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Resumen

Zaedyus prchzy es un armadillo que pertenece a la Subfamilia Euphractinae junto con las especies de los
géneros Chaetophractus 'y Fuphracrus. El origen y las relaciones entre las especies actuales de Euphractinae no
estan resueltos, sin embargo su radiacion se relaciona a importantes cambios ambientales provocados por el
levantamiento de la cordillera de los Andes. Los registros fosiles para los géneros actuales de la subfamilia se
remontan al Mioceno tardio mientras que los registros de sus especies son del plioceno/Pleistoceno. Por otro lado,
se cree que la distribucion de todos los armadillos actuales ha sido afectada por fluctuaciones climdticas y del
nivel del mar, caracteristicas del Pleistoceno, debidas al avance y retirada de los glaciares que causaron la
retraccion y expansion de biomas. Zaedyus pic/iy presenta la mayor parte de su amplia distribucion en Argentina,
habiéndose extendido a Chile en el reciente. Como indica el titulo, este estudio pretende aportar conocimiento
sobre la historia filogeogrdfica de Zueayus pichizy en Argentina, donde tuvo lugar la mayor parte de su historia
evolutiva. Sin embargo la primera pregunta que surge es ;Donde y cuando se origine Zaeayus pic/41y?, lo que lleva
a interrogantes sobre la historia evolutiva de la subfamilia Euphractinae a la que pertenece, como por ejemplo:
;Como y cuando fue el origen de las especies actuales de Euphractinae, fue una radiacion temprana en el Mioceno
tardio-Plioceno temprano en la Region Pampeana?, coincidiendo con los registros mds tempranos de sus géneros
en ese periodo y region, ;jcomo se relaciona Zaeayus prc/y con el resto de los géneros actuales de Euphractinae?
en la actualidad hay dos hipotesis, una plantean que el género Chaetoptractus es parafiletico estando C. villosus
emparentado con Luplractus, y C. vellerosus siendo especie hermana de Zaedvus pic/ry, mientras que en la
tradicional, el género Chaetophractus es monofilético, estando agrupado con £ sexcincrus, siendo Z. piciiy el
primer linaje en emerger. Y finalmente profundizando sobre Zaeayvus prc/y ;cudl es la diversidad genética de sus
poblaciones, como se distribuye en la actualidad y cudl fue la historia de sus poblaciones para llegar a ella, que
factores la moldearon? jFueron los cambios climaticos ciclicos ocurridos durante el Pleistoceno? de ser asi, la
diversidad de los haplotipos de sus poblaciones deberia distribuirse en un gradiente latitudinal, los mds ancestrales
en latitudes mas bajas, mientras que los derivados evolutivamente de aquellos en latitudes mas altas, mostrando la
expansion mas reciente debido al aumento de temperatura. Para intentar responder estas preguntas se planteo
como objetivos. (1) Esclarecer las relaciones filogenéticas entre las especies actuales de Euphractinae, determinar
sus tiempos de divergencia y sus posibles dreas ancestrales. (2) Analizar el patron filogeogrdfico de Zaeayus pichiy
en todo su rango de distribucion en Argentina y examinar la relacion entre dicho patron y la historia

geomorfologica de la region.

Primero se realizo la caracterizacion y el andlisis de las secuencias obtenidas de una porcion de la Region
Control (RC) del D-loop, y de una porcion del gen de la citocromo c¢ oxidasa subunidad I (COI) del ADN
mitocondrial en representantes del Magorden Xenarthra, ahondando en la estructura de las secuencias de D-loop y

sus posibles implicancias.




Resumen

Las relaciones filogenéticas de las especies actuales de la subfamilia Euphractinae fueron inicialmente
abordadas mediante los métodos tradicionales de inferencias filogenéticas (Parsimonia, Maxima Verosimilitud e
Inferencias Bayesianas) analizando una porcion del gen COL Se utilizaron secuencias de este marcador para 16
especimenes pertenecientes a Euphractinae, con varias secuencias para cada unidad taxonomica, como asi
también 13 secuencias para representantes del resto de las subfamilias de Cingulata y 6 secuencias del clado
Pilosa que se utilizaron como outgroup. Obteniendo una matriz de alineamiento final de 35 individuos totales y 658
pb. Ademas, se estimo el darbol de especies a través del método bayesiano basado en coalescencia que estima
filogenia de multiples marcadores y se realizo una prueba de hipotesis filogenéticas forzando la monofilia entre las
diferentes especies, siendo cada hipotesis una combinacion diferente entre dos especies actuales de la subfamilia.
Para estos andlisis se utilizaron 51 secuencias parciales del gen mitocondrial COI con una longitud de 658 pb,
obtenidas en este estudio y otras disponibles en bases de datos publicas. También se utilizo 19 secuencias
disponibles del gen factor von Willebrand (vwf) con una longitud de 1145 pb y 17 del gen cancer de mama 1
(BRCAI) de 2851 pb de longitud. Finalmente, utilizando el darbol de especies se intento aproximar el territorio
donde ocurriera esta diversificacion, haciendo un andlisis de aéreas ancestrales por métodos basados en

Parsimonia, Maxima Verosimilitud e Inferencias Bayesianas.

Para el estudio integral filogeogrdfico de Zuedyus prcizy en Argentina se utilizaron las porciones del gen
COl y de la Region Control (D-loop). Ya sea analizando la matriz de ambos marcadores concatenados (COI + D-
loop) o sus matrices por separado. La matriz obtenida de los marcadores concatenados resulto de 1115 pb de
longitud, contando con 112 secuencias de las que 37 son de individuos en los que se logro secuenciar ambos
marcadores, 26 cuentan con secuencias para el marcador COI y 49 individuos para D-loop, teniendo una cantidad
considerable de datos faltantes. Debido a esto también se utilizo una matriz mds chica de marcadores
concatenados (COI+D-loop), sin datos faltantes de 28 secuencias y 967 pb. Como asi también las matrices de los
marcadores por separado reducidas a la mayor cantidad de secuencias y pares de bases con la menor cantidad de
datos faltantes posible. Obteniendo para la matriz del marcador COI 59 secuencias de 492 pb de longitud, donde
se identificaron 27 haplotipos y donde las diversidades haplotipica y nucleotidica fueron de 0,933 y 0,01420
respectivamente, mientras que para el fragmento D-loop se obtuvo una matriz de 75 secuencias con una longitud
de 405 pb y 38 haplotipos con una diversidad haplotipica de 0,957 y nucleotidica de 0,01559. Se analizo la
diversidad genética y la estructura poblacional de la especie, como asi también se estudio la historia demogrdfica y
se analizo la congruencia entre las estimaciones de los procesos inferidos para la especie con los registros
paleontologico y arqueologico y estudios del paleoclima, relacionandolo con sus caracteristicas de historia de

vida, a fin de lograr un mayor entendimiento.

En cuanto a la estructura de las secuencias de D-loop: Se encontro un fragmento de 80 pb que se repite
en las secuencias de la primera porcion de la RC del D-loop en las especies de armadillos estudiados. El motivo de

repeticion es adyacente a la secuencia del dominio TAS de dicha region y su origen seria causado por un




Resumen

deslizamiento de replicacion unidireccional en una direccion de 3' a 5'. La explicacion mas parsimoniosa para la
evolucion de las repeticiones en las especies actuales de Euphractinae con implicancias en la filogenia de la
subfamilia es que existe una mayor cercania entre Zaeavusy Chaelop/iractus, hipotesis que no concuerda con la
filogenia clasica de los Euphractinae. La heterogeneidad encontrada en esta subfamilia hace que sea dificil

proponer un patron general de variacion en las repeticiones de la RC del D-loop.

En cuanto a la filogenia de la subfamilia: Los andlisis tradicionales del marcador COI no resolvieron las
relaciones dentro de la subfamilia Euphractinae y al combinarlo con los marcadores nucleares en el andlisis
Bayesiano particionado se sostiene que Zaedyus pic/iiy es la especie basal de la subfamilia, coincidiendo con la
hipotesis tradicional. Sin embargo, el clado Fuplracius + Chaetophractus rvecibe un apoyo moderado. En el
andlisis de las diferentes hipotesis de delimitacion, la hipotesis que agrupa a £ sexcinzus con C. viflosus es la que
presentaria menos ambigiiedad. Por lo tanto sigue habiendo discrepancias en los resultados de marcadores
codificantes. En este estudio se descarta que las discrepancias se deban a la inclusion de una sola especie del
género Chaetoptractus o a la tasa evolutiva del marcador utilizado, afirmando como la mayor causa a la reciente
y rapida diversificacion de la subfamilia. El origen del clado que contiene a las especies actuales de Euphractinae
es de 3,60 Ma (95% HPD: 1,75-7,53), siendo un poco mds recientes que en estudios anteriores y coincidentes con
las estimaciones de las ultimas etapas del levantamiento andino y la consiguiente formacion de biomas secos en el
cono sur, que tuvieron lugar en el Plioceno. Estos acontecimientos también explican la separacion entre Zaeadyus
con Luplhiractus + Chaetoplhractus que es de 2,92 Ma (95% HPD: 1,02-6,16). Por su parte, la diferenciacion de
Chaetophractus en sus especies tiene una edad estimada de 2,42 Ma, que es apoyada por el registro fosil y coincide
con el comienzo del Pleistoceno, periodo que se caracterizo por fluctuaciones del clima hasta que se establecieron
los ciclos glaciares. Segun los andlisis biogeogrdficos, el origen del clado Euphractinae es el area de los desiertos
templados del centro de Argentina. La separacion entre sus especies resultaron ser mds reciente que la hipotesis
propuesta sobre una radiacion temprana en el Mioceno tardio-Plioceno temprano en la Region Pampeana, donde
comienzan los registros de sus géneros. Los resultados en este trabajo rechazan esa hipotesis y acercan dichos
origenes al establecimiento de las especies actuales en el registro fosil, abarcando el intervalo que va desde
Plioceno medio al Pleistoceno y proponiendo como el darea de ocurrencia los desiertos templados del centro de

Argentina.

En cuanto a la Filogeografia de Zaedyus pichiy: Esta especie presenta una cierta y particular
estructuracion geogrdfica, pudiéndose identificar dos unidades filogeograficas diferenciadas dentro de su amplio
rango de distribucion. El clado A auna casi en su totalidad los haplotipos de las poblaciones del norte, entre los
29°y 39° latitud sur, y del sur de la distribucion de la especie desde los 46° latitud sur. Mientras que el clado B
reune las poblaciones del centro de la distribucion (de las provincias de Rio Negro y Chubut) entre los 39°y 46°
latitud sur. Estos dos clados responderian a dos expansiones relativamente recientes y muy cercanas desde un

mismo centro de origen donde la primera (clado A) se expande en su inicio hacia el norte para volver y expandirse
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Resumen

hacia el noreste y el sur, luego de lo cual es desplazada por la segunda (clado B) en el centro de la distribucion de
la especie en su propia expansion desde la zona del noroeste de Patagonia (Rio Negro) hacia el sur y este de
Chubut y, quizas también, hacia el norte y sur de la distribucion. Ademads, Zaedyus pic/zy presenta una cierta
correspondencia geogrdfica por regiones segun el andlisis de varianza, el arbol y redes de haplotipos. El clado A
tiene mas relaciones soportadas y muestra mds estructura en las redes en la region norte, lo que podria deberse a
que seria la primera rama de la expansion mas antigua. Dentro del clado B, la poblacion RNP es la que tiene la
mayor variabilidad haplotipica y el haplotipo mas abundante. También muestra cierta estructura y un subgrupo de
haplotipos divergentes por lo que seria la mas antigua de este clado y la mas cercana al centro de origen, que
estaria entre el rio Neuquén y el rio Limay, mostrando diferentes pulsos de expansion desde dicho centro. El resto
de las poblaciones del clado muestra una estructura en estrella en las redes, lo que representaria la expansion
reciente hacia el este y sur. La zona del centro de origen de las poblaciones actuales Zuedyus pic/y obtenido en
este estudio concuerda con una zona de estabilidad en cuanto a los vientos y precipitaciones durante los ciclos
glaciares del pleistoceno (refugios pleistosenicos) para vertebrados y plantas. Segun la variacion existente la
presencia de los rios esta comenzando a actuar como quiebre y estructurando a las poblaciones por regiones,
pudiéndose explicar por el aumento de caudal de los rios pasada la ultima glaciacion. A pesar que la variabilidad
nucleotidica y haplotipica detectada fue alta en todas las poblaciones, parece ser posible detectar gradientes
asociados a los principales macroambientes (diferenciados principalmente de oeste a este) en ambos clados (Ay B)
y también de norte a sur de la distribucion sobre todo en el clado A, que es el que posee mayor distribucion
latitudinal. Se detecto sefial de expansion poblacional en Zaeayus pic/y, aunque no tan pronunciada en el clado A
por ser el primero en tener una gran expansion sobre todo hacia el norte, llegando a tener una distribucion mas
amplia a la actual segun el registro arqueologico. Actualmente se muestra sefiales de estructuracion en esa region
y de desplazamiento en el centro sur por el clado B, mostrando su expansion mads actual al sur en Santa Cruz. Las
mismas causas de aumento de temperatura y cambio en los biomas que habrian generado la retraccion en el norte
de la distribucion serian las causantes de las expansiones en Patagonia que seguirian sucediendo en la actualidad
la primera en la parte sur (clado A) y la segunda en la parte central de Patagonia (clado B). Los resultados de esta
tesis solo muestran el ultimo ciclo de retraccion/expansion-recolonizacion de Zaedyvus pic/iy desde lo que seria
aproximadamente el centro de su distribucion actual en dos olas consecutivas, la primera mds rapida, alcanzo una
mayor distribucion, en tanto que la segunda logro establecerse en la parte norte de la Patagonia remplazando a la
primera. Esto llevo a formar dos unidades filogeogrdficas diferenciadas (clados A y B), dando una distribucion
particular de la diversidad de sus haplotipos la cual no siguen un gradiente latitudinal de norte a sur de la

distribucion de la especie como se planteo al comenzar el estudio.
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Abstract

Zaedyus pichiy is an armadillo that belongs to the Euphractinae Subfamily along with species of the genera
Chaetophractus and Fuplracrus. The orvigin and relationships between the current species of Euphractinae are not
resolved, however its radiation is related to important environmental changes caused by the rise of the Andes
mountain range. The fossil records for the subfamily’s current genera date back to the late Miocene while the
records for their species are from the Pliocene / Pleistocene. On the other hand, it is believed that the distribution
of all current armadillos has been affected by climatic and sea level fluctuations, characteristics of the Pleistocene,
due to the advance and retreat of glaciers that caused the retraction and expansion of biomes. Zaedyus pic/iy has
most of its wide distribution in Argentina, having spread to Chile recently. As the title indicates, this study aims to
provide knowledge about the phylogeographic history of Zaedvus piciiv in Argentina, where most of its
evolutionary history took place. However, the first question that arises is where and when did Zaeavus pic/izy
originate?, which leads to questions about the evolutionary history of the Euphractinae subfamily to which it
belongs, such as: How and when was the origin of the current species of the Euphractinae, it was an early radiation
in the late Miocene-early Pliocene in the Pampean Region?, coinciding with the earliest records of their genera in
that period and region; How is Zaeayus pic/iy related to the rest of the current genera of Euphractinae? Currently
there are two hypotheses, one suggest that the genus Chaetoptractus is paraphyletic with C. villosus being related
to Luptracrus, and C. vellerosus being a sister species to Zaeayus pic/y, while in the traditional one, the genus
Chaetophractus is monophyletic, being grouped with £. sexcinctus, Z. pickhiy being the first line to emerge. And
finally, delving into Zaedyus pic/zy, what is the genetic diversity of its populations, how is it currently distributed
and what was the history of its populations to reach it, what factors shaped it? Were the cyclical climate changes
that occurred during the Pleistocene? if so, the diversity of the haplotypes of their populations should be distributed
in a latitudinal gradient, the most ancestral in lower latitudes, while evolutionarily derived in higher latitudes,
showing the most recent expansion due to the increase in temperature. To try to answer these questions, i set the

following objectives: (1) To clarify the phylogenetic relationships between the current species of Euphractinae, to
determine their divergence times, and their possible ancestral areas. (2) Analyze the phylogeographic pattern of
Zaeayus pichiy throughout its range in Argentina and examine the relationship between this pattern and the

geomorphological history of the region.

First, the characterization and analysis of the sequences obtained from a portion of the Control Region
(CR) of the D-loop, and from a portion of the cytochrome c oxidase subunit I (COI) gene of mitochondrial DNA in
representative species of the Magorden Xenarthra, delving into the structure of D-loop sequences and their possible

implications.
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Abstract

The phylogenetic relationships of the current species of the Euphractinae subfamily were initially
approached by means of the traditional methods of phylogenetic inferences (Parsimony, Maximum Likelihood and
Bayesian Inferences) analyzing a portion of the COI gene. Sequences of this marker were used for 16 specimens
belonging to FEuphractinae, with several sequences for each taxonomic unit, as well as 13 sequences for
representatives of the rest of the Cingulata subfamilies and 6 sequences from the Pilosa clade that were used as
outgroup. Obtaining a final alignment matrix of 35 total individuals and 658 bp. In addition, the species tree was
estimated through the Bayesian method based on coalescence that estimates the phylogeny of multiple markers and
a test of phylogenetic hypotheses was carried out forcing monophyly between the different species, each hypothesis
being a different combination between two current species of the subfamily. For these analyzes, 51 partial
sequences of the COI mitochondrial gene with a length of 658 bp were used, obtained in this study and others
available in public databases. Also, 19 sequences available from the von Willebrand factor (vwf) gene with a length
of 1145 bp and 17 from the breast cancer 1 (BRCAI) gene of 2851 bp in length were used. Finally, using the
species tree, an attempt was made to approximate the territory where this diversification occurred, making an

analysis of ancestral areas by methods based on Parsimony, Maximum Likelihood and Bayesian Inferences.

For the comprehensive phylogeographic study of Zaedvus pic/iy in Argentina, the portions of the COI gene
and the Control Region (D-loop) were used. Either analyzing the matrix of both concatenated markers (COI + D-
loop) or their matrices separately. The matrix obtained from the concatenated markers was 1115 bp in length, with
112 sequences of which 37 are from individuals in which both markers were sequenced, 26 have sequences for the
COI marker and 49 individuals for D-loop, having a considerable amount of missing data. Due to this, a smaller
matrix of concatenated markers (COI + D-loop) was also used, with no missing data of 28 sequences and 967 bp.
As well as the separate marker arrays reduced to as many sequences and base pairs as possible with the least
amount of missing data possible. Obtaining for the COI marker matrix 59 sequences of 492 bp in length, where 27
haplotypes were identified and where the haplotype and nucleotide diversities were 0.933 and 0.01420 respectively,
while for the D-loop fragment a matrix of 75 sequences were obtained with a length of 405 bp and 38 haplotypes
with a haplotype diversity of 0.957 and nucleotide diversity of 0.01559. The genetic diversity and population
structure of the species were analyzed, as well as the demographic history and the congruence between the
estimates of the inferred processes for the species with the paleontological and archaeological record and
paleoclimate studies was analyzed, relating it to its life history characteristics, in order to gain a better

understanding.

Regarding the structure of the D-loop sequences: An 80 bp fragment was found that is repeated in the
sequences of the first portion of the D-loop CR in the armadillo species studied. The repeat motif is adjacent to the
sequence of the TAS domain of said region and its origin would be caused by a unidirectional slippage of
replication in a 3'-5 'direction. The most parsimonious explanation for the evolution of repeats in current

Euphractinae species with implications for the phylogeny of the subfamily is that there is a greater closeness
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between Zaedvus and Chaetoptractus, a hypothesis that does not agree with the classical phylogeny of
Euphractinae. The heterogeneity found in this subfamily makes it difficult to propose a general pattern of variation

in the repetitions of the CR of the D-loop.

Regarding the phylogeny of the subfamily: The traditional analyzes of the COI marker did not resolve the
relationships within the Euphractinae subfamily and when combined with the nuclear markers in the partitioned
Bayesian analysis, it is argued that Zaedvus pic/hiy is the basal species of the subfamily, coinciding with the
traditional hypothesis. However, the clade Fupliractus + Chaetoplhractus receives moderate support. In the
analysis of the different delimitation hypotheses, the hypothesis that groups £. sexcintus with C. villosus is the one
that would present the least ambiguity. Therefore discrepancies remain in the coding marker results. In this study, it
is ruled out that the discrepancies are due to the inclusion of a single species of the genus Chaetoptractus or to the
evolutionary rate of the marker used, stating the recent and rapid diversification of the subfamily as the main cause.
The origin of the clade that contains the current species of Euphractinae is 3.60 Ma (95% HPD: 1.75-7.53), being a
little more recent than in previous studies and coinciding with the estimates of the last stages of the Andean uplift
and the consequent formation of dry biomes in the southern cone, which took place in the Pliocene. These events
also explain the separation between Zuedyus with Luplractus + Chaelophractus which is 2.92 Ma (95% HPD:
1.02-6.16). On the other hand, the differentiation of Chaetophractus in its species has an estimated age of 2.42 Ma,
which is supported by the fossil record and coincides with the beginning of the Pleistocene, a period characterized
by fluctuations in climate until the glaciers cycles were established. According to biogeographic analyzes, the
origin of the clade Euphractinae is the area of the temperate deserts of central Argentina. The separation between
their species turned out to be more recent than the hypothesis proposed about an early radiation in the late
Miocene-early Pliocene in the Pampean Region, where the records of their genera begin. The results in this work
reject this hypothesis and bring these origins closer to the establishment of current species in the fossil record,
covering the interval from the Middle Pliocene to the Pleistocene and proposing the temperate deserts of central

Argentina as the area of occurrence.

Regarding the Zuedyus pic/ity Phylogeography: This species has a certain and particular geographical
structure, two differentiated phylogeographic units within its wide range of distribution can be identified. Clade A
combines almost entirely the haplotypes of the northern populations, between 29° and 39° south latitude, and the
south of the distribution of the species from 46° south latitude. While clade B gathers the populations of the center
of the distribution (of the provinces of Rio Negro and Chubut) between 39° and 46° south latitude. These two clades
would respond to two relatively recent and very close expansions from the same center of origin where the first
(clade A) expands at the beginning towards the north to return and expand towards the northeast and south, after
which it is displaced by the second (clade B) in the center of the distribution of the species in its own expansion
from the northwestern part of Patagonia (Rio Negro) towards the south and east of Chubut and, perhaps also,

towards the north and south of the distribution. In addition, according to the analysis of variance, the tree and
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haplotype networks, Zaedyus pichiy presents a certain geographical correspondence by regions. Clade A has more
supported relationships and shows more structure in the networks in the northern region, which could be because it
would be the first branch of the oldest expansion. Within clade B, the RNP population is the one with the highest
haplotid variability and the most abundant haplotype. It also shows a certain structure and a subgroup of divergent
haplotypes so it would be the oldest of this clade and the closest to the center of origin, which would be between the
Neuquén River and the Limay River, showing different expansion pulses from origin’s center. The rest of the
populations of the clade show a star structure in the networks, which would represent the recent expansion towards
the east and south. The zone of the center of origin of the current Zaeayus prc/izy populations obtained in this study
matches with a zone of stability in terms of winds and rainfall during the Pleistocene glacial cycles (Pleistocene
refuges) for vertebrates and plants. According to the existing variation, the presence of the rivers is beginning to
act as a break and structuring the populations by regions, which can be explained by the increase in the flow of the
rivers after the last ice age. Although the nucleotide and haplotide variability detected was high in all populations,
it seems to be possible to detect gradients associated with the main macroenvironments (differentiated mainly from
west to east) in both clades (A and B) and also from north to south of the distribution especially in clade A, which is
the one with the greatest latitudinal distribution. A sign of population expansion was detected in Zaedyus prc/iiry,
although not so pronounced in clade A because it was the first to have a great expansion, especially towards the
north, reaching a wider distribution than the current one according to the archaeological record. Currently, there
are signs of structuring in that region, also displacement in the south-central region by clade B, showing its most
current expansion to the south in Santa Cruz. The same causes of temperature increase and change in the biomes
that would have generated the retraction in the north of the distribution would be the cause of the expansions in
Patagonia that would continue to occur today, the first in the southern part (clade A) and the second in the central
part of Patagonia (clade B). The results of this thesis only show the last retraction / expansion-recolonization cycle
of Zaeayus pichiy from what would be approximately the center of its current distribution in two consecutive waves,
the first faster, reaching a greater distribution, while the second managed to establish itself in the northern part of
Patagonia, replacing the former. This led to the formation of two differentiated phylogeographic units (clades A
and B), giving a particular distribution of the diversity of their haplotypes which does not follow a latitudinal

gradient from north to south of the distribution of the species as was proposed at the beginning of the study.
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Introduccion

Historia evolutiva de los Euphractinae (Chlamyphoridae, Xenarthra): Estudios previos

Los Xenarthra son uno de los grupos de mamiferos mds peculiares y caracteristicos de la Region
Neotropical, conformando uno de los cuatro grandes clados de placentarios (Delsuc er a/ 2002). Estudios tanto
morfolégicos como moleculares apoyan sin ambigiiedades la division de este grupo en dos Ordenes: Cingulata,
representado en la actualidad por los armadillos (Dasypodidae y Chlamyphoridae), y Pilosa, representado
actualmente por los osos hormigueros y afines (Vermilingua: Myrmecophagidae) y los perezosos (Folivora:
Megalonychidae y Bradypodidae) (Engelmann 1985; Patterson ez a/ 1992, Delsuc ez 2/ 2001; Madsen ez a/ 2001
Murphy ez a/ 2001).

La filogenia de los representantes actuales de Pilosa ha sido bien resuelta dentro de este suborden
(Gaudin y Branham 1998; Delsuc ez a/ 2001, Greenwood er a/ 2001; Barros er a/ 2003). En el caso de los
armadillos se han realizado varios estudios filogenéticos, pero las relaciones entre algunas de sus familias,

géneros y especies aun no estan claramente resueltas (Guth 1961; Engelmann 1985, Patterson ez a/ 1989, Delsuc

eral 2001, 2002, 2003, 2012; Gibb er al. 2016; Mitchell ez al. 2016).

Con nueve géneros que agrupan 21 especies de las 30 vivientes de Xenarthra (Wetzel 1985a; Vizcaino
1995; Wetzel er a/. 1982), los armadillos (Cingulata: Dasypodidae y Chlamyphoridae) son actualmente el linaje
mas diverso. Las especies vivientes de Xenarthra son un relicto de una espectacular radiacion que ocurrio durante
el aislamiento de América del Sur en el Terciario, gran parte de la cual desaparecio con el evento masivo de
extincion global que tuvo lugar al final del Pleistoceno (Carlini ez a/ 2010, Cione ez a/. 2015). Curiosamente, resta
conocer el origen de Xenarthra, ya que el registro fosil comienza en el Eoceno Inferior y se desconoce su historia
mesozoica (véase Pascual y Ortiz-Jaureguizar 2007 y la bibliografia alli citada;, Woodburne er a/ 2014). La
division de los armadillos en dos familias distintas, Dasypodidae y Chlamyphoridae, propuesta en el estudio

flilogenetico molecular de todo el ADN mitocondrial de Gibb ez a/ (2016) es la adoptada en la actualidad (Figura
1).
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Cingulata
Dasypoda

Chlamyphoridae
0.99/1/100

PPoxr/PPeasr/BPosgr
0.4 substitution per site
——————————————————

Figura 1: Relaciones filogenéticas del clado Cingulata segiun Gibb et al. 2016.

Estudios moleculares sucesivos han sefialado, con fuerte apoyo, a la subfamilia Dasypodinae como la que
derivo mas tempranamente (Delsuc ez a/ 2002, 2003, 2012; Abba er a/ 2015), coincidiendo con el registro mas
antiguo de un Dasypodidae, Riostegotherium yaner, en sedimentos originalmente asignados al Paleoceno Superior
de Brasil (Oliveira y Bergqvist 1998) pero que en la actualidad son considerados del Eoceno Inferior (Ciancio
2016; Gaudin y Croft 2015; Woodburne ez a/ 2014). Los estudios moleculares también han recuperado las
monofilias de las subfamilias Tolypeutinae (Frrodontes, Cabassous y Zolhpeures) y Euphractinae (Luplracius,
Zaeavus 'y Chaetoptractus) (Delsuc er a/. 2002, 2003,2012; Abba er al. 2015, Mitchell er a/ 2016). Delsuc er al.
(2012) recategorizaron la tribu Chlamyphorini Wetzel (1985b), cuyos miembros se conocen vulgarmente con el
nombre de pichiciegos, al nivel de subfamilia Chlamyphorinae. Sin embargo, la relacion entre esta nueva
subfamilia y las antes mencionadas Tolypeutinae y Euphractinae no fue clarificada, como tampoco la relacion
entre los géneros dentro de estas dos ultimas subfamilias (Moller-Krull ez a/. 2007, Delsuc ez @/ 2012; Abba er a/.

2015).

