno temprano, fue menor que la actual.

Hacia los 10.500 afios AP una fase lacustre humeda se
desarrollé en los Andes del sur (Grosjean, 1994) y al mismo tiempo
la humedad se elevo en las tierras bajas amazdnicas, lo que provoco
el aumento de las precipitaciones (Sylvestre et al., 1999; Baker et al.,
2001). En el noroeste argentino, la composicion polinica de los
sedimentos correspondientes a este periodo en la Puna, también
indican un aumento de la humedad y disminucidn de la temperatura
(Markgraf, 1985; Lupo, 1998).

La vegetacion dominante fue la pradera, que se desarrollé al
retirarse los glaciares. Comienza a darse una ciclicidad anual con
un periodo seco de unos tres meses y las praderas glaciarias fueron
reemplazadas por bosques semideciduos en regiones con periodos

secos cortos y vegetacion tipo cerrado en regiones con periodos
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secos mas prolongados (Behling, 1998). Esto también afecté a la
region central del actual territorio argentino. En formaciones
sedimentarias del centro de la provincia de Buenos Aires que
corresponden al periodo 10.000 — 3000 afios AP, las especies de
mamiferos fosiles halladas se asocian con condiciones climaticas
secas y aridas y a ambientes de dunas y loess. Estos mamiferos
pertenecen actualmente a los dominios Patagdnico (monte y estepa)
y al Central (espinal) (Tonni et al., 1999). En la zona del centro-
oeste, en la transicion Pleistoceno — Holoceno, entre los 12000 y
8500 anos AP, las dominantes precipitaciones invernales
comenzaron a disminuir y a aumentar las estivales. También hubo
un marcado aumento de la temperatura que provoco la evaporacion
de numerosos lagos a lo largo del este de la Region Andina
(Markgraf, 1983).

En el noreste de Patagonia se desarroll6 una estepa halofitica
ya durante el Pleistoceno tardio, que perduré hasta el Holoceno
temprano - medio. Esto evidencia condiciones climaticas aridas a
semiaridas durante este periodo (Quattrocchio et al., 1993, Schabitz,
1994). Iriondo y Garcia (1993) proponen que estas condiciones
fueron extensivas hasta 750 km mas hacia el noreste aun, lo que
corresponde al sudeste de la actual provincia de Buenos Aires, en

un periodo similar (Pleistoceno tardio — 8500 afos AP).

1.4.1.3.2. Medio (8000 — 4000 afios AP).
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El aumento de la temperatura y las variaciones del nivel del
mar son los principales factores que afectaron al clima de este
periodo (Mancini et al., 2005). Las condiciones climaticas generales
durante el Holoceno medio pueden caracterizarse como aridas a
semiaridas y las temperaturas alcanzaron su punto maximo en lo
que se denomina el “optimun climaticum”, que se dio entre los 7600
y 6000 afios AP (Clapperton, 1993b).

El mar alcanz6é su maximo nivel durante este periodo (Grill y
Quatrocchio, 1996, Stutz et al., 1999). La aridez o semi-aridez
estuvo interrumpida por tormentas episddicas y de caracter regional,
lo que resultd en la concentracion de los recursos en los
denominados “refugios ecoldgicos” propuestos por Grosjean et al.
(1997) y Yacobaccio (1998). Durante el Holoceno medio se
extinguen las Ultimas especies de grandes mamiferos
sudamericanos, probablemente por la reduccion de las areas de
sabana (de Vivo y Carmignotto, 2004).

Estudios en el lago Titicaca coinciden en que entre los 6500 a
5200 afios AP fue un periodo de extrema aridez, con una
disminucion de 85 metros respecto del nivel actual del lago, siendo
el registro mas bajo de los ultimos 25000 afios (Thompson et al.,
1995). En la composicion vegetal del noroeste argentino, entre los
8000 y 6000 afios AP comenzaron a disminuir los pastizales y las

hierbas y a aumentar los componentes de estepa (Markgraf, 1985;
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Lupo, 1998). Alrededor de los 4500 afos AP, la situacion se revirtio y
el nivel del Titicaca comenzé a subir (Baker et al., 2001).

Durante el arido Holoceno medio, si bien el clima en la cuenca
del Rio de La Plata y el sudeste de Brasil también se caracterizd por
las altas temperaturas, la humedad y precipitaciones fueron mayores
y estacionalmente variables. Esto definié un clima tropical humedo
con veranos sumamente calidos e inviernos moderados, condiciones
generales interrumpidas por eventos semiaridos a aridos aislados
(Iriondo, 1999; Stevaux, 2000). El incremento de las lluvias se dio
particularmente entre los 7000 y 5000 afios AP, comenzando con la
transicion hacia un clima mas humedo (Salgado-Labouriau et al.,
1998) probablemente por efectos de la corriente de El Nifio (Martin
et al., 1993). Se desarrollaron bosques lluviosos sobre la costa
atlantica, los bosques semideciduos fueron muy extensos y hubo
sabanas y praderas (Behling y Negelle, 2001; Grim et al., 2001). La
fauna brasilica se dispersé hasta el sur de esta region, actualmente
Mesopotamia y Uruguay) (Tonni, 1992), llegando incluso hasta las
Pampas (Tonni et al., 1999).

Evidencias paleontolégicas (Tonni et al, 1999) vy
palinolégicas (Grill, 1995; Mancini et al., 2005) indican que las
condiciones pudieron haber sido menos aridas a directamente
humedas y templadas respectivamente, en el centro de la provincia
de Buenos Aires. Estudios palinologicos realizados por Zarate y
Flegenheimer (1991), evidencian que en el sudeste de esta provincia

las condiciones fueron de mayor humedad hacia los 6500 a 5000
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afnos AP. A lo largo de la costa bonaerense, especies de aguas
calidas expandieron su distribucion hacia el sur a causa del aumento
de temperatura durante este periodo (Aguirre, 1993).

A escala regional, estudios de sedimentos marinos (Lamy et
al., 1999), de paleosuelos (Veit, 1996) y palinologicos (Heusser,
1989; Villagran y Varela, 1990), sugieren que en el centro oeste de
Argentina el clima fue arido durante el Holoceno medio. Entre los
6000 y 4500 afos AP se produjo una nueva glaciacion (Stingl y
Garleff, 1978, 1985), tal vez promovida por cambios en los vientos
predominantes (Jenny et al., 2003) y la influencia del anticiclén del
Atlantico, lo que significé una disminucion de las lluvias estivales y
una mayor aridez en las zonas bajas que empobrecié la vegetacién
(Gil et al., 2005). EI aumento de las nevadas durante este periodo
glaciario produjo reavances entre los 5700 y 4700 afos AP e incluso
durante el Holoceno tardio (Espizua, 2000). En la Patagonia, el
aumento de temperatura y aridez da lugar al surgimiento de la
Diagonal Arida (Bruniard, 1982), que cruza la parte norte de esta
region desde los 44° S sobre la costa atlantica hasta los
aproximadamente 40° S contra la cordillera, dirigiéndose luego hacia
el norte hasta los 27° S (Mancini, et al., 2005), a la altura aproximada
de lo que actualmente es el limite oeste entre San Juan y La Rioja.
Hacia finales de este periodo, la disminucién de la temperatura en el
sur de la cordillera patagdnica da lugar al comienzo del Neoglacial

(Mancini et al., 2005).
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1.4.1.3.3. Tardio (4000- actualidad)

Las condiciones climaticas y la vegetacion durante el Holoceno
tardio en Sudamérica comenzaron una transicién hacia lo que son
actualmente. Se establecen los patrones de circulacion atmosférica y
los de desplazamiento latitudinal de los centros de tormenta que
producen una precipitacion maxima hacia los 50° S (van Geel et al.,
2000). Esto resulta en una estacionalidad de las lluvias y de la
humedad mas marcada, tal vez en relacion con el establecimiento de
las fluctuaciones de la corriente de El Nifio (Grimm et al., 2001) y en
una heterogeneidad ambiental a escala local similar a la actual
(Stutz y Prieto, 2001; Mancini, 2002; Mancini et al.,, 2002). La
disminucion de la temperatura en varias regiones montanosas en el
mundo da lugar al desarrollo de un cierto reavance glaciario, el
Neoglacial o “Little Ice Age”, que también se dio en los Andes
Centrales y del Sur, (Stingl y Garleff, 1985; Espizua, 2000 b;
Rabassa et al., 2005). Masas de aire humedo provenientes del
océano Atlantico aportan un aumento en las precipitaciones y por lo
tanto en la disponibilidad de agua, al menos en el sur de Sudamérica
(Schabitz y Liebritch, 1998).

Al norte de la Regién Andina, aumentan las lluvias de verano
hasta llegar a los niveles actuales asi como la humedad a causa de
la creciente insolacion estival. (Ekdahl et al., 2008). En el sudeste de

Brasil, luego de los 3500 a 3000 anos AP el clima se tornd calido y
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mas humedo (similar al presente), con pequefias oscilaciones en las
precipitaciones. Esto dio lugar a un mosaico de areas de bosque y
cerrado (Parizzi et al., 1998; Scheel-Ybert et al., 2003)

En la Region Pampeana aun persisten condiciones
climaticas de aridez que comienzan a modificarse por aumento
paulatino de la humedad, muy marcado a los 2000 afios AP
(Deschamps y Tonni, 1992) y disminucion de la temperatura (Politis
et al.,, 1983), generando un mosaico de microambientes donde
habitaron especies de subtropicales a patagdnicas caracterizando a
la Region Pampeana, como una zona de ecotono entre los dominios
brasilico y patagoénico (Tonni et al., 1999).

La Pequefia Edad de Hielo o Neoglacial (alrededor de los
500 afios AP) afecté al clima de la regidén, que segun evidencias
paleontoldgicas provenientes de formaciones pampeanas (Tonni et
al.,, 1999) y datos geoldégicos del centro-oeste de Argentina
(Ramonell et al., 1993; Kronberg et al., 1993) fue arido a semiarido.
En lo que actualmente corresponde al sur de Mendoza, se
registraron dos reavances glaciarios (Espizua, 2000b), las
temperaturas y lluvias (invernales) fueron menores que las actuales
y la vegetacidon predominante fue pastizal y estepa arbustiva
(Markgraf, 1983; Garcia et al., 1989). En este marco de aridez local,
en tierras mas bajas crecid bosque en galeria en las margenes de
los rios, que tuvieron abundante descarga. La temperatura también
disminuy6é en Patagonia y aunque posiblemente hubo un aumento

de las precipitaciones invernales sobre la cordillera, la menor

50



S. Poljak 2009

influencia de los vientos humedos desde el oeste motivé la mayor
aridificacion de las tierras bajas de esta region. Estas condiciones de
aridez incluso se extendieron hasta el centro y centro-oeste del
territorio argentino (Mancini et al., 2005; Schabitz y Liebritch, 1998).
Las condiciones de aridez que motivaron el surgimiento de la
Diagonal Arida en el Holoceno medio aumentaron en el noroeste de
Patagonia y en la estepa arbustiva entre los rios Negro y Chubut
comenzaron a aparecer las primeras especies que hoy conforman el
monte (Paez, 1991; Mancini et al., 2005). Secuencias
sedimentoldgicas y palinolégicas del noreste, indican condiciones de
semi-aridez, con una mayor disponibilidad de agua estacionalmente,
mas hacia el limite con la Regién Pampeana (Schabitz, 1994, 1999).
En la porcion sur de la cordillera, se mantuvo el clima frio y humedo
del Holoceno medio y se desarroll6 un denso bosque de Nothofagus,
mientras que en el llano semidesértico, la estepa domind el ambiente

(Mancini, 1998, 2002).
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1.5 OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO
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Este trabajo de tesis pretende realizar el primer analisis
filogeografico de las especies de armadillos Chaetophractus villosus
y Chaetophractus vellerosus en toda su distribucion en la Argentina
utilizando secuencias parciales de la Regién Control (RC). De esta
manera se persigue inferir:

a) si las poblaciones muestran sefales de estructuracion
genética;

b) los procesos histéricos o recurrentes que pudieran explicar
dicha estructuracién para cotejarlos con la informacioén acerca de la
evolucion climatica cuaternaria y explicar la distribucién actual de las
secuencias de ADNmt.;

c) el area de distribucidn ancestral mas probable de las
especies y que relacion guardan con el registro fésil;

d) los patrones de expansion de las especies a lo largo de su
distribucién;

e) la relacion filogeografica entre la poblacion de
Chaetophractus villosus introducida en Tierra del Fuego y las
poblaciones continentales fuente;

f) posibles causas de la distribucion disyunta de
Chaetophractus vellerosus para cotejarlas con hipotesis previas.

Complementariamente se compararan las secuencias de la
RC de estas especies entre si y con secuencias ortélogas
pertenecientes a especies de otros ordenes de mamiferos para

caracterizar su estructura en Dasypodidae (Xenarthra).
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Hipoétesis: “Los individuos de las especies Chaetophractus
villosus y Chaetophractus vellerosus se dispersaron hasta su
distribucion actual, de acuerdo con la expansion de las zonas
semidesérticas a desérticas e independientemente de los gradientes

de temperatura”.
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APENDICE

LA POBLACION DE Chaetophractus
villosus INTRODUCIDA EN TIERRA

DEL FUEGO
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Paralelamente con los muestreos propios de la tesis doctoral
se desarrollaron otros con el fin de conocer el estado poblacional de
Chaetophractus villosus en Tierra del Fuego. Ademas, indagar
sobre aspectos como el ecoldgico y otros concernientes a la
introduccion de esta especie, autdéctona en el continente, en la Isla
Grande de dicho archipiélago. El contenido de los resultados y la
discusién surgidos de este estudio se incluyen en este segmento y
gran parte de la informacién presentada aqui no se encuentra citada

ya que fue obtenida y analizada por el propio autor de esta tesis.

Reseia de las introducciones en el archipiélago

de Tierra del Fuego.

El Archipiélago de Tierra del Fuego, esta ubicado en el
extremo austral de América del Sur, entre los Océanos Atlantico y
Pacifico, separado del continente por el Estrecho de Magallanes. La
isla de mayor tamano de las cientos que lo conforman es la Isla
Grande (Figura 1.2). La condicién insular y la influencia de la
corriente marina antartica resultan en un clima humedo templado-frio
(Pisano, 1981), que resulta mas seco hacia el norte de la
mencionada isla donde el patron de vegetacion corresponde al de la
estepa patagonica (Lizarralde, 1993). Desde el punto de vista

faunistico, la regién se caracteriza por poseer una escasa fauna
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nativa vy, paraddjicamente, un extensisimo historial de
introducciones de mamiferos (Lizarralde y Escobar, 2000).

Las primeras introducciones de las que se tiene registro en la
Tierra del Fuego datan del siglo XVIII (muridos de los géneros Rattus
y Mus) y actualmente se considera que mas del 66% de las
aproximadamente 30 especies que componen la mastofauna
terrestre del archipiélago fueguino fue introducido deliberadamente
por el hombre ya sea con fines econdmicos o de otra indole
(Massoia y Chébez, 1993; Lizarralde y Escobar, 2000; Jaksic et al.,
2002). De las 10 especies de mamiferos nativas soélo una es
endémica: el roedor cavicola Ctenomys magellanicus o “tucu-tuco”,
que vive en colonias y construye redes de tuneles en zonas abiertas
con buen drenaje (Lizarralde et al.,, 2001). ElI mamifero mas
recientemente incorporado a la larga lista de especies exdticas de la
Tierra del Fuego es el armadillo Chaetophractus villosus (Xenarthra,
Dasipodidae) vulgarmente conocido como “peludo”. Si bien esta
especie fue detectada pocos afos atras (Deferrari et al., 2002),
datos obtenidos en entrevistas con lugarefos, personal de los
establecimientos ganaderos y empresas petroleras de la zona,
coinciden en sefalar que fue introducida en la Isla Grande hace

aproximadamente 25 afos (Poljak et al., 2007).
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Fisonomia y clima de la region

La Isla Grande de Tierra del Fuego se divide en tres areas
ecoldgicas principales: al sur la regidn andina montafiosa; en el
centro una de transicibn o ecotonal mas bien plana, rodeando al
Lago Fagnano y al norte, una extra-andina cubierta por pastizales
tipicos de la estepa magallanica (Lizarralde, 1993; Lizarralde et al.,
2004). En esta ultima, sobre la parte sur de la Bahia San Sebastian,
en la costa atlantica, se ubica el area ocupada por Chaetophractus
villosus (Fig. 1.2).

La unidad de vegetacion es equivalente a la estepa magallanica
humeda en su porcién continental. Los pastizales de “coiron dulce”
(Festuca gracillima) dominan la topografia de la regidn,
caracterizada por ondulaciones intercaladas con algunas planicies
de origen glaciario. En zonas con buen drenaje se desarrollan
manchones de “murtilla” (Empetrum rubrum), un arbusto rastrero y
distribuidos de manera esporadica son notorios el “calafate”
(Berberis buxifolia) y la “mata negra” (Chilliotricum diffusum)
(Collantes et al., 1989; Lizarralde, 1993; Tell et al., 1997). Los suelos
son molisoles con un horizonte superior A de textura franco-arenosa
con un 5 a 10% de materia organica y uno inferior C areno-gravilloso
o capas arcillo-areno-gravillosas compactas (Collantes et al., 1989).

Las precipitaciones anuales para la region se dan en un gradiente
NE-SO desde 200 a 400 mm respectivamente (Vallerini et al., 1975,

Koremblit y Forte Lay, 1996). Son frecuentes y fuertes los vientos
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desde el oeste con una velocidad media de 30 km/h en primavera y

verano (Collantes et al., 1989).

, Argentina
Océano

Atlantico

Bahia
San Sebastian

Cabo San Sebastian

Cabo Domingo

Chile I
' Rio Grande

+ Argentina

Fig. 1.2: en rayado: area de distribucion de la poblacion de peludos
(Chaetophractus villosus) en Tierra del Fuego; en gris: area de muestreo dentro de
la cual se encuentra la red de tuberias de transporte de hidrocarburos. Los puntos

negros dentro del area de muestreo representan los sitios de captura.
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Las temperaturas medias para la zona oscilan entre 0 °C en
el invierno con una minima de -3 °C y 11 °C en verano con una
maxima de 16,2 °C (datos de la Estacion Astrondmica Rio Grande,
E.A.R.G, UNLP-CONICET).

En el marco ambiental descripto, se incorpora la importante
actividad de extraccion de hidrocarburos en la zona, como la
perforacion de pozos petroleros, construccion de caminos,
movimiento de vehiculos y personal de las empresas petroleras
Panamerican Energy y Total. Los hidrocarburos son transportados
desde los pozos de extraccion hasta los tanques de almacenamiento
por una red de decenas de kilbmetros de longitud, a temperaturas de
entre 40 °C y 90 °C para mejorar su fluidez, de acuerdo a la presion
del pozo y la temperatura ambiente (Rodolfo Alberto Gay, Supervisor

de la Planta San Sebastian, Panamerican Energy, com. pers.).

Aspectos ecolégicos de Chaetophractus

villosus en Tierra del Fuego

Entre los representantes de la familia Dasypodidae en Argentina,
Chaetophractus villosus es la especie que posee la distribucién mas
extensa, habitando una variedad de ambientes con climas y recursos
alimenticios diversos. Tanto los habitos fosoriales del peludo, que le

permiten afrontar fluctuaciones de temperatura ambiental (Mc Nab,
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1979, 1985), como el poseer una dieta poco especializada (Redford,
1985), le confieren una notable capacidad adaptativa para habitar
regiones con climas y recursos alimenticios diversos, como
claramente lo demuestra su distribucién. El hallazgo de esta especie
en la Isla Grande de Tierra del Fuego, en un ambiente que se
caracteriza por una temperatura media anual de 2 a 3 °C mas baja
que la de Rio Gallegos (datos de la Estacion Astrondmica Rio
Grande, E.A.R.G, UNLP-CONICET), la localidad continental mas
austral de su distribucion, es una prueba de su plasticidad adaptativa
y plantea nuevamente interrogantes vinculados a la estrategia de
colonizacion e impacto de las especies introducidas en el
ecosistema fueguino (Lizarralde, 1993; Lizarralde et al. 2004).