Por lo antes mencionado, la subfamilia Euphractinae (anteriormente tribu Euphractini, McKenna y Bell
1997; Gardner 2005), vuelve a contener las cinco especies actuales originalmente incluidas en ella por Frechkop y
Yepes (1949), es decir: Luplracius sexcinctus (Linnaeusl758), Zaedyus pichiv (Desmarest 1804), Chaetoplractus
vitlosus (Desmarest 1804), Chaetophractus vellerosus (Gray 1865) vy Chaetgphiractus nations (Thomas 1894).
Andalisis morfologicos y moleculares recientes proponen la sinonimia de C. nation: (Peludo andino) y C. vellerosus

(Piche lloron), considerando a C. nations como la variante de altura de la especie C. vellerosus (Abba et a/ 2015).

En particular, los tres géneros vivientes de Euphractinae ( Chaetoptractus, Fuphractusy Zaedyus) son muy

similares morfologica y ecologicamente, y sus interrelaciones han sido dificiles de descifrar exclusivamente en el
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terreno morfologico (Engelmann 1985; Gaudin y Wible 2006). La morfologia de sus placas aporta diferencias
sustanciales para clasificar las especies, siendo especialmente util en zooarqueologia y paleontologia, esto se ve
reflejado en numerosos trabajos, como por ej., Krmpotic er a/ 2009; Loponte y Acosta 2012; Soibelzon 2017,
Soibelzon ez a/. 2013. Todos presentan profundas variaciones en el set diploide (58-62 cromosomas) (Jorge et a/.
1977, Jorge y Pereira 2008), proponiéndose varios mecanismos participantes en la evolucion cariotipica de este

grupo (Lizarralde ez al 2005).

Sin embargo, hasta el momento los estudios moleculares no pudieron resolver las relaciones dentro de esta
subfamilia (Delsuc ez a/. 2002, 2003; Abba ez a/ 2015). Delsuc ez o/ (2003), analizando tres exones y dos genes
mitocondriales concatenados, recupero (con apoyo estadistico bajo) el clado Chaetophractus + Eupliractus
excluyendo el género Zaedyus, lo que resulta congruente con el estudio cladistico basado en caracteres craneo-
dentales realizado por Gaudin y Wible (2006). Por el contrario, en un estudio de retroposones y sus regiones
flanqueantes, se han encontrado multiples evidencias de la agrupacion entre Chaetopliractus y Zaeayvus, con la
exclusion de Fupliractus (Méller-Krull ez a/. 2007), hipotesis compatibles con las relaciones obtenidas de estudios
morfologicos de caracteres postcraneales (Abrantes y Bergqvist 2006). En este sentido, Abba ez a/ (2015) dan una
posible explicacion de la discrepancia observada entre los estudios moleculares, indicando que podria deberse a la
especie utilizada para representar el género Chaetophractus en cada estudio, dado que Delsuc ez a/ (2003) se

basaron en C. villosus, mientras Méller-Krull ez a/ (2007) lo hicieron en C. vellerosus.

Es de destacar que las dos especies del género nunca habian sido incluidas en un mismo estudio molecular
o morfologico, por lo que un andlisis filogenético de todas las especies de Euphractinae basado en marcadores
nucleares codificantes y no codificantes, sugiere la parafilia del género Chaetoptractus, con C. vellerosus mas
estrechamente relacionada con Zaedyus pic/iry que con C. villosus, siendo este wltimo mas cercano a £. sexcinctus
(Abba er a/ 2015). Tal relacion seria compatible con la similitud encontrada en estudios cromosomicos entre C!
vellerosus 'y Z prchiy (Jorge erf all 1977;Lizarralde er a/ 2005; Jorge y Pereira 2008). Sin embargo, las
reconstrucciones filogenéticas condujeron a conflictos topologicos entre marcadores nucleares codificantes y no
codificantes. El andlisis de datos de marcadores no codificantes sugiere, con un fuerte apoyo estadistico,la
parafilia del género Chaetoplractus, mientras que la particion de marcadores codificantes produjo una topologia
alternativa menos robusta, recuperando al género Chaetoptractus como monofilético y agrupdndolo con Z.
sexcinctus, resultando Z. pic/hiy el primer linaje de Euphractine a emerger. Los autores sostienen que estos
resultados, en principio contradictorios, podrian explicarse por el escaso numero de sitios informativos disponibles

en las dos matrices de secuencias utilizadas, especialmente en aquella de los marcadores codificantes (Abba ez al/,

2015).

De acuerdo con el registro fosil y la distribucion actual, los Xenarthra se habrian originado en América
del Sur, abarcando la historia evolutiva conocida de este clado practicamente la totalidad del Cenozoico, por lo

cual han sido utilizados como modelo en paleobiogeografia (Patterson y Pascual 1972; Carlini y Vizcaino 1987,
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Vizcaino 1995; Gaudin y Croft 2015; Ciancio 2016, Soibelzon ez a/. 2019). Delsuc ez a/. (2004) utiliza la filogenia
molecular establecida para las especies actuales de Xenarthra, robusta en la mayoria de sus relaciones
filogenéticas (Delsuc ez al 2002; Delsuc ez al. 2003) y también la estimacion de sus tiempos de divergencia, para
interpretar estos resultados en el contexto de los bien documentados cambios ambientales de la era Cenozoica.
Esta era se caracterizo por las variaciones climdticas drasticas asociadas con los cambios en los niveles del mar,
las principales modificaciones bioticas, fases tectonicas de levantamiento andino y las variaciones de temperatura
(véase Haq ez a/. 1987; Pascual y Ortiz-Jaureguizar 1990, 2007, Marshall y Sempere 1993, Zachos ez a/ 2001,
Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006, Ciancio 2016, Soibelzon er a/ 2019). Sus resultados encuentran una

correlacion entre los principales periodos de cambios ambientales y la diversificacion de los linajes de Xenarthra.

A pesar de que la relacion filogenética entre Chlamyphorinae, Euphractinae y Tolypeutinae no es clara
(Méller-Krull ez a/. 2007, Delsuc ez al. 2012; Abba er o/ 2015) la separacion entre estas subfamilias se estima que
ocurrio poco después de la transicion Eoceno-Oligoceno (Delsuc ez a/. 2012; Mitchell ez a/. 20/6). Este periodo se
caracterizo por un optimo en la glaciacion de la Antartida, con la formacion y expansion de la capa de hielo en el
continente, y el establecimiento de la actual corriente circumpolar antdrtica, lo que indujo un drdstico enfriamiento

global (Zachos ez a/ 2001).

La evolucion de la subfamilia Euphractinae esta asociada geograficamente al sur de Sudamérica, los
armadillos (Mammalia, Xenarthra, Dasypodidae, Euphractinae) del Tinguirirican (Oligoceno temprano) de los
Andes chilenos documentan un morfologia evolutivamente transicional del exoesqueleto entre dos subclados
principales (Dasypodinae y Euphractinae) en un momento cercano a su divergencia filogenética, arrojando

considerable luz sobre la historia evolutiva del grupo. (Carlini ez a/. 2009).

Hallazgos de registros fosiles de Zaeayus en las provincias de La Pampa y Entre Rios (Cione ez a/ 2000
Esteban er a/ 2001) acercan su origen al Mioceno tardio. Lo mismo ocurre con el género Chaelop/iractus, ya que
su registro mds antiguo proviene de la Formacion Salicas del Mioceno tardio de La Rioja (Tauber 2005, Brandoni
et all 2012). Sin embargo, Zaedyus pic/izy se conoce desde el Pleistoceno al Reciente de América del Sur (Cione y
Tonni 1999; Cione ef al/. 2015) y el registro mas antiguo de Chaetophractus villosus corresponde a la Edad
Chapadmalense (Plioceno tardio) segun Scillato—Yané 1982 y Carlini y Scillato—Yané 1999, mientras que Cione et
al. (2015) y Soibelzon er a/ (2019) lo remiten como mdximo a la Edad Marplatense de Buenos Aires (finales
Plioceno-Pleistoceno temprano). Para el caso de Chaetophractus vellerosus, si bien se encontro una
sobreestimacion en la zona pampeana del registro de Xenarthra, se asigno al Pleistoceno inferior-medio su
registro mas antiguo (Soibelzon er @/ 20006). Finalmente, el fosil mas antiguo de Lupliractus sexcinctus data del

Pleistoceno temprano de Bolivia (Marshall y Sempere 1991).

Delsuc ez all (2004) propone que la radiacion de las especies actuales de Euphractinae se produjo en el

Mioceno superior debido a importantes cambios ambientales ocurridos en ese periodo. Estos fueron el desarrollo
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de aridez y mayor estacionalidad en la Patagonia oriental, que resultaron en una profunda diferenciacion del
Regiones andinas y extraandinas. Con retraccion de los bosques y aumento de la diversidad y la abundancia de
formas xéricas en la region extraandina, que definio la provincia paleofitogeografica de Proto-Espinal / Estepa
(Barreda er al, 2007) en el mioceno tardio y que luego durante el Plioceno y el Pleistoceno debido a los Periodos
glaciales con vientos fuertes, desenso de la temperatura global, y el nuevo gradiente de precipitacion debido a la
Cordillera de los Andes, empujo el bosque andino templado fresco al dominio antartico actual y condujo a la
aridizacion de la region extraandina formando la Estepa (bioma estepa = provincias fitogeograficas Patagonia,
Monte, Espinal y Pampa, segun Cabrera, 1976) (Pascual y Ortiz-Jaureguizar 1990, Pascual ez a/ 1996, Latorre et
al 1997, Ortiz-Jaureguizar 1998, Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006, Tonni y Carlini 2008; Iglesias er a/ 2011;
Goin ez al 2015).

Varios otros estudios de paleobotdanica y palinologia en la Patagonia apoyan que el marcado desarrollo de
aridez y extrema estacionalidad con expansion de habitats de ecosistemas abiertos (pastizales o sabanas) se dio en
el Mioceno medio-tardio (Palazzesi y Barreda 2007; Barreda y Palazzesi 2007, Iglesias ez a/ 2011, Le Roux 2012;
Stréomberg er al/. 2013; Goin £r a/ 2015). Este cambio habria sido desencadenado por la ultima fase del
levantamiento de la cordillera de los Andes (ultimas fases de la segunda crisis tectonica boliviana) que,
eficazmente, bloqueo el desborde de humedad desde el Océano Atlantico y la cuenca del Amazonas hacia la parte
central y centro-norte de Chile (Marshall y Sempere 1993; Le Roux 2012). En ese momento, la corriente fria de
Humboldt se establecio en el Pacifico Sur y, junto con los Andes, ayudo a crear la "diagonal arida" de América del
Sur, que se extiende desde el sur del desierto de Atacama hasta las estepas secas de Patagonia (Bruniard 1982). El
efecto del monzon sudamericano intercepto mas luvia desde el noreste, las que se intensificaron en el noroeste de
Argentina y el sur de Bolivia, donde se registran actualmente las comunidades forestales (Le Roux 2012). Todo
esto ocurria al mismo tiempo que las grandes ingresiones marinas que formaron el mar Paranaense y el mar
Amazonico durante el Mioceno (Pascual ez a/. 1996, Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006) se retiraron, dando lugar

a extensas praderas que se extendieron desde el norte de la Patagonia a lo largo del resto de América del Sur.

Aungque otros estudios sugieran que la relacion de causalidad entre el cambio climatico y el levantamiento
de los Andes puede ser mads complicado de lo calculado previamente (Lamb y Davis 2003, Palazzesi et al 2014), la
sincronizacion en algunos eventos de diversificacion entre linajes independientes de Xenarthra (por ejemplo, la
reciente diversificacion de Euphractinae coincidiendo con la separacion entre Dasypus novemcintus v Dasypuus
fappleri  aproximadamente 6-7 Ma en el Mioceno tardio, Delsuc er a/ 2004) sumado al hecho que los
Euphractinae actualmente son representantes caracteristicos de las zonas zoogeogrdficas que comenzaron a
formarse en ese periodo (Pascual er a/. 1996), sugiere que los cambios ambientales muy probablemente generaron
oportunidades ecologicas importantes en la conformacion de la historia evolutiva de las especies actuales de

Xenarthra (Delsuc et a/. 2004).
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Historia biogeogrdfica de algunos géneros de Euphractinae

Carlini y Scillato-Yané (1996) proponen que los Euphractinae del Mioceno-Plioceno sufrieron una
radiacion desde los ambientes templados hacia los cdlidos del centro y norte de Argentina, independiente a la de
los géneros vivientes. Por su parte, la distribucion de los Euphractinae y de todos los armadillos actuales ha sido
afectada por fluctuaciones climaticas y del nivel del mar caracteristicas del Pleistoceno debidas al avance y
retirada de los glaciares, que causaron la retraccion y expansion en alternancia de sabanas y estepas dridas y
bosques tropicales y subtropicales mds humedos (Ortiz-Jaureguizar 1986, Pascual y Ortiz-Jaureguizar 1990;
Vizcaino er all 1995; Pascual er all 1996, Soibelzon et al. 2010). Por ejemplo durante los periodos frios y aridos
del Cuaternario, Euphractinae y Tolypeutinae se trasladaron mds de una vez a la Region Pampeana Oriental, y
durante los periodos interglaciares, algunos armadillos se extinguieron localmente y / o se trasladaron a la
Patagonia (siendo el caso de Zaeayus). Asi se documenta la presencia en la Region Pampeana Oriental de
diferentes asociaciones de armadillos segun el periodo. La asociacion caracteristica en el Pleistoceno fue Z pic/iy
- 77 matacus. Mentras que Z. pichry - C. villosus caracterizo el Holoceno medio temprano, en el presente esta
asociacion se registra aproximadamente 1000 km al noroeste de dicha region (norte de provincia de San Luis) y la
presencia de la pareja C villosus - D. /4ybridus (probablemente establecida desde finales del Holoceno) es la que

caracteriza hoy la Region Pampeana Oriental (Soibelzon ez a/. 2019).

Chaetoptractus villosus expandio su rango de distribucion en la Region Pampeana hacia el este y el
noroeste debido a los mencionados cambios pleistocenos, y tuvo una expansion reciente hacia el sur de la
Argentina ocupando toda la Patagonia (Poljak 2009; Poljak er a/ 2010), colonizando la porcion norte en los
ultimos 10 Ka. y alcanzando el estrecho de Magallanes en el ultimo siglo, siendo introducido arios atras en la Isla

Grande de Tierra del Fuego (Poljak ez a/ 2007, 2010, 2020, Abba ez a/ 2014, Gallo ez a/ 2019).

Chaetophractus vellerosus, por su parte, retrajo su distribucion al interior del actual territorio argentino,
drea centro-norte del pais (siendo esta su drea de distribucion ancestral) debido a los cambios climaticos del
Pleistoceno tardio-Holoceno temprano, para luego expandirse, al menos dos veces, desde el Noroeste argentino
hasta Buenos Aires (Poljak 2009; Poljak et al. 2018). La primera de estas expansiones habria llegado al este de la
provincia de Buenos Aires hace 0,8 Ma y la segunda, mas reciente, dando lugar a la poblacion disyunta de la zona
costera de la Bahia Samborombon en la provincia de Buenos Aires (Poljak 2009). Para explicar la distribucion
disyunta, mas recientemente, el mismo autor (Poljak et a/ 2018) propone una colonizacion a larga distancia,
basada en una variabilidad genética nula, registros paleontologicos y evidencia de alternancia de periodos

climaticos frio/arido y templado/humedo durante el tiltimo millon de arios en el sur de Sudamérica.
La especie Zaedyus piclity

Los registros mds antiguos del género corresponden al Piso/Edad Huayqueriense (Mioceno tardio) de la

provincia de La Pampa (Esteban ez a/. 2001) y Entre Rios (Cione ez a/. 2000) dunque en este ultimo el registro de
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Zaeayus es dudoso debido al pobre material y a que su aparicion no esta de acuerdo con los taxones restantes, por
ser tipico de regiones relativamente frias y xéricas. Prosiguen registros en los Pisos/Edades Chapadmalalense a
Lujanense de la Region Pampeana (Plioceno medio y tardio/ Pleistoceno tardio—Holoceno temprano) (Scillato-
Yané 1982, Tonni y Fidalgo 1982; Deschamps y Borromei 1992; Scillato-Yané ez a/. 1995; Mazzanti y Quintana
1997, Deschamps 2005, Luna y Cruz 2014, Soibelzon ez a/ 2019).

El fosil mas antiguo de Zaedyus piciiv es del Pleistoceno de la provincia de Buenos Aires (Soibelzon ez a/.
2010; Cione ef al. 2015), y cuenta también con registros en el Holoceno de Bolivia (Marshall y Sempere 1991).
Asimismo numerosos registros arqueologicos del Holoceno medio temprano ubican a Zaeayvus pic/izy en la Region
Pampeana (Salemme y Beron 2004; Abba y Vizcaino 2011; Soibelzon y Leon 2017) y tambien hay registros del
Holoceno tardio que muestran la Asociacion de Zaedyus pichizyy C. villosus en la Pampa Ondulada junto con 0.
/hybridus (Loponte y Acosta 2012). Lo que constituye un ejemplo de una significativa serie de asociaciones de
mamiferos de abolengo subtropical con otros de clima darido registrados en la Region Pampeana y relativizan el
empleo de Z. pic/hiy como un indicador de paleoambientes aridos en dicha region ya que curre en momentos donde
las condiciones ambientales permitieron, segun estudios de paleosuelos, el desarrollo de los pastizales centrales de
Argentina (Loponte y Acosta 2012). Ademas estos ultimos registros contrastan con la idea tradicional que propone
a la asociacion de C. villosusy D. /ybridius como la caracteristica en la Region Pampeana en ese periodo, estando
la asociacion Zaedyus pichiy y C. villosus replegada al noreste y dando como la causa de ello a que durante los
periodos interglaciares, zaedyus se extinguieo localmente de la Region Pampeana y / o se traslado a la Patagonia
(Loponte y Acosta 2012; Soibelzon ez a/ 2019). Ya que en los ciclos mas humedos y calidos Z pic/iy se contrae,
restringiéndose al Espinal y Monte y durante periodos de menor precipitacion y temperatura expande su
distribucion, caracterizandola como indicador ambiental de condiciones aridas, como ya se menciono ( Abba y

Vizcaino 2011; Soibelzon y Leon 2017).

Por otra parte Abba y colaboradores (2014) basodos en una minusiosa revision de registros de la especie
propone que durante los ultimos 10 ka, Z. pic/iy invadio progresivamente el sur de la Patagonia habitando casi
todo el territorio patagonico (Patagonia norte y central) durante el Holoceno. Y travesando el rio Santa Cruz,
invadiendo la Patagonia austral, en los ultimos 100 aiios, probablemente debido a causas antropicas (Abba er al

2014).

Esta especie, inicialmente endémica de Argentina, se extendio a Chile en el siglo XIX (Superina y Abba
2014). En Argentina esta presente en las ecoregiones del Espinal, Pampa, Monte de Sierras y Bolsones, Monte de
Llanuras y Mesetas y Estepa Patagonica en altitudes no mayores a 2.500 msnm ocurriendo desde las provincias de
San Juan y La Rioja hasta el Estrecho de Magallanes de forma continua, abarcando las provincias de Buenos
Aires, La Pampa, Mendoza, San Luis, Chubut, Cordoba, La Rioja, Neuquén, Rio Negro, San Juan y Santa Cruz
(Superina er a/ 2019). En Chile, se registra en las regiones de Valparaiso, Maule, Biobio, Aysén del General
Carlos del Ibadfiez de Campo, y Magallanes y Antartica Chilena (Superina y Abba 2014).
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Zaedyus pichiy presenta osteodermos marginales bruscamente puntiagudos, pabellones auriculares cortos,
y una linea dorsal longitudinal clara que se extiende a partir de la primera banda movil al final posterior del
escudo pélvico, Figura 2 (Superina 2008, Superina y Abba 2014). Caracteristicas particulares en su denticion y el
hecho de carecer de glandulas pélvicas la separan del resto de los Euphractinae (Wetzel 1985b). Es una especie
diurna y de habitos solitarios, que habita zonas dridas con suelos arenosos y firmes y que excaba cuevas (Superina
2008). Clasificada como una especie omnivoro-oportunista con preferencia por los insectos, se alimenta de varias
especies de escarabajos y sus larvas, hormigas, escorpiones, arafias, fasmidos, larvas de dipteros, vertebrados
como lagartos y pequerios mamiferos, material vegetal y hongos (Superina er a/. 2009, Superina ez a/. 2019). Son
los unicos Xenarthra que entran en “torpor” o “sopor”. Su temperatura corporal es altamente variable, con un
promedio de 35,1°C y puede descender a 10°C durante el “sopor” (Superina 2008). En la actualidad esta especie
estd sujeta a una intensa presion cinegética con fines alimenticios en toda su distribucion, especialmente en el
norte y este de su rango, que junto como la conversion y degradacion de su hdbitat debido a actividades agricola-
ganaderas, los atropellamientos y la depredacion por perros, son las principales causas en la reduccion de sus
poblaciones. Esto llevo a su categorizacion como Casi Amenazada en la Lista Roja de los mamiferos de Argentina

(Superina ez al 2019).

Figura 2: Una hembra de Zaedyus pic/iy juvenil del Departamento de Malargiie, Provincia de Mendoza, Argentina. Por
Superina (2014).

Teoria de la coalescencia

Varios de los métodos utilizados en esta tesis tanto para ahondar en la sistemadtica filogenética de la
subfamilia como para la realizacion del estudio filogeogrdfico de la especie Z pic/iy, se basan en la “teoria de la
coalescencia”, formulada por Kingman al principio de los 80 y posteriormente desarrollada por Hudson (1990),

entre otros.
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Esencialmente, la coalescencia consiste en la reconstruccion de la historia genealogica de una muestra de
secuencias hasta el ancestro comun mas reciente (MRCA), considerando solamente aquellos linajes que dieron

descendencia en la muestra de secuencias (Hudson 1990; Nordborg 2000).

Esta teoria, al igual que los métodos moleculares para estudiar las filogenias, se aparta de la teoria de
genética de poblaciones tradicional, pues se basa en la teoria del neutralismo de la evolucion molecular formulada
por Kimura (Kimura y Opta 1969; Kimura 1980). De esta manera, la teoria de la coalescencia considera que las
mutaciones neutras se acumulan a lo largo de las ramas de los darboles que representan las genealogias génicas,
dicho de otro modo, a lo largo de las sucesivas generaciones en una poblacion de tamario constante, y en forma
permanente surgen nuevos alelos por mutacion, mientras que otros, asumiendo su neutralidad, se pierden por
deriva génica. De esta manera, todos los alelos de un gen en una determinada generacion derivan o “coalescen”
hacia un unico alelo ancestral. Por lo tanto, 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).

La coalescencia se basa en el modelo matematico de Wright-Fisher (1931) (coalescencia basica) e
incorpora distintos parametros (N, mutacion, migracion, tiempos de coalescencia, etc.) en lo que seria la

“coalescencia completa”.

La teoria se aplica por:

1) Métodos “Estadisticos resumen”: sintetizan la informacion contenida en la muestra
comparandola con lo que se esperaria obtener bajo un modelo nulo o neutro, como las poblaciones ideales
de Wright-Fisher (coalescencia bdsica). Se pueden detectar procesos que afectaron a la muestra en el
pasado (cambios en el tamario de la poblacion, estructuracion poblacional, seleccion natural;
recombinacion). Algunos de los estadisticos resumen mds comunes son: D de Tajima (1989) y la

distribucion de las diferencias pareadas (Rogers y Harpending 1992).

2) Métodos de “Coalescencia completa”: detectan cambios en el tamaiio de la poblacion,
estructuracion poblacional, seleccion natural, recombinacion, estimando los parametros relacionados con
estos mismos procesos (tasa de mutacion poblacional, numero de migrantes por generacion entre n
poblaciones, tasa de crecimiento poblacional, tiempo desde el ancestro comun mas reciente de la muestra,

tiempo de divergencia entre dos poblaciones o la tasa de recombinacion de la poblacion).

3) Métodos de “simulacion coalescente”: generan genealogias mediante simulaciones basadas en
los algoritmos de la teoria coalescente, que se utilizan como hipotesis nula. Estas genealogias simuladas
se contrastan con los resultados de los datos reales (p.ej., se utilizan desviaciones del coalescente basico y

se observa si se recuperan los datos reales).
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La teoria de la coalescencia provee un marco conceptual para el estudio de los procesos que influyeron
historicamente sobre las poblaciones y que dieron lugar a la distribucion actual de su variabilidad genética.
Contempla el tratamiento matemdtico y estadistico formal de las genealogias génicas, dentro y entre especies

proximas (Felsenstein 1971; Griffiths 1980).
Filogenética

La practica filogenética trata de estimar la relacion ancestro—descendiente a partir de los caracteres

estudiados, representando dicha relacion en los darboles filogenéticos.

La cladistica prefiere el arbol filogenético que implique la minima cantidad de cambios evolutivos
(“pasos” evolutivos) para explicar una determinada matriz de caracteres (principio de Maxima Parsimonia)
(Farris 1970; Swofford er a/. 1996). Ademas, asume que cualquier cardcter heredable es una homologia potencial
(Grandcolas et a/ 2001), dandole el “mismo peso” a todos los caracteres al momento de inferir los arboles
(Hennig 1968).Cuando la cantidad de caracteres homopldsicos es grande, puede causar que los arboles reflejen
relaciones filogenéticas espurias (Bergsten 2005), fenomeno conocido como atraccion de ramas largas

(Felsenstein 1978).

Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana son métodos estadisticos basados en modelos de evolucion
molecular, donde se toma en cuenta el conocimiento a priori de los caracteres, especialmente cuando son
moleculares. El método de ML estima la probabilidad de qué tan bien la matriz de caracteres es explicada por los
drboles filogenéticos (Felsenstein 2004), mientras que la IB estima la probabilidad de qué tan bien los darboles
filogenéticos son explicados por los datos (la matriz de caracteres) (Huelsenbeck ez a/ 2001, Brooks er a/ 2007).
Mientras la ML calcula cada arbol y la longitud de ramas posible derivada de los datos segun el modelo de
evolucion seleccionado (Huelsenbeck y Rannala 1997), la IB realiza busquedas a través de un numero menor de
drboles segun sus valores de probabilidades posteriores, empleando para los calculos del algoritmo conocido
como Cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC) (Huelsenbeck er a/ 2001) siendo mas rdpido y demandando
menos poder computacional. ML y la IB son poco confiables cuando las tasas de evolucion de ADN no son
homogéneas en el tiempo ni entre linajes (Kolaczkowski y Thornton 2004). Adicionalmente, ML es afectado por la

“repulsion” de grupos hermanos cuando estos se ubican en ramas largas de los arboles (Siddall 19938).

Debido a los diferentes defectos de los métodos, el hecho de que ninguno es efectivo en todas las
circunstancias, y la carencia de consenso respecto a la metodologia filogenética, se utiliza un procedimiento
conciliatorio al emplear los tres métodos (Peria er a/ 2011). Si las topologias de los arboles obtenidos usando los
diferentes métodos son concordantes, la hipotesis filogenética resultante es considerada robusta. Si no es el caso,
se debera tener cautela al discutir las relaciones filogenéticas de los nodos discordantes. Siendo la probable causa
de las discordancias la complejidad de las matrices de caracteres mads que la imperfeccion de los métodos, se

recomienda aumentar el numero de taxones y caracteres en las matrices para resolver relaciones filogenéticas
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ambiguas y nodos débilmente soportados (Peiia er a/ 2011). Sin embargo, esta estrategia no siempre resuelve el
problema, dado que la ambigiiedad puede encontrar una explicacion en el proceso de especiacion de un clado. En
el marco de un andlisis filogenético, el concepto de especie que se utiliza es el llamado concepto filogenético de
especie, que asume que los alelos de individuos que pertenecen a unidades reproductivamente aisladas, formaran
clados reciprocamente monofiléticos, es decir, que tendran un ancestro comun mas cercano entre ellos que con
otros alelos (Wheeler y Meier 2000). Sin embargo, en el caso de “complejos de especies” con radiaciones recientes
v linajes “jovenes”, es posible que las especies no hayan alcanzado el estado reciprocamente monofilético en sus

5

alelos debido al fenomeno de reparto incompleto de linajes (“Incomplete Linaje Sortin”; Maddison y Knowles
2006; Knowles y Carstens 2007) ya que los alelos de cada poblacion recientemente aislada reproductivamente

pasan por un estado de polifilia, parafilia y, finalmente, alcanzan la monofilia reciproca.

Se han desarrollado algoritmos bayesianos que aplican la teoria de la coalescencia, y que tienen por
objetivo delimitar “drboles de especies” a partir de dos o mas “arboles de genes” (Edwards er a/ 2007; Liu y
Perals 2007; Heled y Drummond 2010) aun cuando las especies no hayan alcanzado el estado reciprocamente
monofilético. Belfiore er a/ (2008) demostraron que este tipo de métodos sonmas eficientes en estos casos que el
andlisis concatenado de genes, llevado a cabo mediante metodologias Bayesianas mas tradicionales de analisis

filogenéticos (Ronquist y Huelsenbeck 2003).

Estos algoritmos Coalescentes tienen en cuenta factores demogrdficos (p.ej., 2N y flujo génico) en la
construccion de los arboles. Es posible mediante estos métodos probabilisticos apoyar un modelo de especiacion
reciente, a pesar de que la inspeccion visual de los darboles nomuestre monofilia reciproca (Degnan y Salter 2005;
Liu and Pearl 2006; Maddison y Knowles 2006, Carstens y Knowles 2007; Knowles and Carstens 2007, Belfiore ez
al. 2008, Heled y Drummond 2011).

Biogeografia

La biogeografia es la rama de la Biologia que estudia las distribuciones geogrdficas de los seres vivos,
tanto en la actualidad como en el pasado. Dentro de ella se distinguen dos grandes lineas de investigacion: la

biogeografia ecologica y la biogeografia historica.

La biogeografia historica estudia como los procesos historicos (por ejemplo, evolucion, tectonica) que
ocurren en grandes escalas de tiempo, influencian los patrones de distribucion de la vida. Dentro de ella existen
numerosos enfoques que poseen asimismo diversas aproximaciones metodologicas (Crisci ez @/ 2000). Algunos de
estos enfoques utilizan las filogenias de las especies para inferir su historia biogeogrdfica. Las filogenias de un
grupo taxonomico constituyen una hipotesis de las relaciones biologicas de un grupo, fundamentada en un
conjunto de evidencias (datos). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que como cualquier hipotesis, la filogenia
construida sobre la base de un conjunto de taxones y datos determinados podriano necesariamente representar su

verdadera historia evolutiva. Asi, contrastada con nueva evidencia, es posible que la topologia previa de la
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filogenia pueda cambiar. En consecuencia, los resultados de los andlisis biogeograficos basados en filogenias, son

asimismo hipotesis.

Los datos moleculares emergentes de las especies han revolucionado los estudios biogeograficos en
general. En la biogeografia historica frecuentemente se utilizan filogenias moleculares para aplicar los diferentes
métodos y evaluar de este modo los procesos de especiacion, dispersion, extincion de los linajes y clados y la

reconstruccion de sus posibles dareas ancestrales (Morrone 2000).

Una de las ventajas de los datos moleculares para este tipo de estudios, es la posibilidad de estimar las
edades de divergencia entre los clados (relojes moleculares), lo que permite inferir los efectos de los cambios
climaticos y geologicos del pasado en el patron de especiacion y en la dispersion de los organismos (Riddle ez a/.
2008). No obstante, correlacion no implica causa. Las correlaciones entre edades de divergencia y condiciones

geologicas deben ser interpretadas como hipotesis tentativas, que deben ser sujetas a evaluaciones futuras.

La subdisciplina que mds ha crecido dentro de la biogeografia ha sido la filogeografia (Posadas er a/.
2013), surgida a fines de los ‘80 y definida como “el estudio de los principios y procesos que determinan la
distribucion geografica de los linajes genealogicos, especialmente dentro de taxa cercanamente emparentados”

(Avise et al. 1987).

El crecimiento de la filogeografia se debe en gran parte al avance tecnologico (rapidez y facilidad para la
obtencion de secuencias de ADN), analitico (poder computacional) y teorico (principalmente la teoria de la

coalescencia, segun Avise 2009).

La filogeografia es considerada una subdisciplina de la biogeografia historica, dado que estudia aspectos
historicos de la distribucion actual de los linajes genealdgicos (Avise 2000); o bien, es mencionada como parte de
la biologia evolutiva, ya que integra conceptos que provienen de disciplinas microevolutivas (a nivel de
poblaciones e individuo) y macroevolutivas (por encima del nivel de especie) (Avise ez al 1987, Avise 2000, 2009;
Dominguez—Dominguez y Vizquez—Dominguez 2009). Es decir, aplica los algoritmos de la filogenia molecular,
solo que a un nivel infraespecifico, pero también utiliza conceptos que provienen de la genética de poblaciones y
considera la informacion geogrdfica como punto fundamental. La filogeografia se ha utilizado para determinar
fronteras entre especies e identificar unidades de conservacion, integrdndose a otras disciplinas como son la
taxonomia y la biologia de la conservacion (Avise et al 1987; Avise 2000, 2009; Freeland 2005; Vazquez—
Dominguez, 2002, 2007; Dominguez—Dominguez y Vazquez—Dominguez 2009).

Mayormente, la filogeografia se utiliza como una herramienta para esclarecer patrones historicos y
evolutivos entre poblaciones de una misma especie (o especies cercanamente emparentadas). Mediante este
enfoquese puede determinar el origen geogrdfico de una especie, es decir, aquellas areas de distribucion original

con gran diversidad genética, y establecer rutas de colonizacion y centros secundarios de dispersion (Lanteri y
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Confalonieri 2003) para relacionarlos con evidencias geomorfoldgicas y paleoclimdticas. La reconstruccion de los
cambios demogrdficos ocurridos en las poblaciones animales es de fundamental importancia para determinar la
historia zoogeogrdfica de las regiones (Storz e a/. 2002, Shapiro ez a/. 2004; Drummond ez a/. 2005; Goossens er
al 2006). Los procesos demogrdficos historicos tales como la subdivision poblacional, la reduccion o expansion
del rango de distribucion o, alternativamente, el mantenimiento de largos periodos de estabilidad poblacional,
dejan seriales contrastantes en los patrones de distribucion geogrdfica de la variacion genética (Matocq er al.
2000; Mora er a/ 2007). Estas seniales filogeograficas pueden ser utilizadas para reconstruir la historia
demografica de las poblaciones (Abbort ez a/. 2000, Avise 2000, Hewitt ez a/. 2000; De Chaine ez a/ 2006, Aoki er
al 2008; Ruzzante er a/. 2008). Por otra parte, cuando es posible obtener estimaciones precisas de los cambios
demograficos (flujo génico, tamario efectivo poblacional, secuencias de colonizacion, cuellos de botella), esta
informacion puede relacionarse con eventos ambientales fehacientemente documentados, constituyendo de
talmanera una herramienta poderosa para evaluar hipotesis sobre la forma en que los factores ambientales

determinan la dinamica poblacional de las especies (Heller ez a/. 2008).

Los métodos basados en la coalescencia, a diferencia de las metodologias tradicionales de la genética de
poblaciones, no consideran los factores historicos cuando estiman el flujo génico intra e interpoblacional. Los
estudios filogeograficos, en cambio, permiten identificar patrones que sefialan la existencia de barreras antiguas al
Sflujo génico (Roderik 1996, Avise 2000) y tienen en cuenta el flujo génico historico 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 poblacion lleguen a tener un
ancestro comun mds cercano entre si que con los alelos de la otra poblacion. 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 historico de las poblaciones cuando
éstas todavia no alcanzaron la monofilia, es posible hallar una variacion alélica ancestral, que puede ser

interpretada erroneamente como debida a flujo génico interpoblacional (Schaal y Olsen 2000).

Los primeros métodos de inferencia filogeogrdfica agrupados en la filogeografia estadistica (Knowles y
Maddison 2002), incorporan la naturaleza estocdstica de los procesos genéticos, y permiten estimar la influencia
de eventos evolutivos ante las expectativas teoricas de modelos explicitos (Neigel ez a/ 1991; Templeton 1998,
Knowles 2004). Estos sufren limitaciones desde el punto de vista estadistico y biologico (Knowles 2004).Uno de
estos primeros métodos para inferir la historia de un taxon en un contexto geogrdfico, fue el Andlisis de Clados
Anidados (Templeton 1998, 2008) en desuso en la actualidad debido a criticas que afirman que, en ciertas
situaciones, el analisis puede proporcionar resultados erroneos (Knowles y Maddison 2002; Panchal y Beaumont
2007; Knowles 2008). Como respuesta a ello, actualmente surgio y estd en pleno desarrollo la Filogeografia

bayesiana, que ha sido aplicada en este estudio.
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Marcadores moleculares

La eleccion del o los marcadores es muy importante dependiendo del tipo de estudio y el nivel taxonomico
en el que se desee trabajar, ya que cada marcador molecular tiene su tasa de evolucion particular. El ADN
mitocondrial (ADNmt) es un genoma haploide que usualmente no recombina y que en la mayoria de los casos es de
herencia matrilineal (Birky 2001), resultando una molécula facil de aislar dado que presenta varias copias por
célula. Ademas, exhibe una alta tasa de mutacion (Brown ez a/. 1979) que, al menos en animales, evoluciona mds
rapido que el ADN nuclear. Todas estas razones hacen que el ADNmt sea el mas utilizado para estudios de
filogeografia, genética de poblaciones, filogenias moleculares y sistematica (Pages y Holmes 1998). Sin embargo,
generalmente se recomienda incluir uno o mds marcadores nucleares para investigar la historia evolutiva de
complejos de especies recientemente divergentes (Kawakami ez 2/ 2007) con el fin de descartar posibles eventos de

hibridacion.

Los marcadores de ADN nuclear también son de utilidad en filogeografia para recuperar el impacto de
eventos biogeograficos relativamente antiguos (spinks 2010). Entre ellos los microsatélites son los mds utilizados,
sin embargo, los marcadores basados en secuencias poseen una serie de ventajas sobre ellos, incluso en las escalas
de tiempo recientes (Brito y Scott 2009). Los segmentos codificantes (exones) de la mayoria de los genes eucariotas
estan interrumpidos por intrones no codificadores. Los exones son usualmente utilizados en estudios de filogenias.
Los exones nucleares de los genes factor von Willebrand (vwf) y cancer de mama 1 (BRCAI) fueron amplificados y
secuenciados con éxito para gran parte de las especies de Xenarthra en varios trabajos de filogenias moleculares
(Delsuc ez a/ 2002, 2004, 2012; Abba ez a/ 2015). Los intrones por ser mas variables dentro de las especies son
utilizados con mayor frecuencia como marcadores de variacion para subdividir poblacion, diseiiando los
cebadores en regiones conservadas de exones flanqueantes (Lessa 1992). Otros marcadores moleculares nucleares
utilizados extensamente son los que secuencian las diferentes regiones del ADN ribosomico (ADNr) ya que sus
tasas de evolucion son muy variables entre si, un ejemplo son los espaciadores transcribibles internos (ITS)

(Alvarez y Wendel 2003).

El genoma mitocondrial es un cromosoma circular cerrado de doble cadena que codifica una pequeria
fraccion de las proteinas mitocondriales, ya que las restantes son codificadas por el ADN nuclear. Las dos cadenas
del ADNmt reciben el nombre de cadena L (ligera o “light”) y cadena H (pesada o “heavy”) atendiendo a su
coeficiente de sedimentacion. La mayor parte de las secuencias codificantes (28 genes) se encuentran en la cadena
H. El ADNmt contiene informacion de 38 genes: 2ARNr (ribosomicos), 22ADNt (de transferencia) y 13 genes
estructurales, los cuales codifican diferentes subunidades de los complejos enzimaticos del sistema de fosforilacion
oxidativa, entre ellas la citocromo oxidasa subunidad I (COI). La region mayor no codificante, conocida como
Region Control o “D-Loop” se sitia entre el gen que codifica para el ARN de transferencia de la prolina y el de la
fenilalanina. En la Region Control se localizan el origen de replicacion de la cadena H, los promotores para la

transcripcion de las dos hebras, dos lugares de union de factores de transcripcion, tres bloques de secuencias
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conservados asociados con el inicio de la replicacion, y las secuencias asociadas a la terminacion de cadenas
(Foraner al 1988; Coskun er a/ 2003). La Region Control se destaca por su elevada tasa de mutacion,
aproximadamente 10 veces mayor que en las regiones codificantes, y por su elevada variabilidad intrapoblacional

(Vigilant e 2/ 1991; Greenberg ez all 1983).

La longitud total del genoma mitocondrial en Xenarthra varia entre 16000-17000 pares de bases (pb),
segun las secuencias actualmente disponibles de algunas de sus especies (Arnason er a/ 1997, 2002). Esta
variacion es debida a las diferencias en la longitud de la region de control. En el armadillo Dasypus novemcincius
se informo una longitud madxima de la Region Control de 1604 pb, caracterizada por la aparicion de “motivos
repetitivos” o “repeticiones microsatélites” en dos lugares diferentes (Huchon ez a/. 1999). La heteroplasmia en el
ADNmt de este armadillo es debido a la ocurrencia de diferente numero de dicho “motivo” en diferentes moléculas
del mismo individuo (Arnason er a/. 1997). Poljak (2009) también reporto repeticiones en el tramo final de las
especies C. villosusy C. vellerosus. Repeticiones como las mencionadas, suelen causar problemas técnicos en la

amplificacion por PCR y en la secuenciacion.

Para Dasypus novemcrncrus también se han reportado diferencias en relacion a otros euterios, tales como
cambios del codon de inicio o un codon de parada incompleto en genes codificadores de proteinas, como también
caracteristicas estructurales en el tallo y bucle de genes de ARNt de aminodcidos que forman una estructura de
bucle y horquilla atipico pero estable, que aparentemente no alteran su correcta funcion. Un ejemplo de esto se da

en el origen de replicacion de la hebra L (Ori L) entre los genes ARNt-Asn y ARNt-Cys (Arnason ez al 1997).

Las mutaciones estructurales (reordenamientos, duplicaciones y/o deleciones) pueden darse en el genoma
mitocondrial tanto como en el genoma nuclear, y también pueden darse casos de duplicacion de un gen
mitocondrial en el genoma nuclear, origindndose de este modo un seudogen. Algunos de estos, como la
heteroplasmia ya mencionada, o seudogenes, se han reportado en especies de Xenarthra (Arnason er a/ 1997,
Delsuc er a/ 2003; Poljak 2009). En filogeografia se evita utilizar secuencias de seudogenes y secuencias que
tengan estos tipos de reordenamientos o se descartan las regiones de la secuencia que los contenga, y solo son

utilizadas las mutaciones puntuales como caracteres para inferir procesos evolutivos (Lessa er a/. 2010).

El marcador mas utilizados para resolver estudios filogeogrdficos y relaciones filogenéticas en los niveles
mas bajos, es la Region Control del ADN mitocondrial. Esta region, también conocida como D-Loop, tiene una
extension variable de aproximadamente entre 1200-1600 pb y se caracteriza por presentar la mayor variabilidad
del genoma mitocondrial, por tasas evolutivas diferenciales en sus dominios, y por la disponibilidad de secuencias
de varias especies existentes en bases de datos, representando un excelente marcador para el estudio de las
relaciones evolutivas. En particular, ha resultado util en estudios recientes sobre Chaetopharctus villosus y C!

vellerosus (Poljak ez a/ 2010, 2018, 2020, Abba ez al. 2014).
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Hipdtesis y objetivos del estudio

En base a todo lo expuesto precedentemente surgen las preguntas: ;Donde y cuando se origind Zaedyus

prehn?, jcomo y cuando fue el origen de las especies actuales de la subfamilia Euphractinae?, ;jcomo se

relaciona Zaedvus prc/izy con el resto de los generos actuales de Euphractinae?, ;jpuede el analisis de un mayor

numero de muestras y de diferentes marcadores moleculares ayudar a dilucidar la relacion entre los generos

actuales de Euphractinae?, ;cual es la diversidad genética de las poblaciones de Zaedvus prc/hzy, como se

distrubuye en la actualidad y cual fue la historia de sus poblaciones para llegar a ella, que factores la

moldearon?.

Hipdtesis

Para intentar responderlas en este estudio se testean las siguientes hipotesis de trabajo:

/.

Objetivos

La parafilia del género Chaetophractus: C. villosus esta emparentado con Luplractus, y C. vellerosus
es especie hermana de Zaedyus prc/iy.

El género Chaetophractus es monofilético, estando agrupado con £ sexcinctus, siendo Z pichiy el
primer linaje de Euphractinae en emerger (hipotesis filogenética tradicional o clasica).

Las especies actuales de la subfamilia Euphractinae tuvieron su origen y radiacion temprana en el
Mioceno tardio-Plioceno temprano en la Region Pampeana, coincidiendo con los registros mds
tempranos de sus géneros en ese periodo y region.

La distribucion actual de Zaeavus prc/zy ha sido moldeada por los cambios climaticos ciclicos
ocurridos durante el Pleistoceno, experimentando periodos de expansion y retraccion de sus
poblaciones. La diversidad de sus haplotipos se distribuye en un gradiente latitudinal, los mds
ancestrales se encuentran a latitudes mds bajas, mientras que los derivados evolutivamente de
aquellos en latitudes mds altas, mostrando la expansion mas reciente de sus poblaciones debido al

aumento de temperatura.

Por lo tanto el presente trabajo de tesis doctoral tiene como objetivo aportar conocimientos sobre la

historia evolutiva de Zaeayus pic/ivy de la subfamilia Euphractinae a la que pertenece, intentando.

(1) Esclarecer las relaciones filogenéticas entre todas sus especies, determinar sus tiempos de

divergencia, y sus posibles areas ancestrales. Para ello se utilizaron tanto marcadores moleculares

nucleares (mads conservados y capaces de reconstruir la mayoria de los eventos evolutivos antiguos)

generados por otros autores en trabajos anteriores, como mitocondriales (suficientemente poderosos para

detectar fracturas recientes) obtenidos para este estudio.
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(2) Analizar el patron filogeografico de Zaedyus pic/zy en todo su rango de distribucion en
Argentina, mediante el andlisis de secuencias hipervariables de una porcion de la Region Control del ADN
mitocondrial (D-loop) y de un fragmento del gen mitocondrial citocromo c¢ oxidasa subunidad I (COI).
Asimismo, examinar la relacion entre dicho patron y la historia geomorfologica (tectonica y

paleoclimatica) de la region.
En particular, los objetivos especificos son:

a) Utilizar los diferentes métodos disponibles para determinar la filogenia de la subfamilia y

obtener las probables edades de sus nodos.

b) Aplicar al cladograma obtenido los métodos de la biogeografia historica disponibles para

obtener una hipotesis sobre sus areas ancestrales.

¢) Correlacionar la filogenia, las edades y las areas obtenidas, con los cambios climdatico-

ambientales acaecidos durante el biocron del grupo de especies estudiadas.

d) Analizar la variabilidad genética, la estructura poblacional, la historia demogrdfica, y el

patron filogeografico de Zaedyus prc/iy.

e) Correlacionar los eventos climatico-ambientales del pasado que pudieron haber producido o
afectado la variabilidad genética, la estructura poblacional, la historia demogrdfica, y el patron

filogeogrdfico obtenidos para Zaeayus pichiy.
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Materiales y Métodos

Muestreo

Los puntos de muestreo se disefiaron mediante el estudio detallado de la bibliografia, resultando de gran
utilidad el catdlogo de las colecciones de Xenarthra de referencia de Argentina del Museo Argentino de Ciencias
Naturales “Bernardino Rivadavia” de Buenos Aires (MACN) y del Museo de La Plata (MLP) (Abba y Vizcaino
2008), el trabajo de modelado de distribuciones de las especies de Xenarthra en Argentina realizados por Abba
(Abba er a/ 2012) y la revision de dichas colecciones (MLP; MACN). Asi también se ha tenido en cuenta el
material obtenido en las colecciones de referencia y a través del aporte de instituciones e investigadores de otras
regiones del pais y particulares. En este sentido, se destaca la utilidad del Banco de Muestras y Tejidos existente en
el Laboratorio de Ecologia Molecular del Centro Regional de Estudios Genomicos con muestras de especies del
Magorden Xenarthra, principalmente de la familia Chlamyphoridae, provenientes de trabajos previos realizados
por el grupo encabezado/dirigido por la Dra. Lizarralde. Los ejemplares de coleccion o las muestras del banco que
no contaban con datos de coordenadas geograficas, fueron georeferenciados estimando las coordenadas de sus

localidades mediante el programa Google Earth.

Procurando obtener un muestreo representativo de toda la extension de la distribucion de la especie en
estudio, se priorizaron zonas o areas faltantes de la distribucion del grupo, especialmente en sentido latitudinal. Se
gestionaron y obtuvieron los permisos de colecta correspondientes. El objetivo del muestreo fue colectar un minimo
de 5 muestras por localidad de muestreo, o en el caso de obtener un numero menor, muestrear un mayor numero de

localidades en esas zona obteniendo muestras de localidades mas cercanas entre si.

Se obtuvieron un total de 112 muestras de Zaedyus pic/iy provenientes de diversas localidades de las
provincias de La Rioja, San Juan, Mendoza, San Luis, La Pampa, Buenos Aires, Neuquén, Rio Negro, Chubut y
Santa Cruz. En la Tabla 1 se muestran detalles de las localidades por provincia, las coordenadas geogrdficas y la
cantidad de muestras por cada localidad. Algunos sitios de muestreo, por ser muy proximos, se consideraron como

la misma poblacion y se las ubico en el medio de la distancia entre las localidades cercanas.
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Aerénimo Coordenadas
Poblacion Provincia/area N
Lat. Long.
LRP La Rioja, Pagancillo 4 -29.54 -68.09
MLV Mendoza, Lavalle / San Juan, Bermejo 10 -32.26 -67.73
MCP Mendoza, Capital 1 -32.85 -68.77
MNA Mendoza, Nacufian 1 -34.05 -67.97
SLC San Luis, Ea. El Centenario 11 -34.17 -65.84
MSR Mendoza, San Rafael 1 -34.60 -69.02
MMA Mendoza, Malargiie 4 -35.97 -69.19
BAL Buenos Aires, Pellegrini /La Pampa, Atreuco, 7 36,41 63.4]
Conhello
BAC Buenos Aires, Laguna Chasico 1 -38.51 -63.32
BAP Buenos Aires, Pedro Luro 3 -39.53 -62.69
NJA Neuquén, Junin de Los Andes 7 -39.94 -70.96
RNP Rio Negro, Pilcaniyeu 31 -41.13 -70.72
RNM Rio Negro, Meseta de Somuncura 3 -41.45 -66.88
CHC Chubut, Cushamen 1 -42.37 -71.03
CHE Chubut, Ea. Talagapa 1 -42.15 -68.25
CHP Chubut, Peninsula Valdés 1 -42.40 -64.77
CHT Chubut, Trelew 5 -43.23 -65.45
CHA Chubut, Alto de las Plumas 4 -43.72 -67.29
CHR Chubut, Rio Chico 1 -45.68 -68.34
SCN Santa Cruz, Lagos del Norte 7 -47.12 -70.87
scc Santa Cruz, Lagos del Centro 3 -48.26 -71.56
SCS Santa Cruz, Lagos del Sur 1 -49.53 -71.45
scp Santa Cruz, Comandante Luis Piedrabuena 4 -49.93 -69.03

Tabla 1: Poblaciones muestreadas y sus coordenadas geogrdficas expresadas en grados decimales.

En la Figura 3 se muestran la distribucion conocida en Argentina de Zaedyus pic/iy segun Superina ez al.

2019, yendo desde la diagonal arida que cruza el pais en su centro desde La Rioja hasta el sur de Buenos Aires, y

llegando hasta el sur de Santa Cruz. También con puntos se muestran las localidades de la que se obtuvieron
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muestras, pudiéndose observar que el muestreo abarca el amplio rango geografico de Z pic/iyv. El acronimo de

cada muestra y su lugar de colecta (provincia, localidad y coordenadas) se muestran en el Apéndice 1.

Tn

@®RNM } CHP
®CHC Y CHE

CH A CHT
L CHR
® scN
® scc
f  ®scs ggcp
0 400
L e
b kilometers

Figura 3: En el mapa se muestra la distribucion en Argentina conocida de Zaedyus pic/iiy marcada con lineas grises, y
con circulos negros las localidades donde se obtuvieron muestras.

Colecta y preservacion del material colectado

El muestreo se realizo por avistamiento y captura manual de individuos en el campo, ya que resulta el

método mads eficiente de colecta para estos mamiferos (Medri 2008; Poljak 2009; Abba com. pers.). Se utilizaron
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guantes de ldatex para manipular cada animal y extraer una pequeiia porcion de tejido del pabellon auricular (dado
que al ser una zona muy esclerotizada no sangra, y no genera infecciones) desinfectando el material quirurgico en
cada toma y minimizando el tiempo de manipulacion del animal para minimizar el estrés. Después de obtener la
muestra y las medidas corporales generales y sexo de cada individuo, los ejemplares fueron liberados en el mismo
punto de colecta. En el caso de colecta de animales muertos (va sea por causa natural o atropellamiento vehicular)
se conservaron a -20°C para luego depositarlos como “especimenes voucher”en la coleccion de la Seccion
Mastozoologia, Division Zoologia Vertebrados, de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad
Nacional de La Plata. El material se fijo segun el protocolo adecuado a la coleccion y se registro el punto GPS
donde fue colectado. Antes de fijar el material se extrajo la muestra parael andlisis molecular que en estos casos
consistio en tejido muscular. Tambiense obtuvo gran cantidad de muestras de tejido muscular seco de carcazas y
restos aportados por habitantes de las localidades muestreadas que las recolectandel campo con fines decorativos

o las conservan luego de cazar y comer alanimal.

Las muestras de tejido se conservaron en microtubos de polipropileno de 1,5 ml con alcohol etilico 96 %,
el cual fue renovado a las 24-48hs, momento en que finalmente se reemplazo por una mezcla de etanol-metanol en

partes iguales, preservandose a -20° C hasta su procesamiento.

Se maximizo la capacidad de utilizar fuentes poco convencionales de tejido de forma “no invasiva” (p.ej.,
colecta de animales muertos o carcasas con tejido encontradas en el campo o estancias, y muestras de especimenes

de museo). La identificacion de las especies fue realizada siguiendo las descripciones de Superina y Abba (2014).
Extraccion de ADN

La extraccion de ADN para las muestras de tejido se realizo siguiendo los protocolos habituales,
utilizando el método que mas se ajusto a cada tipo de tejido, preservacion y calidad: cloruro de sodio (Aljanabi er

al 1997), cloruro de litio-cloroformo (Gemmell y Akiyama 1996) o fenol-floroformo (Sambrock ez a/ 1989).

La revision de la coleccion de Mastozoologia del MACN posibilito, complementariamente, la toma de
muestras de tejido de ejemplares de museo, con la finalidad de poner a prueba diferentes protocolos de extraccion
de material preservado (Moraes-Barros y Stenghel Morgante 2007). Sin embargo el ADN obtenido de este tipo de
muestras fue de mala calidad por lo cual no se logré amplificar a partir de ellas ninguno de los marcadores

utilizados.

La calidad y la cantidad de ADN extraido se verificaron por electroforesis en gel de agarosa al 1%,
sembrando 2-5 ul de producto y 5 ul de un marcador de peso molecular de 100 pb para su cuantificacion. Al gel se
le adiciono bromuro de etidio para su posterior revelado bajo luz ultravioleta. Aquellas muestras que presentaron

un patron chorreado en el revelado de la corrida electroforética fueron incubadas 2 horas a 37° C con ARNasa
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para eliminar el ARN degradado, realizando posteriormente una nueva cuantificacion. Luego, el ADN obtenido se

conservo a —20° C para las futuras amplificaciones.
Marcadores Moleculares

Brevemente, la primera porcion de D-loop, de aproximadamente 460 pb, fue amplificada y secuenciada en

este estudio, aunque solamente se utilizo para los andlisis intraespecificos (ver mds adelante).

El otro marcador mitocondrial utilizado fue el gen de la Citocromo ¢ oxidasa subunidad I (COI),
especificamente la region conocida como codigo de barras genético (“DNA Barcoding”) para la identificacion de
especies, que comprende 658 pb. En particular, aunque presenta menor variabilidad intraespecifica que D-loop, su
alta variacion interespecifica permite obtener una buena determinacion de la mayoria de las especies de
vertebrados. COI se amplifico y secuencio para todas las especies de Xenarthra presentes en el banco de muestras
del laboratorio de Ecologia Molecular, con el fin de realizar una aproximacion filogenética en la subfamilia
Euphractinae. La disponibilidad de secuencias de COI para una gran variedad de grupos taxonomicos depositadas

en las plataformas del Genbank y del Bold System (Barcoding), posibilito utilizar varias de ellas para este estudio.

Para el anadlisis filogeografico Multilocus (Brito y Scott 2008, Spinks ez a/ 2010) se testeo una bateria de
Cebadores para amplificacion por PCR (Apéndice 2) perteneciente a intrones y exones de varios genes nucleares y
espaciadores del ADNr, obtenidos de la literatura para otros vertebrados y a través de contactos con especialistas
en otros grupos de Xenarthra (Silva com. per.). Esta bateria se probo en un numero reducido de muestras, para
comprobar su utilidad y analizar la variabilidad presente en cada uno y luego seleccionar el o los mas adecuados
para el estudio. El mayor desafio metodologico para utilizar ADN nuclear en estos estudios son los niveles bajos de
divergencia de secuencia, por lo cual se excluyeron cebadores de Xenarthra utilizados por otros especialistas, que
no resolvieron las relaciones dentro de la subfamilia o generaron resultados ambiguos con las marcadores
mitocondriales utilizados en esos estudios (Delsuc er a/ 2002, 2003, 2004, 2012; Méller-Krull ez a/ 2007).
Finalmente de la bateria de cebadores testeados para el andlisis filogeografico multilocus, amplificaron con éxito
para Zaeayus pickiy dos candidatos. Sin embargo, dado que ninguno de ellos presento variabilidad en la sub-

muestra estudiada, no fueron utilizados.
Amplificacion y secuenciacion de ADN

Se aplico la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Inniser a/. 1990) para amplificar
segmentos de ADN especificos con cebadores de los marcadores moleculares mencionados antes y utilizados en el

estudio, los que se especifican en la Tabla 2.