Como ya se mencion6 antes, Deferrari et al. (2002) proponen
que el clima no seria un factor determinante para la distribucion del
peludo sino las barreras de agua que constituyen el Estrecho de
Magallanes y el estuario del Rio de la Plata.

La distribucion de Chaetophractus villosus en la Isla Grande
de Tierra del Fuego comprende una franja costera que se extiende
de norte a sur desde las Sierras Cabeza de Ledn hasta el Cabo
Domingo, cubriendo una superficie de 484 km? aproximadamente
(Fig. 1.2). Los sitios con signos de actividad de la especie como
cuevas y pequefas excavaciones para alimentaciéon u “hozaduras”,
denominadas “rooting places” por Crespo (1944) y “food probes” por

Greegor (1980), asi como el hallazgo de restos de individuos
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sugieren que la colonizacion de estas nuevas latitudes esta
fuertemente asociada a la mencionada red de tuberias.

La velocidad y direccién de los vientos predominantes influyen
en la ubicacion y disposicion de las cuevas (Crespo, 1944; Abba et
al.,, 2005). Si Chaetophractus villosus ha desarrollado habitos
cavadores en funcion de mejorar su termorregulacion probablemente
las zonas bajas, altas y costeras no son elegidas para la
construccion de cuevas debido a factores tales como el drenaje del
substrato, su cohesion y el viento, mientras que si lo parecen las de
elevacion intermedia.

Las cuevas que la especie construye en esta regiéon se
agrupan en 2 tipos: 1) “cuevas largas” que miden entre 2 my 7,2 m
(X =3,23 m, SD = 1,045 m) y poseen al menos una curva y 2)
“cuevas cortas” rectas, que miden entre 0,8 m y 1 m de longitud, sin
encontrarse cuevas de longitud intermedia entre la mas larga del
grupo 1y la mas corta del grupo 2. Los signos de actividad reciente
en las bocas de las cuevas largas, sugieren que son éstas las que la
especie ocupa como madriguera o al menos en forma semi-
permanente y que las “cuevas cortas” son usadas transitoriamente,
en posibles situaciones de peligro o por busqueda de alimento. Esta
observacion podria coincidir con el agrupamiento propuesto por
Abba et al. (2005) en cuevas simples y complejas de acuerdo a su
morfologia y a evidencias de su uso, como por ejemplo el hallazgo
de pequenos tuneles hechos por larvas de coledpteros en el extremo

de las cuevas simples. Sin duda las cuevas constituyen el elemento
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mas conspicuo de la actividad de los armadillos pero, como ya se
menciond, debido al conocimiento parcial de las estrategias y
comportamiento respecto de su construccidn, no se ha desarrollado
aun un método eficiente para la estimacién del numero de individuos
de una poblacién en base a ellas. Sin embargo, el numero de cuevas
activas es un indice indirecto que puede ser usado para estimar la
abundancia relativa de las poblaciones de armadillos.

La abundancia estimada es de 14,58 cuevas activas por km
lineal de tuberia u 11 por km? dentro de un area de 74 km? y la
proporcion de cuevas largas / cuevas cortas fue de 1: 5,14.

Por medio de una serie de transectas se determind que la
mayor actividad alimentaria de la especie se desarrolla entre los 40 a
70 metros de distancia de la tuberias, sin registrarse signos de ello a
mayor distancia que los 100 metros (Fig. 1.3).

Por ende, si consideramos aspectos fisiologicos de estos
dasypoddidos tales como la temperatura corporal y la tasa metabdlica
basal bajas (McNab 1979, 1980b, 1985) ademas de la relacién entre
los habitos cavadores y la termorregulacion, es posible asumir que
las modificaciones fisicas del suelo debidas a la actividad petrolera
favorecieron el establecimiento y la dispersién (segun Williamson &
Fitter 1996) de Chaetophractus villosus.

Taber (1944) y Greegor (1974) mencionan la preferencia de
los armadillos por construir sus cuevas en sitios con pendiente o en

la base de terraplenes por lo cual el corddn de tierra removida que
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interrumpe el plano natural del suelo donde se ubican las tuberias

sea también un factor influyente.

hozaduras (%)

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-90 91-
100

Distancia a la tuberia (m)

Fig. 1.3: actividad alimentaria (% de hozaduras) de los peludos en funcién de la

distancia a las tuberias.

Sin embargo, otros autores como Carter & Encarnagao (1983)
no encontraron patrones en este sentido.

Datos preliminares sobre la dieta de Chaetophractus villosus
en la Isla Grande indican que se alimenta de vegetales incluyendo
frutos de calafate y artrépodos. El calafate es un fruto que también
forma parte de la dieta del “zorro gris chico” (Pseudalopex griseus)
que incluye en su distribucion al area de estudio (Tell et al., 1997;
observaciones personales). Debido a la escasez del recurso en la
zona, podria suponerse que ambas especies compiten por él. En

algunas zonas también hay superposicidn de la distribucion de las
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cuevas de Chaetophractus villosus con las de “tucu-tuco”’(Ctenomys
magellanicus) asi como en el aprovechamiento de los “murtillares”
para forrajeo con la “bandurria” (Theristicus caudatus) donde ambas
especies practican hoyos en el suelo a profundidades similares. Por
otro lado, Chaetophractus villosus es un item presa de algunas
especies de zorro que habitan la estepa patagdnica continental en
un porcentaje muy bajo (Medel y Jaksic 1988) pero no hay registros
de que forme parte de la dieta de Pseudalopex griseus (Medel y
Jaksic 1988), unica especie de zorro que habita los patizales de
coiron. El peludo no forma parte usualmente de la dieta de los
pobladores de la zona seguramente por ser un componente nuevo
en la estepa fueguina, en contraste con lo que ocurre en el resto de
su distribuciéon donde tiene importancia cultural como especie (como
parte de la dieta de los pobladores, en la literatura, en manufacturas
artesanales y como mascota).

La similitud del clima en toda la estepa patagdnica (con
temperaturas medias anuales pocos grados inferiores en Tierra del
Fuego) ocurre de manera analoga con el de la cuenca del Rio de la
Plata entre Argentina y Uruguay, pais en el que no se distribuye la
especie en estudio.

Aparentemente no seria el clima un determinante de la
distribucion del peludo sino que las barreras geograficas naturales
como el Estrecho de Magallanes hacia el sur y el Rio de la Plata
hacia el este son las que la han acotado (Deferrari et al., 2002).

Chaetophractus villosus es una especie introducida establecida en la
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Isla Grande, favorecida por la actividad humana en un ambiente con

los recursos necesarios y sin enemigos naturales.

Consideraciones finales

La introduccion de ©plantas y animales tiene efectos
homogeinizadores sobre la distincion natural regional de las biotas
(Vitousek et al., 1997) y ecoldgicos y genéticos sobre las especies
introducidas y sobre las nativas de los ecosistemas donde fueron
introducidas (Gray, 1986). Esto se agudiza en el caso de una isla
debido a la circunscripcion geografica de los ecosistemas, que los
hace especialmente vulnerables a las invasiones biologicas
(Lizarralde 'y Escobar, 2000). EI numero poblacional de
Chaetophractus villosus en Tierra del Fuego actualmente es bajo
pero es una poblacion establecida y las condiciones generadas por
la actividad humana y el hecho de no poseer enemigos naturales en
este nuevo ambiente le son claramente favorables. Su aislamiento la
convierte en un excelente modelo para estudios ecoldgicos y
genéticos desde una Optica filogeografica en relacion a las

poblaciones continentales.
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2.1. Procedencia de los especimenes

Para llevar a cabo un estudio filogeografico, el numero
adecuado de muestras por localidad es una variable, en principio
podria depender del grupo taxondémico del que se trate y de
fendbmenos poblacionales que son desconocidos previamente al
estudio. Teniendo en cuenta esto, y la extension geografica de la
distribucion de las especies utilizadas, el objetivo del muestreo para
este trabajo fue colectar muestras de 5 a 10 individuos por localidad,
excepto en el caso de la poblacion de Chaetophractus villosus de la
provincia de Tierra del Fuego. Alli, la intencion fue colectar la mayor
cantidad posible de muestras debido a que uno de los objetivos
planteados en el tema de esta tesis fue determinar la relacion de
dicha poblacion con las eventuales continentales-fuente.

Las muestras se obtuvieron fundamentalmente durante 14
viajes de campafa diagramados especificamente para el desarrollo
de este trabajo de investigacién, y ademas, gracias al apoyo
prestado por colaboradores externos en el marco del desarrollo de
sus propias tareas de campo en distintos puntos del pais. La
recoleccion de ejemplares de la especie Chaetophractus villosus se
realizd en diversas localidades de las siguientes provincias:
Tucuman (Alberdi, Aguilares, Taco Ralo), Chaco (Reserva provincial
Loro Hablador), Santa Fe (San Cristébal, Laguna el Dientudo),

Cdrdoba (Laboulaye), San Juan (Iglesia, coleccion CRICyT-IADIZA),
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Buenos Aires (Pipinas, Punta Piedras, Verdnica, Navarro,
Uribelarrea, Azul, Bahia Blanca), La Pampa (Trenel, Winifreda), San
Luis (Ea. La Luz, Nueva Galia, Ea. ElI Centenario), Mendoza
(Lavalle), Chubut (Pla. Valdéz, Garayalde), Santa Cruz (Rio
Gallegos) y Tierra del Fuego (San Sebastian) (ver Tabla....). En
algunos casos, también se aprovecharon las facilidades del apoyo
prestado en distintos establecimientos rurales. Se colectaron
muestras de 112 individuos.

El muestreo de ejemplares de la especie Chaetophractus vellerosus
abarcé localidades de las siguientes provincias: Tucuman (Huasa
Pampa, Graneros, Taco Ralo), Cérdoba (Alcira), La Pampa (Trenel),
Buenos Aires (Pipinas), Mendoza (Nacufidn) y Santa Fé (San

Cristébal). Se colectaron muestras de 41 individuos.

2.2. Muestras, recoleccion y conservacion

La captura de los animales se realiz6 manualmente vy luego
de la extraccion de sangre fueron liberados en el sitio de captura.
También se obtuvieron restos frescos de ejemplares utilizados para
consumo por pobladores locales, y restos secos, con una
conservacion variable de sus partes. En pocos casos, debido a
complicaciones en la extraccion de sangre o directamente por ser la
unica opcidén, la muestra se obtuvo cortando un extremo del

pabellon auricular del ejemplar. Algunos individuos fueron colectados
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de aquéllos atropellados en caminos vecinales y rutas, en diferentes
estados de conservacidon y preservacion de partes. Los ejemplares
de Chaetophractus villosus capturados en Tierra del Fuego, por su
caracter de especie recientemente introducida (Poljak et al. 2007), y
por un pedido de la Direccion de Fauna de dicha provincia por
considerarla potencialmente invasora, fueron sacrificados. Esto se
llevé a cabo mediante anestesia con una dosis acorde de ketamina
(ver mas abajo) y luego de 10 a 15 minutos, una inyeccién
intracardiaca de 0,2 ml/kg de Euthanyle® (pentobarbital sédico 400
mg/ml y difenilhidantoina sédica 50 mg/ml). De estos especimenes
se extrajeron muestras de sangre, higado, bazo, musculo y el
aparato digestivo completo para el estudio de endoparasitos en el
Centro de Estudios Parasitolégicos y de Vectores (C.E.Pa.Ve,
FCNyM - CONICET).

Durante la recoleccion en el campo, todas las muestras de
tejido seco (cuero, cuero con pelo, tejido adherido a la cara interna
de la coraza), fueron colocadas en tubos plasticos sin conservantes
ni tratamiento alguno. Las de tejido humedo, fresco o descompuesto
(sobre todo musculo, también higado y bazo), fueron trozadas en
pequefias porciones de 0,25 cm?® aproximadamente y colocadas en
un tubo plastico con una solucién de etanol-metanol 1:1, o alcohol
96° que cubria por completo la muestra y, siempre que fue posible,
colocadas a -20 °C. Una vez en el laboratorio, se descarto el alcohol

utilizado, renovandolo estrictamente por una solucién de etanol-
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metanol 1:1. Todas las muestras fueron almacenadas a -20 °C para
Su conservacion.

Los individuos capturados fueron anestesiados (ver mas abajo) y en
los casos en que la extraccion de sangre fallo, se les escindié una
porcién de uno de los pabellones auriculares, que fue conservada y
almacenada en alcohol como se describié anteriormente.

Para la obtencién de sangre, los individuos capturados fueron
anestesiados con una dosis de 25-30 mg/kg de clorhidrato de
ketamina 50 mg/ml aplicada mediante una inyeccion intramuscular
en la cara externa de uno de los miembros posteriores. La puncion
para la extraccion de sangre se realizd sobre la cara ventral de la
cola en el punto que queda definido por la interseccion entre el plano
sagital, y una recta perpendicular y tangencial que pasa entre el
primero y segundo anillos de placas del estuche caudal. La aguja fue
introducida en direcciéon proximal, con una inclinacion de 45°
respecto de la parte distal de la cola y con el biselado hacia arriba.
Como anticoagulante se utilizé heparina (0,1 a 0,2 ml cada 5 a 10 ml
de sangre) o una solucion de citrato de Na 0,063 mg/ml y acido
citrico 0,172 mg/ml (1 ml cada 10 de sangre). Las muestras fueron
congeladas a -20 °C en las siguientes 18 horas, aunque por
circunstancias propias de los sitios de muestreo, en algunos casos
se tardé hasta tres dias en hacerlo. En este ultimo caso, las

muestras también dieron resultados positivos.
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2.3. Extraccion de ADN

2.3.1. A partir de muestras de tejido

La obtencion del ADN a partir de muestras de tejido se llevé a cabo
utilizando el método clasico con el uso de fenol - cloroformo -
proteinasa K (Sambrook et al. 1989). Tanto el fenol como el
cloroformo son solventes organicos mas densos que el agua, que
destruyen las membranas celulares arrastrando los restos al fondo
de un gradiente de densidad dejando en la fase acuosa superior al

ADN libre para su separacion. El protocolo utilizado fue el siguiente:

. Pesar 300 mg de muestra de tejido fresco o 200 mg de tejido seco y
colocarlo en una capsula de Petri pequeia.

. Lavar la muestra con 2 ml de una solucién salina 0,15 M de
etildiaminotetracético, sal disodica (EDTA). Descartar el liquido con
pipeta.

. Agregar 200 ul de sodio duodecil sulfato (SDS ) y cortar finamente la
muestra con tijeras.

. Agregar 3 ml de EDTA (a).

. Trasbasar a un tubo de polipropileno Falcon de 15 ml.

. Agregar 200 ul de proteinasa K (a).

. Incubar en estufa durante 28 horas a 37 °C (b).

73



S. Poljak 2009

8. Lavar por inversion con 1 volumen de fenol durante 10’ y centrifugar
a 3500 RPM durante 10’(c). Recuperar la fase acuosa sobrenadante
con pipeta y trasvasar a un tubo nuevo.

9. Lavar por inversiéon con 1/2 volumen de fenol y 1/2 volumen de
cloroformo durante 10’ y centrifugar a 3500 RPM durante 10'.
Recuperar la fase acuosa sobrenadante con pipeta y trasvasar a un
tubo nuevo.

10.Lavar por inversion con 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico
(1:24) durante 10’ y centrifugar a 3500 RPM durante 10’. Recuperar
la fase acuosa sobrenadante con pipeta y trasvasar a un tubo nuevo.

11.Agregar 2 volumenes de etanol a -20 °C para precipitar al ADN (d).

12.Extraer el ovillo de ADN con pipeta Pasteur ciega. Si no se obtiene
ovillo, colocar el tubo a -70 °C durante 30’ y luego ultra-centrifugar a
12.000 RPM durante 15-20’. Descartar el sobrenadante para obtener
el pellet. Enjuagar con alcohol 70% para eliminar sales.

13.Secar a temperatura ambiente.

14.Resuspender en buffer T.E.

(a) Los volumenes de los reactivos variaron de acuerdo al volumen
de muestra utilizado o disponible y al recipiente en el que se llevo a
cabo cada extraccion (tubo de polipropileno de 15 ml o Eppendorf de

1,5 ml).

(b) EI tiempo de incubacion varié de acuerdo con la evolucion del

estado de degradacién del tejido, ya que el tiempo de actividad de la
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proteinasa K sobre muestras como por ejemplo las de higado o de
bazo fue menor que en el caso de muestras de piel, ya sean éstas
provenientes de restos de individuos secados por accion del sol o

muestras de tejido del pabelldn auricular de individuos vivos.

(c) En los casos en los que la extraccién se realizé en Eppendorfs de

1,5 ml de volumen, se ultra-centrifugd a 12.000 RPM durante 1°.
(d) En algunos casos se adicion6 acetato de sodio 3M para mejorar
la deshidratacién del ADN y/o se sometié a la muestra a -80 °C

durante 30’

(e) El volumen utilizado varié de acuerdo al tamafo del ovillo o pellet

de ADN.

Los buffers y soluciones se listan en el APENDICE de este capitulo.

2.3.2. A partir de muestras de sangre

La obtencion de ADN a partir de muestras de sangre se llevo a

cabo utilizando una adaptacion del método rapido de extraccion de

ADN genodmico de leucocitos de John et al. (1990), cuyos pasos

fueron los siguientes:
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Colocar en un tubo falcon 5 ml de sangre y agregar 1 volumen de
Solucién 1 (10 mM Tris pH 7,6; 10 mM CIK; 10 mM CI2Mg) y 120 ul
de SDS. Mezclar por inversién varias veces. Centrifugar 10’ a 2000
RPM. Descartar sobrenadante.

Resuspender el pellet con 800 ul de Solucion 2 (10 mM Tris pH 7,6;
10 mM CIK; 10 mM CI2Mg; 0,5 M CINa; 0,5 % SDS; 2mM EDTA)
para lisar los nucleos. Transferir a un Eppendorf de 1,5 ml.

Agregar 400 ul de fenol y mezclar por inversion durante 10’. Micro-
centrifugar 1" a 12.000 RPM vy trasvasar la fase acuosa a un tubo
nuevo.

Agregar 200 ul de fenol y 200 ul de cloroformo-isoamilico (24:1) y
mezclar por inversién durante 10’. Micro-centrifugar 1” a 12.000 RPM
y trasvasar la fase acuosa a un tubo nuevo.

Agregar 700 ul de cloroformo-isoamilico (24:1) y mezclar por
inversion durante 10’. Micro-centrifugar 1’ a 12.000 RPM y trasvasar
la fase acuosa a un tubo nuevo.

Agregar 2 volumenes de etanol a -20 °C y mezclar por inversion
para precipitar el ADN. Utilizar una pipeta Pasteur ciega para sacar
el ovillo. (Si este no se formd, someter a la muestra a -80 °C durante
30 minutos y ultra-centrifugar durante 15 a 12.000 RPM; luego
descartar el sobrenadante). Enjuagar con alcohol 70% y dejar secar
a temperatura ambiente.

Resuspender en buffer T.E. (el volumen utilizado varié de acuerdo
al tamano del ovillo o pellet de ADN).