La reaccion de PCR fue realizada en un volumen total de 25 ul, compuesto por 1 ul de ADN de la muestra
a una concentracion aproximada de 25ng/ul; 1 ul de cada cebador (1uM); 17,5 ul de H,O; 2,5 ul de buffer (10x);
1,5 ulde Cl,Mg (50 nM); 0,5 ul de dNTPs (50 nM) y 0,25 ul de Taq polimerasa (5U/ul). En todas las reacciones de
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PCR se utilizo un control negativo. El ciclado consistio de 3 de fases: (1) 5 minutos de desnaturalizacion inicial a
94°C, (2) 40 ciclos de amplificacion [cada ciclo consistente en 45 segundos de desnaturalizacion a 94°C; 1 minuto
de asociacion (annealing) a 55-60°C dependiendo de los cebadores usados y 1,5 minutos de extension a 72°C] y (3)
una extension final de 10 minutos a72°C. Los productos de PCR se precipitaron por purificacion alcohdlica o
PEG-NaCl segun cantidad y calidad del producto amplificado. La cuantificacion, calidad y tamasio molecular de
los fragmentos amplificados, como asi también posteriores purificaciones, se realizaron mediante electroforesis en

gel (explicada anteriormente, vése 2.2.1).

Las extracciones y amplificaciones de la COI se realizaron en el laboratorio molecular del MACN y se
secuenciaron en el Centro Canadiense de DNA Barcoding, Instituto de Biodiversidad de Ontario (Universidad de
Guelph, Guelph, Ontario) como parte del Proyecto del Convenio iBOL/CONICET (bajo direccion de la Dra.
Lizarralde). Los productos amplificados de D-loop fueron secuenciados en Macrogen Inc., Corea del Sur. La
reaccion de secuenciacion fue realizada en placas de 96 celdas conteniendo cada celda 20 ul del producto PCR,

ademas de los cebadores especificos correspondientes a cada marcador molecular.

Cebador Marcador Secuencia (5°- 3°) Fuente y ario
L15926 D-loop CAATTCCCCGGTCTTGTAAACC Vila et al. 1999
HI16340 D-loop CCTGAAGTAGGAACCAGATG Vila et al. 1999
Mo-L15926 D-loop CCGGTCTTGTAAACCATAAATG Este estudio
Mo-H16340 D-loop CCTGAACAAAGAACCAGATG Este estudio
VFI_t] cor TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAACCAACCACAAAGACATTGG Ward et al2005
VRI_t] cor CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA Ward et al. 2005
C_VF1di-T1 cor TGTAAAACGACGGCCAGTTCTCAACCAACCACAARGAYATYGG | Ivanova et al 2006
C_VRI1di-T1 cor CAGGAAACAGCTATGACTAGACTTCTGGGTGGCCRAARAAYCA | Ivanova et al 2006

Tabla 2: Nombre de cebadores utilizados para cada marcador, su secuencia nucleotidica y trabajo en el que fueron
publicados.

Procesamiento de datos

En los andlisis de las siguientes secciones, en los cuales se utilizan secuencias de diferentes especies de
Xenarthra, se presentaran los resultados utilizando acronimos para el nombre de las especies segun la tabla a

continuacion (Tabla 3).
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Especie Acronimo
Luplractus sexciiclus Es
Chaetoplractus vellerosus Cve
Chaetoplractus villosus Cvi
Zaeayus pichry Zp
Chlampypliorus truncatis Ct
Tolpeutes matacus Tm
Cabassous unicincius Cu
Priodontes maximus Pm
Dasypus novemecinictius Dn
Dasypus kapplerr Dk
Dasypus Hybridis Dh
Cyclopes didactylus Cyd
Tamandua letradactyla Tt
Lradipus tridactvlus Bt
Choloepus didactvlus Cd
Choloepus foffmanni Ch

Tabla 3: Acronimos para cada especie utilizadas en los andlisis.

Analisis estructural de las secuencias de los marcadores moleculares D-loop y COI en el Magorden Xenarthra

Es necesario gran cuidado en la interpretacion de las secuencias de ADN mitocondrial generados por
PCR utilizando cebadores universales. Por esta razon, en este estudio se realizo un exhaustivo control de calidad y

de homologia de secuencia revisando posibles fuentes de error (pseudogenes y heteroplasmia).
Andlisis del marcador molecular Citocromo oxidasa c subunidad I (COI)

El gen COI codifica la proteina estructural transmembrana citocromo oxidasa C, subunidad I, que se
encuentra incluida en las bicapas lipidicas de bacterias y mitocondrias, y actua como enzima en la cadena de

transporte de electrones.

En el patron de evolucion de las secuencias codificantes, el cambio en la primera y segunda posicion del
codon casi siempre resulta en un cambio de aminodcido (cambio no sinonimo), mientras que cambios en la tercera

posicion no suelen producir un cambio de aminodcidos (cambio sinonimo). El cambio de un aminodcido puede
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producir un cambio de la carga, peso molecular y estructura de la proteina y, por lo tanto, una pérdida o

alteracion de su funcion.

Es por ello que, en genes codificantes, se detectan pocas mutaciones en la primera y segunda posicion de
los tripletes. De tal modo, se acumula la mayor parte de ellas en las terceras, pudiendo llegarse a la saturacion en
esta posicion. Por ende, para analizar y comparar las secuencias del marcador COI obtenidas y utilizadas en este
estudio se realizo un alineamiento y traduccion de las secuencias nucleotidicas a secuencias aminoacidicas con el
programa BioEdit v7.0.9.1. Tomando como referencia el marco de lectura y secuencia aminoacidica del gen COI
en secuencias de otros mamiferos y reemplazando el codigo estandar utilizado por convencion (codigo genético de
Lischerichia coli) por la tabla del codigo genético mitocondrial para vertebrados que fue tomada del GenBank y
que utiliza el National Center for Biotechnology Information (NCBI), Bethesda, Maryland, U.S.A. Las diferencias
entre los codigos radican en algunos codones de iniciacion, codones de parada, y codones que codifican diferentes

aminodcidos. En el andlisis se observo:

® variacion de codones: sustituciones de bases en diferentes posiciones de los codones. Cantidad de

sustituciones no sinonimas acumuladas.
® presencia de codones de terminacion.

® Jongitud de las secuencias: detectando mutaciones de insercion y delecion de bases nitrogenadas
(indeles) que generen desplazamiento del marco de lectura abierto conservado del gen codificante
modificando completamente la secuencia aminoacidica de la proteina, anulando muy probablemente

su_funcion.

®  Comparacion de las tasas de sustitucion entre las secuencias de COl y NUMT, apoyada en diferencias

en las tasas de mutacion entre los genomas nucleares y mitocondriales.
Analisis del marcador molecular la Region Control (D-loop)

La RC de los mamiferos tiene una longitud que varia entre 880 y 1400 pb, debido a la presencia de un
numero variable de secuencias repetidas en tandem (VNTRs) generadas por “resbalamiento de cadena”™ (Levison y
Gutman 1987) o recombinacion intra o inter-molecular (Rand y Harrison 1989). También se han detectado
pseudogenes y heteroplasmia de este marcador (Huchon e a/. 1999; Tully ez a/ 2000; Arnasoner al. 1997, Zhang
et al 2006, Goioser al. 2006). Esta region esta dividida en tres dominios: ETAS (Extended Termination Associated
Sequences), Dominio Central (DC) y CSB (Conserved Sequence Blocks) (Saccone ef al 1987, Shisa er al. 1997).
Los dominios ETAS y CSB poseen tasas de mutacion altas, por lo que se los denomina “region hipervariable” y se
los utiliza en estudios de genética de poblaciones y filogeografia (Confalonieri er a/ 1998, Moraes-Barros et al.
2006, entre otros). Estos dos dominios a su vez incluyen en su secuencia segmentos conservados (ETAS1, ETAS2,
CSBI1, CSB2, CSB3) capaces de formar estructuras en forma de trébol (tipicas de los ARN de transferencia) y,

aunque aun no se ha dilucidado, estos elementos se vinculan al control de la replicacion del ADNmt y la
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transcripcion de sus genes (Brown er al. 1986, Saccone er a/. 1987, Sbisa ez a/. 1997). Por ultimo, el dominio DC
es conservado y util para comparar taxa mas divergentes (Brown er a/ 1986; Saccone e a/ 1987, Sbisa er a/.

1997; Larissa ez a/ 2002).

En el presente estudio se compararon las secuencias de la especie Zaedyus pic/iy entre si, describiendo de
forma somera la estructura de la primera porcion de esta region para esta especie y comparandola con secuencias
de representantes de otros géneros de Xenarthra obtenidas en este estudio, y de Poljak er a/ (2010), quienes
calcularon los porcentajes de bases que conforman los dominios ETAS y parte del DC del segmento secuenciado,
asi como las repeticiones presentes, determinando posicion, longitud y el grado de conservacion de los elementos
estructurales ETASI y ETAS 2. La deteccion de posibles NUMT, se realizo mediante comparacion de tasas de

sustitucion entre las secuencias.
Preparacion de matrices: Alineamiento, edicion de secuencias y eleccion de modelos evolutivos

Para la edicion y alineamiento de las matrices utilizadas para los andlisis filogenéticos y filogeograficos,
se utilizaron, tomadas en diferentes conjuntos, las secuencias seleccionadas del analisis estructural de las
secuencias (seccion anterior) tanto para COI como para D-loop pero para este ultimo solo se utilizaron las
secuencias que tenian la conformacion de repetidos de tipo A descripta. Tambien se utilizaron secuencias
disponibles en bases de datos publicas de los marcadores COI y los genes nucleares Vwf'y BRCAI, que también
fueron previamente revisadas para corroborar que no presentaran inserciones o deleciones que pudiesen alterar
el marco de lectura, minimizando la posibilidad de utilizacion de pseudogenes para la construccion de las

matrices.

Las secuencias fueron editadas manualmente utilizando el sofiware BioEdit v7.0.9 (Hall 1999) y
posteriormente alineadas en un archivo para cada marcador. Fueron aplicados diferentes métodos de
alineamiento. 1) el algoritmo ClustalW (Thomson ez a/. 1994) mediante el programa ClustalX v2.1, con diferentes
valores de penalidad por apertura y extension de gaps, 2) el algoritmo de Muscle (Edgar 2004) a través del
programa Seaview, también con diferentes valores de penalidad por apertura y extension de gaps; y 3) para los
marcadores codificantes, se alinearon aminodcidos que fueron traducidos reversiblemente, utilizando el programa
BioEdit v 7.0.9. Para evaluar los alineamientos se realizo una busqueda heuristica con el programa TNT v.1.1
(Goloboff er a/. 2008) para cada uno. Las busquedas consistieron de 200 réplicas de secuencias de adicion al azar
v TBR (“treebisection-reconnection branch swapping”), guardando 10 arboles por réplica. Por cada matriz se
corrio el analisis dos veces, en la primera, los “gaps” fueron considerados como 5to estado y, en la segunda, como
entradas faltantes. De cada andlisis se anoto su longitud y la cantidad de darboles obtenidos. También se realizo un
consenso estricto y se exploro la topologia del arbol. Bajo el criterio de parsimonia se considero que el

alineamiento que recupera el arbol mas corto, es el mas optimo.
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Los métodos probabilisticos utilizados en esta tesis (MV y Bayesianos) requieren la incorporacion de un

modelo de sustitucion nucleotidica. En este trabajo se calculo el modelo de evolucion molecular para la matriz de

alineamientos de cada marcador con el programa jModeltest 0.1.1 (Posada 2008), utilizando el criterio de

informacion de Akaike AIC (Posadas y Buckley 2004). Cuando se utilizo una matriz concatenada, fue particionada

colocando el modelo obtenido para cada marcador.

En la tabla 4 se muestra para cada matriz utilizada en los diferentes analisis, los programas y las

diferentes estrategias de alineacion evaluados, como asi también los drboles de maxima parsimonia que resultan

de cada alineamiento probado, y el modelo evolutivo calculado para el que obtuvo el menor numero de drboles

optimos y con la menor cantidad de pasos en el arbol consenso.

Gaps internos como estado

Gaps internos como missing

Modelo
. . evolutivo
Matriz Programa Estrategia drboles . Cons. drboles , Cons.
optimos asos optimos asos JModelTest
pasos pasos
Clustal-w por defecto 3 666 703 3 666 703
apertura 80/
Clustal-w extension 3 666 703 3 666 703
COI (para gaps 3
" .
Jilogenia por Muscle por defecto 3 666 703 3 666 703 | TVM+I+G
meétodos
tradicionales) -
Muscle Maziters 2 3 666 703 3 666 703
diags
. . Alineamiento
BioEdit o 3 666 703 3 666 703
aminodacidos
Clustal-w por defecto 21 984/5 1027 21 984/5 1027
Apertura
Clustal-w 80/extension 1 985 985 1 985 985
gapss
cor
Q)ara Muscle por defecto 1 982 982 1 982 982 TPMIuf+I+
filogenia por G
j Maxiters 2 -
coalescencia) Muscle aiers i 985 985 i 985 985
diags
. . Alineamiento
BioEdit o 1 985 985 1 985 985
aminodacidos
Clustal-w por defecto 2 526 527 2 526 527 TIMI+G
Ywf (para
filogenia por apertura 80/
Coalescencia) Clustal-W extension 2 546 547 2 546 547
gapss
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Muscle por defecto 2 526 527 2 526 527
Maiters 2=
Muscle axiters 2 508 509 2 508 509
diags

Al jent
BioEdit meanmiento 2 526 527 2 526 527
aminodcidos

Clustal-W por defecto 2 877 879 2 877 879
apertura /
Clustal-W extension 2 877 879 2 877 879
gaps

BRCAI (para
filogenia por Muscle por defecto 2 1084 1085 2 1084 1085 TVM+G

coalescencia)

Wi 2 -
Muscle axiers 2 877 879 2 877 879
diags

Ali jent
BioEdit weanmiento 2 877 879 2 877 879
aminodcidos

col HKY+I
(filogeografia Clustal-w por defecto 2 60 62 2 60 62

Zaedyus)

D-loop HKY+I+G
(filogeografia Clustal-wW por defecto 760 73 100 760 73 100

Zaeayis)

COI+D-loop TIM1+I+G
(filogeografia Clustal-wW por defecto 90 200 733 90 200 733
Zaeayis)

COI+D-loop TPM3uf+I+

/
(Rlogeografia | oy ol w | por defecto 30 234 | 201 30 234 | 201 “
Zaedvus +

outgroup)

COI+D-loop, sin
datos faltantes
(filogeografia
Zaedyus)

HKY+I
Clustal-w por defecto 110 103 120 110 103 120

Tabla 4: Detalles de las diferentes estrategias de alineamiento utilizadas para cada matriz y los drboles de mdxima
parsimonia obtenidos a partir de ellas. En gris se marcan las que generaron los drboles optimos con menor cantidad de

pasos y se muestra el Modelo evolutivo calculado a través del jModel Test para cada una de ellas.

Prueba de calidad de matrices

Previamente a los andlisis filogenéticos y filogeogrdficos, se estimo la serial filogenética presente en los
datos (matrices de secuencias) utilizando el programa TREE-PUZZLE (Schmidt y von Haeseler 2003) que
implementa un algoritmo rdpido, llamado “quartet puzzling” (Strimmer y von Haeseler 1996) y utiliza su propio

método para evaluar la confiabilidad de los agrupamientos,permitiendo realizar un “Likelihood zapping”
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(Strimmer y von Haeseler 1997) para estimar si la sefial filogenética en nuestras secuencias es buena o
contradictoria. Esto se logra evaluando la probabilidad posterior de las tres topologias resultantes de aplicar MV
a grupos de cuatro secuencias (cuartetos) de la matriz estudiada. Y se obtiene un “Diagrama” de asignacion
de“probabilidad”, a partir del factor de elongacion (conjunto de datos que mide la seiial filogenética) que muestra
los cuartetos resueltos, los parcialmente resueltos y los no resueltos, dando la pauta de la sefial filogenética y el

ruido que se tieneen la matriz.

Anadlisis interespecifico: Aportes moleculares a la filogenia de la familia Euphractinae

Como primer acercamiento para abordar el estudio de la evolucion de la subfamilia Euphractinae a través
del tiempo, se emplearon los tres métodos usualmente utilizados en estudios de sistematica filogenética: Cladistica
(MP), Mdaxima Verosimilitud (ML) e Inferencia Bayesiana (IB). Los analisis se realizaron con el marcador COI. No
se ha incluido D-loop por no ser un marcador que se use para filogenia ya que su andlisis no resuelve a nivel de
relaciones entre especies. Sin embargo se encortro que este marcador presenta variacion en su longitud entre y
dentro de las especies de armadillos por poseer diferente numero de repetidos, los que pueden llegar a aportar

informacion sobre la filogenia de este grupo (ver mas adelante), debiendo ser estudiado con mayor profundidad.

Un arbol basado en un gen no siempre representa las relaciones filogenéticas de las especies en estudio,
por lo que para obtener una hipotesis filogenética robusta es necesario utilizar varios marcadores no ligados. Por
ello, lo mejores es utilizar tanto marcadores mitocondriales como nucleares. El mayor desafio metodologico para
utilizar ADN nuclear en estudios filogenéticos de especies cercanas es su baja tasa de mutacion, por lo que estas
especies tienen niveles bajos de divergencia de secuencia. Otro problema es el ruido que genera en la filogenia la

herencia biparental y el proceso de “crossing-over”.

Andlisis previos detectaron incongruencias entre filogenias basadas en otros genes mitocondriales y las
derivadas de genes nucleares. Por lo tanto, en este estudio se realizo un “test de hipotesis” dentro de la subfamilia
Euphractinae, bajo un método bayesiano de reconstruccion del arbol de especies basado en modelos coalescentes
de multiples especies (Heled y Drummond 2010) intentando sortear asi la ambigiiedad provocada por la rapida y
reciente diversificacion de este clado (Delsuc er a/ 2004, Abba er a/ 2015). Este método permite analizar las
secuencias de todas las especies de la subfamilia con todos los marcadores disponibles que tuvieron al menos una
secuencia por especie, que fueron COI y dos genes nucleares codificantes (exones). Finalmente, con la hipotesis
filogenética con mayor soporte se hizo una reconstruccion de dareas ancestrales. Estas reconstrucciones permiten

interpretar los datos derivados de estos estudios en un contexto evolutivo y biogeografico.

Analisis filogenético para el marcador molecular del gen de la COI

Se utilizaron secuencias de este marcador para 16 especimenes pertenecientes a Euphractinae con varias

secuencias para cada unidad taxonomica de la subfamilia, como asi también 13 secuencias para representantes del
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resto de las subfamilias de Cingulata y 6 secuencias del clado Pilosa que se utilizaron como outgroup. Obteniendo
una matriz de alineamiento final del marcador del gen mitocondrial COI para los andlisis filogenéticos
tradicionales de 35 individuos totales y 658 pb. La mayoria de las secuencias fueron obtenidas para este estudio,
pero también se utilizaron secuencias disponibles en las bases de datos GenBank y Bold Systems (Apéndice 3).
Para esta matriz todos los métodos de alineamiento, tanto considerando los gaps internos como 5to estado o como
datos faltantes, produjeron el mismo resultado. El modelo de evolucion que mejor se ajusto al alineamiento para

este set de datos es TVM mas sitios invariables, mas la distribucion gamma (TVM+I1+G, ver mas adelante tabla 3).

Se reconstruyo el arbol del gen empleando los tres métodos tradicionales de inferencias filogenéticas:

mdxima parsimonia (MP), Mdaxima verosimilitud (MV) e inferencias bayesianas (BI).
Madxima parsimonia (MP)

El andlisis cladistico basado en la parsimonia consiste en la busqueda de los cladogramas mas cortos
posibles. Como es un método estrictamente numérico, no hay requerimientos de un modelo que relacione estos
drboles con un proceso biologico. En este trabajo se ha usado el programa TNT 1.1 (Goloboff er a/ 2008) para
inferir las filogenias segun MP. Se realizo una busqueda tradicional usando TBR con 1000 secuencias al azar
adicionadas. Con los darboles obtenidos se genero un drbol de consenso estricto, y en él se calcularon las

frecuencias absolutas de los valores de soporte Jackknife con 1000 réplicas.

Maxima verosimilitud (MV)

Se utilizo el programa PHYML (Guindon y Gascuel 2003) para inferir la filogenia a partir del método de
Maxima verosimilitud. Este programa fue disefiado para procesar conjuntos de datos de tamarios moderados a
grandes, y utiliza métodos rapidos y eficientes para explorar el espacio de darboles y buscar el drbol mas probable,
es decir, la hipotesis con maxima verosimilitud. El andlisis puede ser llevado a cabo asumiendo diferentes modelos
de evolucion, por lo que se configuro el modelo de sustitucion (012314), y los valores de las tasas relativas para
este modelo segun lo calculado previamente para la matriz por el programa jModeTest, permitiendo que optimice
los sitios invariables y la distribucion gamma. El tipo de busqueda de drbol fue Best of NNI and SPR. La robustez
de los resultados fue estimada a partir de “bootstrap”, que es el método mds utilizado para evaluar la confianza de
las relaciones inferidas dentro de los darboles. En este andlisis, el soporte de bootstrap para cada una de las ramas

del arbol se obtuvo usando 1000 réplicas.

Inferencia Bayesiana (IB)

La IB calcula por medio de simulaciona través de los Meétodos de Cadenas de MarkovMonte
Carlo (MCMC) la probabilidad posterior (PP) de la distribucion de un darbol, es decir la probabilidad de que una
determinada hipotesis sea correcta conociendo el modelo de evolucion y un conjunto de datos observados. Este

analisis fue realizado en el programa MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist 2001, Ronquist y Huelsenbeck 2003). La
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corrida se realizo utilizando cuatro cadenas simultineas (tres calientes y una fria) para 20.000.000 de
generaciones con un espacio de muestreo cada 100 generaciones. Los parametros del modelo se configuraron
segun el resultado para esta matriz de datos, el comando utilizado para configurar los pardametros del modelo
TVM+I+G fue Iset nst=5 rates=invgamma, ya que dicho modelo tiene dos de las seis tasas de sustitucion iguales y
variacion entre sitios. Luego de evaluar el marcador de verosimilitud, el 10% de las generaciones fueron
descartadas. El resto de los darboles obtenidos se utilizaron para calcular el drbol consenso final, que se visualizo
en FigTreevl.2 (Rambaut 2011). Los pardmetros de interés para evaluar la convergencia de las cadenas también

se visualizaron con el programa Tracer v1.5 (Drummond y Rambaut 2007).
Test de hipotesis filogenéticas por el método bayesiano basado en coalescencia

Para estimar el arbol de especies de la subfamilia Euphractinae, se utilizaron 51 secuencias parciales del
gen mitocondrial COI con una longitud de 658 pb, obtenidas en este estudio y otras disponibles en las bases de
datos GenBank y Bold Systems. Tambien se utilizo 19 secuencias del gen factor von Willebrand (vwf) con una
longitud de 1145 pb y 17 del gen cancer de mama 1 (BRCAI) de 2851 pb de longitud. Las secuencias de ambos
exones nucleares provienen, en su mayoria, de los trabajos previos de filogenias moleculares sobre Xenarthra
(Delsuc er a/ 2002, 2004, 2012; Abba er o/ 2015) disponibles en GenBank. Estos marcadores se analizaron
simultaneamente utilizando BEAST v1.8 (Drummond e @/ 2012) que implementa un método bayesiano basado en
la teoria de la coalescencia y encuentra el arbol de especies mas probable. Para ello, se incluyeron 87 individuos
que representan a 15 especies de Xenarthra con al menos un individuo por especie para cada gen, pues si se
consideran las particiones no vinculadas, no es necesario disponer de los mismos individuos analizados para cada
marcador. El apéndice 3 muestra el numero de individuos secuenciados para cada fragmento génico, para cada
taxon, y los correspondientes numeros de acceso de GenBank. Primero se corrio el programa sin forzar ningun
grupo, y luego se forzo a individuos de diferentes especies en unidades con el fin de probar varias hipotesis
filogenéticas alternativas de grupos monofileticos: (1) Chaetophractus; (2) Luplractus v C. vellerosus; (3)

Luptractusy C. villosus; (4) Zaedvusy Luplractus; (5) Zaeadvusy C. vellerosus; (6) Zaeadvusy C. vitlosus.

Un archivo de entrada para BEAST se genero mediante el programa BEAUti v1.8 (Drummond er a/2012)
para cada hipotesis y para la corrida sin constricciones. Los tres marcadores se analizaron simultaneamente,
fueron tratados como no enlazados, el nivel de ploidia para COI se analizo como "mitocondrial”, y los genes
restantes fueron designados como “autosomica nuclear” (default). Se eligio como “priors” los modelos mas
generales tanto para la estimacion del arbol de especies (“Yule process”, modelo bdsico de especiacion sin
extincion), como para estimar los tamarios poblacionales ( “piecewise linear and constant root”, modelo de tamaiio

poblacional constante).

Se utilizaron los modelos de evolucion molecular calculados previamente para cada conjunto de datos

especificos. La heterogeneidad y constancia de las tasas de evolucion en estos linajes ya se puso a prueba en
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Delsuc ez al (2003, 2004). De acuerdo con ello, fue seleccionado un modelo sin particion entre posiciones de los
codones para el cdlculo de las tasas de sustitucion, y se utilizo un modelo “relajado” de reloj. Para calibrar las
edades de los nodos en los “arboles de especies” se utilizo la edad de la raiz del arbol, es decir, la edad del clado
Xenarthra (58 millones de arios) segun su registro fosil mas antiguo (Vizcaino ez a/ 1998) compatible con la edad

estimada a partir de varios conjuntos de datos moleculares (Delsuc ez a/ 2001, 2004, Yoder y Yang 2000).

Se utilizaron los recursos disponibles en el Portal de Ciencia CIPRES (Miller ez a/ 2010) para realizar el
analisis en el BEAST. El andlisis se corrio ocho veces para 200.000.000 de generaciones, asegurando la
convergencia; los arboles fueron muestreados cada 20.000 generaciones. La convergencia se infirio a través del
tamario de muestra efectivo (ESS) de parametros de interés (darboles de genes, especies de arboles, la edad de la
raiz), que estuvieron todos por encima de 200. El numero de drboles guardados que fueron descartados como
“burn-in”" se determino por el programa Tracer vi.5 (Drummond y Rambaut 2007), después de asegurar que la
probabilidad de los resultados alcanzo una meseta. El arbol consenso se obtuvo con el programa Tree Annotator

vi.7.

Los arboles se visualizaron en FigTreevl.2 (Rambaut 2011) presentando las probabilidades posteriores
como el apoyo de ramas. Fue elegida la mejor hipotesis sobre la base de las probabilidades a posteriors de las
ramas individuales, y en un andlisis cualitativo de todos los "arboles de especies” a través del programa DensiTree
2.01 (Bouckaert 2010). DensiTree dibuja todos los arboles obtenidos en la corrida de BEASTusando lineas
transparentes. En las zonas donde muchos drboles estin de acuerdo en una topologia especifica y longitud de las

ramas, se observa una zona densamente coloreada.
2.3.3.2.2. Analisis biogeogridficos

Para abordar el estudio biogeogradfico de la subfamilia Euphractinae se tuvieron en cuenta diez de las
veinte especies de Cingulata actuales, siendo las especies utilizadas en el estudio filogenético bayesiano basado en
coalescencia ya que se utilizando el arbol consenso obtenido en él como hipotesis filogenética para los andlisis.
Tambien se definieron regiones geogrdficas teniendo en cuenta los principales biomas de América Latina (segun
mapa Andrés 2010, Apéndice 4). Cada una de estas fue codificada con una letra. Luego tomando las dareas de
distribucion de cada una de las especies de armadillos presentes en la filogenia segun la lista roja de especies
amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (IUCN) en su version 2014/2017
(Abba er al 2014a; Abba er al 2014b; Anacleto e al 2014a; Anacleto er al 2014b; Anacleto er a/. 2014c; IUCN
SSC Anteater, Sloth and Armadillo Specialist Group 2017; Loughry ez a/. 2014, Noss ef a/. 2014, Superina y Abba
2014; Superina er al 2014); también Apéndice 4, se obtuvo la codificacion en regiones geogrdficas de la
distribucion de cada una de las especies para la realizacion de los andlisis, lo que se muestra en la Tabla del

Apéndice 4. Para Dasypus novemcinctus, la unica especie que alcanza en su distribucion el extremo sudeste de
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Ameérica del Norte (Taulman y Robbins 2014; Shapiro ez a/ 2015), no se tuvo en cuenta su distribucion en dicha

region por ser una expansion reciente (Arteaga ez a/. 2012; Taulman y Robbins 2014, Feng y Papes 2015).