Los buffers y soluciones se listan en el APENDICE de este capitulo.
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2.4. Control de calidad y cuantificacion del ADN

extraido

Una vez obtenido el ADN, se realizé un control de rutina para
chequear su calidad y cuantificarlo. Para ello se sembraron 4 ul de
cada muestra mas 1 ul de buffer de carga en cada calle de un gel de
agarosa 1 % (99 ml de buffer TBE, 1 g de agarosa y 1,5 ul de
bromuro de etidio para la observacién posterior del ADN en un
transiluminador bajo luz ultravioleta) en una cuba de electroforesis
GIBCO BRL ™ modelo H5 (Horizontal Gel Electrophoresis System).
Ademas, se sembrd el marcador de peso molecular 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen™) que posee 15 fragmentos de 100 a 1500 pb de
longitud con una concentracion de 25 ng/ml y una banda adicional
de 2072 pb, como referencia de tamafio y concentracion (ver Fig. 1).
Para evitar que las muestras se difundan, se las corri6 a 100 mv
durante unos minutos y luego a 80 mv durante una hora
aproximadamente. En los casos en que la corrida de una muestra en
el gel presentd chorreado (“smear”), se la incub6 2 hs a 37 °C con
ARNasa para descartar todo el ARN degradado debido al proceso
de extraccion del ADN, realizando posteriormente una nueva
cuantificacion. En los casos en los que la gran cantidad de ADN
extraido dificultdé su cuantificacion debido al intenso brillo (Fig. 2.1,
derecha), se procedidé a realizar diluciones que permitieran obtener
una solucion adecuada para una mejor visualizacion y cuantificacion

final.
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Fig. 2.1: ADN extraido de muestras de Ch. villosus. Izquierda: a partir de sangre;

derecha: a partir de tejido.

2.5. Amplificacién por PCR (Polimerase Chain

Reaction)

La amplificacion del fragmento de la Region Control o D-Loop,
utilizado en este estudio, se realiz6 mediante el uso de los
cebadores o “primers” universales: L15926: 5'-CAATTCCCCGGTCT
TGTAAACC-3° y H16340: 5-CCTGAAGTAGGAACCAGATG-3’,
(Vila et al. 1999, Ducroz et al. 2005, Durka et al. 2005). Asi, Ly H
designan a las cadenas livianas y pesadas (Light y Heavy) del ADN,
y el numero hace referencia a la posicion correspondiente a la
secuencia completa del ADN mitocondrial (ADNmt) de ratén (Bibb et

al. 1981).
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La reaccion se llevd a cabo en un volumen total de 25 y 50 ul que
comprendid 1,25 U de Taq polimerasa (Invitrogen ™), 2,5 ul de
buffer de reaccion para Taq polimerasa10 X con (NH4) SOg4, 1.5 mM
de Cl; Mg, 200 uM de dNTP’s y 5 pmol de cada primer. Para ello
fueron utilizados dos termocicladores, uno fue un Biometra UNO, y el
otro, un Thermo Hybaid MBS 0.2S (Electron Corporation). El perfil

de tiempos y temperaturas ejecutado fue el mismo para ambos:

1) 4 min. a 94 °C (tiempo en el que se practico hot start).
2) Desnaturalizacién durante 30 seg.

Annealing durante 30 seg. a 55°

Extension durante 30 seg. a 72°C.

3) Extensidn final durante 6 min. a 72 °C.

Los pasos del punto 2 se repitieron en 40 ciclos.

Luego de cada amplificacion, se sembré un gel de agarosa 1% para
control de la reaccién (ver Fig. 2.2). Las amplificaciones de cada
muestra con resultado positivo se repitieron de dos a seis veces de
acuerdo a la cantidad del fragmento de interés obtenido en cada una

de ellas.

2.6. Secuenciacion del fragmento de ADN de la

Region Control
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Los productos de PCR doble cadena de cada individuo obtenidos en
las sucesivas amplificaciones, fueron unidos en una unica muestra
que se precipitd con dos volumenes de etanol a -20 °C. Luego, se
centrifugd a 12.000 RPM durante 20 min para obtener un pellet de
ADN que fue resuspendido en un volumen de buffer T.E. que varié
de acuerdo con el tamano de dicho pellet, de manera tal que la
concentracion de ADN en la soluciéon aumente o disminuya segun lo
observado en los controles realizados luego de cada amplificacion.
El ADN amplificado se purificd por precipitacion alcohdlica utilizando
2 volumenes de etanol absoluto y luego un enjuague con alcohol 70
%. Particularmente en el caso de las muestras con numero de
catdlogo de laboratorio 186, 187, 194, 196 y 197, para su
purificacion fue utilizado el kit para productos de PCR QIAquick®
(QIAGEN) por ser muestras de coleccion sobre las que los primeros
intentos de purificacién alcohdlica y PCR fueron fallidos y por ende
sospechadas de haber sido tratadas con productos quimicos para su
conservacion, los cuales danaron al ADN o impidieron su
amplificacion. La secuenciacion fue llevada a cabo en el Servicio de
Secuenciacion y Genotipado del Departamento de Ecologia,
Genética y Evolucién de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales
(FCEyN), de la Universidad de Buenos Aires, con un secuenciador
automatico ABI PRISM 3130 XL (Applied Biosystems™). Las
secuencias (Fig. 2.3) fueron editadas manualmente con el programa

Chromas 2.3 (http://www.technelysium.com.au) y alineadas con el

programa Clustal W (Thompson et al. 1994).
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Fig. 2.2: PCR del fragmento de la Regién Control. Las bandas de ADN de 400 y
500 pares de bases del marcador de peso molecular se encuentran sefialadas.

Fig. 2.3: segmento de la secuenciacion de una porcion de la RC de
Chaetophractus villosus.
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2.7. Analisis de las secuencias

2.7.1. indices de diversidad molecular

Para estimar el nivel de polimorfismo de las secuencias de
una poblacion, pueden utilizarse indices basados en el numero de
sitios segregantes, o sitios nucleotidicos polimoérficos de una
muestra, como el parametro poblacional 6. El se define como
0=2Mu, donde M es igual a 2N para poblaciones diploides de
tamafo N, o igual a N para poblaciones haploides, mientras que u es
la tasa de mutacién total a nivel haplotipico. Otra forma de medir el
polimorfismo en cuestiéon puede ser el promedio de las diferencias
entre sitios (nucledtidos), entre todos los pares posibles de
haplotipos (11), que se define como el numero de diferencias
nucleotidicas por sitio; es decir, para cada posicién en la secuencia
de nucledtidos del fragmento de ADN, entre dos secuencias
tomadas al azar, y que para un conjunto de secuencias es el valor
promedio de dicha diferencia de nucledtidos (Nei y Li 1979). Aunque
ambos indices se encuentran implicitos en tests estadisticos que se
describen mas adelante, en este trabajo se calculé ™ de manera

explicita.

2.7.2. Deteccion de procesos demograficos
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2.7.21. Test D de Tajima

Esta prueba compara estimadores del nivel de polimorfismo
de las secuencias de una poblacion como 0 y 1. Bajo un modelo de
sitios infinitos (infinite-site model), no habria diferencia entre ambos
valores, pero esta puede surgir si algun tipo de seleccion se
encontrara actuando, si la poblacion no se encuentra estable
demograficamente, o existe una heterogeneidad de las tasas de
mutacion entre diferentes sitios.

Dicho de otra forma, si consideramos que la Teoria
Neutralista (Kimura 1968, 1983), presupone un tamano poblacional
constante y apareamiento al azar, procesos como el de expansion
poblacional, cuello de botella o apareamiento no aleatorio pueden
generar valores significativos de este parametro estadistico. Valores
positivos, indican desvios de la neutralidad hacia un exceso de
variantes en frecuencias intermedias, lo que se interpreta como una
seleccion equilibradora actuando sobre la poblacion. En tanto que
valores negativos, indican exceso de variantes con frecuencias
bajas, es decir que la poblacion pudo haber sufrido lo que se

denomina un barrido selectivo reciente o una expansién poblacional.

2.7.2.2. Test Fs de Fu

Como el test de Tajima (1989a), el test de Fu (Fu, 1997) se

basa en un modelo de sitios infinitos sin recombinacion, y por ello
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apropiado para secuencias cortas de ADN o para haplotipos
obtenidos por RFLP. Evalua la probabilidad de que en una muestra
neutral al azar, se observe un numero de alelos menor o similar que
el valor observado dado un m (numero de diferencias entre
secuencias tomadas de a pares), tomado como un estimador de 6.
Fu (1997), ha observado que el estadistico Fs es muy sensible al
fendbmeno de expansiéon demografica de una poblacién, el cual
generalmente lleva a valores negativos altos de este indice.

La significancia del estadistico Fs es testeada mediante la
generacion de muestras al azar bajo la hipétesis de neutralidad
selectiva y equilibrio poblacional, usando un algoritmo de simulacion
del coalescente, adaptado de Hudson (1990). El valor p del Fs se
obtiene a través de la proporcion de Fss menores o iguales al Fs
observado.

Para calcular la variabilidad genética del conjunto de
secuencias obtenidas en este trabajo de tesis para cada especie por
separado a través de la aplicacion de los indices y tests
mencionados mas arriba, se utilizé el programa Arlequin versién
3.01 (Laurent y Excoffier 1998-2006). Ademas, con el mismo
programa se calculd la composicion de nucleétidos (%) y las

frecuencias relativas de las secuencias parciales de la RC.

2.7.2.3. Distribucion de las diferencias entre secuencias

tomadas de a pares (mismatch distribution)
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Para analizar la historia demografica de las poblaciones con
otra herramienta, y a modo comparativo con el estudio filogeografico
(ver mas abajo), se calcularon las diferencias en modo pareado
(pairwise differences) entre todos los pares posibles de secuencias.
Para visualizar la distribucion de dichas diferencias (mismatch
distribution), se realizé un grafico con el programa Network 4.5.0.2
(Fluxus Technology Ltd. 2004-2008). En otras palabras, la mismatch
distribution es la distribucion de 1. Esta distribucion es usualmente
multimodal en muestras tomadas de poblaciones en equilibrio
demografico, ya que refleja la forma altamente estocastica de los
arboles de genes. Por otro lado, normalmente es unimodal en el
caso de poblaciones que han atravesado un gran aumento
demografico reciente (Rogers & Harpending 1992, Hudson & Slatkin
1991), o una expansién del rango de distribucion (Ray et al. 2003,
Excoffier 2004).

Para comparar la distribuciéon de las diferencias observadas entre
pares de secuencias, con las esperadas, también se utilizo el

Arlequin 3.01.

2.7.3. Red de haplotipos utilizando median-joining

Con el fin de visualizar todas las relaciones que surgieron
entre los haplotipos de ambas especies se construyé una red

utilizando el algoritmo Median-Joining para cada una de ellas. En
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este caso, en el grafico resultante pueden verse relaciones
conflictivas entre haplotipos, como por ejemplo en la que uno se une
a dos haplotipos diferentes o incluso uniones de caracter circular. Es
necesario remarcar esto ya que en el NCA (Analisis de Clados
Anidados) estas relaciones que no son unicamente reciprocas (sin

ambiguedad) se eliminan segun ciertas reglas (ver mas abajo).

2.8. Analisis filogeografico

Se llevé a cabo un Analisis de Clados Anidados (Nested
Clade Analysis -NCA-) (Templeton 1998) sobre el conjunto de
secuencias parciales de la RC de Chaetophractus villosus vy
Chaetophractus vellerosus obtenidas, utilizando la ultima
actualizacion de la clave de Templeton (2006). El objeto del estudio
fue detectar patrones filogeograficos estadisticamente significativos
entre las secuencias de ADN. Especificamente, el NCA pone a
prueba la asociacién o agrupamiento geografico no al azar de las
secuencias y permite inferir qué procesos histéricos podrian haber
modelado la distribucion geografica de los haplotipos.

Se utilizé el programa TCS 1.13 (Clement et al. 2001) para
construir una red de haplotipos segun Templeton et al. (1992), cuyas
ambiguedades fueron resueltas siguiendo los criterios sugeridos por

Crandall y Templeton (1993) que indican que es mas probable que
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un haplotipo se una a uno mas frecuente que a otro menos
frecuente, y que un haplotipo se unira mas probablemente a otro que
provenga de la misma poblacion, que a uno de procedencia
diferente. Luego, la red de haplotipos fue convertida manualmente
en una serie de clados, o agrupamientos de haplotipos, usando las
reglas definidas en Templeton et al. (1987). Ellos, por
agrupamientos sucesivos, van conformando conjuntos mas
inclusivos y de mayor jerarquia, de manera que un conjunto en un
nivel jerarquico pasa a ser un subconjunto en el nivel siguiente. La
asociacion entre haplotipos y su distribucion geografica, fue puesta a
prueba mediante un analisis permutacional exacto de contingencia
para cada clado, y calculando el estadistico chi-cuadrado entre
clados vs. su ubicacion geografica. Esto revela si los haplotipos se
encuentran significativamente asociados geograficamente, pero no
brinda informacion acerca de si su dispersidon es mayor o se
encuentran mas restringidos geograficamente que lo esperado por
azar (Templeton et al. 1995). Para obtener informacién acerca de
posibles eventos histéricos que afectaron a la poblacion estudiada,
como expansion del rango de distribucién, colonizacién, o
fragmentacién, el programa lleva a cabo un analisis adicional
utilizando las distancias geograficas entre los sitios de proveniencia
de los individuos. Partiendo de las expectativas segun la hipétesis
nula de no asociacion geografica, se calcularon dos distancias para
cada clado en cada nivel jerarquico: i) distancia del clado (Dc), que

es la distancia media entre los elementos que conforman un clado y
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su centro geografico; v, ii) distancia del clado anidado (Dn), que es
la distancia media entre los elementos que conforman un clado (o
clados) y el centro geografico del clado de nivel jerarquico superior
que lo (o los) contiene (Templeton et al. 1995). Ademas, el programa
calcula la media de las distancias geograficas entre los elementos
ubicados en los extremos de la red (tip) y en el interior (interior)
dentro de un grupo o clado (I-T c¢), y las distancias geograficas entre
los clados tip y los interior del clado de nivel jerarquico superior que
los contiene.

Los calculos de asociacion geografica se realizaron con 10000
permutaciones con el programa GEODIS 2.5 (Posadas et al. 2000),
y los resultados fueron interpretados biolégicamente utilizando la

clave de inferencias de Templeton (2006).

2.9. Comparacién estructural de las secuencias

con las de otros Ordenes de mamiferos

Como ya fue mencionado en el Capitulo |, el orden Xenarthra
es uno de los cuatro clados de placentarios, y su historia evolutiva,
intimamente relacionada con la historia geoldgica y climatica de
Sudameérica, se desarroll6 con independencia de los otros clados
mientras dicho continente permanecioé esencialmente aislado hasta
la emergencia del corredor continuo del Istmo de Panama, durante el

Plioceno tardio, hace unos 3 a 2,5 Ma.
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Longitud
Orden Organismo Nombre vulgar N° de acc.EMBL RC
Primates Hylobates lar gibén X99256 1029
Homo sapiens humano V00662 1122
Pan troglodytes chimpacé comun X93335 1112
Pan paniscus chimpancé pigmeo D38116 1121
Gorilla gorilla gorila D38114 918
Pongo pigmaeus orangutan D38115 917
Rodentia Mus musculus ratén V00711 879
Rattus norvegicus rata X14848 894
Glis glis lirén Y11137 1157
Lagomorpha Oryctolagus cuniculus conejo europeo X54172 966*
Cetacea Cephalorhinchus commersonii  delfin de Commerson el 891
Kogia breviceps cachalote X72201 940
Balaena mysticetus ballena de Groenlandia X72197 917
Artiodactyla Bos taurus vaca V00654 910
Ovis aries oveja L29055 934*
Perissodactyla Diceros bicornis rinoceronte negro L22010 1050*
Equus asinus burro X97337 959*
Equus caballus caballo X79547 960*
Insectivora Croscidura russula musarafa gris X78793 1079*
Sorex araneus musarafia de eurasia X78796 1048*
Erinaceus europaeus erizo X88898 1403*
Carnivora Halichoerus grypus foca gris X72004 996*
Phoca vitulina foca de la bahia X63726 995*
Mirounga angustirostris elefante marino S66015 1071*
Felis catus gato u20753 1106*
Marsupialia Didelphis virginiana comadreja 229573 1193
Monotrema Ornithorhynchus anatinus ornitorrinco X83427 1169*

Tabla 2.I: (Extraida y modificada de Shisa et al. 1997). Mamiferos con los que se comparé la

secuencia parcial de Chaetopractus. EMBL: European Molecular Biology Laboratory; los

numeros con asterisco (*) corresponden a secuencias en las que fueron eliminadas las

repeticiones; el cuadruple asterisco (****) indica que la secuencia no esta disponible en el EMBL

sino en (Southern et al. 1988).

Por otro lado, dado que la RC posee elementos muy

conservados entre los vertebrados que ya han sido brevemente

descriptos en este trabajo (como los ETAS), adicionalmente al

estudio filogeografico se compararon las secuencias del género
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Chaetophractus con las de representantes de otros 10 érdenes de
mamiferos extraidas de la bibliografia. Esta comparacion se llevo a
cabo desde una Optica evolutiva a una escala mayor dado que,
como se acaba de mencionar, Xenarthra conforma uno de los clados
de mamiferos Placentarios.

Para ello se calcularon manualmente los porcentajes de
bases que conforman los dominios ETAS y Central, y se los
compararon con un promedio de los valores de 27 especies
pertenecientes a 10 6rdenes de mamiferos diferentes (Sbisa et al.
1997; Tabla 2.1).

Adicionalmente, se determinaron la posicion, la longitud y el
grado de conservacion de los elementos estructurales ETAS 1 y
ETAS 2 en las secuencias de Chaetophractus, comparandolas con

las de los otros grupos considerados.
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I: Soluciones

> Solucién stock de 200 ml de etil-diamino-tetracético sal
disodica (EDTA, pM 372,24 grs) 0,5 M:

37,2 grs EDTA

180 ml de H20 destilada

Llevar a pH 8 con NaOH (7 grs aproximadamente)
Completar con agua destilada hasta 200 m|

Agitar hasta disolver.