La reconstruccion de areas ancestrales se realizo a través de tres métodos basados en eventos, utilizando
el programa RASP (“Reconstruct Ancestral State in Phylogenies”) v3.1 (Yu e a/ 2015). Al mismo tiempo, para
cada método se realizaron dos andlisis “restringidos” (Ronquist 1996), en los que se limito el numero de dreas
permitidas en la distribucion ancestral del grupo, suponiendo que el ancestro del grupo no estaba presente en
todas las dareas que ahora ocupa sino que se origind en un “‘centro de origen” (una o varias dreas) desde donde se
disperso al resto de las dreas (Sanmartin 2003). El primer criterio de restringir el numero de dreas, que en este
caso son las dreas sensu Andrés (2010), fue considerar el numero mdximo de dreas en el que se distribuye
cualquiera de los representantes actuales del grupo (10). Ya que resulta poco probable que el ancestro de los
armadillos estuviera presente en una distribucion tan extensa, en un segundo andlisis se restringio el numero de
dreas a 4, para asi poder obtener cuales serian las dareas mas probables de formar parte de esta distribucion
ancestral (Sanmartin 2003). Igualmente, el resto de los armadillos se incluyo como grupo externo en el andlisis

biogeogrdfico; ya que el objetivo primordial de esta tesis es la subfamilia Euphractinae.

Los tres métodos son: Andlisis de dispersion-vicarianza (DIVA), Dispersion-Extincion-Cladogénesis (DEC) y

Andalisis Bayesiano Binario MCMC (BBM).

Analisis de dispersion-vicarianza (DIVA) (Ronquist 1997)

Se utilizo el andlisis estadistico S-DIVA (“Statistical dispersal-vicariance analysis”) segun la modificacion
propuesta por Nylander er a/ (2008). El método basado en DIVA optimiza dreas ancestrales en los nodos de las
filogenias, minimizando el numero de dispersiones y extinciones en relacion a eventos vicariantes (Ronquist 1997).
Este nuevo método, llamado Bayes-DIVA o S-DIVA, calcula la optimizacion de las dreas sobre un conjunto de
drboles tomando asi la incertidumbre topologica en cuenta, pudiendo reducir las incertidumbres en las
reconstrucciones biogeogrdficas por si mismas (Nylander ez a/ 2008). Se utilizaron 15.000 drboles retenidos en el

analisis bayesiano, descartandose un “burn-in” de 1.500 arboles.

Un andlisis DIVA es propenso a errores cuando la historia biogeogrdfica incluye numerosos eventos de
dispersion, ya que a menudo encuentra dreas ancestrales generalizadas hacia la base del arbol (Ronquist 1997,
Kodandaramaiah 2009). Por lo tanto, también serealizo un andlisis de rangos ancestrales utilizando los dos

métodos siguientes.

Dispersion-Extincion-Cladogénesis (DEC)

Este modelo, que fue disefiado por Ree ez a/ (2005) y Ree y Smith (2008), se basa en el principio de
mdaxima verosimilitud y permite la comparacion de modelos. Se infieren las probabilidades relativas de cada

posible rango ancestral y los rangos en competencia segun los diferentes escenarios. Los parametros de mdaxima
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verosimilitud son estimados para las tasas de migracion entre dreas y extinciones locales dentro de las areas. DEC
tiene la ventaja de tomar una escala temporal de un cronograma para estimar las probabilidades de cambio entre
los estados ancestrales de una rama. Dada una topologia, el largo de las ramas y las distribuciones actuales de los
taxones, este método encuentra los valores de los parametros biogeogrdficos que maximizan la probabilidad de los
datos observados. Este andlisis fue originalmente escrito en lenguaje Phyton bajo el nombre de Lagrange (Ree y
Smith 2008). El programa RASP usa el codigo de C++ de Lagrange, dado que es mas rdapido que la version
Phyton. En particular, se utilizo el darbol de consenso generado por BEAST, y se establecieron coeficientes de
igualdad (= 1.0) en las matrices de adyacencia y dispersion. Esto permite que las especies se co-distribuyan

libremente entre las regiones, y dispersen con probabilidades iguales entre ellas.

Anadlisis Bayesiano Binario MCMC (BBM)

Este método bayesiano para la reconstruccion de estados ancestrales, fue aplicado a estudios
biogeogrdficos (Sanmartin er a/ 2008). BBM modela dispersiones entre dareas como un proceso estocdstico
representado por una cadena de Markov, involucrando la transicion entre dos o mas estados discretos con
diferentes probabilidades. Para correr este andlisis, se ha utilizado el modelo F81. Este es el modelo mds general y

complejo implementado en el programa RASP.

Analisis intraespecificos: Diversidad genética, estructura poblacional e historia demogrdfica de Zaedyus pictiiy

en Argentina

Para los andlisis intraespecificos se utilizaron las secuencias obtenidas en este estudio para los marcadores
COl y D-loop. Ya sea analizando la matriz de ambos marcadores concatenados (COI + D-loop) o sus matrices por
separado. La matriz obtenida de los marcadores concatenados resulto de 1115 pb de longitud (aproximadamente
las 658 pb del codigo de barras de la COI + 460 pb de la primera porcion del D-loop), contando con 112
secuencias de las que 37 son de individuos en los que se logro secuenciar ambos marcadores, 26 cuentan con
secuencias para el marcador COI y 49 individuos para D-loop, teniendo asi esta matriz una cantidad considerable
de datos faltantes. Debido a esto también se utilizo una matriz mas chica de marcadores concatenados (COI+D-
loop), sin datos faltantes de 28 secuencias y 967 pb. Como asi también las matrices de los marcadores por
separado reducidas a la mayor cantidad de secuencias y pares de bases con la menor cantidad de datos faltantes
posible. Obteniendo para la matriz del marcador COI 59 secuencias de 492 pb de longitud, mientras que para el

fragmento D-loop se obtuvo una matriz de 75 secuencias con una longitud de 405 pb.

Diversidad genética

Para describir la diversidad genética se identificaron haplotipos y se calcularon diferentes indices de
variacion molecular. Dado que cada marcador puede tener caracteristicas propias, la diversidad molecular es

descripta para cada marcador por separado y, posteriormente, para ambos marcadores mitocondriales
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concatenados. Para cada poblacion muestreada y la especie en su conjunto, se estimo: el numero de haplotipos (k),

la diversidad haplotipica (h) y nucleotidica (TT) (Nei 1987), y el numero de sitios polimorficos (sitios informativos y

no informativos). Para su calculo se utilizo el programa Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010).
Estructura poblacional
Arbol de haplotipos

En cuanto al andlisis de la estructura poblacional, se realizo un arbol de haplotipos mediante una
aproximacion bayesiana con el paquete de reconstrucciones genealogicas BEAST v1.8 (Drummond ez a/ 2012) a
traves del Portal de Ciencia CIPRES (Miller ez a/ 2010), utilizando los modelos de evolucion molecular calculados
previamente. La convergencia de los parametros, estacionalidad de la cadena de MCMC, y el tamario muestral
efectivo para cada parametro (EES), fue corroborado a través del programa Tracer v1.5 (Rambaut y Drummond
2007). Este andlisis se realizo con los haplotipos identificados a partir de una matriz de ambos marcadores
mitocondriales concatenados, utilizando como grupo externo secuencias de Chaelophractus vellerosus para
polarizar el arbol. Se contemplaron cuatrocategorias discretas de sustitucion nucleotidica, y el pardmetro
dedistribucion gamma fue estimado por el programa. La corrida se llevo a cabo mediante el algoritmo Yule
Process con 10.000.000 de interacciones de MCMC, muestreando todos los parametros cada 1000 interacciones.
Con el programa Tree Annotatorv 1.7 se obtuvo el arbol consenso, descartando como “burn-in” el numero de
drboles sugerido por el programa Tracer. Las medidas de soporte para cada clado son expresadas como
probabilidad posterior, medida que representa la frecuencia con que fue encontrado cada uno de los nodos. La

edicion de los darboles fue realizada con los programas FigTree y CorelDraw.
Redes de haplotipos

Debido a que las genealogias intraespecificas no se disponen de manera jerdrquica, no son siempre
dicotomicas y presentan un reparto incompleto de linajes, las redes de haplotipos son mads apropiadas que los
drboles filogenéticos para representar las relaciones dentro de una especie (Posada y Crandall 2001). Por esa
razon se construyo una red de haplotipos para las matrices de cada marcador por separado y la matriz de los dos
marcadores concatenados. Los gaps fueron considerados como 5to estado. Se utilizo el método Median-Joining
Network (MJN) (Bandelt et /. 1999) y un andlisis posterior de maxima parsimonia (Polzin ez a/ 2003) ejecutados
a través del programa NETWORK 4.6.1.3 (www.fluxus-engineering.com). Para la edicion grafica de las redes se

utilizo el programa CorelDraw.
Analisis de la Varianza Molecular

Con el programa Arlequin v3.5 (Excoffier y Lischer 2010) se obtuvo la tabla de las comparaciones
pareadas de losindices de fijacion (Fst) mediante las distancias de Tamura—Nei (Tamura y Nei 1993), para

distinguir diferencias y/o similitudes entre las poblaciones. Luego se realizo el andlisis de Varianza Molecular
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(AMOVA) y se examinaron diferentes niveles de divergencia. Este andlisis utiliza informacion de las secuencias de
ADN para testear si existen diferencias entre grupos definidos a priori (Excoffier er al 1992). Dichos grupos
fueron definidos por varios criterios y seran explicados en la seccion de los resultados. La varianza total de la
muestra es descompuesta en porcentaje de variacion entre los grupos, dentro de estos, y entre individuos de las
poblaciones. La significancia de los indices de fijacion se realiza mediante una prueba no paramétrica, donde se
permutan haplotipos, individuos y poblaciones, y se vuelven a calcular los valores para comparar los estadisticos

(Excoffier ez al 1992). En este estudio, la significanciafue obtenida mediante 1000 permutaciones.

Diversidad genética en el espacio, autocorrelacion espacial y Test de Mantel

Se utilizo el programa Alleles in Space (AIS) (Miller er a/ 2005) para realizar los tres analisis.

Para visualizar patrones de diversidad genética en el paisaje se utilizo la opcion de interpolacion genética
con la forma del paisaje (“Interpolate Genetic Landscape Shape”, IGS). Este andlisis se aplica a especies que se
encuentran distribuidas de forma continua en una zona amplia, sin necesidad de definir poblaciones a priors
evitandose asila designacion arbitraria de “poblaciones” cuando las distribuciones son continuas. Es util tanto
para andlisis filogeogrdficos y andlisis de estructura espacial, de manera de poder determinar la distribucion,
centro de diversidad genética para los marcadores (de manera de observar sus diferencias) y determinar

visualmente posibles barreras genéticas.

Este procedimiento produce una proyeccion en tres dimensiones. Este grafico de paisaje genético
(“genetic lands capeshapes” GLS) es andlogo a un mapa de topografia geogrdfica, donde las regiones con grandes
distancias genéticas entre individuos de diferentes localidades de muestreo, son equivalentes a altas elevaciones,
mientras que regiones con bajas diferencias genéticas son equivalentes a bajas elevaciones (Vignieri 2007). Es asi
como obtenemos un grdfico de tres coordenadas x, y, z donde v e y corresponden a las coordenadas geogrdficas, y
z a las distancias genéticas interpoladas representadas en peso (“heights”). Los andlisis se realizaron con un
tamario de grillado de 50 x 50 y un valor de 1 para el peso de las distancias, a partir de secuencias mitocondriales

(COI y D-loop) de Zaedvus pickiyy sus coordenadas geograficas.

Para evaluar si la especie sigue un modelo de aislamiento por distancia, es decir, si existe una correlacion
entre las distancias geogrdficas y las distancias genéticas de sus poblaciones, se realizarondos andlisis. En primer
lugar, para conocer si existen correlaciones significativas entre el flujo genético y la distancia geogrdfica, se
utilizo el test de Mantel (Mantel 1967) con 1000 permutaciones para probar la significancia estadistica. En
segundo lugar, se realizo un andalisis de autocorrelacion espacial. Para ADN mitocondrial, el programa AIS
calcula D como el porcentaje/proporcion de sitios no coincidentes entre pares de individuos. Para la
autocorrelacion, la distancia geografica se dividio en 10 clases de distancia que poseian igual tamario de muestra.

El AIS calcula el estadistico Ay como la distancia genética promedio entre pares de individuos que caen dentro de
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cada clase de distancias, teniendo en cuenta todos los loci. Asi, Ay toma valores de 1 cuando todos los individuos

son diferentes, y valores de 0 cuando son idénticos.
Historia demogrifica

Indices de diversidad y pruebas estadisticas

En esta seccion se calcularon nuevamente valores dediversidad genética, pero agrupando los haplotipos
sobre la base de los linajes obtenidos en la reconstruccion genealogica. Ademas, para evaluar posibles eventos de
expansion demogridfica o estabilidad, se estiman las distribuciones de las diferencias entre pares de secuencias
“mismatch distributions” (Rogers y Harpending 1992) utilizando nuevamente el programa Arlequin v3.5 (Excoffier
y Lischer 2010) asi como los test de neutralidad “D” de Tajima (Tajima 1989) y “Fs” de Fu (Fu 1997) utilizando
el programa DNAsp v5 (Hudson 1990). La evaluacion estadistica de estas pruebas se realizo mediante
simulaciones coalescentes bajo aproximacion canonica (Hudson 2001) es decir, se simulan muchos sets de datos
bajo un modelo coalescente basico, y se comparan los parametros obtenido de los datos reales y de los simulados

para calcular los limites de confianza de tales parametros (Rozas ez a/. 2003).
Anadlisis bayesianos

Para inferir la historia evolutiva a través del tiempo y el espacio de Zaeayvus pichiy, se emplearon técnicas
de estimacion bayesiana mediante el Sofiware BEAST. Este paquete proporciona métodos eficaces de
reconstruccion demogrdfica y difusion a través del tiempo y la filogeografia. Dado que estos andlisis requieren
gran poder de calculo, se corrieron a través del Portal de Ciencia CIPRES (Miller ez a/ 2010) en el cluster

disponible.

Para estos andlisis se utilizo la matriz concatenada, utilizando el modelo de evolucion molecular
correspondiente calculado previamente. Es importante destacar que el cdlculo de los parametros de un modelo
probabilistico completo requeriria un tiempo y esfuerzo computacional enorme, por lo que se utilizaron como
“priors” un modelo de reloj molecular relajado, y la tasa de mutacion estimada para el gen COI en el andlisis

filogenético de la subfamilia.
Reconstruccion demogridfica

Para realizar la reconstruccion demogrdfica de Zaedyus piciiy se corrio el programa bajo los modelos
bayesiano constante, “skyline-plot” y “sky-ride”. Los dos analisis se corrieron en BEAST vi1.8 con 25.000.000
interacciones de las cadenas MCMC, muestreadas cada 5000 interacciones y con los “priors” ya mencionados.
Los parametros de la corrida fueron visualizados con Tracer v1.5. y fueron aceptables para los modelos constante
v “skyline-plot”, por lo que con el mismo programa, posteriormente se compararon por el Factor de Bayes (FB).

De esta forma, se estimo la variacion en el tamanio efectivo poblacional (Ne) de la especie a través del tiempo
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segun el modelo que mejor se ajusto a los datos, pudiendo realizar el resumen visual de la reconstruccion

demogrdfica también con el programa Tracer v1.5.
Filogeografia bayesiana de Zaedyus pic/iiy en Argentina

En la filogeografia bayesiana (Lemey ez a/ 2009) y, en particular, para el modelo espacial discreto, el
andlisis considera los puntos de muestreo como entidades discretas y, por lo tanto, los lugares inferidos de
antepasados comunes solo pueden darse dentro del conjunto de lugares observados en el muestreo. De hecho, en
aquellas especies que se distribuyen de forma continua a lo largo del terreno que ocupa su distribucion, las
muestras se distribuyen a menudo de forma continua y son menos susceptibles para la naturaleza discreta del
esquema de muestreo. Con el fin de eliminar la suposicion de restriccion del espacio discreto, Lemey ez a/. (2009)
presentaron un modelo para estimar reconstrucciones filogeogrdficas que considera el espacio como un continuo,
y propone dos modelos para el proceso de difusion. EI modelo estricto de difusion browniano estandar (BD)
supone que el proceso permanece homogéneo durante toda la filogenia, considerando que la misma velocidad de
difusion se aplica a todas las ramas, en todo momento, y entre dos lugares (tasa de dispersion constante). Analogo
a lo sucedido con los modelos de reloj molecular, el modelo de difusion “relax randomwalk” (RRW) relaja el
supuesto mas restrictivo del proceso, la constancia en la tasa de difusion en cada rama de la filogenia, pudiendo

haber variacion-rama especifica en las tasas de dispersion (Lemey ez a/ 2010).

En este trabajo de tesis, se realizo el andlisis bajo ambos modelos y se evalué mediante la técnica de

seleccion de modelos por FB, para comparar el modelo BD estandar contra RRW y ver cudl se ajusta a los datos.

El archivo de entrada para el programa BEAST, con las especificaciones de las condiciones del andlisis
(“priors” ya mencionados y modelo demogrdfico elegido en el andlisis anterior), se realizo en el programa
BEAUt. La corrida se realizo en BEASTvI.8 y consistio en 20.000.000 de interacciones, con los parametros
muestreados cada 4000 interacciones. La convergencia de la corrida y la estacionalidad de los parametros (ESS),
asi como el numero de arboles descartando como “burn-in” fueron chequeados a través del programa Tracer v1.5.
Posteriormente, se busco el arbol consenso de maxima credibilidad utilizando el TreeAnnotator vi.7. El arbol
obtenido representa la reconstruccion de la historia demogrdfica en espacio y tiempo. El ultimo paso del andlisis
se realizo con el programa Spread vl (Bielejec er @/ 2011) que proporciona herramientas para construir
proyecciones espacio-temporales de filogenias dando un archivo de poligonos (KML) para la visualizacion en
paquetes de programas geogrdficos compatibles como Google Earth (disponible en http://earth.google.com). Una
reconstruccion animada de la inferencia filogeogrdfica y espacio temporal que ilustra como la especie se extendio
a través del tiempo, se realizo utilizando el cdlculo de diversas estadisticas de resumen en puntos arbitrarios en el
tiempo (p.ej., la tasa de dispersion, la direccionalidad, distancia ortodromica recorrida).También se estimaron
regiones de alta probabilidad de lugares ancestrales, a veces arbitrarias en el proceso de difusion. Las medidas

naturales de incertidumbre producidas en estas inferencias, también se visualizan como poligonos KML.
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Capitulo3

Resultados

Anadlisis estructural de las secuencias de los marcadores moleculares D-loop y COI en el Magorden Xenarthra
Andalisis del marcador molecular Citocromo oxidasa c subunidad I (COI)

En el analisis del alineamiento del marcador COI fueron descartadas 35 secuencias obtenidas para este
estudio pertenecientes a Zaeayus pic/y, 14 por su mala calidad (gran cantidad de ambigiiedades y presencia de
codon de parada o terminacion) y 21 por tratarse de posibles secuencias de un pseudogen, observandose en ellas
variacion de su longitud: detectando una insercion de 3 pares de bases y un indel que generan desplazamiento del
marco de lectura abierto conservado y modifican la secuencia aminoacidica, y con una tasa de sustitucion mds
altas que las secuencias no descartadas, lo que apoya esta suposicion. Por ultimo, cuatro de estas secuencias
presentan una porcion de su secuencia repetida, lo que es caracteristico de un pseudogen. Quedando finalmente

63 secuencias con una longitud de entre 492 a 658 pb del marcador COI.

En la Figura 4 se puede observar el alineamiento y la traduccion de las secuencias nucleotidicas obtenidas
para el marcador COI en secuencias aminoacidicas de los haplotipos encontrados para la especie Zaeavus prc/iy,
como asi también para todas las especies de armadillos utilizadas en esta tesis. Pudiendose ver la variacion de
aminodcidos en la secuencia de los armadillos y en especial en Zuedvus pic/zy, lo que marca la variacion en

codones y da una idea de la cantidad de sustituciones no sinonimas acumuladas.
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Figura 4: Alineamiento de las secuencias nucleotidicas, obtenidas para el gen COI, traducidas en secuencias
aminoacidicas de los haplotipos de las especies de armadillos utilizadas.

Anadlisis del marcador molecular de la Region Control (D-loop)

Analizando la estructura de 99 secuencias de la primera porcion de la RC obtenidas para Zaeayus pic/iry
en este estudio y de secuencias de este marcador disponibles para varias de las otras especies de armadillos, se
observa una estructura comun en la que un fragmento de 80 pb funciona como un minisatélite, el cual se repite (a
excepcion de Dasypus Aappleri) dos, tres, cuatro o cinco veces, seguido casi siempre de una porcion parcial del
mismo fragmento de 47 pb. Todo este conjunto estd flanqueado por una region 5" de 92 pb y otra 3' de 169 pb. Este
tipo de repeticiones ya ha sido descripto en otros vertebrados (p.ej., Fumagalli et al. 1996, Gemmell et al. 1996,
Terencio et al. 2012). Segun la cantidad y tipo de repeticiones (total o parcial), se clasifico las secuencias de las
especies de armadillos (Figura 5). Hasta el momento solo en Zueayus pic/izy se pudieron amplificar secuencias con
variacion en el numero de repetidos (A, B y C). La presencia de doble banda en el gel de agarosa en varias
muestras sugieren heteroplasmia, la obtencion de la secuencia de tipo C y la reamplificacion de la misma muestra
donde se recuperé una secuencia parcial de tipo A apoyan esta suposicion aunque debe estudiarse mds

profundamente.

La ausencia de multiples tipos de secuencias en el resto de las especies puede deberse al bajo numero de
muestras secuenciadas, sin embargo, su analisis permite una primera aproximacion. En este sentido, cabe destacar
que aunque del género Chaelgpliractus se cuenta con un numero grande de muestras, hasta el momento no se ha

encontrado variacion en esta porcion de la RC (Poljak 2009).
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Figura 5: esquema de la primera porcion de la Region Control y clasificacion de las secuencias de armadillos segun su

estructura.

Tomando al repetido 1 de una secuencia tipo A de Zaedyus pic/iy como referencia para alinear todos los
repetidos de los diferentes tipos, mostrando solo una secuencia por especie y tipo para simplificar (ver
alineamiento Figura 6) y centrandose en los Euphractinae, se observa que el repetido RI es relativamente

homogéneo en todas las especies, con la excepcion de aquellas de Luplractus sexcinclus.

Consecuentemente, pueden diferenciarse claramente dos clusters para el repetido 1: a) la secuencia de
Luplractus sexcinctus por un lado; b) todas las demdas, repartidas en solo cuatro haplotipos con ceroa

dosdiferencias respecto de la referencia.

En el repetido R2 se repite la situacion: a) en Luplractus sexcincius su secuencia es idéntica o muy
parecida a su repetido 1; y b) los demas Euphractinae tienen una secuencia consenso que tiene varias diferencias

respecto de la referencia (en su mayoria transiciones).
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El repetido trunco (llamado 2.5 o 3.5 en el alineamiento) es el unico en que Fuplractus sexcinctus se
parece a las demas especies de Euphractinae. La secuencia consenso del repetido trunco comparte, con la

consenso del repetido 2 de los Euphractinae, la presencia de varias transiciones puntuales y lleva ademas otras.

Los repetidos extra (R3, R4 y RS5) de las diferentes secuencias de Zaedyus pichiy son muy parecidos al

consenso del repetido 2 para el grupo de los Euphractinae sin Fupliractus sexcincus.
En Zypliractus sexcinctus el repetido 3 se diferencia por solo un cambio de RI yR2 de esta especie.

En sintesis, los repetidos parecen evolucionar de modo muy distinto en Fupliractus sexcincrus que en el

resto: mientras que en la mayoria el repetido 2 es muy distinto del R1, en Fupliractus sexcinctus ambos repetidos

son en general idénticos. Esto también se puede ver realizando un darbol de distancias con las secuencias (Figura

7).
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Figura 6: Alineamiento de secuencias de la primera porcion de la Region Control.
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Figura 7: Arbol de similitud a través de método Neighbor-joining para alineamiento de repetidos, se muestra el recorte de
los Euphractinae.

En funcion de los resultados obtenidos, la aparicion de un tercer repetido es un evento que ha ocurrido al
menos dos veces en este grupo, por lo cual seria importante seguir secuenciando muestras para las especies de

Chaetophractus, ya que cabria esperar que aparecieran individuos con 3 repetidos.

Por otro lado, si se analizan las secuencias de la RC, sin tener en cuenta las repeticiones, las diferencias
entre secuencias de las especies de Euphractinae no separan claramente a sus especies. Debido a esto, y como ya
se menciono, es que el marcador D-loop no se utiliza para diferenciar especies ya que no resuelve dada la alta
variabilidad que presenta. Sin embargo encontramos posible analizar y mostrar la variacion estructural de sus
distintas regiones en las especies de armadillos en un contexto filogenético. Consecuentemente, comparar el
numero y composicion de las repeticiones para analizar la filogenia de los eufractinos puede ser otro aporte valido
a la discusion, que segun distintas hipotesis relacionan alternativamente a sus géneros entre Si

(Zaedyus+ Chaetophiractus o Luplhractus+ Chaelophractus).

Que los repetidos RI sean iguales entre Zaeayus pichyy Chaetophractus asi como también sus repetidos
R2, mientras que en FLuptractus sexcinctus los repetidos R1, R2 y R3 son parecidos entre si, da la pauta de una
mayor cercania entre Zaeayusy Chaetoplractus. Asimismo, que el repetido trunco sea parecido en los tres géneros
supondria que ello ocurrio por convergencia o, mads probablemente, antes de la separacion de los géneros y la
aparicion de los repetidos enteros luego de la separacion de Luplractus y Zaeavus+Chaetoptractus. Esta

hipotesis, sin embargo, no concuerda con la filogenia clasica de la subfamilia Euphractinae (Figura §8).
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Observando los repetidos en el resto de las especies de armadillos, encontramos al repetido trunco en
todas las especies, dando la pauta de mayor ancestralidad aun. Analizando al género Dasypus se observa que
también hay variacion en el numero de repetidos entre sus especies, pero la hipotesis mas parsimoniosa de la

aparicion de los repetidos en este caso no estaria en conflicto con la filogenia del género.
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Figura 8: Representacion de la filogenia cldsica de la subfamilia Euphractinae mostrando la relacion entre sus especies
junto con los esquemas de los tipos estructurales de la primera porcion de la Region Control seguin la clasificacion de la
Figura 2 encontrados en cada una de ellas.

Prueba de calidad de matrices

En la Figura 9 se muestran los diagramas de asignacion de probabilidad que se calcularon con el
programa TREE-PUZZLE para cada una de las matrices de datos utilizadas en este trabajo. El porcentaje de
cuartetos sin resolver por completo se muestra en el centro del diagrama de triangulo, mientras que los porcentajes
de los cuartetos en parte resueltos estan en los lados del triangulo, siendo su total la suma de esos valores.

Finalmente, los valores de los cuartetos resueltos se encuentran en los vertices.

La medicion de la sefial filogenética en el conjunto de datos de la matriz de secuencias del marcador COI
utilizada para el andlisis filogenético por métodos tradicionales, muestra el 11% de cuartetos no resuelto y el 6,1%
de cuartetos en parte resueltos, teniendo por lo tanto esta matriz un 17,1 % de sus datos que no aportan

informacion, o son una fuente de ambigiiedad (Figura 9.1).
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Por otra parte, las matrices de secuencias utilizadas para el andlisis filogenético por el método del
coalescente muestran: para el marcador COI un 6,9% de cuartetos no resueltos y 3,2% de cuartetos en parte
resueltos, que juntos hacen un 10,1% del total de los cuartetos (Figura 9.2.a); para el marcador Vwfun 5,1% de
cuartetos no resueltos y un 3% de cuartetos en parte resueltos, dando un 8,1% del total de los cuartetos (Figura
9.2.b); y para el marcador BRCAI que tiene un 2,8% de cuartetos no resueltos y 0,7% de cuartetos en parte
resueltos, lo que suma un total de 3,5% (Figura 9.2.c). Se observa por lo tanto que la matriz del marcador

mitocondrial tiene una menor senal filogenética, y mayor ambigiiedad que los marcadores nucleares utilizados.