> Solucion stock de 500 ml de detergente sodio duodecil
sulfato (SDS) 20 %:

100 grs de SDS en polvo
Llevar a 500 ml con H20 destilada
Agitar hasta disolver

> Tris-Cloruro 1M pH 8 (500 ml):

60,57 grs de Tris

Agregar 400 ml de H20 destilada

Agitar hasta disolver

Agregar HCI hasta pH>7,8

Completar con H20 destilada hasta 500 ml

> Buffer T.E.(1 It):

Tris 0,01M (10mM) (10 ml de Tris 1M pH 8 en 1It de
solucion)

EDTA 0,000M (1mM) (2 ml de EDTA 0,5M en 1 It de
solucion)

988 ml de H20 destilada

> Soluciéon 1 (250 ml):
10mM Tris base pH 7,6 (1,25 ml de Tris base 1M)
10 mM KCI (0,185 grs)
10 mM MgCl+6H20 10 mM (0,5 grs)
Completar hasta alcanzar 250 ml con H20 destilada
Filtrar

> Solucion 2 (250 ml):
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1,25 ml de Tris base 0,01M (12,5 ul de Tris base 1 M)
KCI 10 mM (0,19 grs)

MgCl«6H20 10 mM (0,51 grs)

NaCl 0,5 M (7,31 grs)

SDS 20% 0,5 M (6,25 ml)

EDTA 2mM (0,19 grs)

Completar hasta alcanzar 250 ml con H20 destilada
Filtrar

Buffer TBE 5X:

54 grs de Tris base

27,5 grs de acido borico

20 ml de EDTA 0,5M pH 8
Llevar a 1 It con H20 destilada.
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ND
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ESPECIE SEXO PROCEDENCIA TEJIDO
Ch. villosus hembra Pipinas, Buenos Aires M
Ch. villosus ? Bahia Blanca, Buenos Aires H,B,M
Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,M,B
‘ Ch.villosus macho Alberdi, Tucuméan H,B,M
. villosus macho Navarro, Buenos Aires S
. villosus ? Pipinas, Buenos Aires H
. villosus ? Pipinas, Buenos Aires H
. villosus ? Pipinas, Buenos Aires H
. villosus hembra Bahia Blanca, Buenos Aires H,B,M
. villosus hembra Garayalde, Chubut S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus hembra Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Pipinas, Buenos Aires H,B,M
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Pipinas, Buenos Aires S,H,B,M
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M,S
. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M,S
. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M
. villosus macho Trenel, La Pampa Sy tej. testicular
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus hembra Trenel, La Pampa S
. villosus hembra Trenel, La Pampa S
. Villosus hembra Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus hembra Trenel, La Pampa S
. villosus hembra Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. Villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
. villosus macho Trenel, La Pampa S
Ch. villosus macho Trenel, La Pampa S
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NO
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ESPECIE SEXO PROCEDENCIA TEJIDO

Ch. villosus macho Trenel, La Pampa S

Ch. villosus macho Trenel, La Pampa S

Ch. villosus macho Trenel, La Pampa S

Ch. villosus macho Trenel, La Pampa S

Ch. villosus hembra Aguilares, Tucuman S

Ch. villosus hembra Uribelarrea, Buenos Aires S

Ch. villosus macho La Pampa S

Ch. villosus macho La Pampa M vy tej. testicular
Ch. villosus macho La Pampa M vy tej. testicular
Ch. villosus hembra Taco Ralo, Tucuman S

Ch. villosus ? Loro Hablador, Chaco H

Ch. villosus macho Loro Hablador, Chaco H

Ch. villosus macho Punta Piedras, Buenos Aires M

Ch. villosus ? Punta Piedras, Buenos Aires M

Ch. villosus macho Pipinas, Buenos Aires S

Ch. villosus hembra Pipinas, Buenos Aires S

Ch. villosus macho juv. Loro Hablador, Chaco S

Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus macho San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus hembra San Sebastian, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus macho Tolhuin, Tierra del Fuego H,B,M

Ch. villosus ? Ea. la Luz, San Luis M

Ch. villosus ? R10, 60km W.de Winifreda, La Pampa M

Ch. villosus ? Ruta 148, San Luis M

Ch. villosus ? Nueva Galia, San Luis M

Ch. villosus macho Ea. El Centenario, San Luis SyPA

Ch. villosus hembra R35, 16 km S. de Winifreda, La Pampa M

Ch. villosus ? R13 Buena Esperanza, San Luis M

Ch. villosus ? Ea. El Centenario, San Luis cuero y M secos
Ch. villosus ? Ea. El Centenario, San Luis cuero y M secos
Ch. villosus ? Veronica, Buenos Aires PA

Ch. villosus macho Laboulaye, Cordoba M

Ch. villosus ? Ea. El Centenario, San Luis PA

Ch. villosus ? Ea. El Centenario, San Luis PA

Ch. villosus ? R10 km 215, La Pampa M

Ch. villosus ? Lavalle, Mendoza (coleccion CRICyT) cuero con pelos
Ch. villosus macho 80 km S. Iglesia, San Juan (colecciéon CRICyT) cuero con pelos
Ch. villosus ? Ea. El Centenario, San Luis PA

C. villosus hembra R3 80km N de R.Gallegos, Santa Cruz M

Ch. villosus ? PN El Chalten, Santa Cruz cuero seco

Ch. villosus ? 10km S. R.Gallegos, Santa Cruz cuero seco

Ch. villosus macho Azul, Buenos Aires M

Ch. villosus macho Azul, Buenos Aires M

Ch. villosus macho Azul, Buenos Aires M
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N° | ESPECIE SEXO PROCEDENCIA TEJIDO
Y@ Ch. villosus macho San Cristoba, Santa Fé M
Sl Ch. villosus macho Laguna El Dientudo, Santa Fé PA
SNl C. villosus macho Taco Ralo, Tucuman PA 'y cuero secos
08 C. villosus ? Taco Ralo, Tucuman cuero seco
skl Ch. villosus ? Taco Ralo, Tucuman cuero seco
ePq Ch. villosus macho ltsmo Ameghino, Peninsula Valdés H

Ch. villosus ? Ea. La Irma, Peninsula Valdés PA

JIeZY Ch. villosus ? Ea. Santa Maria, Peninsula Valdés PA

SN Ch. villosus hembra Ea. San Pablo, Peninsula Valdés PA

[ICI@l Ch. villosus ? Pedro Luro, Buenos Aires M

LR Ch. villosus ? San Cristébal, Santa Fé CUEro Seco
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N° | ESPECIE SEXO PROCEDENCIA TEJIDO
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires H,B,M
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires H,B,M
- Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires H,B,M
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires H.M
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires H,B,M
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires H,M
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires H,M
- Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus ? Pipinas, Buenos Aires H
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires H,B,M
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires H,B,M
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus macho Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus hembra Pipinas, Buenos Aires S
Ch. vellerosus macho Trenel, La Pampa S
Ch. vellerosus macho Graneros, Tucuman S
Ch. vellerosus macho Huasa Pampa, Tucuman S
- Ch. vellerosus macho Taco Ralo, Tucuman S,H,B
Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus macho Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S
. Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S,H,B
Ch. vellerosus hembra Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus macho Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus macho Taco Ralo, Tucuman S
Ch. vellerosus ? Nacufian, Mendoza (coleccion CRICYT) | cuero seco
Ch. vellerosus ? Nacufian, Mendoza (coleccion CRICYT) | cuero seco
Ch. vellerosus ? Nacufian, Mendoza (coleccion CRICyT) | cuero seco
Ch. vellerosus ? Nacufian, Mendoza (coleccion CRICYT) | cuero seco
Ch. vellerosus ? Nacufian, Mendoza (colecciéon CRICyT) | cuero seco
Ch. vellerosus ? Alcira, Cérdoba M
Ch. vellerosus ? Nacufian, Mendoza PA y cuero secos
Ch. vellerosus ? Museo San Cristébal - Santa Fé Cuero seco
Ch. vellerosus ? Museo San Cristobal - Santa Fé CUEro seco
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3.1. Chaetophractus villosus

3.1.1. Muestreo

Se realizaron 14 viajes de campafia, ademas de la invalorable
colaboracion de terceros (colegas, trabajadores rurales, etc.) que
facilitaron la obtencién del material de estudio. Un total de 112
muestras y/o ejemplares completos provenientes de 26 sitios o
localidades de muestreo fueron colectados.

Basicamente, 36 muestras fueron descartadas del estudio debido a
los siguientes motivos:

un balance previo del numero de muestras por localidad (como las
34 provenientes de la localidad pampeana de Trenel, de las cuales
s6lo se secuenciaron 10),

la imposibilidad de extraer ADN de calidad suficiente para
amplificar el segmento de interés a través de la técnica de PCR

inconvenientes relacionados con la secuenciacion.

De acuerdo a lo mencionado, 76 muestras de Chaetophractus
villosus fueron analizadas en este estudio, 20 de ellas fueron
colectados en la provincia de Tierra de Fuego (TDF),
especificamente en San Sebastian (Poljak et al. 2007). Todos los
ejemplares colectados en dicha localidad fueron utilizados en este

estudio para poder determinar el origen y la relacion de esta
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poblacién introducida respecto de la continental fuente (ver Capitulo
[y V)

El rango de distancia de separacion entre los puntos geograficos
incluidos en este analisis varid entre 27 km y, excepcionalmente
hasta 800 km (como entre los puntos 18 y 19 de la Fig. 3.1). Debido
a tales diferencias, como la distancia que separaba a algunos
lugares de muestreo entre si era muy pequefia respecto de las
distancias a otros puntos de recoleccion, en tres casos se realizé un
agrupamiento de dos 0 mas puntos en uno solo. Asi, el sitio 14 de la
Tabla 3.1 denominado Pip-PtaPied-Ver corresponde a las
localidades de Pipinas, Punta Piedras y Veronica; el sitio 11,
denominado Winifreda, corresponde a dos puntos ubicados uno a 50
km al oeste y otro a 16 km al sur de de dicha localidad; el numero 9,
Ea. La Luz, corresponde a la estancia misma y a un punto a 27 km al
oeste y por ultimo, el sitio numero 19, Rio Gallegos, corresponde a
un punto a 60 km al norte y otro a 10 km al sur de esta ciudad.
Ademas se menciona que, debido al grado de degradacion de la
muestra, no fue posible extraer ADN del unico individuo proveniente
de la localidad de Iglesia (norte de la provincia de San Juan)
depositado en la coleccion del IADIZA, Por todo Ilo expuesto el
numero de localidades o sitios utilizados en el estudio fue de 20 (ver
Fig. 3.1 y Tabla 3.1I). Cabe destacar que una prospeccion de la
presencia de Chaetophractus villosus en el sudoeste de la provincia

de Entre Rios no arrojo resultados positivos.
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Fig. 3.1: Distribucion de las 20 localidades/puntos de muestreo de Chaetophractus

villosus en Argentina (ver Tabla | para la descripcion de las localidades y el

tamafio muestreal). El area sombreada con gris indica la distribucion de la

especie.
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3.1.2. Variabilidad de las secuencias

El analisis de las secuencias de los 76 peludos reveld la
existencia de los primeros 17 haplotipos de la RC descriptos para
esta especie, que fueron depositados en el GenBank (DQ 136314-
17, EU 019190-94, EU 100942-44, FJ 544909-14). Se obtuvieron
secuencias parciales cuya longitud fue de 484 pb, las cuales fueron
editadas y corregidas manualmente con el programa Chromas 2.3
(Technelysium Pty. Ltd. 1998-2004, disponible en http://www.

Technelysium.com.au). Las secuencias alineadas por CLUSTAL W

(Thompson et al. 1994) mostraron 12 mutaciones de punto o sitios
polimdrficos (ver Anexo). En particular todos los cambios detectados
fueron transiciones con un desvio hacia las de tipo Citosina-Timina
(Tabla 3.1).

Huchon et al. (2002) mencionaron el fendmeno de
heteroplasmia (es decir la presencia de secuencias diferentes
obtenidas a partir de la utilizacion de los mismos promotores o
primers sobre el ADN proveniente de distintas mitocondrias del
mismo individuo). Sin embargo, no hubo evidencias de ello en las
secuencias de ADN de las especies Chaetophractus villosus y
Chaetophractus vellerosus, analizadas en este trabajo de tesis.

Los haplotipos hallados, frecuencias relativas, sitios
polimdrficos y numeros de acceso al depdsito de las secuencias en
la base de datos GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) se

presentan en la Tabla 3.1, mientras que las localidades de
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Haplotipo |6 13 20 177 204 214 238 289 295 311 335 348 |n Frec. Rel. n° acc. GenBank
HA G T 6 T €C C€C € C T G G A |17 0,22368 DQ 136314
HB T 3 0,03947 DQ 136315
HC Cc 28 0,36842 DQ 136316
HD C A 4 0,05263 DQ 136317
HE A 2 0,02631 EU 019190
HF T T C 1 0,01315 EU 019191
HG A 5 0,06578 EU 019192
HH cC A 1 0,01315 EU 019193
HI A 2 0,02631 EU 019194
HJ C T C A A 2 0,02631 EU 100942
HK Cc A 1 0,01315 EU 100943
HL A A 5 0,06578 EU 100944
HM T C 1 0,01315 FJ 544909
HN cC A A 1 0,01315 FJ 544910
HO A C T A A G |1 0,01315 FJ 544911
HP A T A A G |1 0,01315 FJ 544912
HQ C cC A A 1 0,01315 FJ 544913

Tabla 3.1: HA-HQ: haplotipos de Chaetophractus villosus; 6 - 348: sitios polimdrficos en la secuencia
de 484 pb; n: numero de individuos que poseen el haplotipo correspondiente; Frec.Rel: frecuencia
relativa; n° acc. GenBank: numero de acceso al depésito del haplotipo en la base de datos del

GenBank.

procedencia de los ejemplares, la cantidad de individuos por
localidad y sus haplotipos correspondientes se listan en la Tabla 3.1I.

Utilizando el programa Arlequin version 3.0 (Excoffier et al.
1992, 2006) se calculd la composicion de nucleétidos promedio de
las secuencias, que fue C: 26.54%; T: 29.66%; A: 30.68%; G:
13.12% vy la diversidad nucleotidica (1) fue de 0.003781 +/-

0.002436.
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Sitio Provincia Localidad n Haplotipo (n° de individuos)
1 Chaco Loro Hablador 3 HI(2) HK(1)
2 Tucuman Aguilares 1 HL(1)
3 Tucuman Taco Ralo 3 HQ(1) HO(1) HP(1)
4 Santa Fé Lag. El Dientudo 1 HL(1)
5 Mendoza Lavalle 1 HN(1)
6 San Luis Ea. El Centenario 4 HG(1) HA(2) HM(1)
7 Cordoba Laboulaye 1 HG(1)
8 La Pampa Nueva Galia 1 HA(1)
9 San Luis Ea. La Luz 2 HL(1) HJ(1)
10 La Pampa Trenel 15 HA(7) HG(3) HB(1) HC(1) HL(1) HE(1) HJ(1)
11 La Pampa Winifreda 2 HD(1) HA(1)
12 Buenos Aires Navarro 1 HA(1)
13 Buenos Aires Uribelarrea 1 HF(1)
14 Buenos Aires Pip.-PtaPied-Ver 10 HB(2) HA(3) HD(3) HH(1) HC(1)
15 Buenos Aires Azul 3 HC(1) HL(1) HE(1)
16 Buenos Aires Bahia Blanca 2 HA(2)
17 Chubut Pla. Valdés 2 HC(2)
18 Chubut Garayalde 1 HC(1)
19 Santa Cruz Rio Gallegos 2 HC(2)
20 Tierra del Fuego San Sebastian 20 HC(20)

Tabla 3.1I: procedencia de los individuos de la especie Chaetophractus villosus, cantidad de

individuos por sitio de muestreo y sus haplotipos: HA-HQ.

3.1.3. Demografia y red de haplotipos utilizando
median-joining (MJ)
3.1.31.

Distribucion de las diferencias entre secuencias

(mismatch)
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La media de las diferencias pareadas (pairwise differences) entre
las secuencias parciales de la RC de los 76 peludos fue de 1.829 +/-
1.06, el desvio S= 2.38 y el porcentaje de diferencias entre

secuencias vario entre 0y 1,9 % (Fig. 3.2).

Relative frequency
900 -
- 800 4
0.32305 700
837 26001 F
029368 T Es00{7 —bs
= 400 4 ‘esp
026432 T =< 300 -
200
100 4
0.23495 B .
o |
12345678910
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Differences
0.17621
0.14684
0.11747
0.08811
0.05874
0.02937
Pairwise
0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 differences

Unweighted mean pairwise difference: 1.830

Fig. 3.2: Frecuencias relativas observadas en funcion del numero de diferencias
pareadas. Los valores sobre las barras indican la cantidad de pares de secuencias
de todas las posibles combinaciones entre los 76 individuos (frecuencia absoluta)
que presentan el numero de diferencias que figura en la base de cada barra. En el
grafico superior derecho de la figura se encuentran representadas las frecuencias
absolutas observadas y esperadas en funcion del numero de diferencias

pareadas.
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El resultado del test de neutralidad de Fu fue significativo, con

un valor de Fs = -8.63207 (p: 0.001), mientras que el de Tajima fue

D =-0.69809 (p: 0.269), no significativo.

3.1.3.3. Red de haplotipos utilizando median-joining

La red utilizando median-joining que muestra la relacion

entre los haplotipos se muestra en la Fig. 3.3.

Higy
Ho@)
@ NG
o | @
& . @
HC :
HFO)—

Ho@

“ [ ] 1- Loro Hablador (Chaco) [ 11- Winifreda (La Pampa)

|:| 2- Aguilares (Chaco) - 12- Navarro (Buenos Aires)

B 3- Taco Ralo (Tucumén) [T 13- Uribelarrea (Buenos Aires)

B 4 Lag El Dientudo (Santa F¢) [ 14- Pip-Pta Pied-Ver (Buenos Aires)
- 5- Lavalle (Mendoza) - 15- Azul (Buenos Aires)

E 6- Ea. El Centenario (San Luis) - 16- Bahia Blanca (Bucnos Aires)
[] 7- Laboulaye (Cérdoba) I 17-Pla_ Valdés (Chubut)

[ ] 8-NuevaGalia (LaPampa)  [Jl] 18- Garayalde (Chubut)

[ ] 9-Fa. La Luz(San Luis) [ ] 19-Rio Gallegos (Santa Cruz)

I 10- Trenel (La Pampa) I 20- San Scbastidn (Tierra del Fucgo)

Fig 3.3: Red de haplotipos de Chaetophractus villosus utilizando el algoritmo

median-joining. Cada circulo representa un haplotipos. Cada color representa una
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localidad. El tamafio de las areas de diferentes colores en cada uno de los circulos
es proporcional a la frecuencia de aparicion del haplotipo en la localidad.

Obsérvese la ausencia de haplotipos hipotéticos.

3.1.4. Analisis filogeografico

La Fig. 3.4 presenta la red conformada por los 17 haplotipos
de la RC detectados entre los 76 individuos de Chaetophractus
villosus y muestra otros 3 haplotipos denominados hipotéticos,
generados por el programa. De esta forma todos los haplotipos de
la red se diferencian del mas préoximo por una sola mutacién de
punto. El analisis también contempla Ila construccion de
agrupamientos o clados siguiendo una estructura jerarquica de
anidamientos, de manera que los clados de un nivel o jerarquia son
sub-clados en el nivel siguiente. Los haplotipos en si mismos
representan los clados de nivel 0. En consecuencia, la red resultante
del presente trabajo esta conformada por los haplotipos (nivel 0) y
por clados de primero, segundo y tercer nivel.

El haplotipo HA ubicado en el centro de la red, domina el clado 2.2
de posicidn interior con respecto a todos los demas (Fig. 3.4), lo cual
indica que resultd el mas frecuente entre las localidades
muestreadas, en 7 de ellas en este caso. También resulta el mas
frecuente entre todos los haplotipos de dicha red y ademas posee
alta frecuencia absoluta. Estas caracteristicas, fundamentalmente la

primera de las mencionadas, resultan importantes para determinar
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Fig. 3.4: Red de haplotipos de la RC de Chaetophractus villosus. Los
anidamientos de los clados fueron construidos a partir de las reglas definidas por
Templeton et al. (1987). Cada haplotipo se encuentra representado por un par de
letras (ej. haplotipo C: HC) dentro de un circulo cuyo tamario es proporcional a la
cantidad de individuos que lo poseen. El rectangulo pequefio Ch corresponde a
una secuencia de la especie Chaetophractus vellerosus usada como secuencia de
referencia (outgroup) y la flecha indica su lugar de enraizamiento en la red. El
haplotipo ancestral HA se encuentra representado por un rectangulo. Los circulos
vacios mas pequenos representan haplotipos hipotéticos. Las lineas negras finas
delimitan clados de primer nivel (1.1 - 1.7), las grises de segundo (2.1 - 2.4) y las

negras gruesas de tercero (3.1y 3.2).

la condicién de ancestralidad relacionada a un haplotipo (ver Fig. 3.4
y Tabla Il). Es importante destacar que el haplotipo ancestral no esta
determinado unicamente por la cantidad de individuos que lo poseen
(es decir por su frecuencia absoluta). Es de suma importancia
considerar la cantidad de localidades en las que un haplotipo
aparece, dado que si son numerosas, es muy probable que ese
linaje se haya dispersado a todas ellas, descartando la probabilidad
de que dicho haplotipo haya aparecido en cada localidad
independientemente. Por ultimo, la condicidn de ancestralidad se
infiere también por el hecho de que de un haplotipo deriven varios,
de alli su posicion interna en la red. De hecho, HA es el haplotipo
que presenta mayor numero de haplotipos derivados, al menos cinco

segun los resultados del presente trabajo.
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El analisis de contingencia de los anidamientos y su asociacion
geografica llevados a cabo mediante el programa GeoDis 2.5

(Posada et al. 2000) se muestran en la Tabla 3.1II.