Para la matriz de secuencias concatenadas de los marcadores COI+D-loop con outgroup, utilizada para
los analisis filogeogrdficos, se muestra un 28,5% de cuartetos no resueltos y un 13,8% de cuartetos en parte
resueltos, teniendo por lo tanto esta matriz un 42,3% del total de los cuartetos sin resolver (Figura 9.3.a). Este alto
porcentaje podria deberse a que TREE-PUZZLE, ademas de medir la probabilidad de resolucion de los cuartetos,
también cuenta la cantidad de datos faltantes y caracteres ambiguos por secuencia y para la alineacion completa,
por lo que las secuencias individuales que contienen una gran cantidad de lagunas (datos faltantes “n” seguidos),
que es lo que sucede en esta matriz debido a que no se logro amplificar los dos marcadores para todas las
muestras ni todas las secuencias tienen la misma longitud, aumenta la inexactitud y disminuye la seiial filogenética,
que también tiene como fuente de inexactitud a los caracteres ambiguos asi como una posible falta de sitios

comunes con otras Secuencias.

Para la matriz de secuencias del marcador COI+D-loop utilizada para los andlisis filogeogrdficos sin
outgroup, se muestra un 15,7% de cuartetos no resueltos y un 4% de cuartetos en parte resueltos dando en su
conjunto un 19,7% del total (Figura 9.3.b). Mientras que para la matriz de secuencias del marcador COI utilizada
para los andlisis filogeograficos se observa un 24,3% de cuartetos no resuelto y un 1,5% de cuartetos en parte
resueltos, que sumados dan un 25,8% (Figura 9.3.c). Finalmente, para la matriz de secuencias del marcador D-
loop utilizada para los andlisis filogeograficos, el porcentaje de cuartetos no resuelto es de 23,9% y de cuartetos en
parte resueltos es de 7,5%, dando en conjunto un 31,4% (Figura 9.3.d). Estos porcentajes son relativamente altos
¥, como ya se menciono, el porcentaje de los cuartetos sin resolver entre todos los cuartetos posibles es un
indicador de la idoneidad de los datos para los andlisis filogenéticos y filogeogrdficos. En este sentido, un alto
porcentaje resulta por lo general en un arbol altamente politomico, de relaciones no resueltas o con poco apoyo

(Schmidt y von Haeseler 2003).
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22.7% 22% 28.3%

Figura 9. Diagramas para: 1) Matriz de secuencias del marcador COI utilizada para el andlisis filogenético por métodos
tradicionales; 2.a) Matriz de secuencias del marcador COI utilizada para el analisis filogenético por método coalescente;
2.b) Matriz de secuencias del marcador Vwf utilizada para el andlisis filogenético por método coalescente; 2.c) Matriz de
secuencias del marcador BRCA1I utilizada para el andlisis filogenético por método coalescente; 3.a) Matriz de secuencias
concatenadas de los marcadores COI+D-loop, con outgroup, utilizada para los andlisis filogeogrdficos; 3.b) Matriz de
secuencias del marcador COI+D-loop utilizada para los andlisis filogeogrdficos; 3.c) Matriz de secuencias del marcadores
COl utilizada para los anadlisis filogeogrdficos; 3.d) Matriz de secuencias del marcadores D-loop utilizada para los andlisis

filogeogrdficos.

Analisis interespecifico: Aportes moleculares a la filogenia de la subfamilia Euphractinae
Anadlisis filogenético para el marcador molecular del gen COI
Maxima parsimonia (MP)

En la Figura 10 se presenta el arbol de consenso estricto con 703 pasos, derivado de los tres arboles
optimos (cada uno con 666 pasos) obtenidos del alineamiento elegido, y considerando los gaps internos como

datos faltantes.

El arbol presentado recupera con un soporte de Jackknife de 100 a la subfamilia Euphractinae como un
clado monofilético, pero no resuelve con buena medida de soporte la relacion entre sus especies, aunque éstas si se
definen claramente. No se recupera la subfamilia Tolypeutinae ni la relacion entre las subfamilias de
Chlamyphoridae, formandose una gran politomia junto con Zamandua lfetradactyla, representante de Pilosa, que
forma parte del outgroup. Debido a esto tampoco se recupera el clado de la familia. Por otra parte la familia
Dasypodidae esta bien soportada, asi como también la relacion entre las especies que la representan, siendo

Dasypus kapplerila especie hermana del clado que forman Dasypus novemcintus y Dasypus fybridus.
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Figura 10: Consenso estricto (703 pasos) de los 3 arboles obtenidos por mdxima parsimonia. En los nodos se muestra el
soporte de Jackknife con frecuencias absolutas. Acronimos de las especies: Fupliractus sexcinctus (Es), Chaetopliractus
vellerosus(Cve), Chaetopliractus villosus (Cvi), Zaedyus pickiy (Zp), Chlamypliorus truncarus (Ct), Tolpeutes matacis
(Tm), Cubassous wunicinctus (Cu), Priodontes maximus (Pm), Dasypus novemcinctus (Dn), Dasypus fappleri (Dk),
Dasypus fiybridus (Dh), Cyclopes didacoylus (Cyd), Tamandua retradacyyla (Tt), Bradypus tridactylus (Bt), Choloepus
didactylus (Cd) y Choloepus fgffinanni (Ch).

Mdxima verosimilitud (MV)

El arbol de MV obtenido en el programa PhyML se muestra en la Figura 11. Este andlisis, al igual que el
anterior (MP), recupera claramente (valor de Bootstrap de 100) a la subfamilia Euphractinae como un clado
monofilético y no resuelve con buena medida de soporte la relacion entre sus especies. Sin embargo, en este
resultado Zaedyus prc/iy tiene un bajo soporte mientras que las restantes especies de esta subfamilia si se definen
claramente. Tampoco se recupera la subfamilia Tolypeutinae ni la relacion entre las subfamilias. El clado de la
Sfamilia Chlamyphoridae se visualiza con un soporte muy bajo. La familia Dasypodidae esta bien soportada y la
relacion entre las especies que la representan es la misma que en el arbol de MP (Figura 10). El clado que forman
todos los Cingulata tiene soporte bajo separdndose del outgroup Pilosa, que se recupera como un clado

monofilético.
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Figura 11: Arbol de Mdixima Verosimilitud para los armadillos estudiados basado en porcién del gen mitocondrial COI.
Los valores sobre las ramas son los soportes de Bootstrap calculados con 1000 réplicas. Para los acronimos de las

especies, véase la Figura 7.

Inferencia Bayesiana (IB)

El arbol reconstruido por IB mediante el programa MrBayes para el gen mitocondrial COI, se muestra en
la Figura 12. Se presentan los valores de probabilidades posteriores (PP) en cada rama del arbol, para evaluar su

soporte.

En los resultados aportados por IB, al igual que en los andlisis de MP y MV, todos los representantes de la
subfamilia Euphractinae forman un clado monofilético bien sustentado (1 PP). Del mismo modo que en el drbol
MYV, las especies dentro de este clado se definen con un buen soporte. Al igual que en los andlisis anteriores (MP y
MYV, Figuras 10y 11) la relacion entre las especies de la subfamilia no se define, observandose una gran politomia

(Figura 12).

Tampoco se recupera la subfamilia Tolypeutinae, conformando Friodontes maximus un clado bien
soportado (0,95 PP) con el clado de la subfamilia Euphractinae, y siendo parte de un clado mayor también bien
soportado (0,98 PP), con Chlanpplorus truncaruscomo grupo hermano y 7ol peutes matacuscomo grupo hermano

de todo el clado. La familia Dasypodidae aparece como un grupo monofilético bien soportado (I PP) y la relacion
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entre sus especies es idéntico al presentado por MP y MV (Figuras 10y 11), como también su separacion temprana

de Chlamyphoridae.

El analisis IB es el unico que recupera el clado Cingulata con un buen soportes (0.91 PP), separdndose del

outgroup, que no se recupera como un clado monofilético.
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Figura 12: Arbol de Inferencia Bayesiana para los armadillos estudiados basado en el gen mitocondrial COI. Los valores
sobre las ramas son las probabilidades posteriores. Para los acronimos de las especies, véase la Figura 7.

Test de hipotesis filogenéticas por el método bayesiano basado en coalescencia
Analisis de los datos genéticos

La diversidad genética varia entre las particiones de datos: el gen mitocondrial tenia mayor numero de
sitios informativos en comparacion con los /oci nucleares (Tabla 5). La tasa de sustitucion / linaje / Myr inferida
por *beast para COI en relacion con las tasas de BRCAI y VWF2, también fue mas alta para el gen mitocondrial

que para los nucleares (Tabla 5).
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Gen n L PI Modelo S
corl 51 658 171 TPMIuf+I+G | 6.982E-7
BRCAI 17 2851 287 TVM+G 4.64E-8
VWF2 19 1145 146 TIMI+G 7.365E-8

Tabla 5: Informacion acerca del datasets para cada fragmento génico analizado en el estudio filogenéticos por método
bayesiano basado en coalescencia de la subfamilia Euphractinae. Referencias: n, niumero de individuos analizados para
cada fragmento génico; L, longitud del alineamiento de secuencias (en pb); PI, numero de sitios parsimoniosamente
informativos; Modelo, modelo de evolucion molecular; S, tasa de substitucion por sitio / Myr / linaje, Inferidas por beast

en este estudio.

La reconstruccion del darbol de genes

La topologia del arbol obtenido a partir del andlisis Bayesiano particionado se muestra en la Figura 13.
Se definio a los representantes de Pilosa como grupo externo. El orden Cingulata se recupera bien, con las familias
Dasypodidae y Chlamyphoridae y las Subfamilias Euphractinae y Tolypeutinae y las relaciones entre ellas con
fuerte apoyo por las altas probabilidades posteriores Bayesianas (BPP). El bajo soporte de la rama que definiria a
Chlamyphorus truncatus como tribu Chlamyphorini dentro de la subfamilia Tolypeutinae, apoya la propuesta

sistemadtica vigente en su recategorizacion en la subfamilia Chlamyphorinae como se sugiere en Delsuc ez al 2012.

Dentro de la subfamilia Euphractinae, las especies se agrupan en funcion de la clasificacion taxonomica
tradicional. Se recupera a Zaeavus pic/zy como la primera especie en divergir, luego el grupo que contiene a £.
sexcinzus y a Chaetoplhractus (con un apoyo moderado, 72%) y presentando un bajo soporte (40%) la monofilia de

Chaetgplhractus.
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Figura 13. Topologia del drbol obtenido del andlisis Bayesiano particionado del conjunto de datos concatenados de los
marcadores COI, BRCA1 y VWF2 para los armadillos estudiados. Muestra las edades de los nodos correspondientes a las
relaciones entre las especies; barras en los nodo indican intervalos de alta confianza del 95% (HPD) para las edades de
los nodos. Para la nomenclatura de especies, ver tabla 2. Los nitmeros sobre las ramas indican probabilidades a posteriori

(BPP).

Los arboles obtenidos en la seccion anterior (a través de los andlisis de MV, IB, y MP en base a la
alineacion del gen COI) no pudieron resolver las relaciones dentro de la subfamilia Euphractinae. Por otra parte,
la topologia del arbol reconstruido a través del andlisis Bayesiano particionado resuelve en parte estas relaciones,
va que el clado Euypliracius + Chaetopliractus recibe un apoyo moderado, y las relaciones entre las especies no se

resuelven bien (poco apoyo) lo que sugiere que podria tratarse de una tricotomia.

Con respecto a la estimacion de las fechas de los eventos de diversificacion, la Figural3 muestra que la
subfamilia Dasypodinae es la que diverge tempranamente (32,74 Ma, 95% HPD: 18,94 -70, 69) seguida por la
diversificacion de las subfamilias Tolypeutinae+Clamyphorinae y Euphratinae, que se remonta a 27,09 Ma (95%
HPD: 15,22-60,09). El origen del clado que contiene a las especies actuales de Euphractinae se encuentra en 3,60
Ma (95% HPD: 1,75-7,53), no siendo totalmente coincidente con la separacion entre las especies de Dasypus

fapplert'y Dasypus hybriduscomo se propone en Delsuc ez al. (2004), ya que la edad de ese clado en este estudio es
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de 8,84 Ma (95% HPD: 4,40-20,58). Siendo igualmente ambos eventos posteriores a la formacion de la estepa
patagonica y la Region Pampeana que se cree han tenido lugar en el Mioceno medio y tardio (Pascual y Ortiz-
Jaureguizar 1990, Pascual ez al. 1996, Latorre ef al 1997; Ortiz-Jaureguizar 1998; Ortiz-Jaureguizar y Cladera
2006, Tonni y Carlini 2008; Iglesias ez 2/ 2011; Goin ez a/. 2015).

Dentro del clado que contiene a las especies actuales de Euphractine, la separacion entre Zaedyus prciizyy
Luplractus sexcintus + Chaetoptractus es de 2,92 Ma (95% HPD: 1,02-6,16), mientras que el clado donde se

diferencia el género Chaetop/iractus en sus especies tiene una edad estimada de 2,42 Ma.

Delimitacion de las relaciones entre especies

Para esclarecer las relaciones que obtuvieron poco apoyo, es decir, que obtuvieron bajas probabilidades
posteriores bayesianas (BPP) en la topologia del arbol reconstruido a través del analisis Bayesiano particionado,
se utilizo el programa DensiTree para visualizar todos los drboles calculados y asi ver la cantidad de ramas de
comun acuerdo con la topologia del arbol consenso y las ramas en conflicto con ella. Este analisis se muestra en la
Figura 14 junto con un recorte y acercamiento de las relaciones entre las especies de la subfamilia Euphractinae.
En el recorte se observan pocas ramas en rojo, sugiriendo poca ambigiiedad, y mayor cantidad de ramas en verde,
que indican diferentes tiempos de divergencia u otro posible arreglo de ramas que no causa un desarreglo mayor o
se halle en discordancia con otros arreglos de ramas bien soportados. Lineas rojas se observan en relacion a C
villosus, como también abundantes lineas verdes que marcan una rama densa entre Chaelfophractus villosus y
Luplractus sexcinzus, entrando en conflicto con las lineas en azul, que marcan las ramas entre las especies del

género Chaetophractus que soportan el arreglo del arbol consenso.

Con el fin de comparar el apoyo de las relaciones entre las especies de la subfamilia Euphractinae
obtenida en la filogenia calculada a través de sus BPP y su plot obtenido en DensiTree, se probaron diferentes
hipotesis de relaciones entre dichas especies y se hizo dicha comparacion mediante las BPP recuperadas por
ramas individuales (es decir, por los darboles consenso) y por visualizacion de todo el conjunto de drboles,

utilizando el programa DensiTree (Figura 15.A-F).

Zaeayus pichiy se resolvio como el grupo hermano de los restantes taxones en las hipotesis con mayor
apoyo (Figura 15.4, By C). Las hipétesis que forzaron el agrupamiento de Z pic/zy con alguna de las dos especies
de Chaetop/iractus recibieron los apoyos mds bajos, teniendo también muy bajo apoyo la hipotesis que agrupaba a
Z pichiy con £ sexcintus (Figural5.D). La hipotesis que recibio mayor apoyo fue la que agrupo a £ sexcintus con
C vellerosus (Figural5.B). Sin embargo, la hipotesis que agrupa a C. villosus con C. vellerosus (taxonomia actual,
Figura 12.4) y la hipotesis que agrupa a £. sexcintus con C. vitlosus (Figura 15.C) tienen BPP similares, siendo la

ultima la que presenta menos ramas ambiguas segun la visualizacion del plot generado por Densitree.
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Figura 14: Visualizacion del arbol obtenido del andlisis Bayesiano particionado del conjunto de datos concatenados de los
marcadores COI, BRCAI y VWF2 para los armadillos estudiados utilizando el programa DensiTree. Recorte y
acercamiento de las relaciones entre las especies de la subfamilia Euphractinae. En azul se indican las ramas de comiin
acuerdo con la topologia del darbol consenso mientras en rojo se muestran las ramas en conflicto con ella.
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Figura 15. Arboles de especies obtenidos de los andlisis con *beast y sus plots de densidad de ramas de todas las hipétesis
probadas para la subfamilia Euphractinae: (a) la hipotesis 1, (b) la hipotesis 2, (c) la hipotesis 3, (d) la hipotesis 4, (E) 5
hipotesis, y (f) hipotesis 6 (para una descripcion de las hipotesis ver Materiales y Métodos). Nomenclatura de especies ver
tabla 2. Los numeros encima de las ramas indican probabilidades a posteriori. Las barras de escala representan
sustituciones por sitio. En los plots de Densitree en azulse indican las ramas de comuin acuerdo con la topologia del arbol
consenso mientras en rojo se muestran las ramas en conflicto con ella.

Analisis biogeogrdficos / Reconstruccion de dreas ancestrales

Resultados grdficos de los andlisis de S-DIVA y BBM para los armadillos estudiados se muestran en la
Figura 16. No fue posible realizar el andlisis DEC para un maximo de drea igual a 10, debido a que el poder
computacional para ello excedio nuestra capacidad de cdlculo y el resultado para un numero maximo de area
ancestral de 4 dio probabilidades de 0 para todos los nodos. Debido a esto, no se muestran los resultados para este

método.
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Figura 16: Resultados graficos de los andlisis de S-DIVA y BBM para los armadillos estudiados. (1) Reconstruccion de
dreas ancestrales (RAA) por medio de S-DIVA, con un nitmero maximo de 10 dreas para su distribucion ancestral; (2)
RAA con BBM, con un numero mdximo de 10 dreas para su distribucion ancestral; (3) Andlisis con S-DIVA un niimero
maximo de 4dreas para su distribucion ancestral y; (4) Andlisis BBM con un niimero mdximo de 4 dreas para su
distribucion ancestral. Aro rojo: Dispersion, aro verde: Vicarianza y aro amarillo: Extincion. Cada nodo esti dividido
segun la probabilidad de cada distribucion representada por su color segun la leyenda, en rojo figuran las letras de las
distribuciones mas probables para los Euphractinae. Cada drea fue codificada con una letra segun la Tabla 5.

Se observa que las corridas para S-DIVA han estimado un mayor numero de areas ancestrales combinadas
para los nodos mas basales y areas unicas para los menos basales, mientras que las corridas para el método BBM

han estimado lo opuesto. Los resultados de este ultimo método para sus dos corridas fueron casi exactos.

Teniendo en cuenta los nodos bien soportados y analizando las areas con las mayores probabilidades

obtenidas, puede destacarse:
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El primer andlisis de S-DIVA (1 en la Figura 16) ha estimado un numero de 10 dreas ancestrales
combinadas para el nodo basal (19), siendo igual al numero mdximo de dareas seteado en esta corrida. Como ya se
ha dicho, un inconveniente con este método es que la reconstruccion de las distribuciones ancestrales se hace mas
ambigua a medida que se acerca al nodo raiz del arbol. Esto se debe a que la optimizacion en cada nodo es
tridimensional, y tiene en cuenta la informacion de los dos descendientes y del ancestro, que en el caso del nodo
raiz no existe. Como resultado, la distribucion ancestral de la raiz suele incluir todas o casi todas las areas
analizadas. El otro andlisis de S-DIVA, restringido a un mdximo de 4 dreas, estimo que el drea ancestral de los
armadillos (Cingulata) (nodo 19) podria abarcar los bosques tropicales humedos del noroeste (L) y la sabana
central de Brasil (J), como asi también los desiertos templados de La Puna, Cuyo (N) y el centro de Argentina (O),
sufriendo posteriormente un evento de vicarianza. Finalmente, los andlisis BBM estimaron como drea ancestral
mdas probable para este grupo a los bosques tropicales humedos del noreste de Brasil (L), a partir de la cual el

grupo se disperso.

Para el ancestro de las dos especies del género Dasypus (nodo 18) con la excepcion del primer analisis de
S-DIVA (que sufre el inconveniente antes mencionado en los nodos cercanos a la raiz) los otros tres analisis
estiman a los bosques tropicales humedos de Brasil como su area ancestral, ya sean los del noroeste (L) o los del

noreste (K) para S-DIVA, o combinados para BBM, planteando en ambos casos una posterior dispersion.

Para el nodo 17, los andlisis de S-DIVA y BBM difieren en la resolucion del drea ancestral. Sin embargo,
los cuatro andlisis proponen que los desiertos templados del centro de Argentina (N) han jugado un papel
importante. En los andlisis con S-DIVA también se incluyen los desiertos templados de La Puna y Cuyo (O) y la

sabana central de Brasil (J).

Las dos metodologias en ambas corridas coinciden en que el origen del clado Euphractinae (nodo 16) es el
drea de los desiertos templados del centro de Argentina (N), a partir de la cual se habria dispersado hacia los
Bosques tropicales secos del norte de Argentina, Paraguay y sur de Bolivia (H) y a los Desiertos
templados/semidesiertos de Cuyo y la Puna de Argentina (O), dando el drea ancestral de Fuplractus y

Chaetoplhiractus (nodo 15) segun BBM o dispersandose y vicariando a “H” u “O”, respectivamente, para SDIVA.

Analisis intraespecificos: Diversidad genética, estructura poblacional e historia demogrdfica de Zaedyus pic/ity

en Argentina
Diversidad genética

A partir de la matriz de las secuencias de ambos genes concatenados (COI + D-loop) se obtuvieron 100
haplotipos definidos por 130 sitios variables, 70 sitios son parsimoniosamente informativos y 60 corresponden a

mutaciones simples (ver Tabla 6). En el total de la muestra fueron hallados valores altos de la diversidad
haplotipica (Hd=0,9911) y nucleotidica (1=0,01501). El valor mas alto de Hd se registra en varias localidades:

SLC, MLV, LRP, RNM, SCN, SCC, SCP, CHT y BAL, mientras que el mayor valor de T lo presenta la poblacion
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SLC. Los indices de diversidad haplotipica y nucleotidica con valores mas bajos fueron encontraron en las
poblaciones BAP y CHT, respectivamente. Con ambos genes concatenados no hubo haplotipos compartidos entre

localidades, y el haplotipo que mostro mayor frecuencia estuvo presente en tres individuos restringidos a la

localidad de RNP (N°h/N°n, ver Tabla 6).

Para la matriz del fragmento D-loop fueron hallados 73 sitios variables, 36 parsimoniosamente
informativos y 37 corresponden a mutaciones simples (no informativas), que resultaron en 38 haplotipos. Las

secuencias analizadas para este fragmento no registraron “indels” (inserciones-deleciones). El fragmento de D-
loop presenta una alta diversidad haplotipica (Hd=0,957) y nucleotidica (1t=0,01559). Al observar por separado
las poblaciones muestreadas, la mayor diversidad nucleotidica (m=0,01) se encuentra en las poblaciones MLV y

SCC y su valor mas bajo (T1=0,00345) se observaen las localidades NJA, CHA y SCP. El valor mds alto de
diversidad haplotipica corresponde a las localidades de LRP, RNM, SCC y BAL, y sus valores mds bajos se
registranen NJA, seguida por SCP Y CHA (ver Tabla 6).

No se encontraron haplotipos compartidos por todas las poblaciones, pero si haplotipos compartidos entre
varias poblaciones (poblaciones pertenecientes a una misma region que comparten haplotipos, poblaciones del sur,
poblaciones del norte y poblaciones del centro,; ver red de haplotipos, Figura 19). La localidad que presenta la

mayor frecuencia de un haplotipo es RNP, encontrandose en nueve individuos.

Para la matriz del marcador COI se identifican 27 haplotipos. En el alineamiento fueron reconocidos 75

sitios polimorficos, 38 sitios parsimoniosamente informativos y 37 mutaciones simples. Para la muestra total, los

indices de diversidad haplotipica y nucleotidica mostraron valores altos, Hd=0,933 y m=0,01420. Observando las
poblaciones donde se pudieron hacer los calculos, la diversidad haplotipica (Hd) presenta valores bajos (Hd=0,7)
en la poblacion de “SCN” y el valor mds alto fue observado en las localidades “BAL, RNM y LRP” (Hd= 1), todas

ellas del norte de la distribucion. Respecto al indice de diversidad nucleotidica (T), presenta los valores mds bajos
(= 0,00215 y 0,00258) en las poblaciones de “RNM "y “SCN” respectivamente, y valores altos en las localidades

de “RNP” (m=0,01098) y “MMA” (1=0,01032), ambas de la parte oeste de la distribucion (ver Tabla 6).

Los dos marcadores son concordantes; COI resulto ser casi tan diverso como D-loop para esta especie,
aunque el marcador D-loop presento mayor variabilidad haplotipica y nucleotidica, como era de esperarse por ser
la porcion no codificante e hipervariable del ADN mitocondrial. El patron de diversidad es similar en ambos
fragmentos y en el concatenado. Aunque no es muy clara, parece haber una disminucion de la diversidad
haplotipica y nucleotidica hacia el este y sur de la distribucion, sobre todo si se analizanlas regiones de la
distribucion por separado (noroeste, centro y sur). Las poblaciones del norte y oeste de cada region presentaron
los indices de diversidad haplotipica y nucleotidica mas altos, mientras que las poblaciones del sur y del este

presentaron valores de diversidad un tanto menores, aunque debe destacarse que el numero de muestras obtenidas
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por poblacion es menor en las poblaciones del sur y este. Si se toman en cuenta los dos clados que se obtienen en el
arbol y la red de haplotipos (ver analisis mas adelante) se observaque en varias de las poblaciones del borde de la

discontinuidad del clado A, donde se toca con clado B, la diversidad de sus poblaciones es mas baja (ver Tabla 6).
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Z prcty COI+D-loop (1115 pd)

Fragmento de D-loop (405 pb)

Fragmento de COI (492 pb)

Pop N°h/N°n P S Ti+s.d. Hd+s.d. Nh/n‘n S Ti+s.d. Hd+s.d. Nh/n‘n Pol S Ti+s.d. Hd+s.d.
0.01083 1 0.00745 0.8 0.00731 0.9
SLC 11/11 22 19 + + 4/6 8 + + 4/5 7 7 + +
0.06561 0.0388 0.0091 0.172 0.00138 0.161
MCP 1/1 0 0 0 0 1/1 0 0 0 - - - - -
0.0075 1 0.01073 0.75 0.00502 0.8
MLV 10/10 12 10 + + 4/8 12 + + 4/6 7 7 == +
0.05131 0.0447 0.00353 0.139 0.00223 0.172
0.00484 0.8 0.01032 0.9
MMA 4/5 13 11 + + - - - - 4/5 10 10 + +
0.04952 0.1265 0.00280 0.161
MNA Ui 0 0 0 0 - - - - 11 0 0 0 0
MSR i 0 0 0 0 - - - - 11 0 0 0 0
0.00747 1 0.00518 1 1
LRP 4/4 11 9 + + 2/2 2 + + 3/3 4 0 0(15 72 +
0.07631 0.1778 0.00259 0.5 0.00214 0.272
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CHE

RNM

RNP

NJA

SCN

scc

1/1

3/3

28/31

6/7

7/7

3/3

43

22

16

42

17

11

0.00688

+

0.07766

0.00943

+

0.05760

0.00267

+

0.03253

0.00837

+

0.06029

0.00957

==

0.07929

0.2722

0.9677

0.0082

0.8571

0.0764

0.0764

0.2722

/1

2/2

14/23

2/6

3/5

3/3

10

13

10

0.00517

0.00258

0.00511

+

0.00065
0.00345

+

0.00223

0.00679

+

0.00313

0.01741

i

0.00743

0.5

0.929

0.035

0.333

0.215

0.7

0.218

0.272

1/1

2/2

8/12

173

3/5

14

0.00215

+

0.00108

0.01098

+

0.00229

0.00258

+

0.00105

0.5

0.848

0.104

0.7

0.218
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SCS

SCcpP

CHA

CHP

CHT

CHR

CHC

BAC

1/1

4/4

3/4

/1

5/5

/1

/1

/1

0.0012

+

0.02821

0.0012

+

0.02821

0.00045

+

0.01497

0.1768

0.75

0.1768

0.1265

/1

2/3

2/3

1/1

1/3

1/1

/1

0.00345

+

0.00163

0.00345

+

0.00162

0

0.667

0.314

0.667

0.314

1/1

12

172

1/1

12
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BAP 2/3 2 0 0

0.00706

BAL 6/6 18 16 +

0.05936

0.01501

Total 100/112 70 60 +

0.07026

0.6667

0.2722

0.0962

0.9911

+

0.0012

/1

4/4

38/75

37

36

0.00820
+

0.00196

0.01559

+0.00066

0.177

0.957

+

0.012

12 0 0 0

0.00817

5/5 8 8 +

0.00162

0.01420

27/59 38 37 +

0.00115

0.126

0.933

+

0.019

Tabla 6: Diversidad genética de Zaedyus pic/iy para el concatenado y para cada fragmento (COI y D-loop). En cada poblacion (Pop) se muestra el numero de haplotipos sobre el

numero de secuencias (N°h/N°n), el numero de mutaciones simples o “singletons” (S), la cantidad de mutaciones informativas (P), la diversidad nucleotidica (7t) y la diversidad

haplotipica (Hd). Detalles de cada localidad pueden verse en la Tabla 1.
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Estructura poblacional
Arbol de haplotipos

En el andlisis bayesiano de las relaciones entre haplotipos de Zaedyus piciiy, se utilizo como grupo
externo una secuencia de Chaetoptractus vellerosus. Para la matriz utilizada de ambos marcadores concatenados
denominada “COI+D-loop (filogeografia Zaedyus + outgroup)” el modelo que mejor se ajusto a los datos fue el
TPM3uf+I+G bajo el AICc (ver Tabla3). En el arbol, Zaeayus pic/izy se muestra como un clado monofilético en el
cual se pueden distinguir dos haplogrupos principales, A y B, con probabilidades posteriores de 0,7 y 0,62
respectivamente (Figura 17). Cabe serialar que se anotaron solo las probabilidades posteriores que superaron el
0,5, ya que por debajo de este valor los resultados son muy poco confiables. Dentro del clado A se agrupan casi en
su totalidad los haplotipos de las poblaciones del norte y del sur de la distribucion de la especie, mientras que la
mayor parte del haplogrupo B se distribuye en poblaciones del centro de la distribucion (todos los haplotipos de
las poblaciones de las provincias de Rio Negro y Chubut pertenecen a este grupo). En el clado A hay mayor
numero de relaciones con PP por arriba de 0,5, en comparacion con el clado B. Los subclados con soporte dentro
del haplogrupo A sustentan relaciones entre haplotipos de una misma poblacion (MLV3-5=0,99, SLC1-6-3-4=0,51
y NJA2-7-6-5-4-1-3=0,57) o entre haplotipos de las poblaciones del norte de la distribucion (BAL-SLC=0.99/0.52,
MLV-SLC=0,77, MMA-BAL=0,68, MLV-LRP-MMA=0,88 y MLV-LRP-MMA-SLC=0,54). Por ultimo, existe un alto
soporte entre un haplotipo de la poblacion de Buenos Aires/La Pampa y uno de la poblacion de Neuquén, siendo
esta ultima una poblacion mas del centro de la distribucion y siendo este haplotipo el unico que no conforma el
clado monofilético con el resto de los haplotipos de esa poblacion (BAL4-NJA2=0,96). El clado A contiene también
a las poblaciones del extremo sur de la distribucion de la especie, las cuales se agrupan todas en un subclado, pero

sin soporte.
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0.7

0.99

0.62

Figura 17: Arbol de haplotipos de Zuedyus pickiy, se observa dos grandes haplogrupos (A y B). Los niimeros que se muestran en los nodos son la medida de soporte, probabilidad
posterior, mayores a 0,5.
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Dentro del haplogrupo B, los pocos subclados con soporte sustentan relaciones entre haplotipos que
pertenecen a una de las poblaciones de Rio Negro “RNP” (RNP29-22=0,62 y RNP31-10=0,55) o la relacion entre
algun haplotipo de las poblaciones RNP y CHE, cercanas entre si, con un haplotipo de la poblacion SCC que es
una poblacion del sur de la distribucion de la especie (RNP12-CHEI-SCC3=0,62). El grupo B incluye también
algunos otros haplotipos pertenecientes a poblaciones del norte y del sur de la distribucion de la especie (BACI,
SLC9 y MLV7 del norte y SCN4 y SCC2 del sur), pero como se relacionan estos haplotipos con los pertenecientes a

las poblaciones de Rio Negro y Chubut (centro de la distribucion) en el arbol no tienen soporte.