Clado Chi-cuadrado Probabilidad
1.1 44,46 0,069
1.2 15,33 0,427
1.3 9 0,037*
1.4 6 1
1.5 3 1
21 31 0,149
22 36,32 0,023*
2.3 4,5 1
3.1 46,96 0,000*
3.2 6,52 0,672

Total cladogram 54,56 0,000*

Tabla 3.111: Analisis de contingencia de los clados y su asociacidn geogréafica.

Clado Cadena de inferencias Evento demografico inferido
1-1 1-2-11-12 No contiguous range expansion
1-3 1-19-20-2-11-12 No contiguous range expansion
2-2 1-2-17-4 No restricted gene flow with isolation by distance
3-1 1-2-11-12 No contiguous range expansion

Tabla 3.1V: Los nimeros de la cadena de inferencia refieren a la serie de pasos seguidos en
la clave de Templeton (2006). En la tabla estan representados sélo los clados que rechazan
la hip6tesis nula de la no asociacion entre la variabilidad de los haplotipos y la distribucion

geografica.
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Fig. 3.5: Region Patagonica (linea punteada) y Region Pampeana (linea

continua). Las flechas indican el proceso de expansion contigua del rango de

distribucion (contiguous range expansion) inferido en el NCA. Los indices 1.1, 1.3

y 3.1 representan los clados. Se destacan las localidades de Chapadmalal y Punta

Hermengo, de importancia paleontolégica para Chaetophractus (ver Discusion).

En gris se muestra la distribucion de la especie.
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Los clados no incluidos no presentaron variacion geografica
y/o haplotipica. Entre los 11 clados examinados, 4 rechazaron la
hipétesis nula de no asociacion geografica (p<0.05) mientras que
uno de ellos se encontrd cerca del limite de la significancia (p=0.06).
La Tabla 3.1V describe las interpretaciones biologicas de los valores
estadisticos de la clave de inferencia de Templeton (2006).
La expansion del rango de distribucidn (contiguous range expansion)
aparece como proceso general en la historia de esta especie (clados
1-1, 1-3 y 3.1) mientras que el clado de segundo nivel 2.2 se
caracteriza por un flujo génico restringido (restricted gene flow) con

aislamiento por distancia (isolation by distance) (Fig. 3.5).
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3.2. Chaetophractus vellerosus

3.2.1. Muestreo

El muestreo realizado en 8 localidades resulté en un total de
41 muestras colectadas (ver Anexo Materiales y Métodos, II:
Muestras) de las cuales 30 fueron incluidas en este estudio. En el
caso de 5 carcazas secas provenientes de Nacufian (Mendoza), 2
muestras de tejido de ejemplares de coleccion de la localidad
santafecina de San Cristobal y 1 muestra de un ejemplar proveniente
de Huasa Pampa (Tucuman) no fue posible extraer ADN de calidad
para poder realizar una PCR con éxito. Tampoco se obtuvieron
secuencias de calidad suficiente de 3 individuos provenientes de
Pipinas, provincia de Buenos Aires. Sin duda, el grado de
degradacion y/o preservacion de las muestras a analizar, ha sido la
causa de este inconveniente habitual en este tipo de estudios. Por
consiguiente, el numero de localidades representadas fue 6 (ver Fig.

3.6 y Tabla 3.VI).
3.2.2. Variabilidad de las secuencias
El analisis de las secuencias de los 30 pichis llorones

reveld la existencia de los primeros 10 haplotipos de la RC

descriptos para esta especie que fueron depositados en el GenBank
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Pacific Ocean

Fig. 3.6: En gris se muestra la distribucién de Ch. vellerosus (Wetzel 1982, Carlini
& Vizcaino 1987) y los puntos de color negro representan las localidades de

muestreo (Ver Tabla VI).
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(DQ 136318, EU 090356-59, FJ 824592-96). Se obtuvieron
secuencias parciales, cuya longitud fue de 485 pb, excepto un
individuo con una insercidn extra, que presentd una secuencia de
486 pb. Las secuencias alineadas por CLUSTAL W (ver el Anexo
de este capitulo) mostraron 9 cambios o mutaciones de punto, de las
cuales 7 fueron transiciones, con un desvio hacia las de tipo C-T,
una fue una transversion y la restante fue una insercién (Tabla 3.V).
Las secuencias que fueron editadas y corregidas manualmente con
el programa Chromas Pro.

Al igual que en la especie hermana Chaetophractus villosus,
no hubo evidencias de heteroplasmia entre las secuencias de ADN
obtenidas a partir de diversos tejidos.

Los haplotipos, frecuencias relativas, sitios polimérficos y
numeros de acceso al GenBank se indican en la Tabla 3.V. Las
localidades de procedencia, la cantidad de individuos por localidad y
sus haplotipos correspondientes se listan en la Tabla 3.VI.

La composicion de nucledtidos promedio de las secuencias
fue C: 26,85%; T: 29.43%; A: 31,02%; G: 12,71% y la diversidad
nucleotidica (1), baja al igual que en la poblacién de peludos, fue de

0.003971 +/- 0.002555.
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Haplotipo 197 238 268 297 329 356 364 432 441 n Frec.Abs n° acc.GenBank
veA G C T C T A C T - 16 0,5333333 DQ 136318
veB A C T - 4 0,1333333 EU 090356
veC A C - 3 0,1 EU 090357
veD A T C T T . - 1 0,033333 EU 090358
veE A C . C - 1 0,033333 EU 090359
veF A C T . - 1 0,033333 FJ 824592
veG A C . C G 1 0,033333 FJ 824593
veH A . C G - 1 0,033333 FJ 824594
vel A T C - 1 0,033333 FJ 824595
veJ A C G - 1 0,033333 FJ 824596

Tabla 3.V: HA-HQ: haplotipos; 197 - 441: sitios polimérficos en la secuencia de 485 pb de Ch.

vellerosus; n: numero de individuos que poseen el haplotipo correspondiente; Frec.Rel:

frecuencia relativa; n°® acc. GenBank: numero de acceso al depdsito del haplotipo en la base de

datos del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).

sitio provincia localidad n haplotipo (n° de individuos)

1 Tucuman Graneros 1 veD(1)

2 Tucuman Taco Ralo 11 veB(4) veC(3) veE(1) veG(1) veH(1) vel(1)
3 Coérdoba Alcira 1 veA(1)

4 Mendoza Nacufan 1 veJ(1)

5 La Pampa Trenel 1 veF(1)

6 Buenos Aires  Pipinas 15 veA(15)

Tabla 3.VI: distribucion geografica de los haplotipos y cantidad de individuos por sitio de muestreo.
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3.2.3. Demografia y red median-joining (MJ) de

haplotipos

3.2.3.1. Distribucion de las diferencias entre secuencias

(mismatch)

La media de las diferencias pareadas (pairwise differences) entre
las secuencias de los 30 individuos de la especie Chaetophractus
vellerosus fue de 1.9 +/- 1.1, el desvio estandar S= 2.129. El
porcentaje de diferencias entre secuencias varié entre 0 y 1,029 %,
lo cual indica que entre un par de secuencias tomadas al azar
existen entre 0 y 5 bases de diferencia. Las frecuencias relativas y
cantidad de diferencias entre pares de secuencias (0 - 5) y las
diferencias pareadas observadas vs. las esperadas se presentan en
la Fig 3.7. En lineas generales la distribucion bimodal y aserrada
representan estadios de estabilidad poblacional demografica y de
rango de distribucidon. Este patrén es el que se observa en el caso de

la poblacion de pichi llorén (Fig. 3.7).

3.2.3.2. Tests de neutralidad

El resultado del test de neutralidad de Fu fue de Fs = -3.38897
(p: 0,035), mientras que el de Tajima fue de D=-0.27466 (p: 0.449).

Por lo tanto, ninguna de las dos pruebas contradice la neutralidad
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selectiva, ni tampoco evidencian algun tipo de estructuracion

poblacional.

Relative frequency

0.39195

035632

0.32069

0.28506

0.24943

021379

047316

014253

0.10690

007126

0.03563

180
160
140 4
120 -
@
T 2 100 JE—
§ 0, esp
1 * 80
40
20 4
T 0 ——————
1 2 3 4 5 B 7
4 Diferencias
19 17
Pairwise
0 1 2 3 4 5 differences

Unweighted mean pairwise difference: 1.903

Fig. 3.7: Frecuencia relativa observada en funcion del niumero de diferencias
pareadas. Los valores sobre las barras indican la cantidad de pares de secuencias
de todas las posibles combinaciones entre los 30 individuos que presentan el
numero de diferencias que figura en la base de cada barra. En el grafico superior
derecho de la figura se encuentran representadas las frecuencias absolutas

observadas y esperadas en funcién de las diferencias pareadas.
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3.2.3.3. Red de haplotipos utilizando median-joining (MJ)

La red utilizando median-joining que muestra la relacion

entre los haplotipos se muestra en la Fig. 3.8.

VEDC)

mvis"

/ 34 my2#
VEF @ VEB.

/) ee

v @ /|
VEH@)
NEE@
sED VEGE)

I:l 1- Graneros (Tucuman)
- 2- Taco Ralo (Tucuman)
B s Alcira (Cordoba)

- 4- Nacufian (Mendoza)
- 5- Trenel (I.a Pampa)
- 6- Pipinas (Buenos Aires)

Fig 3.8: Red de haplotipos de Chaetophractus vellerosus utilizando el algoritmo

median-joining. Los haplotipos hipotéticos se indican con mv.

3.2.4. Analisis filogeografico

La Fig. 3.9 presenta la red conformada por los 10 haplotipos

de la RC detectados entre los 30 individuos de Chaetophractus

vellerosus y 2 haplotipos hipotéticos generados por el programa de
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manera que todos se diferencien del mas proximo por una sola
mutacién de punto. La red resultante a partir de las secuencias de
los pichis llorones esta conformada por los haplotipos (nivel 0) y por

clados de primero y segundo nivel.
t 11

yel

ébkj

Fig. 3.9: Red de haplotipos de la Region Control de Chaetophractus vellerosus
usando TCS 1.13 (Clement et al. 2001). Los anidamientos de los clados fueron
construidos a partir de las reglas definidas por Templeton (2006). En este caso
cada haplotipo se encuentra representado por “ve” (que hace referencia al epiteto
especifico de la especie) y una letra correspondiente al haplotipos (ej. haplotipo A:
veA) dentro de un circulo cuyo tamafio es proporcional a la cantidad de individuos

que poseen ese haplotipo. El haplotipo ancestral veC se encuentra representado
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por un rectangulo. Los circulos vacios mas pequefios representan haplotipos
hipotéticos necesarios para unir a todos los haplotipos encontrados entre los
individuos del muestreo. Todos lo haplotipos se diferencian del mas proximo por
un nucledtido. Las lineas grises delgadas delimitan clados de primer nivel (1.1 -

1.4) y la gris gruesa de al de segundo nivel (2.1).

El haplotipo veC domina al clado 1.4 por su posicion interior
mientras que, 1.4 domina la red debido a la misma condicion. Como
ya fue mencionado, entre las caracteristicas que determinan la
ancestralidad de un haplotipo son su posicién interior en la red. su
frecuencia y que se encuentre presente en el mayor niumero de
localidades. En particular, veC esta presente en una sola localidad
al igual que casi todos los demas haplotipos, excepto veB que se
encuentra en dos, y resulta menos frecuente que veA y veB (ver
Tabla VI). A pesar de esto, los datos indican que veC seria el
haplotipo ancestral dado que de este linaje surgen otros 7 haplotipos

incluyendo uno hipotético (Fig. 3.9).

Clado Chi-cuadrado Probabilidad
1.4 22 0,104
2.1 65,05 0,002

Tabla 3.VII: analisis de contingencia de los clados y su asociaciéon geografica.
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Los resultados del analisis de contingencia de los
anidamientos y asociaciéon geografica utilizando el programa
GeoDis se muestran en la Tabla 3.VIl. Los clados no incluidos no
presentaron variacioén geografica y/o haplotipica.

Cinco clados fueron examinados, de los cuales sélo uno
rechazé la hipétesis nula de no asociacion geogréfica (p=0,05). Sin
embargo, los datos no permitieron realizar las interpretaciones
bioldgicas de los valores estadisticos usando la clave de inferencia
de Templeton (2004) debido a que los valores Dc y Dn no fueron
significativos en ningun caso. A pesar de ello, el rechazo de la
hipétesis nula en el clado 1.4 sugiere que existe estructuracion
geografica entre los linajes en la poblacién de Chaetophractus
vellerosus, aunque no fue posible especificar a través de que tipo/s

de fendmeno/s genéticos y/o demograficos.

3.3. Caracteristicas estructurales de la
Region Control de Chaetophractus.

Comparacion entre especies.

3.3.1. Posicion de las mutaciones y diferencias entre

especies
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Los datos muestran 12 sitios de cambio (transiciones) entre
las secuencias de Chaetophractus villosus analizadas. De las
cuales:

a) 3 pertenecen a la secuencia del gen tRNA-Pro (ARN de
transferencia de la prolina), adyacente al extremo 3" de
la RC (posiciones 6, 13 y 20 de las secuencias
parciales de ese estudio).

b) 9 restantes fueron identificadas en el dominio ETAS (en
las posiciones 177, 204, 214, 238, 289, 295, 311,335y

348).

Las 30 secuencias de Chaetophractus vellerosus mostraron 9
cambios, de los cuales:
a) 6 se encuentran dentro del dominio ETAS (197, 238,
268, 297, 329 y 356),
b) 3 (364, 432 y 441) se ubican en el Dominio Central

(DC) (ver Tabla 3.V y Fig. 3.10).

La Tabla 3.VIIl muestra las diferencias de la secuencia de la
RC utilizada en este trabajo entre las dos especies del género

estudiadas.
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Posicion Ch. villosus Ch. vellerosus Tipo
6 G/A G transicion
13 T/C T "
20 G A "
69 T C "
85 T C "
177 T/C T "
197 A G/A "
204 C/T C "
214 C/T C "
238 C/T C/T "
239 C/T A transversion
268 T C/T transicion
283,284,285,286 GTTC ACCT ")
289 C T "
295 T C "
297 C C/T "
308 A C transversion
311 G A transicion
318 A G "
323 - T insercion (+)
324 T A transversion
329 C T transicion
336 G A "
349 A/G A "
355 A G "
361 C T "
364,365,366 TCG CTA/TTA "
432 T C "
441 - -/G insercioén (+)

Tabla 3.VIIl: diferencias entre las secuencias parciales de la RC de Chaetophractus
villosus y Chaetophractus vellerosus. (*) transiciones agrupadas; (+) se interpretan como
inserciones por considerar que el pichi lloron aparece como especie posteriormente (ver

Capitulo 1V, Discusion).

3.3.2. Composicion de bases de los Dominios y

elementos ETAS

En el dominio ETAS, el orden decreciente en la composicién
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de bases es T>A>C>G mientras que la extension de la secuencia
del DC obtenida fue de 127 pb con una composicién de bases
C>A>G>T. La Tabla 3.I1X muestra la composicion de bases (%) de
los dominios ETAS y DC en cada especie mientras que la Fig. 3.10
muestra la longitud y posicion de éstos y la secuencia de los
elementos conservados ETAS 1y ETAS 2

El dominio ETAS muestra una extension de 289 y 290 bp en
Chaetophractus villosus y Chaetophractus vellerosus
respectivamente. También este dominio incluye una repeticién de 80
bp que involucra parcialmente a ETAS 1 separandolo de ETAS 2 por
73 bp (Fig. 3.11). ETAS 1 se ubica a 29 bp de distancia del extremo
3" de la RC (adyacente al gen tRNA-Pro) y tiene una extensién de 66

bp mientras que la de ETAS 2 es de 75 bp (Fig. 3.10).

Taxa \ % de bases por Dominio ETAS Dom.C. ( sec.parcial)
T A C G A G C T
Ch. villosus 3425 3322 2284 9,69 23,01 22,22 34,13 20,63
Ch. vellerosus 3345 33,1 23,8 9,65 23,81 21,43 33,33 2143
media (X) Sbhisa et al. 1997 29,77 3444 2481 11,03 24,39 20,67 27,04 27,85

Tabla 3.IX: composicidon de bases (porcentaje) del dominio ETAS vy la secuencia parcial
del Dominio Central de Chaetophractus comparados con los valores medios (X) de las 27

especies de mamiferos presentadas en Sbisa et al. (1997).
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th

(69 7% (163) (242) (317) (359 (424
1 30 99 173 243 290 417
ARNtPro | [ LAY o
ET43 1 ET&S 2
Dominio ETAS L} Dominio Central
Regién Control

Chaegtophractys TTGTCCTATGTATT ATCGTGCATAT. ATTTATTTACCCCATGUATATCATATAATACTA . TACATTAA
Consenso ACATHCTATGTATWATCGTACATTAA ATTGVITTDCCCCATGCATAATD ATAAGCATMGTACATTAA

Chaetophractys TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGUATATCATAAAGS
Consetso THATTHNATAKTACATAHABTACATAHNATT YATTHNANTCGTACATANNACATNHNTACHHHVATCAAATC

Chagtophractys TCCAGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCGGGCOCCATC
Consenso CTTHATCACCATEBCCTNCGTGAAATCAGCAACCCGCYNNNCAAVMGTGHTCCCTCTYCTCGCTCCGGGCCCATNNN

Chastophractys AATCGTGGGGGTTTCTACGAGTGAAACTATATCTGGUATCTGGTTCCTACTTCAGGA
Consetso AACHNNTGGGGGTHNNCTANANT GAAHCTNTACCH GGCATCTGGTTCTTACTTCAGGG

Fig. 3.10: Posicion de los dominios y elementos ETAS en la RC de
Chaetophractus. Los ndmeros rojos indican la posicién relativa en las secuencias
obtenidas para este estudio; los negros ubicados por debajo, la posicién absoluta
en la RC. En la parte inferior de la figura se comparan las secuencias del Dominio
Central (parcial), ETAS 1 y 2 de Chaetophractus con las consenso (calculadas a
partir de Sbisa et al. 1997) correspondientes. Resaltado gris: bases conservadas;
N, W, V, D, M, K, H,Y, B: letras de acuerdo con el WOBBIE CODE (International
Code for Degenerate Bases, ver Anexo); letras en negrita y subrayadas indican
que en al menos 13 de las 27 especies comparadas en Sbisa et al. (1997) no hay

una base en esa posicion cuando las secuencias se encuentran alineadas (gris).

En 3 de los 76 ejemplares de Chaetophractus villosus y en sélo 1 de
los 30 de Chaetophractus vellerosus analizados en este estudio, los
fragmentos de secuencias obtenidos mostraron mayor longitud, lo

que permitié detectar una repeticion de 52 bp en el DC (Fig. 3.11).
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TITATITACCCCATG CATATCATATA ATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACATCCTATG
TATAATCGTACATACACTTATITACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTA
CATAGTACATCCTATG TATAATOGTACATACG

GIGGGEEGE TITCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATC TG TICCTACTICAGGAGTGGGGGTIICT
AGAGTGAAACTATATCTG GCATCTG GTICCTACTICAGGA

Fig. 3.11: repeticiones en las secuencias de la RC de Chaetophractus: 1.

repeticion en el Dominio ETAS; 2. repeticion en el Dominio Central.

El elemento ETAS 1 de Chaetophractus comparte entre 48 y
55 bases con la secuencia consenso homaloga, lo cual significa un
78 a 83 % de conservacion, mientras que ETAS 2 comparte entre
41 y 56 bases, lo que equivale a un 58 a 79% de conservacion. En
el caso del DC, las bases compartidas fueron entre 92 y 113, lo que

significa un 72 a 89% de conservacion (Fig. 3.10).
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I: Alineamientos de las secuencias de Chaetophractus villosus

CLUSTAL W multiple sequence alignment Ch. villosus — | = sitios variables

140D_L15926
173D_L15926
30D_L15926
131D_L15926
6D_L15926
42D_L15926
50D_L15926
21D_L15926
43D_L15926
7D_L15926
22D_L15926
74D_L15926
17D_L15926
20D_L15926
124D_L15926
128D_L15926
44D 115926
38D_L15926
61D_L15926
79D_L15926
77D_L15926
65D_L15926
78D_L15926
62D_L15926
76D_L15926
102D_L15926
64D_L15926
71D_L15926
63D_L15926
127D_L15926
80D_L15926
66D_L15926
72D_L15926
67D_L15926
73D_L15926
149D_L15926
69D_L15926
188D_L15926
68D_L15926
184D_L15926
129D_L15926
130D_L15926
154D_L15926
70D_L15926
152D_L15926
137D_L15926
159D_L15926
156D_L15926
143D_L15926
151D_L15926
138D_L15926
171D_L15926
142D_L15926
160D_L15926
83D_L15926
178D_L15926
185D_L15926
195D_L15926
148D_L15926
161D_L15926
189D_L15926
192D_L15926
105D_L15926
183D_L_15926
5D_L15926
139D_L15926
81D_L15926
174D_L15926

AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACABCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACABCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACABCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAAGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACABCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGABGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
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123D_L15926
190D_L15926
120D_L15926
141D_L15926
134D_L15926
147D_L15926
135D_L15926
150D_L15926
136D_L15926
146D_L15926

140D_L15926
173D_L15926
30D_L15926
131D_L15926
6D_L15926
42D_L15926
50D_L15926
21D_L15926
43D_L15926
7D_L15926
22D_L15926
74D_L15926
17D_L15926
20D_L15926
124D_L15926
128D_L15926
44D 115926
38D_L15926
61D_L15926
79D_L15926
77D_L15926
65D_L15926
78D_L15926
62D_L15926
76D_L15926
102D_L15926
64D_L15926
71D_L15926
63D_L15926
127D_L15926
80D_L15926
66D_L15926
72D_L15926
67D_L15926
73D_L15926
149D_L15926
69D_L15926
188D_L15926
68D_L15926
184D_L15926
129D_L15926
130D_L15926
154D_L15926
70D_L15926
152D_L15926
137D_L15926
159D_L15926
156D_L15926
143D_L15926
151D_L15926
138D_L15926
171D_L15926
142D_L15926
160D_L15926
83D_L15926
178D_L15926
185D_L15926
195D_L15926
148D_L15926
161D_L15926
189D_L15926
192D_L15926
105D_L15926
183D_L_15926
5D_L15926
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AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACABCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACABCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT

ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
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ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
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ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
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ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA

*kKk

TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCIICATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCIICATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
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TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATARAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATARAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACARTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCIICATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATAAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT

*xk

TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAEGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAEBACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
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TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAIQCGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATIITACCAGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATTACCAGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAEGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAEBACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCAEGACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCABACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA

TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACECGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGICATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGHCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGACATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGHACATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACECGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGBCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGICATTGTATCAGTAAACCTCGTACICGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGHCATTGTATCAGTAAACCTCGTACHCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGBCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGBCATTGTATCAGTAAACCTCGTACBCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACHECGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGBCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACECGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
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TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACBCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACBCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGBCATTGTATCAGTAAACCTCGTACBCGAACCACCTCCBACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACBCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACACGAACCACCTCCBACCGGAATTTCC
TATCATAAAGHCATTGTATCAGTAAACCTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGGCATTGTATCAGTAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC
TATCATAAAGECATTGTATCAGTAAACCTCGTACBCGAACCACCTCCAACCGGAATTTCC

AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
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AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG
AGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCCG

GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
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156D_L15926
143D_L15926
151D_L15926
138D_L15926
171D_L15926
142D_L15926
160D_L15926
83D_L15926
178D_L15926
185D_L15926
195D_L15926
148D_L15926
161D_L15926
189D_L15926
192D_L15926
105D_L15926
183D_L_15926
5D_L15926
139D_L15926
81D_L15926
174D_L15926
123D_L15926
190D_L15926
120D_L15926
141D_L15926
134D_L15926
147D_L15926
135_DL15926
150D_L15926
136D_L15926
146D_L15926

140D_L15926
173D_L15926
30D_L15926
131D_L15926
6D_L15926

42D_L15926
50D_L15926
21D_L15926
43D_L15926
7D_L15926

22D_L15926
74D_L15926
17D_L15926
20D_L15926
124D_L15926
128D_L15926
44D 115926
38D_L15926
61D_L15926
79D_L15926
77D_L15926
65D_L15926
78D_L15926
62D_L15926
76D_L15926
102D_L15926
64D_L15926
71D_L15926
63D_L15926
127D_L15926
80D_L15926
66D_L15926
72D_L15926
67D_L15926
73D_L15926
149D_L15926
69D_L15926
188D_L15926
68D_L15926
184D_L15926
129D_L15926
130D_L15926
154D_L15926
70D_L15926
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GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC
GGCCCATCAATCGTGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACTTC

AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
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152D_L15926
137D_L15926
159D_L15926
156D_L15926
143D_L15926
151D_L15926
138D_L15926
171D_L15926
142D_L15926
160D_L15926
83D_L15926

178D_L15926
185D_L15926
195D_L15926
148D_L15926
161D_L15926
189D_L15926
192D_L15926
105D_L15926
183D_L_15926
5D_L15926

139D_L15926
81D_L15926

174D_L15926
123D_L15926
190D_L15926
120D_L15926
141D_L15926
134D_L15926
147D_L15926
135 _DL15926
150D_L15926
136D_L15926
146D_L15926

AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
AGGA
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Il: Alineamientos de las secuencias de Chaetophractus vellerosus

S. Poljak 2009

CLUSTAL W multiple sequence alignment Ch. Vellerosus — N = sitios variables

89D_L15926
118D_L15926
88D_L15926
4D_L15926
13D_L15926
14D_L15926
15D_L15926
16D_L15926
18D_L15926
19D_L15926
23D_L15926
24D_L15926
31D_L15926
41D_L15926
175D_L15926
39D_L15926
35D_L15926
34D_L15926
32D_L15926
119D_L15926
176D_L15926
101D_L15926
103D_L15926
100D_L15926
99D_L15926
98D_L15926
96D_L15926
95D_L15926
104D_L15926
97D_L15926

89D_L15926
118D_L15926
88D_L15926
4D_L15926
13D_L15926
14D_L15926
15D_L15926
16D_L15926
18D_L15926
19D_L15926
23D_L15926
24D_L15926
31D_L15926
41D_L15926
175D_L15926
39D_L15926
35D_L15926
34D_L15926
32D_L15926
119D_L15926
176D_L15926
101D_L15926
103D_L15926
100D_L15926
99D_L15926
98D_L15926
96D_L15926
95D_L15926
104D_L15926
97D_L15926

AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT

ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
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89D_L15926
118D_L15926
88D_L15926
4D_L15926
13D_L15926
14D_L15926
15D_L15926
16D_L15926
18D_L15926
19D_L15926
23D_L15926
24D_L15926
31D_L15926
41D_L15926
175D_L15926
39D_L15926
35D_L15926
34D_L15926
32D_L15926
119D_L15926
176D_L15926
101D_L15926
103D_L15926
100D_L15926
99D_L15926
98D_L15926
96D_L15926
95D_L15926
104D_L15926
97D_L15926

89D_L15926
118D_L15926
88D_L15926
4D_L15926
13D_L15926
14D_L15926
15D_L15926
16D_L15926
18D_L15926
19D_L15926
23D_L15926
24D_L15926
31D_L15926
41D_L15926
175D_L15926
39D_L15926
35D_L15926
34D_L15926
32D_L15926
119D_L15926
176D_L15926
101D_L15926
103D_L15926
100D_L15926
99D_L15926
98D_L15926
96D_L15926
95D_L15926
104D_L15926
97D_L15926

89D_L15926
118D_L15926
88D_L15926
4D_L15926
13D_L15926
14D_L15926
15D_L15926
16D_L15926
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ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA

TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATATAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATATAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTGCATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT
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TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACATGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACATGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
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TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA

EcE

TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGGTTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACGTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC

TAGETAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
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TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGETAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGIITAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGITAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGTTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC

*k*k

GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAACCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAACCGTGGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT

TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
TCAGGA
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lll: Diferencias entre especies

CLUSTAL W multiple sequence alignment: 5D (villosus), veG 97 (vellerosus)

N = Diferencias entre especies

5D_L15926
veG_ 97_

5D_L15926
veG_ 97_

5D_L15926
veG_ 97_

5D_L15926
veG__ 97

5D_L15926
veG__ 97

5D_L15926
veG__ 97

5D_L15926
veG__ 97

5D_L15926
veG__ 97

5D_L15926
veG__ 97

AAGGAGGAAACATCTTACAGCTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT
AAGGAGGAAACATCTTACAACTCCACCATCAACTCCCAAAGCTGATATTCTACTTAAACT

ACTCCTTGTTAACTAACCGTGCATTATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT
ACTCCTTGCTAACTAACCGTGCATCATGCACGGTTTTTTGTCCTATGTATTATCGTGCAT

ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA
ATATTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACATTAATAATCTTACATAGTACA

TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCTCATGCATATCATATAATACTATACAT
TCCTATGTATAATCGTACATACACTTATTTACCCCATGCATATCATATAATACTATACAT

TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGTATAATCGTACATACGTTCATCTACCATACGCA
TAATAATCTTACATAGTACATCCTATGCATAATCGTACATACACCTATTTACCACACGCA

ECE R =

TATCATAAAGGCATTGTATCAG-TAAACCTCGTACGCGAACCACCTCCAACCGGAATTTC
TATCATACAGACATTGTGTCAGTAAAACTTCGTACACGAACCACCTCCAACCGGGATTTC
** -

CAGTCGACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
TAGCTAACCAACTCCCGAGAAACCAGCAACCCGCCAGAGACATGCCCCTCTCCTCGCTCC
**

GGGCCCATCAATCGTGGGGG-TTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT
GGGCCCATCAACCGTGGGGGGTTTCTAGAGTGAAACTATATCTGGCATCTGGTTCCTACT

TCAGGA 486
TCAGGA

KAAAKK

60

120

180

240

300

360

420

480
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4.1. DINAMICA POBLACIONAL Y

FILOGEOGRAFIA DE Chaetophractus villosus
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4.1.1. Filogeografia

El analisis de clados anidados (NCA) revel6é una asociacion
geografica significativa en la distribucién de la variabilidad genética
de la poblacién de Chaetophractus villosus, con un patrén general de
expansion del rango de distribucion (contiguos range expansion). El
patrén mencionado, bajo un modelo de expansion repentina, ha sido
descripto por Cann et al. (1987). Asi, los haplotipos mas antiguos
resultan confinados al area pre-expansiva ancestral mientras que
algunos de los haplotipos mas jovenes, surgidos a partir de
poblaciones en areas de expansion, estan diseminados
geograficamente (contiguous range expansion) o ubicados en areas
distantes de las ocupadas por los haplotipos ancestrales (interior). A
este ultimo evento se lo denomina colonizacion a larga distancia
(long distance colonization). Como la expansion resulta entonces un
evento definido por lo antedicho, los patrones que predicen Cann et
al. (1987) no deberian ser recurrentes. Sin embargo, también
pueden ocurrir en mas de una categoria de anidamiento debido al
polimorfismo ancestral de la poblacién en expansion. En este caso,
los patrones significativos deberian ser geograficamente
congruentes ya que reflejan el mismo evento histérico (Templeton,
1995). Si consideramos los modelos de simulacion y la distribucidn

geografica de los haplotipos interiores (mas viejos) y exteriores o tip
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(mas jovenes) en los clados, los datos obtenidos permiten inferir que
Chaetophractus villosus presenta un patrén de tipo contiguous range
expansion. De acuerdo a ello se desprende (1) que el area pre-
expansiva de la especie se localiza en el centro de Argentina, y (2)
que la expansion de su rango de distribucién ocurrié hacia el Este,
el Noroeste y principalmente hacia el Sur. Esta evidencia resulta
claramente congruente a distintos niveles jerarquicos de los clados
(ver Fig. 3.5).

En funcion de estos modelos, una de las hipotesis mas
importantes desde un punto de vista histérico-poblacional es que el
haplotipo HA debe ser considerado el linaje mas antiguo por los
siguientes motivos:

1- su presencia como haplotipo predominante en el clado 1.2
de posicion interior respecto de todos los demas clados;

2- su mayor frecuencia de apariciéon en las localidades (ver
Tabla Il);

3- la superposicion entre la distribucion de dicho linaje, y la
Region Pampeana, donde fue registrada la mayor variabilidad
haplotipica de toda la distribucién de la especie (ver Fig. 3.1 y Tabla
3.11) y finalmente,

4- que el fésil mas antiguo proviene de la localidad de
Chapadmalal, sobre la costa atlantica de la Region Pampeana,
segun veremos mas adelante (ver Fig. 3.5).

Un analisis mas detallado de los clados permite realizar otras

consideraciones vinculadas al proceso histérico de expansion. En
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primer lugar uno de los clados que rechaza la hipdtesis nula de no
asociacion geografica, el 1.3 (Tabla 3.1II), esta conformado por dos
haplotipos, HG en posicion interior y HD en posicién tip (Fig. 3.4).
De acuerdo a Castelloe y Templeton (1994) esto significa que HG,
que aparece en las localidades 6, 7 y 10, es un haplotipo mas
antiguo que HD, presente en las localidades 11 y 14 (Fig. 3.1), por lo
que se interpreta que la expansion contigua del rango de distribucion
(Tabla 3.1V) avanza principalmente desde el centro de Argentina en
direccion Este, hasta la costa atlantica. Se observa ademas un
movimiento menor de expansion del rango de distribucién hacia el
sur, segun lo indica la presencia de HD en la localidad 11 (Fig. 3.5).
En relacién al haplotipo HC, por su mayor frecuencia domina
el clado 2.1, cuya posicién tip en la red de haplotipos indica que los
linajes que lo conforman son mas jovenes que los contenidos en el
clado 2.2, de posicion interior. Siguiendo el mismo criterio se
observa que desde la misma area del centro de la Region
Pampeana donde se ubica HC (localidades 10 y 15, Fig. 1), los
movimientos de expansion del rango de distribucién de dicho
haplotipo se dieron hacia el Este y el Noroeste dentro de dicha
region, representados por los haplotipos HH-HF, presentes en las
localidades 13 y 14 y HM, presente en la localidad 6. (Fig. 3.1 y Fig.
3.5), respectivamente.
Entre los factores que podrian haber intervenido en los
cambios climaticos invocados a lo largo de este trabajo de tesis, es

indudable que las glaciaciones patagonicas y los cambios en el nivel
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del mar fueron los que tuvieron mayor incidencia en la Region
Pampeana. Por ello, es posible suponer que las expansiones de
algunos linajes de la poblacion de Chaetophractus villosus hacia el
Este y Noroeste dentro de la region mencionada hayan estado
correlacionadas con pulsos de mayor aridez debido a reavances
glaciarios y a disminuciones en el nivel del mar, lo que aumentaba la
superficie continental.

Es destacable que si bien HC no es el haplotipo mas joven del
clado 1.1, probablemente haya ocupado siempre una posicion
marginal-sur dado que efectivamente es el Unico linaje que expandio
el rango de distribucién de la especie ocupando toda la Patagonia e
incluso la Isla Grande de Tierra del Fuego (Poljak et al., 2007).
Como claramente muestran la Tabla 3.1l y la Fig. 3.1, todos los
individuos provenientes de las localidades patagdnicas presentan
unicamente el haplotipo HC. Es indiscutible que este linaje ha
alcanzado un extenso rango de distribucion durante un periodo de
10.000 afios antes del presente como limite maximo, luego de la
retraccién del ultimo re-avance glaciario hacia la Cordillera de Los
Andes durante el Pleistoceno tardio (Rabassa et al., 2005). Esta
hipbtesis apoya la idea de una poblacién en expansion que resulta
del andlisis de distribucion pareada de secuencias (mismatch
distribution) (Fig. 3.2).

El clado 1.3 no sélo evidencia una expansién contigua del
rango sino que ademas da lugar al flujo génico restringido con

aislamiento por distancia (restricted gene flow with isolation by
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distance) que caracteriza al clado de jerarquia mayor que lo contiene
(2.2). El clado 1.3 comprende las localidades 6, 7, 10, 11, y 14
mientras que el clado 2.2a 1,6, 7, 8, 10, 11, 12, 13, 14, 15y 16, de
manera que la distribucion del primero es restringida y se encuentra
superpuesta a la del segundo (Fig 3.1). De acuerdo a los modelos de
simulacién propuestos por Neigel y Avise (1993), esta configuracion
determina el flujo génico restringido con aislamiento por distancia.
Este tipo de procesos se observa en especies de baja vagilidad (la
capacidad de los organismos para diseminarse, lo que constituye el
parametro que define la dispersion; Frankham et al., 2002, Moraes-
Barros et al., 2006), como seria el caso de Chaetophractus villosus y
es, ademas, el unico proceso no histérico detectado en la red, es
decir un proceso que deja huellas en la estructuracién poblacional de
la especie y que ocurre recurrentemente, generacion tras
generacion. Segun lo expuesto, cabria plantearse entonces ¢ porqué
esta recurrencia no se ha detectado en mas clados? De hecho, 6 de
los 11 clados considerados no rechazan la hipdtesis nula de no
asociacién geografica (Tabla 3.lll). Varias razones podrian ser
invocadas para responder a este interrogante, por ejemplo 1- no
haber hallado la suficiente variacion genética en las poblaciones
muestreadas, 2- que el numero de individuos en algunas de ellas
sea bajo o 3- que sencillamente el numero de poblaciones sea
escaso y que por alguna o todas estas razones el poder de
resolucién del analisis sea insuficiente (Templeton et al. 1995). Sin

embargo, el muestreo no parece estar sesgado, dado que sdlo 3
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haplotipos hipotéticos fueron necesarios para completar la red de 17
haplotipos hallados en Chaetophractus villosus de manera que cada
uno tenga una sola diferencia con el vecino mas proximo.

En el caso del clado 1.2 ninguna de las razones
mencionadas antes explican el rechazo de la hipétesis nula, y si no
se detect6 aislamiento por distancia, esto pudo deberse a la mayor
antigiiedad de los haplotipos que lo conforman respecto de todos los
demas. Esta situacion es expresada por la posiciéon “interior” no soélo
en relacion al clado de jerarquia mayor siguiente (2.2), sino ademas
respecto de la red total. La antigledad aludida probablemente haya
borrado las huellas de una asociacion geografica de la variabilidad
genética debido a que los haplotipos mas jovenes HE y HB tuvieron
el tiempo suficiente para dispersarse en la Regién Pampeana tanto
como el ancestral HA.

Teniendo en cuenta que el NCA sugiere que Chaetophractus
villosus es una especie con baja vagilidad y que su resto fosil mas
antiguo y simultaneamente del género Chaetophractus, proviene de
la Regién Pampeana (ver mas abajo), se podria proponer que el
linaje que dio origen a esta especie se distribuy6 originalmente en la
Region Pampeana o al menos en la zona central de Argentina.