En la Figura 18 se grafica en el mapa de Argentina la distribucion y proporcion de los haplogrupos A y B
recuperados en el arbol de haplotipos, siendo el clado A representado en rojo y el B en amarillo. Al igual que en
los resultados de los otros andlisis, cada poblacion se muestra representada en un grdfico de tortas donde su
tamario es proporcional a su “n”. De esta manera se observa con mayor claridad lo descripto anteriormente,
donde el clado A se distribuye en las poblaciones del norte y sur pero no en las del centro de la distribucion de la
especie, mientras que el clado B compone la totalidad de los haplotipos de las poblaciones del centro y aporta

también haplotipos a poblaciones del norte y sur.
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Figura 18. Mapa de Argentina donde se muestra cada poblacion de Zaedyus prc/iy representada en un grdfico de tortas
donde su tamario es proporcional a su “n”. También se muestra la distribucion y proporcion de los haplogrupos A y B
recuperados en el drbol de haplotipos, siendo el clado A representado en rojo y B en amarillo al igual que en los
resultados de los otros andlisis.

84



3. Resultados

Redes de haplotipos

Tanto la red de haplotipos para las secuencias de los marcadores concatenados (COI+D-loop)
(Figural9.a), como las redes realizadas para cada marcador por separado (Figural9.b y c) muestran el mismo
patron concordante con el arbol de haplotipos, obteniendo dos agrupaciones separadas por 12 pasos mutacionales
en el caso de la red para los marcadores concatenados (COI+D-loop) (Figural9.a), y de cinco pasos para las
redes de los marcadores por separado (Figural9. by c). Esta diferencia se debe a que para realizar la red con los
marcadores concatenados, se cortaron todas las secuencias al tamario de la secuencia mas chica y se eliminaron
las que tenian gran cantidad de datos faltantes, quedando un numero mds reducido de secuencias, representando
cada una de ellas un haplotipo en la red. Igualmente, la relacion entre los haplotipos y las poblaciones a las que

pertenecen, es similar a la encontrada en las otras dos redes.

El grupo A reune a todos los haplotipos de las poblaciones muestreadas, con la excepcion de los
pertenecientes a las provincias de Rio Negro y Chubut. Una diferencia con el resultado del arbol de haplotipos es
que ninguna de las redes muestra la pertenencia de un haplotipo de la poblacion RNP (de Rio Negro) al linaje A.
En la ved para el marcador COI, las poblaciones de una misma region suelen compartir haplotipos, no siendo tan
patente en la red para el marcador D-loop y, por lo tanto, en su red solo las poblaciones de Santa Cruz comparten

haplotipos entre si, como también la poblacion de San Luis con una de Mendoza.

Este grupo se muestra algo estructurado en cuanto a regiones, es decir por localidades cercanas, en las
redes para COIl y algo menos claro para D-Loop, mostrando conexiones al compartir haplotipos entre las
poblaciones de Mendoza y La Rioja, Mendoza, San Luis y Buenos Aires, y las poblaciones de Santa Cruz con
conexion entre ellas y con poblaciones de Buenos Aires/ La Pampa y San Luis. Tanto las poblaciones de Santa
Cruz como la de Neugquén mostraron poca variabilidad, presentando generalmente un unico haplotipo o, en
ocasiones, dos, segun el marcador. Por su parte, las poblaciones del norte muestran mayor cantidad de haplotipos
en relacion con el numero de muestras. Esta diferenciacion entre las poblaciones parece ser reciente, ya que no
solo las poblaciones tienen haplotipos compartidos y se observa poca variabilidad haplotipica dentro de ellas,
especialmente en las del centro sur, sino que, ademas, todos los haplotipos estan separados por pocos pasos

mutacionales.

Las poblaciones de Santa Cruz (tanto en D-Loop como en COI) comparten un mismo haplotipo, siendo el
resto de sus haplotipos pocos diferentes (un paso mutacional de distancia), lo cual sugiere una expansion reciente.
Los haplotipos de Santa Cruz parecen estar relacionados con haplotipos de Neuquén, poblacion esta ultima que
también tiene muy poca variabilidad, ya que la mayoria de sus muestras tienen el mismo haplotipo, por lo que
también parece haber surgido de una expansion reciente. Tanto las poblaciones de Santa Cruz como la de Neuquén
se conectan con haplotipos de poblaciones de Buenos Aires, La Pampa y San Luis, aunque hay muchos nodos
hipotéticos. Podria inferirse que las regiones del norte de la distribucion pertenecientes al clado A,parecen

empezar a presentar restriccion del flujo genético con aislamiento por distancia, aunque esto no se vio en los test
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realizados, ya que comienzan a mostrar diferenciacion y estructura y que parecen compartir el origen de sus
haplotipos con los haplotipos que produjeron una colonizacion de larga distancia o una expansion a las regiones
de Neuquén y Santa Cruz donde luego las poblaciones intermedias fueron dominadas por los haplotipos del clado
B. Esto coincide con la que muestra la reconstruccion filogeogrdfica (ver Figura 23) donde se observa que la
primera expansion del clado A es a La Rioja y Mendoza, seguida por una posterior tanto hacia el noreste (San

Luis, Buenos Aires y La Pampa) como hacia el noroeste (Neuquén) y también al sur (Santa Cruz).

El linaje B agrupa todas las poblaciones pertenecientes a las provincias de Rio Negro y Chubut, y contiene
haplotipos de la poblacion MLV de Mendoza y SCN y SCC de Santa Cruz, aunque solo en la red para D-Loop. En
el arbol de haplotipo el clado B también contiene un haplotipo de la poblacion de San Luis, lo que no se observa en
las redes. La poblacion BAC de Buenos Aires no se incluyo en el andlisis de redes de haplotipos por el tamaiio y
cantidad de datos faltantes de su secuencia, por lo que no se pudo corroborar su pertenencia al clado B como

muestra el arbol de haplotipos.

En el clado B, al revés de lo que sucede en el clado A, se ve mas estructura en la red de D-Loop que en la
de COI Asi, en la red para el marcador D-loop la poblacion de Rio Negro RNP comparte mas de un haplotipo
(basal) con otras poblaciones, mientras que en la red para el marcador COI el unico haplotipo que comparten

poblaciones del clado B es el H20.

La poblacion RNP es la que tiene la mayor variabilidad haplotipica esto sugiere que es la mds antigua del
clado. Esta poblacion también contiene el haplotipo que comparte con el resto de las poblaciones del clado, o esta
separado por pocos pasos mutacionales del resto de los haplotipos encontrados en las demds poblaciones. Por lo
tanto, el grupo B expresaria una posible expansion reciente, compartiendo casi todas sus poblaciones el mismo

haplotipo basal (H20 para COI y D-loop).

La poblacion RNP también tiene un subgrupo de haplotipos divergentes, que se separan por varios pasos
mutacionales tanto en la red para los marcadores concatenados como en la red para COI, aunque esto no se ve tan
claramente en la red para el marcador D-loop, puesto que este grupo pareceria estar solamente representado por
el haplotipo H31. De tal modo, este grupo da indicios de que la poblacion RNP tiene una cierta estructura. Salvo
este grupo, las redes no muestran grandes discontinuidades genéticas; el haplotipo H20 de mayor frecuencia y
amplia distribucion, se ubica en el centro de la red (patron filogeografico “en estrella”) y el resto de los haplotipos
de las poblaciones son exclusivos. En estos se incluyen los haplotipos unicos que aparecen en lo que serian
poblaciones del clado A (CCN, CCC, MLV y SNL), indicando una expansion reciente desde la poblacion ancestral

de este clado, que seria la que tiene el mayor numero de haplotipos RNP.

La conexion del clado B con el clado A es a través de haplotipos hipotéticos y por muchos pasos
mutacionales, quizas debido a que el contacto de estos dos clados en su distribucion es un contacto secundario

luego de expansiones diferentes.
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Figura 19: (a) red de haplotipos para el alineamiento de secuencias de COI+D-loop de longitud 967 pb correspondientes a

28 individuos de Zaedyus pic/iy; (b) red de haplotipos para el alineamiento de secuencias de COI de longitud492 pb

correspondiente a 59 secuencias de Z. pic/iy; (c¢) red de haplotipos para el alineamiento de secuencias de D-loop de

longitud 405 correspondiente a 75 ejemplares de Z. pic/iy. El tamaiio de la esfera es relativo a la frecuencia del haplotipo

que representa y en las ramas se marca con niimeros la cantidad de pasos mutacionales. Los pequeiios circulos rojos

entre las ramas hacen referencia a haplotipos hipotéticos (no muestreados o extintos).

Analisis de la Varianza Molecular

En la tabla de Fst pareados (Tabla 7) se puede observar que las poblaciones MNA, MSR, CHE, SCS, CHP,

CHR, CHC y BAC no presentan diferencias significativas con ninguna poblacion, pero estos resultados deben ser
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desestimados o considerados preliminares debido a su escaso tamario muestral (n=1). Teniendo en cuenta esto y
analizando el resto de las poblaciones, se puede apreciar cierto grado de diferenciacion regional, ya que las
poblaciones de Cuyo (La Rioja —LRP- San Luis —SLC- y Mendoza —MLV-MMA) presentan diferencias
significativas respecto de las poblaciones del norte de la Patagonia (Rio Negro -RNM —RNP- y Neuquén—NJA) y
algunas de ellas con poblaciones del centro (Chubut —CHT-CHA) y sur de Patagonia (Santa Cruz —SCP-SCN) asi
como también con la poblacion BAL (Buenos Aires y La Pampa). De las poblaciones de Cuyo, la de San Luis

presentouna identidad propia, diferenciandose de las demds.

Dentro de las poblaciones del norte de Patagonia se ve una diferenciacion de la poblacion de Neugquén
(NJA) con respecto a las poblaciones de Rio Negro (RNM-RNP), mientras que en su conjunto se diferencian con

poblaciones de Santa Cruz (SCN- SCP) y con la poblacion de Buenos Aires y La Pampa (BAL).

La poblacion de Neuguén también se diferencia con las poblaciones de Chubut del centro Patagonia, y las
poblaciones de Chubut tienen a su vez una cierta diferenciacion con las poblaciones del sur de la Patagonia (Santa

Cruz) y con la poblacion BAL de Buenos Aires y La Pampa.
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< 13

SLC
MCP
MLV
MNA
MSR

LRP
CHE
RNM
RNP

NJA
SCN
SCC
SCS
SCP
CHA
CHP
CHT
CHR
CHC
BAC
BAP
BAL

MM

SLC
MCP -

MLV + -
MMA - - -

MRNA - - - -

MSR - - - - -

LRP + - - - - -

CHE - - - - - - -
RNM
RNP
NJA

SCN
SCC - - - - - - - - -
SCS - - - - - - - - - - - - -
SCP - -
CHA + -
CHP - - - - - - - - - - - - - - - -

CHT + - + + - - + - - - + + + - + - -

CHR - - - - - - - - - - - - - - - - - -

CHC - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

BAC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

BAP - - - - - - + - - + + - - - - + - - - - -

BAL - - + + - - + - + + + - - - - + - + - - - -
Tabla 7: Tabla de significancia de Fst pareados en las poblaciones de Zaedyus pic/izy, (+) resultados significativos, (-) resultados no significativos.

+ 4+ + +

+ + +
+
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Para evaluar la estructuracion poblacional revelada en los andlisis anteriores, se hizo un andlisis de la
varianza molecular (AMOVA) realizando 2 pruebas. En la primera, la forma de agrupar fue separando los dos
linajes principales recuperados en el andlisis filogenético. En la segunda prueba, se agrupo segun las dreas

separadas por la existencia de rios de gran caudal (Figura 20), definiéndose cinco grupos.

Ty

] 400
2 kilometers
el

Figura 20: Mapa de la Argentina que muestra con puntos verdes las poblaciones muestreadas de Zuedyus prciy y en

color celeste los cursos de los grandes rios que atraviesan su distribucion, separando dichas poblaciones en cinco grandes

dreas.

Los resultados que se muestran en la Tabla 8 sugierenque la agrupacion por linajes es la que mejor
explica la variacion entre grupos (53,69 %, ct=2,74069). Sin embargo, la forma de agrupar segun las dreas
divididas por los rios explica, con un porcentaje similar, la variacion entre los grupos (47,12 %, ct=1,98781)

siendo ambos porcentajes estadisticamente significativos.
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Agrupaciones % entre grupos (Pct) % dentro de grupos (Qsc) % dentro de poblacion (¢st)
Linajes 53.69% (2.74069%) 7.36% (0.37552%) 38.96% (1.98880%*)
Rios 47.12% (1.98781%) 5.74% (0.24199%) 47.14% (1.98880%*)

Tabla 8: Anadlisis de la Varianza Molecular para: pruebas 1 la agrupacion se corresponde con los linajes obtenidos y
prueba 2 donde las poblaciones se agruparon segun separacion de grandes rios. El asterisco (*) indica una significancia
dep<0,01.

Diversidad genética en el espacio y aislamiento por distancia

Con respecto a la distribucion geogrdfica de la diversidad genética, analizando todas las secuencias
obtenidas para Zaedyus pic/iry de ambos marcadores concatenados se observa una proyeccion en general plana,
con unas depresiones marcadas en lo que seria la zona central de Mendoza y San Luis. Esto indica una baja
diferenciacion genética en esa zona geogrdfica, y una diversidad genética relativamente uniforme en el resto de la
distribucion (Figura 21.4.1). Lo mismo se desprende de la autocorrelacion espacial (Figura 21.4.2), a pesar de no
ser significativa (V=0,0037,p=0,3250), y del test de Mantel (Figura 21.4.3), que si fue significativo (r=0,487;
p=0,0059). Ambas muestran el mismo patron: todas las clases de distancia genética presentan valores altos en
todo el rango de distancia geografica. Esto indicaria que Zaeayus pic/zy no sigue un modelo de aislamiento por

distancia.

Realizando los tres andlisis para los clados A y B (obtenidos en andlisis anteriores) por separado y para
ambos marcadores concatenados, se puede observar que la proyeccion de la interpolacion del paisaje genético
para el clado A es muy similar a la anterior obtenida para todas las secuencias de Zuedyus pic/y, observandose
las mismas depresiones y algunas elevaciones que dan la pauta de zonas con un poco mas de diferenciacion
genética: zona Norte de San Luis y San Juan (Figura 21.B.1). En cuanto al clado B (Figura 21.C.1) se hacen
visibles unas depresiones a los -43° lat -66° long, noreste de Chubut, donde habria una baja diversidad, y algunas
leves elevaciones en lo que seria la zona noroeste limitrofe entre Neuquén y Rio Negro, donde habria mas
diferenciacion genética. También se observa que tanto el clado A como el B presentan patrones similares de
distribucion de los datos para la autocorrelacion (Figura 21.B.2; C.2), aunque ninguno fue significativo (A:
v=0,0059, p=0,6150y B: v=0,0091; p=0,8760). En el test de Mantel también se observan los mismos patrones no
significativos (A: r=0,0533; p=0,0609 y B: r=0,0138, p=0,3816) (Figura 21.B.3;, C.3). Estos patrones no se
diferencian con los encontrados para los andlisis de todas las secuencias, indicando que ninguno de los dos clados

(A y B) seguiria un modelo de aislamiento por distancia.
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Figura 21. Para todas las secuencias obtenidas de ambos marcadores concatenados: A.1) Resultados de la interpolacion
de la diversidad genética en el paisaje, A.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y A.3) Resultado del Test de
Mantel. Para las secuencias de ambos marcadores concatenados, pertenecientes al clado A: B.1) Resultados de la
interpolacion de la diversidad genética en el paisaje, B.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y B.3)
Resultado del Test de Mantel. Para las secuencias de ambos marcadores concatenados, pertenecientes al clado B: C.1)
Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el paisaje, C.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion
espacial y C.3) Resultado del Test de Mantel.
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A fin de establecer si algun tipo de sefial o patron fue enmascarado al concatenar los dos marcadores, se
realizaron los tres andlisis para cada marcador por separado. Esto se hizo tanto para todas las secuencias

obtenidas de cada una, como asi también separandolas en los clados A y B para cada marcador.

Observando la distribucion geogrdfica de la diversidad genética para las secuencias del marcador D-Loop
obtenidas para Zaedvus pichiy, se ve una proyeccion mucho mds accidentada donde se acentuan las elevaciones y
se suavizan las depresiones. Las regiones con elevaciones estan separadas por llanuras, las zonas con mas
diferenciacion genética se separan y reproducen claramente cuando se analizanlos clados por separado, donde
también se acentuan las depresiones debidas probablemente a la falta de la diversidad del clado no representado
en cada caso (ver mas adelante). No obstante, al analizarlos en conjunto se observa una mayor diversidad genética
en el norte y sur de la distribucion (aportada por el clado A) y la diversidad en el centro de la distribucion, mas
concentrada (aportada por el clado B) (Figura 22.4.1). La autocorrelacion espacial (V=0,0420; p=0,0510) Figura
20.A.2, fue significativa, como asi también el test de Mantel (r=0,1903; p=0,0009) (Figura 22.4.3). Ambos andlisis
muestran el mismo patron, donde se ve que solo en las primeras clases hay un aumento de la distancia genética a
medida que aumenta la distancia geogrdfica, dando la pauta de que a distancias cortas podria estar actuando el

aislamiento por distancia.

En cuanto a los clados A y B para este marcador, se puede observar que las proyecciones de la
interpolacion del paisaje genético para ambos clados exacerban lo encontrado en los andlisis para los marcadores
concatenados. En la proyeccion del clado A se observan las mismas depresiones y elevaciones que dan la pauta de
zonas con una mayor diferenciacion genética (zona Norte de San Luis y San Juan, Figura 22.B.1). En cuanto al
clado B (Figura 22.C.1) se hacen visibles depresiones en lo que seria la zona noreste de Chubut, donde habria una
baja diversidad, y elevaciones en lo que seria la zona noroeste limitrofe entre Neuquén y Rio Negro, donde este
clado tendria la mayor diferenciacion genética. También se observa que tanto el clado A como el B presentan
patrones similares de distribucion de los datos para la autocorrelacion (Figura 22.B.2; C.2) y test de Mantel
(Figura 22.B.3; C.3), siendo significativos para A (v=0,09107, p=0,0040; r=0,2519, p=0,0009) pero no para B
(v=0,09015, p=0,5080; r=0,0789, p=0,1598). Se observa el mismo patron que el obtenido para todas las
secuencias del marcador sin distinguir clados, donde se ve que, de forma general, solo en las primeras clases hay
un aumento de la distancia genética a medida que aumenta la distancia geogrdfica, dando la pauta de que a

distancias cortas podria estar actuando el aislamiento por distancia.
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Figura 22. Para todas las secuencias obtenidas del marcador D-loop: A.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad
genética en el paisaje, A.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y A.3) Resultado del Test de Mantel. Para
las secuencias del marcador pertenecientes al clado A: B.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el
paisaje, B.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y B.3) Resultado del Test de Mantel. Para las secuencias
del marcador pertenecientes al clado B: C.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el paisaje, C.2)

Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y C.3) Resultado del Test de Mantel.
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La proyeccion de la distribucion geogrdfica de la diversidad genética para las secuencias del marcador
COI, se observa aun mas accidentada que la obtenida para el marcador D-Loop, mostrando el mismo patron
aumentado (Figura 23.4.1). Lo mismo sucede con la autocorrelacion espacial (V=0,0769,p=0,0370; Figura
23.4.2), y el test de Mantel (r=0,26087; p=0,0009; Figura 23.4.3) que fueron significativos.

Como es de esperar, las proyecciones para los clados por separado también exacerban lo encontrado en
los analisis para los marcadores concatenados y el marcador D-Loop (Figura 23.B.1y Figura 23.C.1), siendo la
autocorrelacion (Figura 23.B.2; C.2) y el test de Mantel (Figura 23.B.3; C.3), significativos para A (v=0,0727;
p=0,0250; r=0,2514, p=0,0009) pero no para B (v=0,23169; p=0,08800; r=0,0893; p=0,2727).
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Figura 23. Para todas las secuencias obtenidas del marcador COI: A.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad
genética en el paisaje, A.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y A.3) Resultado del Test de Mantel. Para
las secuencias del marcador pertenecientes al clado A: B.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el
paisaje, B.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y B.3) Resultado del Test de Mantel. Para las secuencias
del marcador pertenecientes al clado B: C.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el paisaje, C.2)

Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y C.3) Resultado del Test de Mantel.

Historia demogrdfica
Indices de diversidad y pruebas estadisticas

En cuanto a los valores de diversidad genética, se puede observar una alta diversidad haplotipica (Hd) y

nucleotidica () para el linaje A y una mds moderada para el linaje B, que a pesar de contener un subgrupo
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divergentes pertenecientes a la localidad de RNP (red de haplotipos, Figura 19) sus haplotipos son mds parecidos

entre si que en el grupo A. La diversidad nucleotidica () toma valores altos cuando se analizan ambos linajes

juntos (ver Tabla 9).

Las pruebas de neutralidad realizadas para el conjunto de linajes de la especie muestran que la D de
Tajima’s y Fs de Fu’s tienen valores negativos y significativos, mientas que el rg tiene un valor bajo, lo cual
sugiere una expansion, pero sin significancia estadistica (Tabla 9). El promedio de la cantidad de diferencias
pareadas es de 6,718 y la distribucion de las diferencias pareadas genera una grdfica levemente multimodal,
aunque dentro del rango de lo esperado (Figura 24. A y B). A pesar que el valor de rg no es significativo, el valor
de Fs es una prueba muy potente para determinar expansion (Ramos-Onsins y Rozas 2002) y por lo tanto aqui se
considera que el proceso de expansion demogrdfica estda ocurriendo en Zaedyus prc/izy. Tomando los linajes por
separado, los resultados sugieren una expansion para ambos grupos, aunque menos marcada para el linaje A.
Todos lo estadisticos son negativos y significativos, y los valores de las distribuciones de las diferencias pareadas
son bajos y significativos para un P < 0,05 (Tabla 9). De alli resultan grdficas unimodales, nuevamente no siendo
tan clara para el clado A (Figura 24- A y B). El promedio de diferencias pareadas fue de 6.008 para el Ay 2.059
para el clado B (Tabla 9).

Indices de Diversidad Test de Neutralidad Andalisis “mismatch distributions”
Linaje
N° ic
D de .
S | Hd+sd T L Fsde Fu's SSD r medio
Tajima’s .
de dif.
A 40 0'9j44 0. 01003 -1.60094 -25.38808 0.01175 0.03764 6.008 3 (229
0.0028 | 0.05021 (p=0.03400) | (p=0.000000) | (p=0.45000) | (p=0.04000) 10.863
B 56 0'9592 0'0(1794 -2.65547 -26.23102 0.02002 0.11324 2059 ]'2_90
0.0043 | 0.04418 (p=0.00000) (p=0.00000) (p=0.07000) | (p=0.02000) 3181
4+B 60 0'9£H 0'0150] -1.38363 -24.82303 0.01904 0.03416 6.718 2'3_67
0.0012 | 0.07026 (p=0.04900) (p=0.00000) (p=0.51000) | (p=0.25000) 12,999

Tabla 9: Diversidad genética y estadisticos en los diferentes linajes de Zaedyus pic/iy, ver linajes en el darbol (Figura 17).

Para cada uno se muestra la diversidad haplotipica con su desvio estindar (Hd_sd), la diversidad nucleotidica (Tt), los
indices de neutralidad D de tajima y Fs de Fu con sus respectivos valores de significancia y valores asociados a la
distribucion de las frecuencias de las diferencias pareadas: SSD=suma de las desviaciones cuadradas entre las
distribuciones de frecuencias observadas y esperadas, r= indice de irregularidad (Harpending 1994), N° medio de

diferencias y IC= intervalos de confianza de los N° medios de las diferencias pareadas.
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Figura 24: Distribucion de las diferencias pareadas en: todas las muestras de Zuedyus pic/zy (AB), en el linaje Ay en el
linaje B. En los grdficos se observa con linea color gris la distribucion de los datos y con linea color negra la distribucion
esperada bajo un modelo de expansion demogrdfica.
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Anadlisis bayesianos: Reconstruccion demogrdfica y filogeografia bayesiana de Zaedyus pic/izy en Argentina

El programa Tracer v1.5 arrojo que el modelo demogrdfico que mejor se ajusto a los datos es el constante,
es decir que la variacion en el tamario efectivo poblacional (Ne) a través del tiempo no hace que los datos
resuelvan con mayor credibilidad un modelo dado. Por ello se asume un modelo constante de tamario poblacional,
no siendo necesario mostrar el resumen visual de la reconstruccion demogrdfica. También se realizo el andlisis
para cada linaje principal, obteniéndose los mismos resultados que en el analisis global. Un proceso de expansion
poblacional suele ir acompariado de un aumento del tamario efectivo poblacional aunque puede no ocurrir, la
expansion si fue detectada por todos los estadisticos utilizados, incluso por la distribucion de diferencias pareadas

para los linajes por separado.

Para la reconstruccion filogeogrdfica ninguna corrida logré la convergencia de las cadenas ni la
estacionalidad de los pardametros (ESS), aun aumentando sucesivamente las interacciones. Tampoco se obtuvieron

resultados confiables para las matrices de los marcadores moleculares por separado.

Solo se logro obtener una corrida con convergencia y estacionalidad de los parametros bajo los modelos
de reloj molecular estricto, demogrdfico constante, y modelo estricto de difusion browniano estandar (BD), es
decir, utilizando los modelos mas simples de reloj molecular, demografia y difusion (donde estos procesos
permanecen homogéneos en el tiempo) y utilizando la matriz concatenada pero cortando todas las secuencias al
tamario de la secuencia mas chica y eliminando las que tenian gran cantidad de datos faltantes. De tal modo,
quedo finalmente un numero reducido de secuencias, representando cada una de ellas un haplotipo, simplificando

asi la matriz y produciendo solo una primera aproximacion.