Los cambios climaticos en dicha region estuvieron histérica y
estrechamente relacionados a los periodos glaciarios e
interglaciarios ocurridos en la Patagonia durante los ultimos 5 Ma. y
especialmente durante el Pleistoceno (Rabassa et al., 2005). Esto

provocé una serie de cambios ecolégicos y faunisticos

153



S. Poljak 2009

correlacionados (Tonni et al., 1999; Nabel et al., 2000; Rabassa et
al., 2005) y la retraccion definitiva de las masas de hielo hacia los
Andes dejo disponible el extenso territorio patagonico, lo que
seguramente tuvo un fuerte impacto biogeografico en las biotas del
cono sur de Sudamérica. Una posibilidad es que la menor
disponibilidad de recursos alimenticios debida a las condiciones
climaticas menos favorables de la Patagonia, ligado al habito de vida
fosoria de Chaetophractus villosus probablemente hayan inducido la
rapida colonizacion post-glacial (Pleistoceno tardio — Holoceno
temprano, 16 — 10 Ma) de esta region debido a un forzado aumento
del home-range para la subsistencia. Algo similar parecen indicar
estudios previos sobre el area de hogar de Chaetophractus
vellerosus, que necesita entre 3,4 y 4,6 ha en ambientes de dunas
de una gran aridez en Catamarca (Greegor, 1985), mientras que en
ambientes modificados a causa de las actividades ganaderas en
zonas mas humedas como la de la costa de la Bahia Samborombon,
especificamente en Pipinas, 1 ha puede ser suficiente como area de
hogar (Glaz y Carlini, 1999).

Sin embargo, en los registros paleontoldgicos y arqueoldgicos
de dasipddidos en Patagonia, sélo aparecen fosiles de la especie
Zaedyus pichiy de aproximadamente 3500 anos de antigiedad
(Holoceno tardio), provenientes del norte de la provincia de Santa
Cruz. Por otro lado, en base a la nula variabilidad encontrada entre
las secuencias de los individuos provenientes de Patagonia no

puede descartarse que la colonizacion de esta region haya sido mas
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reciente aun, lo que hace que, en este marco, la expansion del rango
de distribucion a través de la colonizacion de Patagonia haya sido y
sea realmente explosiva.

Los procesos de expansion del rango de distribucién de la
poblacion de peludos en la Region Pampeana y la Patagonia no
parecen haber sido simultaneos ya que la expansion en la primera
incluye un fenémeno de aislamiento por distancia genética por un
lado y una distribucion geografica similar entre haplotipos derivados
y su haplotipo ancestral por otro. Ambos requieren un tiempo de
desarrollo que en principio supera al posiblemente muy corto tiempo
de colonizaciéon de la Patagonia, en la que la nula variabilidad de
haplotipos y las referencias paleontolégicas disponibles asi lo
indican. Ademas, si asumimos que las expansiones pampeanas se
debieron a pulsos de mayor aridificacion por reavances glaciarios en
Patagonia (ademas de disminuciones del nivel del mar), no hubiese
sido posible la colonizacion de esta ultima region debido a la
presencia de las masas de hielo continental y a la adversidad del

clima.

41.2. Test de neutralidad, distribucion de Ilas
diferencias (mismatch) y red median-joining (MJ) de

haplotipos.
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La comparacién entre secuencias de ADN es una herramienta
sumamente potente para identificar los procesos histéricos que
determinan la estructura de las poblaciones asi como también las
fuerzas evolutivas que actuan sobre una region determinada de
dicha molécula (Wayme y Simonsen, 1998). En contraste, las
poblaciones son dinamicas pudiendo cambiar de tamafo,
localizacion y densidad mientras que  espacialmente, pueden
fragmentarse o unirse a otras (Hey y Machado, 2003).

Algunas pruebas estadisticas infieren el pasado a través del
analisis del presente, como lo propone la Teoria de la Coalescencia
presentada por Kingman (1982) y refinada por Hudson (1990), la
cual indica que la variacién tiene una historia, y que en ultima
instancia todas las diferentes secuencias debieron haberse originado
de una secuencia original en el pasado. Para que ello tenga sentido
deben analizarse secuencias de ADN no sujetas a seleccion o
deriva, de manera que la variabilidad no sea eliminada por éstos
fendbmenos y por ende, tanto las secuencias ancestrales como las

descendientes, se encontraran representadas en un muestreo dado.

4.1.2.1. Test de neutralidad

En primer lugar, la prueba Dy de Tajima, basada en el
espectro de frecuencias de sitios polimérficos o segregantes dentro

de un locus dado, distingue crecimiento poblacional de tamafo
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constante. Por lo cual, una poblacion en crecimiento presentara una
gran cantidad de mutaciones recientes de una sola base
(singletons), evidenciadas en la presencia de variantes en muy baja
frecuencia (incluso sélo una secuencia entre todas las secuencias
muestreadas), que se ubicaran en las ramas externas de una
genealogia (Ramos-Onsins y Rozas, 2002).

El resultado del test Dt de Tajima (D = -0.69809; p = 0.269)
aplicado a las secuencias de peludo, arrojoé un valor negativo que no
fue significativo, lo que indicaria que no es posible rechazar la
hipétesis de que la poblacidn esta sujeta a neutralidad.

En segundo lugar, la prueba Fs de Fu, de mayor sensibilidad
que la anterior, se basa en el espectro de la distribucion de los
haplotipos, cuyas frecuencias varian en distintos escenarios
demograficos, permitiendo identificar desviaciones del modelo
neutral (Nei, 1975). Asi, un déficit en la diversidad haplotipica o un
exceso de frecuencia de algunos haplotipos, ambos elementos por
separado o combinados en diferentes grados, permiten inferir el
estado demografico de una poblacion. En este estudio, la prueba Fs
de Fu aplicada al conjunto de secuencias de la poblacién de
Chaetophractus villosus resulté en un alto valor negativo significativo
(Fs =-8.63207; p = 0.001) indicando un exceso de variantes en baja

frecuencia lo cual sugiere una reciente expansion poblacional.

4.1.2.2. Distribucion de las diferencias (mismatch)
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Como en los test mencionados, eventos tales como la
expansion poblacional dejan huellas en la distribucion de las
diferencias pareadas (mismatch distribution) entre secuencias. De
esta manera, una distribucion con un patron multimodal o aserrado
es caracteristico de poblaciones con un tamafo constante o
estabilidad demografica (Slatkin y Hudson, 1991; Matocq et al.,
2000; Rogers y Harpending, 1992), mientras que el patrén de las
poblaciones en expansion corresponde a una distribucion unimodal
(Schneider y Excoffier, 1999; Harpending y Rogers, 2000; Whorley
et al., 2004; Michaux et al., 2005). Sin embargo, este ultimo tipo de
patron de diversidad haplotipica, con distribucion unimodal, puede
responder también a otro tipo de fendmeno, como por ejemplo a una
seleccibn sobre mutaciones deletéreas (slightly deleterious
mutations). En este sentido, dado que la RC no es codificante y su
capacidad de acumular mutaciones es lo que la convierte en una
buena herramienta para analizar variaciones a nivel poblacional, una
distribucion de las diferencias en modo pareado entre secuencias de
ADN de dicha region, seria mas sensible de responder a un patrén
de expansion del rango de distribucidn, sin que exista la posibilidad
de tratarse de una seleccion sobre mutaciones deletéreas.

Como se muestra en la Fig. 3.2, la distribucién en modo
pareado de la poblacion de Chaetophractus villosus, responde al

patrén unimodal mencionado anteriormente (expansién del rango),
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en correspondencia con los resultados del test de Fu y también con

el analisis de clados anidados o NCA (Figs. 2y 3).

4.1.2.3. Red median-joining (MJ) de haplotipos

La red de haplotipos utilizando median-joining muestra como
HA se ubica en una posiciéon central, lo que refuerza su condicion de
ancestralidad (Fig. 3.3). Coincidiendo con Ilo propuesto
recientemente por Poljak et al. (2007), los resultados obtenidos
permiten establecer relaciones entre los linajes de La Pampa,
especialmente Buenos Aires y luego Santa Cruz, con los de Tierra
del Fuego. Algo para destacar nuevamente es la uniformidad en las
secuencias de individuos provenientes de dicha isla, seguramente
consecuencia del efecto fundador de la introduccion. A pesar de ello,
el crecimiento y dispersion que presenta esta poblacién indicarian
que no estaria afectada por un fendmeno de depresion por
endogamia (Poljak et al. 2007). En contraposicion, entre los
ejemplares provenientes de Pipinas - Punta Piedras - Veronica (sitio
14) se identificod la mayor variabilidad de haplotipos (HA, HB, HC, HD
y HH). EI HA resulté el mas heterogéneo geograficamente y ramas
relativamente cortas lo relacionan con otros haplotipos de
localidades pampeanas (ver Figs. 3.1, 3.3 y tabla 3.II), sugiriendo
que la mayor variabilidad de linajes se encontraria en la region

central de Argentina (La Pampa - Buenos Aires). En esta region es
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caracteristico el ambiente de pastizal al que clasicamente se ha

encontrado asociado a Chaetophractus villosus.

160



S. Poljak 2009

4.2. DINAMICA POBLACIONAL Y

FILOGEOGRAFIA DE Chaetophractus

vellerosus.
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4.2.1. Filogeografia

Esta especie posee una distribucidon menor a la de
Chaetophractus villosus en territorio argentino, dado que no se
extenderia mas al sur que las provincias de La Pampa y Buenos
Aires. En particular, Wetzel (1985) menciona la presencia de
Chaetophractus vellerosus en las provincias de Rio Negro y Santa
Cruz sobre la base de material de coleccién depositado en el Museo
de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia. Sin embargo, la
supuesta procedencia patagonica de dicho material es dudosa dado
que durante las ultimas décadas no fue verificada la presencia de
esta especie en dicha regién. Por otra parte, durante los viajes de
campafa y muestreos vinculados a este trabajo de tesis como
también otros viajes de campo realizados por el Co-Director, no se
reqgistré la presencia de esta especie en Patagonia.

Actualmente Chaetophractus vellerosus se considera
distribuida en las provincias de Jujuy, Salta, Formosa, Chaco,
Catamarca, Tucuman, Santiago del Estero, San Juan, La Rioja,
Mendoza, San Luis, Cérdoba, La Pampa y Buenos Aires.

Recordemos que esta especie ademas presenta una
disyunciéon en su distribucion y que para explicar esto, Carlini y
Vizcaino (1987) propusieron que su origen estuvo en los cambios

climaticos hacia condiciones mas humedas que se produjeron en lo
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que hoy es la provincia de Buenos Aires, durante fines del
Pleistoceno y parte del Holoceno, tema que sera tratado con mas
detalle en este capitulo.

Segun los resultados filogeograficos de este trabajo, dos
clados presentaron variabilidad geografica y haplotipica y solo uno
(clado 2.1 que en este caso ademas resulta el clado total) rechaza la
hipétesis nula de no asociacion geografica (es decir, de distribucion
al azar de la variabilidad genética) (Tabla 3.VII). A pesar de ello,
ninguno de los valores Dc y Dn de los elementos contenidos (ver el
punto 2.8) son significativos indicando que el clado no puede ser
analizado por la clave de Templeton (2004). EI valor marginal p =
0,104 del clado 1.4 (Tabla 3.VIl) indicaria la existencia de cierta
estructuraciéon geografica aunque, como en el caso del clado 2.1, no
es posible especificar a través de que tipo de fendmenos ya sean
genéticos y/o demograficos. Todo ello permite inferir que si existe
estructuracion en la distribucién de los linajes en la poblacion de
Chaetophractus vellerosus.

Los 2 conjuntos principales de muestras provenientes de las
localidades de Taco Ralo, provincia de Tucuman y Pipinas, provincia
de Buenos Aires, presentan una notoria diferencia de variabilidad
genética, tanto cualitativa como cuantitativa. Todos los ejemplares
de Pipinas (n = 15) corresponden al haplotipo veA, mientras que
entre 12 individuos de Tucuman (incluyendo a la localidad vecina de
Graneros) se encontraron 7 haplotipos (Tabla 3.VI). Esta

variabilidad probablemente aun sea mayor dado que veD,
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proveniente de esa region, se encuentra unido al resto de los
haplotipos tucumanos de la red a través de uno hipotético (Fig. 3.9).

Aunque desde el punto de vista de la cobertura geografica
podria existir un sesgo de muestreo, los haplotipos hipotéticos
agregados en la red de la Fig. 3.9 para que todos se diferencien
entre si por una sola mutacién sélo fueron dos, indicando que la
representacion de la variabilidad genética de la poblacién es lo
bastante solida como para suponer que la posicion de ancestralidad
(interior) de veC no se vera afectada por un aumento de la cantidad
de individuos y localidades en el muestreo.

Si bien el analisis de clados anidados no dio signos
estadisticamente significativos sobre estructuracién poblacional de
algun tipo, podemos inferir su ocurrencia basandonos en la
distribucion geografica de los haplotipos y en sus posiciones en la
red. Los resultados obtenidos muestran claramente que debe haber
existido una expansion continua del rango también en esta especie,
desde su area central de distribucién, hacia la costa bonaerense.
Como se menciond en el punto 4.1.1 sobre Chaetophractus villosus,
la expansién del rango continuo se detecta cuando algunos de los
haplotipos mas antiguos estan confinados al area pre-expansiva
ancestral mientras que algunos de los haplotipos mas jévenes,
surgidos de poblaciones en areas de expansion, estan diseminados
geograficamente (contiguos range expansion) o ubicados en areas
distantes de la que ocupan los haplotipos ancestrales (interior). A

este ultimo fendbmeno se lo denomina colonizacion a larga distancia
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(long distance colonization) (Cann et al., 1987) y parece ser el caso
de veA, un haplotipo joven dada su posicién en la red, que se
encuentra en Coérdoba (que forma parte de la distribucién general de
la especie) y en Pipinas, como unico representante de esta region.
Esta distribucion de la variabilidad se condice con los supuestos de
expansiéon del rango brindados por modelos de simulacién pero su
asociacién geografica no pudo ser detectada estadisticamente
debido a bajos valores en los tamafos muestreales y a un escaso
numero de poblaciones analizadas en la zona mas marginal (sélo 2).
Sin embargo, el clado 2.1 indica claramente que la distribucion de
los haplotipos no es al azar con respecto a su distribucion
geografica, y, como veremos en la proxima seccion, un test de
neutralidad podria estar indicando el fendmeno mencionado, aunque

con una significacion marginal.

4.2.2. Tests de neutralidad, distribucion de las
diferencias (mismatch) y red median Joining (MJ) de

haplotipos

4.2.2.1. Tests de neutralidad

El resultado del test de Fu fue negativo (-3.38897) aunque
marginalmente significativo (p = 0,035; en este test se considera
significativo cuando es menor que 0,02) (Fu, 1997). Como Fs tiende
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a ser negativo cuando se observa un exceso de mutaciones
recientes que generan alelos raros, un valor grande y negativo
significativo de este estadistico puede tomarse como evidencia
contra la neutralidad de las mutaciones. Pero estos alelos raros
podrian ser el resultado también de una expansion poblacional
reciente. Por lo tanto, si bien de una manera marginalmente
significativa, este test podria estar evidenciando las sefiales de la
expansion poblacional mencionada en el apartado anterior.

El test de Tajima (D) fue de -0.27466 (p: 0.449), indica que no
podemos rechazar la hipétesis nula sobre neutralidad.

Como en el caso de su especie hermana, los resultados de
los tests de neutralidad aplicados al muestreo de Chaetophractus

vellerosus, destacan la mayor sensibilidad del test de Fu.

4.2.2.2. Distribucion de las diferencias (mismatch)

En cuanto al test de distribucion de diferencias (mismatch),
tampoco se encontraron evidencias de expansion poblacional en
Chaetophractus vellerosus, ya que se encontré un patron que es
tipicamente bimodal, caracteristico de poblaciones cuyo tamafo
permanece constante durante un largo periodo de tiempo. Sin
embargo, Ramos Onsins y Rozas (2002) demostraron que aquellas
pruebas basadas en la distribucion de las diferencias pareadas,

como el mismatch, son muy conservativas y poco potentes. Por lo
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tanto, teniendo en cuenta estos problemas, y la posible deficiencia
en el muestreo de esta especie, es altamente probable que esta
prueba no haya detectado la expansion poblacional inferida
cualitativamente en el analisis filogeografico, como lo hizo el test de

Fu, mas sensible.

4.2.2.3. Red median-joining de haplotipos

A través de esta herramienta también fue posible visualizar
al haplotipo veC en una posicién central en la red, siendo
probablemente el ancestral (Fig. 3.8). Por otro lado, también se
aprecia la diferencia de variabilidad entre la zona de Tucuman
(areas rojas y amarilla) y la de Pipinas (anaranjada) y la conexion
de esta ultima localidad con Alcira, al sur de la provincia de
Coérdoba (porcion verde). Cabe destacar que los haplotipos
hipotéticos en esta red son tres, en vez de los dos que presento el
NCA. Esto podria estar indicando la falta de representacion de la
variabilidad en el muestreo. Sin embargo, los aspectos
mencionados en este punto se encuentran soportados por los

demas analisis realizados.

4.2.3. Consideraciones paleobiogeograficas de Ia

especie Chaetophractus vellerosus
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Hasta aqui, los datos disponibles respecto de la historia
biogeografica de la poblacién de pichi lloron son:

1. Segun los datos presentados en este trabajo, el
haplotipo ancestral entre los hallados en el muestreo proviene de la
poblacién de Chaetophractus vellerosus de la zona de Tucuman.

2. Como se menciond en la introduccion, la poblacion
del pichi llorén parece haber experimentado una disyunciéon durante
el final del Pleistoceno — principio del Holoceno debido a cambios
climaticos de condiciones aridas a semiaridas hacia condiciones de
mayor humedad en el que actualmente es el territorio de la provincia
de Buenos Aires (Carlini y Vizcaino, 1987), (ver 1.1.3.2 y Fig. 3.6).
Como el pichi lloron esta mejor adaptado a la aridez por poseer
tubulos colectores mas largos (Greegor, 1975) prefiere climas mas
aridos o al menos suelos con una gran permeabilidad (Carlini y
Vizcaino, 1987), dicho cambio probablemente haya sido
desfavorable.

3. El dnico haplotipo hallado entre los 15 individuos de la
localidad de Pipinas, que en este caso representa a la poblacion
disyunta sobre la costa atlantica bonaerense, también fue hallado en
el unico individuo proveniente de la localidad de Alcira, en el centro
oeste de la provincia de Cdérdoba, dentro de la distribucion general
de la especie.

4, El fésil mas antiguo hasta ahora hallado para la

especie, proviene de un estrato datado entre 0,9 y 0,78 Ma, que

168



S. Poljak 2009

corresponde a la Edad Mamifero Ensenadense (2 a 0,5 Ma), que
aflora en el paraje Punta Hermengo, en la costa atlantica de la
provincia de Buenos Aires (Soibelzon et al. 2006 y referencias alli
citadas).

Una barrera al flujo génico durante un tiempo considerable
deberia dejar una huella, es decir lo que se denomina un gap
filogenético entre las poblaciones separadas (Avise 2000). En este
caso en particular, luego de una fragmentacién histérica como la
disyuncién mencionada de al menos unos 10000 a 8000 afos
(Pleistoceno tardio - Holoceno temprano), se esperaria encontrar
una variabilidad haplotipica mayor en el relicto costero de la
distribucion de la especie (Pipinas), que aparezcan haplotipos
propios de esta poblacion fragmentada (es decir, no compartidos con
las poblaciones de la distribucién general) y que ademas estos
haplotipos tuvieran una diferenciacion genética relativamente alta
con respecto al resto de los haplotipos de Tucuman (gap
filogenético). Sin embargo, como se observa en la Fig. 3.6, veA se
ubica en una posicién tip en la red lo cual significa que es joven
respecto de los demas y se separa del resto solamente por dos
diferencias en la secuencia (clado 1.2 de la Fig. 3.9)

Por otro lado veA también aparece en Cdérdoba, dentro de la
distribuciéon general. Esto no condice con una disyuncion sino que
resulta congruente con una dispersion muy reciente (0 expansién
continua del rango como la detectada en el peludo) hacia la zona

costera de la Bahia Samborombédn en la costa de Buenos Aires, que
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pudo haber sido a través de unos pocos individuos, lo que constituye
un cuello de botella. Hablamos de “reciente” basandonos en la nula
variabilidad haplotipica encontrada en la costa de Buenos Aires, en
donde veA es el unico haplotipo derivado (joven) que aparece como
unica variante en toda esta area.

Si consideramos que: 1) la tasa de sustitucion nucleotidica
observada para la RC en otros organismos superiores es alta y que
ademas puede resultar mayor luego de “un pequefio cuello de
botella” (Parsons et al., 1997), y 2) que ambas especies del género
Chaetophractus pudieron diferenciarse por hasta 29 mutaciones
(Tabla 3.VIIl) siendo linajes que divirgieron al menos durante el
tiempo equivalente a la edad del fésil de Chaetophractus vellerosus
de Punta Hermengo (unos 0,8 Ma), se esperaria encontrar una
mayor variabilidad en la zona de Pipinas si la dispersion hubiera
ocurrido antes de la aparicion de dicho fosil. Entonces, el problema
consiste en que la informacién sobre la variabilidad genética y la
filogeografia de la especie no parecen corresponderse con los
escasos datos paleontolégicos y la hipdtesis paleoclimatica
propuesta oportunamente para explicar la disyuncion (Carlini vy
Vizcaino, 1987), al menos interpretada como una unica expansién-
retraccion.

El registro fésil demuestra que el pichi existi6 en la costa
bonaerense hace casi un millon de anos, pero los datos moleculares
indican que las poblaciones que se encuentran en esta regién en la

actualidad han llegado mucho después y que no son un relicto de
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una distribucidn disyunta, sino mas bien el resultado de una
dispersion reciente. Sin embargo, es posible compatibilizar los datos
paleontologicos, la hipotesis previa sobre la disyuncion y la inédita
informacion filogeografica para explicar esto. Es muy dificil asumir
que ha habido un solo evento de colonizacibn de la costa
bonaerense que haya sido exitoso desde el Ensenadense hasta hoy,
de acuerdo con la falta de variabilidad haplotipica como ya se
explicé. Al menos parecen haber habido dos olas de expansion de la
poblacién de Chaetophractus vellerosus que llegaron hasta alli, una
hace unos 0,8 Ma. (a la que pertenece el fosil de Punta Hermengo) y
otra reciente, que dio lugar a la poblacion que actualmente habita
dicha zona.

Carlini et al. (2003) reportaron una expansion pleistocénica-
holocénica de la distribucion de Tolypeutes matacus (Tolypeutinae,
Dasypodidae) hacia el sur de su distribucién argentina, llegando al
norte de la provincia de Buenos Aires. Ellos propusieron que dicha
expansion pudo haber sido posible gracias a un pulso de aridez. En
funcién de ello y dado que el haplotipo veA de Chaetophractus
vellerosus también fue encontrado en Cérdoba, es posible que la
ultima ola de expansién haya llegado por el norte de la provincia de
Buenos Aires, durante un periodo mas arido y a través de una franja
de espinal que llega hasta la Bahia de Samborombdén (Cabrera
1958). Como se mencioné mas arriba, hubieron al menos dos
posibles expansiones hasta la costa, pero obviamente no es

descartable que hayan ocurrido mas.
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4.3. CONSIDERACIONES PALEOBIOGEOGRAFICAS

Y FILOGENETICAS DEL GENERO Chaetophractus

172



S. Poljak 2009

Delsuc et al. (2004) aplicando un reloj molecular sobre la
filogenia de la familia Dasypodidae, sefialaron que el linaje que
habria dado origen al género Chaetophractus se separé del resto de
la  subfamilia  Euphractinae durante el Mioceno tardio,
aproximadamente unos 6 Ma. Sin embargo, el primer registro de
restos fosiles asignados a la especie Chaetophractus villosus (y al
género Chaetophractus) proviene de sedimentos que afloran en la
Region Pampeana, (especificamente en la localidad bonaerense de
Chapadmalal, Fig. 3.5), cuya edad estimada es de 4 a 3,2 Ma
(Plioceno temprano) (ver Scillato-Yané 1982, Carlini y Scillato-Yané
1986). Dichos sedimentos son portadores de una asociacion
particular de taxones de mamiferos que Cione y Tonni (1995) han
utilizado, junto con la datacién del periodo de tiempo geoldgico
durante el que se registran, para definir a la Edad Mamifero
Chapadmalalense.

La aparicion de Chaetophractus en el registro fosil coincide
con la de muchas otras especies de la familia Dasypodidae y de
otros Xenarthra (Carlini y Scillato-Yané, 1986). Esta diversificacion
probablemente tuvo relacion con la formacién y apogeo de las
llamadas extensas Planicies del Sur (“The Age of Southern Plains”)
durante el Plioceno, luego de la retirada de la gran ingresion marina
miocénica conocida como el “Mar Paranense” y de la Fase Quechua
del elevamiento de los Andes (ver Ortiz-Jaureguizar y Cladera, 2006

y referencias alli citadas).
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Hasta ahora, el fésil mas antiguo adjudicado a la especie
Chaetophractus vellerosus también proviene de la provincia de
Buenos Aires, especificamente de la localidad costera de Punta
Hermengo (ver Fig. 3.5). Fue hallado en sedimentos
correspondientes a la Edad Mamifero Ensenadense (2 - 0,5 Ma), en
un estrato cuya edad se calculé entre los 0,9 y 0,78 Ma (Soibelzon et
al., 2006 y referencias alli citadas).

Actualmente Chaetophractus villosus y Chaetophractus
vellerosus coexisten y se consideran especies hermanas, por lo cual,
si comparten un ancestro comun deberian encontrarse fosiles de
ambas especies con igual antigiiedad. Sin embargo, los 2 a 3 Ma de
diferencia entre los primeros registros de cada especie sugieren la
posibilidad de la existencia de un linaje fantasma de Chaetophractus
vellerosus. En otras palabras, existiria un linaje evolutivo para el
cual no existe registro fosil, aunque su presencia sea inferida a partir
de una filogenia (Norell, 1992). En este caso particular, el linaje
fantasma abarcaria un periodo que se extiende desde el
Chapadmalalense hasta la aparicion de Chaetophractus vellerosus
en el Ensenadense de Punta Hermengo.

Una hipotesis alternativa, seria un proceso de especiacion
simpatrica. Segun esta propuesta Chaetophractus villosus seria
efectivamente la especie ancestral de Chaetophractus vellerosus, y
esta ultima habria surgido a partir de unos pocos individuos de la
primera. Sin embargo, ademas de no contar con elementos que

permitan apoyar una u otra hipétesis, existen evidencias de que la
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determinacién sistematica de los osteodermos de los armadillos (que
muchas veces es el unico remanente fosil) a veces puede no ser la
correcta. De hecho, en Soibelzon et al. (2006) el biocron de
Chaetophractus vellerosus se amplia, gracias a un reestudio de
osteodermos fosiles que errbneamente habian sido asignados a
Zaedyus pichiy.

De acuerdo a lo mencionado, es posible asumir que restos
anteriores al Ensenadense adjudicados a Chaetophractus villosus o
Zaedyus, en realidad pertenezcan efectivamente a Chaetophractus
vellerosus. Esta posibilidad sugiere que con una correcta
identificacion sistematica, el linaje fantasma resulte en un linaje real
y que las dos especies hayan divergido de manera dicotomica de un

ancestro comun ya extinguido que existié hace al menos 6 Ma.
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4.4. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES DE LA

REGION CONTROL DE Chaetophractus.

COMENTARIOS FINALES
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A partir de los alineamientos y la correccidn de las secuencias
parciales de la RC del género Chaetophractus comenzaron a ser
notorias repeticiones en ciertos fragmentos que resultaron
llamativas. Asi fue como se inicié una pequefa investigacion paralela
al tema central de la tesis doctoral, cuyos resultados presentados en
la seccion 3.3 del Capitulo Il seran brevemente comentados aqui,
ya que una verdadera discusion sobre este tema requiere de
estudios estructurales y funcionales mas profundos para que tenga
sentido realizarla en un marco filogenético. Sin embargo, dado que
Xenarthra es uno de los cuatro clados de mamiferos placentarios,
que se separa como linaje tempranamente del resto de ellos luego
de los Afrotheria (Madsen et al. 2001; Murphy et al. 2001a; Delsuc et
al. 2001) y que hay trabajos que dan cuenta de las caracteristicas
del ADNmt de este orden pero solo basados en Dasypus
novemcinctus, el aporte de esta tesis en ese sentido no deja de ser
novedoso.

Los resultados sobre la estructura y variabilidad de la CR
obtenidos enriquecen la informacién genética disponible sobre la
familia Dasypodidae que, como se menciond, actualmente se basa
casi exclusivamente en Dasypus novemcinctus. Esta especie,
conocida vulgarmente como mulita, coloniz6 América Central y el sur
de Estados Unidos a través de una explosiva dispersion generando
una gran variabilidad genética que ha sido extensamente analizada
a nivel intra e interpoblacional (Huchon et al. 1999). Esta

variabilidad, por consiguiente, podria no resultar representativa del
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stock que dio origen a los dasypodidos sudamericanos actuales. Por
otro lado, estudios filogenéticos moleculares y citogenéticos
recientes sobre Xenarthra sugieren que Dasypus diverge en una
rama aparte de Chaetophractus y Zaedyus durante la evolucion de
los armadillos (Delsuc et al. 2002, 2003, 2004, Lizarralde et al.
2005).

Como ya fue mencionado en la Introduccion, la RC, la porcién
no codificante del ADNmt, contiene al menos en los vertebrados, las
senales de comienzo, regulacién y finalizacién de la transcripcién y
replicacion de la molécula. Tiene una longitud de entre 880 y 1400
pb aunque puede extenderse mucho mas debido a las repeticiones
en la secuencia en varias especies (Sbisa et al. 1997). La evolucion
de la RC no procede con continuidad entre los organismos, es decir
que no parece tener un hilo conductor (Greenberg et al. 1983) pero
cuando las secuencias de especies diferentes son comparadas,
aunque estén lejanamente emparentadas existe una homologia

confinada al Dominio Central y a los elementos ETAS y CSB.

4.4.1. Dominio ETAS y elementos ETAS 1y 2

La composicion de bases del dominio ETAS de
Chaetophractus obtenida en este estudio indica que T>A>C>G, lo
cual es coincidente con la de Ornithorhinchus anatinus (Monotrema),

Didelphis virginiana (Marsupialia) y Ferungulata (Artiodactyla,
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Perissodactyla y Cetacea) aunque el orden decreciente A>T>C>G
es el mas comun entre los mamiferos, con excepciones como ocurre
con Primates donde A>C>T>G. Sin embargo, en todos los casos G
es la base menos frecuente (Saccone and Sbisa 1994; Saccone
1994).

Dentro de este Orden, los elementos ETAS pueden
ubicarse practicamente adyacentes como en los carnivoros, en los
que se encuentran separados por una sola base, mientras que en
otros casos como el de los primates la separacion puede ser de 160
bases. Esto indica la propension de este segmento de las
secuencias a acumular mutaciones o repeticiones. La separacion de
73 bp hallada en Chaetophractus entre ETAS 1 y ETAS 2, producto
de la repeticion de 80 bp identificada (Fig. 3.11) sugiere que ambos
elementos estructurales habrian sido practicamente adyacentes.
Esto y el hecho de que el orden decreciente en la composicién de
bases de este dominio sea T>A>C>G son caracteristicas comunes
entre Ferungulata y Chaetophractus. El elemento ETAS 1 de
Chaetophractus villosus y Chaetophractus vellerosus se encontro
incluido parcialmente en dicha repeticion que lo separa de ETAS 2 y
repeticiones similares que involucran a este elemento también
fueron halladas en otros grupos como ovejas, musarafas y gatos
(Sbisa et al. 1997). Los grados de conservacion respecto de la
secuencia consenso de mamiferos mencionada en el Capitulo Il

(Materiales y Métodos) de los elementos ETAS 1 y ETAS 2 fueron
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de 78 a 83 % y 58 a 79 % respectivamente y son realmente

elevados.

4.4.2. Dominio Central

El orden C>T>A>G y el T>C>A>G son los mas comunes entre
los mamiferos, con un marcado aumento de G como caracteristica
general de este dominio. En el caso del género bajo estudio la
composiciéon C> A> G > T hallada no es representativa ya que la
longitud de la secuencia completa del DC en mamiferos es 200 a
328 bp (Walberg & Clayton 1981; Brown et al. 1986; Saccone et al.
1991; Sbisa et al. 1997) y las obtenidas para Chaetophractus son
parciales, de 127 pb, por lo cual los valores reales en la
composicién podrian variar y una comparacion seria prematura.

El grado de conservacion del DC del género Chaetophractus
respecto de la secuencia de mamiferos consenso fue de 72 a 89 %
(Fig. 3.10), también elevada. Este hallazgo, junto con el que
respecta a los elementos ETAS en este sentido, refuerzan la
propuesta que sostiene que el uso de la secuencia de la RC, sobre
todo la del DC, es adecuado para estudios filogenéticos (Saccone
1991). Aunque el alto grado de conservacion de este dominio se
conoce en mamiferos e incluso en otros grupos de vertebrados su

funcién, no obstante, es aun desconocida (Sbisa et al. 1997).
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En cuanto a la repeticion detectada en el DC de 3 de los 76
ejemplares de Chaetophractus villosus y en sélo 1 de los 30 de
Chaetophractus vellerosus analizados en este estudio (Fig. 3.11),
cabe destacar que es novedosa ya que éste fendbmeno ha sido
reportado sélo para los dominios laterales (Sbisa et al 1997). De
todas formas, deberian ser realizados estudios mas detallados de la
secuencia completa del dominio para confirmar esta caracteristica

con un nimero muestreal mayor.
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5.1. Chaetophractus villosus

El analisis de clados anidados (NCA) revelo:

1. Una asociacion geografica significativa en la distribucion
de la variabilidad genética de la poblacion de Chaetophractus
villosus, con un patron general de expansion contigua del rango de
distribucion.

2. De acuerdo a 1, a partir de los resultados de este estudio
se desprendid que el area pre-expansiva de la especie se localiza en
el centro de Argentina, y que la expansion de su rango de
distribucion ocurrio hacia el Este y el Noroeste en la Region
Pampeana. El haplotipo HA, distribuido en el area pre-expansiva,
debe ser considerado el linaje mas antiguo por su frecuencia de
aparicion en las localidades muestreadas y porque de él surge el
mayor numero de haplotipos en la red del NCA.

3. Una expansion hacia el sur de Argentina, ocupando toda la
Patagonia, con un haplotipo unico: HC. Este linaje ha alcanzado un
extenso rango de distribucion y su dispersion parece haber
comenzado con posterioridad a los 3500 afos antes del presente, ya
que no hay evidencias de la presencia de la especie en sitios
arqueoldgicos estudiados. Por otro lado, segun la nula variabilidad
de las secuencias de la RC, tal expansion geografica austral en la
Patagonia, debi6 haber sido sumamente reciente.

4. Los procesos de expansion en la Region Pampeana y la

Patagonia no parecen haber sido simultaneos, ya que la expansion
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en la primera incluye un fendmeno de aislamiento por distancia
genética por un lado, y una distribucion geografica similar entre
haplotipos derivados y su haplotipo ancestral, por otro. Ambos
requieren un tiempo de desarrollo, que en principio supera al
probable corto tiempo de colonizacion de la Patagonia, en la que la
nula variabilidad de haplotipos y las referencias arqueo-
paleontoldgicas disponibles asi lo indican. Asi, el haplotipo HC es el
unico linaje que expandié el rango de distribucion de la especie
ocupando toda la Patagonia, e incluso es el unico presente entre los
animales introducidos en la Isla Grande de Tierra del Fuego.

El flujo génico restringido con aislamiento por distancia, es un
proceso que se observa en especies de baja vagilidad, como seria el
caso de Chaetophractus villosus en el centro del pais, segun lo que

sugirié el NCA.

5.2. Chaetophractus vellerosus

El analisis de clados anidados (NCA) revelo:

1. Que el haplotipo ancestral entre los hallados en el
muestreo proviene de la poblacion de la zona de Tucuman. Por ello,
y por la gran variabilidad hallada entre los individuos de dicha zona,
ella parece una potencial candidata a ser (o en todo caso formar

parte) del area de origen de la especie.
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2. La especie parece mostrar una expansion del rango
de distribucion desde su area central, hacia la costa bonaerense, lo
que se denomina colonizacion a larga distancia. Este fendmeno se
encuentra representado por el haplotipo VeA, surgido recientemente
dada su posicion en la red, que se encuentra en Cérdoba (que forma
parte de la distribucion general de la especie), y en Pipinas, como
unico haplotipo presente de esta ultima zona;

3. La colonizacién de la zona costera de la Bahia
Samborombédn en la provincia de Buenos Aires pudo haber ocurrido
a través de unos pocos individuos, lo que constituye un cuello de
botella. @A pesar de que se esperaria encontrar una mayor
variabilidad en la zona de Pipinas (si la dispersion hubiera ocurrido
alrededor de la edad que presenta el fosil mas antiguo de la especie
en dicha zona), la poblacién present6 una variabilidad genética nula,
por lo que se infiere que el evento de dispersién mencionado es muy
reciente.

4, El cambio climatico del Pleistoceno tardio — Holoceno
temprano probablemente retrajo la distribucion de la especie hacia el
interior del actual territorio argentino.

5. Al menos parecen haber habido dos eventos de
expansiéon de la poblacion de Chaetophractus vellerosus que
llegaron hasta el Este de la provincia de Buenos Aires, una hace
unos 0,8 Ma. (a la que pertenece el fésil de Punta Hermengo), y otra
mucho mas reciente, que dio lugar a la poblacién que actualmente

habita la zona. Es posible que la ultima expansién (o corrimiento de
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area de distribucién) haya llegado por el norte de la provincia de
Buenos Aires, durante un periodo mas arido, y a través de una franja
de espinal que llega hasta la Bahia de Samborombén.

Segun lo antedicho, el pichi llorén es una especie que tiene la
capacidad de expandir y retraer su distribucion, como lo demuestra
la presencia del fésil y la nula variabilidad de las secuencias en la

actualidad.

5.3. Consideraciones finales sobre el registro
fésil y paleobiogeografia de las especies

estudiadas

Actualmente Chaetophractus villosus y Chaetophractus
vellerosus coexisten y se consideran especies hermanas, por lo cual,
si comparten un ancestro comun deberian encontrarse fosiles de
ambas especies con antigledad semejante. Sin embargo, la
existencia de 2 a 3 Ma de diferencia entre los primeros registros de
cada especie sugiere la posibilidad de la existencia de un linaje
fantasma de Chaetophractus vellerosus. Sin embargo, y dado que
podria haber habido alguna identificacion equivoca de restos fosiles
de la familia, es posible que restos anteriores al Ensenadense
adjudicados a Chaetophractus villosus o Zaedyus pichiy, en realidad

pertenezcan efectivamente a Chaetophractus vellerosus.
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Finalmente, debe destacarse que parece haber una correlacion
en ambas especies entre los eventos de expansion de sus
poblaciones y los cambios climaticos ocurridos, especialmente
aquellos que afectaron la zona central de Argentina. Posiblemente,
las principales causas de dichos cambios fueron las glaciaciones
patagonicas y la disminuciéon en el nivel del mar, eventos que
promovieron pulsos de aridez cuyo impacto en el ambiente permitid
los fendmenos de expansion poblacional de las especies del género

Chaetophractus estudiadas en este trabajo de tesis.
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