La Figura 25 muestra la reconstruccion animada de la inferencia espacio-temporal de la filogeografia de
Z pichy realizada mediante el programa Spread vi (Bielejec er a/ 2011) y visualizada en Google Earth
(disponible en http://earth.google.com). Ellas ilustran como la especie se extendio a través del tiempo segun la
inferencia obtenida. No fue posible que el programa graficara las medidas de incertidumbre producidas por las

inferencias de los lugares ancestrales.

Es posible que las incongruencia obtenidas y la imposibilidad de obtener corridas confiables con las
matrices separadas y con la matriz concatenada sin modificar, se deban a que los datos faltantes de cada secuencia
pueden generar ruido y enmascarar la informacion que se obtiene cuando se sacan dichas secuencias, es decir, que
tal vez esas matrices no contienen la informacion necesaria para ponerlas a prueba ante modelos complejos y

lograr que se ajusten.
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Figura 25: Reconstruccion animada de la inferencia espacio-temporal de la filogeografia de Zaedyus pic/iy a través del
tiempo. La reconstruccion bayesiana muestra desde la Figura 1 a 11 diferentes momentos sucesivos en la distribucion de
la especie desde su probable centro de origen hasta su distribucion presente. En las ramas se representa con rojo lo mds

basal y se va oscureciendo hacia lo mdas derivado.

El resultado obtenido en el andlisis propone un origen de las poblaciones actuales de Zaedyus pichiy
situado entre Neuquén y Rio Negro, mas precisamente en la zona donde actualmente corren el Rio Neuquén y el
Rio Limay para confluir y formar el Rio Negro (Figura 23.1). De este centro de origen surgen dos linajes casi

simultaneos (Figura 25.2): uno dispersa hacia el norte de Rio Negro, para luego seguir hacia Mendoza (Figura
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25.3-5) y mas actualmente llegar hasta San Juan y La Rioja, pero también hacia el sur de Rio Negro para luego
tomar otras dos rutas de dispersion, una hacia Chubut (desde donde mas actualmente se colonizo Neuquén y Santa
Cruz) y otra hacia La Pampa, expandiéndose de ahi a San Luis y Buenos Aires (Figura 25.6-11). El otro linaje se
expande del centro de origen hacia el centro-sur de Rio Negro y permanece ahi, para mas actualmente expandirse
hacia el sur-oeste de la provincia y también hacia el noreste de Chubut (Figuras 25.7-11), aparentemente

desplazando de esas regiones al primer linagje.

Las rutas y sus patrones de distribucion actual son mayormente congruentes con lo visualizado en analisis
anteriores (arbol de haplotipos, Figura 17, red de haplotipos, Figura 19 y distribucion espacial de los linajes

Figural8), donde se distingue los dos linajes principales A y B.

A pesar de que los desvios en los calculos del reloj molecular resultaron ser muy grandes (por lo que no se
muestran edades especificas); teniendo en cuenta estos desvios la historia que muestran las matrices de datos y sus

andlisis no seria mayor a 40 mil afios.
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Capitulo 4

Discusion

Aportes del andlisis estructural del marcador molecular D-loop

El D-loop es la region que evoluciona mds rapido del genoma mitocondrial, no tiene funcion de
codificacion conocida y su organizacion estructural es similar en todos los organismos. Esta region se puede
dividir en tres dominios: un dominio central conservado, que estd en medio de los otros dos dominios mds
variables, los dominios ETAS y CSB, los cuales contienen elementos altamente conservados que se han mantenido
en porciones de secuencia de estos dominios a través de grandes distancias evolutivas. Esto permite concluir que
Jjuegan un importante papel en la regulacion de los procesos de replicacion y la transcripcion de ADNmt (Sbisa er

al 1997; Nahum 2001).

Estos dos dominios periféricos son los verdaderos responsables de la alta tasa de evolucion de la region,
generando heterogeneidad en longitud debida mayoritariamente a repeticiones en tandem, que pueden incluir o no
a sus elementos conservados y variando su composicion de bases. Esta variacion de la longitud de la Region
Control es un fenomeno bien documentado en una gran cantidad de especies, tanto de invertebrados como de
vertebrados (p.ej., Rand y Harrison 1989; Fumagalli ez a/ 1996, Gemmell ez a/. 1996, Terencio ez al/ 2012) lo que
sugiere que los polimorfismos de longitud se generan con bastante facilidad. En general, los motivos de repeticion
estan ubicados en dos posiciones: adyacentes a los elementos conservados TAS, o adyacentes a los elementos

conservados CSB de cada dominio (Fumagalli ez a/. 1996 Gemmell er a/. 1996, Sbisa ez al 1997).

El fragmento de 80 pb que se repite en las secuencias de la primera porcion de la RC obtenidas y
analizadas en este estudio de varias especies de armadillos, es el motivo de repeticion adyacente a la secuencia
TAS. Los bloques conservados ETASI y ETAS?2 tienen una distancia variable en las diversas especies, con una
longitud de 47 pb (porcion parcial del fragmento) en Dasypus kapplers a 400 (5 veces el fragmento de 80 pb) en
Zaeayus prciy.

El papel de las secuencias repetidas en los dominios laterales no es claro, pero sin duda, son parte de las
estructuras secundarias que ellos forman (una caracteristica adicional conservada de estos dominios) al ser
capaces de doblarse y autocomplementarse, aumentando su estabilidad segun aumenta el numero de unidades
repetidas. Debido a la ubicacion de las secuencias repetidas en el region reguladora y sus propiedades en
términos de conformaciones variables, la eficiencia de la replicacion del DNAmt podria verse afectada, sugiriendo
que podrian potencialmente alterar una region reguladora clave en el genoma mitocondrial (Fumagalli er a/.

1996).
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En estudios anteriores, el numero de repeticiones en el dominio TAS nunca fue mayor que nueve y, en
particular, losresultados obtenidos en esta tesis concuerdan, ya que el mayor numero de repeticiones fue cinco en
una muestra de Zaedyus pichiy. De acuerdo con Fumagalli er a/ (1996) esto se explicaria debido a que la
seleccion parece actuar solo cuando la estructura D-loop es demasiado larga, lo que sugiere que por encima de un

cierto numero de repeticiones los procesos que conducen al inicio de la replicacion pueden ser afectados.

Casi todas las especies de vertebrados estudiadas poseen una unica copia "imperfecta” de las repeticiones
en tandem en el extremo 3 (Fumagalli er a/ 1996), apoyando la idea que el deslizamiento de replicacion
unidireccional es el mecanismo responsable de la gran variacion de longitud en el ADNmt. En este modelo
propuesto, la insercion o eliminacion de unidades repetidas durante la replicacion de ADNmt puede originarse
debido a un desplazamiento competitivo entre repetidos en la estructuras estables de tallo-lazo formadas por ellos
(Buroker ez a/ 1990) o por las estructuras secundarias de los genes flanqueantes (12§ ARNr y ARNt) (Mundy ez a/.
1996). Por ende, la duplicacion de motivos solo deberia ocurrir en una direccion, debido a la replicacion
unidireccional de la cadena H en esta region (Wilkinson y Chapmanl991). De acuerdo a lo mencionado, las
repeticiones en el extremo 5' deben duplicarse o eliminarse mientras que, en el extremo 3' nunca se duplican,
protegiéndose asi de un evento de eliminacion. Esto genera un claro patron de homogeneizacion en el proceso de
variacion de nucleotidos por ciclos reiterados de adicion y eliminacion de repeticiones (ver, por ejemplo, Rand
1994, Fumagalli er a/ 1996) lo cual puede darse intraespecificamente, a nivel de familia, o en categorias mayores

(Faber y Stepien 1997; Cuiet ez a/ 2010).

Sin embargo, el patron de variacion que se observaen las especies de xenartros no es tan claro. En primer
lugar, el repetido del extremo 3'es un repetido trunco, es decir, es solo la mitad de la secuencia del resto de los
repetidos. Esto se ve en todas las secuencias analizadas, sugiriendo que esta secuencia trunca estaba presente en el
genoma mitocondrial ancestral antes de la divergencia de al menos todos los Cingulata que, pareciera, fue
adquiriendo polimorfismos luego de la division de las subfamilias. La unica secuencia en la que no se encontro el
repetido trunco es en la que tiene el mayor numero de repetidos encontrados (cinco) de Zpic/iy. Esto puede
deberse a la longitud del fragmento secuenciado, ya que la posicion de los cebadores que se usaron para

secuenciarlo no son fiables en las secuencias que poseen mas de cinco repeticiones en tandem.

En lo que respecta a los Euphractinae, se apreciaque el repetido trunco (llamado 2.5 0 3.5 en este estudio)
es el unico en que Fuptractus se parece a las demas especies de Euphractinae mas que a sus repetidos enteros
(Figuras 6 y 7), dando la pauta que es el mds antiguo y esta protegido de la eliminacion y homogenizacion,
mostrando lo que seria la secuencia antigua de los Euphractinae con algunas mutaciones puntuales. En los
repetidos enteros, se ve claramente la separacion de Fuptractus del resto de los representantes de la subfamilia,ya
que sus tres repetidos son casi idénticos entre si (Figuras 6 y 7), mostrando mayor homogenizacion y sugiriendo

una mayor tasa de insercion de repetidos en esta region para esta especie que en el resto de las especies.
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Las secuencias del repetido 2 de Zaedvus pichzy y Chaetoplractus se parecen mas entre si y a la del
repetido trunco que al repetido 1 de cada especie, lo que sugiereque el proceso de homogenizacion no se ha dado a
nivel de especie en estos dos géneros, ya que la convergencia en el numero de repetido y en la mayoria de las
mutaciones puntuales seria menos parsimoniosa. Lo mismo pareceria ocurrir con los repetidos extra (R3, R4 y RS)
de las diferentes secuencias de Zaedyus pichiy que también son parecidos al consenso de Euphractinae sin
Luplractus sexcinctus del repetido 2 aunque con mds polimorfismos debido a que los errores aumentan con el
mayor numero de repetidos. El numero de mutaciones diferenciales entre Zaedyusy Chaetopl/iractus en el repetido
1 es menor que en el repetido 2, dando la pauta que el 1 es mas reciente. En sintesis, los repetidos enteros parecen
evolucionar con tasas muy distintas en Fuplractus que en el resto de los géneros. La hipotesis mds parsimoniosa
para explicar todo esto daria la pauta de mas cercania entre Zaedyusy Chaetoplractus, lo que no concuerda con

la filogenia clasica de la subfamilia Euphractinae.

Por otro lado, si analizamos las secuencias de la RC sin tener en cuenta las repeticiones, estas mostraron
la misma organizacion general previamente informada por Poljak er a/ (2010) en el género Chaetoplractus,
aunque sus diferencias no separan claramente a las especies. Por ello, comparar el numero y composicion de las
repeticiones para analizar la filogenia puede ser otro aporte valido a la discusion que, segun distintas hipotesis,

relacionan alternativamente a losgéneros de Euphratinae.

Que los repetidos extra en las secuencias de Zueavus pic/zy con mas de dos repetidos sean parecidos al 2,
da la pauta de que estas conformaciones serian mds antiguas que la de solo dos repetidos enteros mas el trunco, la
cual comparten Zaeavusy Chaetophractus. Entre dichas conformaciones estd la de tres repetidos mas el trunco,
pudiendo ser una hipotesis que se apoye en la filogenia tradicional, lo que podria explicarse asumiendo que la
secuencia de tres repetidos enteros mas el trunco sea “la ancestral”. En Fuplractus sexcinctus aumento su tasa al
homogeneizarse los repetidos, mientras que en Chaeloplractus se pierde un repetido. A pesar de que la mayor
variacion de conformaciones encontradas en Zaeavus pickiy apoya que sea la mds antigua, también podria
explicarse porque es la que cuenta con mas muestras secuenciadas, pudiéndose encontrar en el futuro mds

conformaciones en los otros géneros.

Otra alternativa para explicar el patron de repetidos en los Euphractinaeseria que la secuencia ancestral
tuviera dos repetidos y el trunco y que, al divergir Euypliractus, aumentara su tasa y adquiriera un repetido extra,
siendo esta explicacion mas parsimoniosa que la anterior. Esto indica que la aparicion de un tercer repetido esun
evento que habria ocurrido al menos dos veces en este grupo. Cabe esperar que esta conformacion apareciera con

la secuenciacion deun numero mayor de muestras en las especies de Chaelophractus.

Al observarlos repetidos en el resto de las especies de armadillos y analizando en particular al género
Dasypus, se apreciaque también hay variacion en el numero de repetidos entre sus especies. En el caso de este

género, la hipotesis mas parsimoniosa de la aparicion de los repetidos no estaen conflicto con su filogenia.
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Estas conclusiones podrian tener implicancias filogenéticas para la subfamilia, ya que en el resto de las
especies de armadillos en que se analizaron los repetidos, su variacion parece tener concordancia con la filogenia.
Sin embargo, debe tenerse en cuenta que hay presion de seleccion por la estabilidad estructural de esta region, asi

como también indicios de seleccion ambiental.

En cuanto al numero de copias favorecido por la estabilidad de la estructura secundaria, al menos en los
Euphractinae este estaria entre dos a tres repeticiones mas la repeticion trunca, ya que las conformaciones con
mayor numero de repeticiones encontradas en secuencias de Zaedyus pichzy no son las que prevalecen en la
especie. Ademas, todas las secuencias de Chaetoplractus y Luptractus hasta el momento tienen la misma
conformacion y numero de repetidos. Dado que tres seria el numero de repetidos mas estable, esta configuracion
concuerda con la propuesta de Buroker er a/ (1990), quienes propusieron el modelo de deslizamiento de
replicacion unidireccional por el cual se originan las repeticiones. Debido a esto, se estimaque gran parte de la
presion evolutiva en esta region no codificadora parece actuar en el nivel de la estructura secundaria en lugar del
nivel de secuencia (Fumagalli er a/ 1996) haciéndola una region muy elegida como marcador molecular para
estudios de genética de poblaciones, filogenia y filogeografia (Avise 2004, Chen ez a/ 2004, Hrbek y Farias 2008).
Sin embargo, en estos estudios se descartan las repeticiones, ya que la variacion en la longitud de las secuencias
hace dificil su alineacion y aunque es cada vez mds comun detectar su presencia en al menos uno de los dominios
mitocondriales de muchos taxones, muchas veces se omite y no se analiza, perdiéndose informacion valiosa. El
andlisis de las repeticiones deberia realizarse separadamente, como en este estudio. A pesar que las mutaciones
puntuales responderian al modelo neutral de evolucion molecular, la variacion en la tasa de mutacion y la posible
homogenizacion, junto con las inserciones/deleciones de repetidos pueden, por ejemplo, borrar o duplicar
polimorfismos, causando diferencias entre individuos, especies, o géneros, tergiversando asila historia evolutiva y
no permitiendo un andlisis con los métodos de alineacion tradicionales. Incluir alguna de estas repeticiones o
pasar por alto alguna variacion puede introducir informacion contradictoria en las matrices de secuencias, motivo
por el cual para el andlisis filogeogrdfico de Zaedyus pic/iy en este estudio solo se han utilizadolas secuencias con
la menor cantidad de repetidos, al tiempo que se excluyo este marcador en el andlisis de la filogenia de los

Euphractinae.

Un ejemplo de la informacion valiosa que aporta el andlisis de las repeticiones es representado por el
estudio de poblaciones del pez-arroz japonés COryzias latipes (Actinopterygii) que indico una correlacion
significativa entre el numero de repeticiones en tandem y la latitud geogrdfica de las secuencias, donde el numero
de las repeticiones fue mucho mayor en las poblaciones que habitan regiones mas frias y altas, y el numero de
copias disminuyeron gradualmente entre poblaciones encontradas en latitudes mas bajas, llegando a no tener
repetidos en sus secuencias en poblaciones que habitan regiones tropicales (Hirayama er a/ 2010) demostrandose
asi que puede haber seleccion ambiental en el numero de repetidos. En los Euphractinae hasta el momento solo se

encontro variacion entre individuos en el numero de copias en Zaedyus pic/iy, siendo también donde se encontro el
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mayor numero de repeticiones. Esta especie esta relacionada al frio y altura, por lo que habria que aumentar el
muestreo para poder poner a prueba esta hipotesis. En particular, también son buenos candidatos el resto de las
especies de la subfamilia: Chaetoplractus vellerosus por tener poblaciones de mucha altura y poblaciones al nivel
del mar (poblacion disyunta de la costa bonaerense), C. nationi por registrarse en ambientes de altura, C. villosus,
que pese a no habitar en alturas, posee la distribucion mas austral (aunque se cree que esta condicion se dio muy
recientemente, Poljak er a/ 2020) y Luplractus, con una gran distribucion en climas mas cdlidos, que va desde

latitudes templadas a tropicales.

Para Zaedvus pictry, en este estudio no solo se han encontrado individuos con diferentes numeros de
copias, sino que también se han detectado secuencias con diferente nuimero de repetidos en un mismo individuo. La
frecuencia de este fenomeno (conocido como heteroplasmia) varia en gran medida entre diferentes grupos de
organismos, pero es mas comun de lo que se creia anteriormente. Sin duda, las nuevas tecnologias permiten la
deteccion de este fenomeno de forma mas confiable y detallada. Los estudios actuales han estado enfocados
principalmente a humanos y peces (Ludwig ez @/ 2000) y se han limitado, mayoritariamente, a la Region Control
(no codificante) del ADNmt, ya que se ha demostrado que puede ser, en algunos casos, responsable de la
diferencias en el tamario (Foster ez a/ 2010), también causado por hibridacion introgresiva (p.ej., Reis ez a/ 2010
en quelonios). En el caso de Zaedvus prc/zy, la obtencion de secuencias de la RC con diferente numero de repetidos
para un mismo individuo sugeriria que el polimorfismo de longitud es debido a la heteroplasmia. Segun Gibb ez a/.
(2016), que un evento de introgresion y/o hibridacion haya afectado significativamente el mitogenoma de los
xenartros es poco probable, debido a la congruencia global de los analisis filogenéticos y de datacion de base

nuclear y mitocondrial.

Los mecanismos moleculares que causan heteroplasmia aun no son conocidos en su totalidad, aunque se
han propuesto diferentes explicaciones para la ocurrencia de este fenomeno en los organismos. Una de las posibles
causas es el estrés oxidativo, ya que puede afectar al ADNmt de diversas formas. Entre las mas conocidas pueden
mencionarsela alteracion oxidativa de bases, el aumento en el nivel de deleciones, y la aparicion de mutaciones

puntuales (Rand 1993; Herndandez 2005, Gil y Sanchez 2010).

Otros estudios demostraron que las mutaciones heteroplasmicas pueden variar significativamente entre
diferentes tejidos, incluso en el mismo individuo (Wallace 2008). Un trabajo en una poblacion de la carpa comun
Cyprinus carpio (Actinopterygii) en la quese evaluo el grado de heteroplasmia en el musculo, higado y rifion,
demostro que el tejido muscular es mas heteroplasmico (Cao ef a/ 2015). En este estudio, la mayor parte de las

muestras de Zaeayus pic/y analizadas son de tejido muscular.

El grado de heteroplasmia puede variar también entre individuos, presentando diferentes porcentajes de

mutaciones heteroplasmicas. Por ende, se deduce que hay diferencias en las tasas evolutivas del ADNmt de los
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individuos, posiblemente influenciadas por factores ambientales que pueden llegar a fijar caracteres genéticos en

la poblacion por medio de procesos estocdsticos como la deriva génica (Delgado Cano 2017).

Estudios en humanos demuestran que las mutaciones heteroplasmicas se encuentran a lo largo de todo el
genoma mitocondrial, afectando diferentes genes codificadores de proteinas, ARNt y ARNr. La presencia de
heteroplasmia en las regiones del ADNmt es independiente de la longitud y ubicacion de dichas regiones, incluso
los ARNes de transferencia tienen mayor tasa de heteroplasmia en comparacion con las regiones codificantes de
proteinas 'y ARNes ribosomicos. Esto ocurre porque sus secuencias se pliegan en estructuras secundarias
caracteristicas, mientras el ADNmt se esta replicando. Estas conformaciones estructurales contribuyen a la
insercion o delecion de nucledtidos, dando lugar a variaciones de longitud y heteroplasmia (Moritz ez a/ 1987). En

parrafos anteriores se ha mencionado que esto esta relacionado a lo que sucede en la RC del D-loop.

En cuanto a la menor incidencia de heteroplasmia en regiones conservadas, se observaron por ejemplo
porcentajes mas bajos para algunos genes del complejo IV (Citocromo ¢ oxidasa) (Broughton ez a/ 2001). Es
decir, que las regiones menos variables en cuanto a heteroplasmia corresponden frecuentemente a dominios

hidrofilos de la membrana en proteinas como COL

El otro marcador utilizado en este estudio es COI, descartando que los andlisis realizados tengan algun
sesgo por heteroplasmia. Otros vertebrados comparten caracteristicas similares con las heteroplasmias humanas,
ocurriendo la mayoria de las heteroplasmias detectadas en regiones intergénicas (Villarer a/. 2016). Sin embargo
puede haber diferencias en el grado heteroplasmico de cada individuo o linajes, y esto puede ser el resultado de la
segregacion replicativa del ADNmt, procesos estocdsticos como la deriva génica, introgresion de ADNmt paterno,
entre otras (Cao er al 2015). Por ejemplo, Novelletto ez a/. (2016) concluyen que hay diferencias de las regiones o
genes con mutaciones heteroplasmicas entre linajes de quelonios,y que ellas representan novedades evolutivas y

permiten inferir que estan operando la adaptacion local y/o los polimorfismos basados en la seleccion local.

Estudios en humanos por medio de tecnologia de secuenciacion de proxima generacion (NGS) sugieren
que la deriva genética y/o la seleccion natural pueden estar actuando en el ADNmt para reducir la frecuencia de
las mutaciones heteroplasmicas a nivel poblacional (Ramos ez a/. 2013). De hecho, la heteroplasmia en posiciones
altamente estables podria tener un mayor impacto en laviabilidad de las mitocondrias, lo que sugiere que la
seleccion purificadora debe estar operando para prevenir su fijacion dentro de los individuos. Es decir que se cree
que la desviacion hacia la homoplasmia de la mayoria de las mutaciones heteroplasmicas se evitaria normalmente
por la gravedad de la alteracion de la fosforilacion oxidativa y la consiguiente reduccion del estado reproductivo.
Por lo tanto, las variantes de secuencia que han alcanzado la homoplasmia deben ser neutrales en términos de
evolucion y, por tanto, utiles solo para trazar la evolucion, aspectos demogrdficos y de migracion. Sin embargo, ya

hay documentadas excepciones, como el caso de una o mas variantes homopldasmicas no neutras en humanos
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(Skorecki y Behar 2016). También se han detectado interacciones epistdticas con otros locus genomicos y posible

seleccion por factores ambientales (Skorecki y Behar 2016).

Los resultados de esta tesis serian el primer indicio de heteroplasmia en al menos la region D-Loop de
armadillos, debiendo avanzarse en el conocimiento de la genética mitocondrial y en su estado genético en sus
especies. Es recomendable realizar otros estudios con mayor numero de individuos, para obtener resultados que
reflejen mejor el estado poblacional y las tendencias de estas especies, utilizando alguna de las diversas técnicas
para la deteccion de heteroplasmiacomo por ejemplo la secuenciacion de alto rendimiento o tecnologia de
secuenciacion de proxima generacion (NGS), siendo el método que actualmente es mds efectivo y confiable (Li er
al 2010; Huang 2011; Wallace 2005). A pesar de esto, es dificil detectar y valorar la heteroplasmia en diferentes
tejidos afectados y aun no existen reportes del porcentaje de heteroplasmia del genoma mitocondrial completo de

vertebrados, ni de su nivel en cada region.

La heterogeneidad aparente que surge de las posibles explicaciones de lo encontrado en Euphractinae,
tantoa nivel interespecifico como intraespecifico, hace que sea dificil proponer un patron general de variacion en

sus repeticiones de la RC de D-loop.

El andlisis de los polimorfismos de nucledtidos de secuencia de repetidos revelo homogeneidad entre
repeticiones dentro de Fuplractusy heterogeneidad en Zaedvus + Chaetoptractus. Se observa heterogeneidad en
el numero de repeticiones entre los individuos de Zaedyus prc/izy ademas de heterogeneneidad entre y también

dentro de la especie pudiendo ser causado por heteroplasmia (Figura 5).

Profundizar el estudio comparativo del ADNmt en lasespecies de dichos géneros, con muestras
representativas de la distribucion de cada una de las especies que consideren factores ambientales permitiria: (1)
confirmar que las repeticiones en tandem en la RC de Zaeayus pic/iy son debidas a la heteroplasmia; (2) buscar
heterogeneidad de polimorfismos de repetidos entre individuos dentro de las especies y determinar sus causas, (3)
buscar heteroplasmia en esas especies y secuencias repetidas en tandem en el otro dominio de la RC,; (4) buscar
heteroplasmia en otras regiones, (5) indagar diferencias de heteroplasmia entre diferentes tejidos, (6) identificar si
no hay direccionalidad en la heteroplasmia en determinadas regiones; y (7) intentar dilucidar cual es la verdadera
carga de la heteroplasmia relacionada con variaciones en la secuencia de mtDNA, a fin de comprobar la

neutralidad de los marcadores moleculares de los andlisis filogenéticos y filogeograficos.
Aportes moleculares a la filogenia de la subfamilia Euphractinae

Los analisis MP, MV e IB del gen COI no resolvieron las relaciones dentro de la subfamilia Euphractinae
(Figuras 10, 11 y 12), coincidiendo con estudios anteriores morfologicos y moleculares (Engelmann 1985, Delsuc
eral 2002, 2003; Gaudin y Wible 2006; Moller-Krull ez a/. 2007). A pesar que se incluyé a todas las especies de la

subfamilia representadas por mds de un espécimen, factor muy importante en filogenias complejas, es probable que
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la ambigiiedad persista debido a la rapida diversificacion que sufrio esta subfamilia (Delsuc ez a/. 2004), asi como
también por la heteroplasmia mitocondrial mencionada anteriormente, y/o la seleccion natural. Sin embargo,
trabajos con marcadores nucleares codificantes y no codificantes informan resultados similares (Abba er a/ 2015).
En tal sentido, es posible inferir con cierto grado de certeza que la diversificacion seria responsable de la

dificultad en resolver los parentescos.

El arbol reconstruido del andlisis Bayesiano particionado de multiples secuencias (utilizando especimenes
de cada unidad taxonomica), combinando el marcador del gen mitocondrial con dos marcadores nucleares,
resuelve en parte estas relaciones (Figura 13), sosteniendo a Zaeayus pic/iv como la primera especie en divergir,
lo que coincide con la hipotesis filogenética tradicional (Frechkop y Yepes 1949, Engelmann 1985; Gaudin y Wible
2006). Sin embargo, el clado Fupliractus + Chaetopliractus recibe apoyo moderado, por lo tanto las relaciones
entre las especies de esta filogenia compleja no se resuelven bien, lo que sugiere que podria tratarse de una
tricotomia. Finalmente, el andlisis de las probabilidades posteriores de las diferentes hipotesis de delimitacion
apoya la hipotesis de que Zaedvus prc/zy es la especie basal de la subfamilia Euphractinae, coincidiendo con el
registro fosil, los estudios morfologicos craneo dentales (Gaudin y Wible 2006) y los estudios moleculares de
marcadores nucleares codificantes (Abba er a/ 2015). Las hipotesis que agrupan a las tres especies restantes
tienen BPP similares, en particular, la que agrupa a Luplractus sexcinius con Chaelopliractus villosus presenta
menos ramas ambiguas segun la visualizacion del plot generado por Densitree (Figura 15). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Delsuc er a/ (2003), que analiza dos genes mitocondriales (diferentes a la COI)
concatenados con tres exones (dos se utilizan en este estudio) aunque incluyendo unicamente a C. villosus como

representante del género Chaelophractus.

En su estudio de retroposones y sus regiones flanqueantes, Méller-Krull er a/ (2007) utilizana
Chaetoplractus vellerosus para representar al género Chaeloplracrus. Tanto la reciente filogenia de xenartros
mediante ADNmt completo realizada por Gibb (2016) asi como la particion de marcadores nucleares no
codificantes de Abba et a/ (2015), en la que se sinonimiza a C. vellerosus 'y C nationi, sugieren la parafilia del
género Chaetop/iractus. En este contexto, C. vellerosus resulta mas relacionado con Zaeavus piciiy que con C!
vitlosus. Sin embargo, las posiciones relativas C. villosus y Fuplhractus sexcincius siguen aun inciertas, con
posiciones conflictivas que no ofrecen fuerte apoyo. Esta hipotesis es apoyada también por estudios cromosomicos
(Lizarralde er al 2005, Jorge y Pereira 2008) y concuerdan con andlisis morfologicos poscraneales (Abrantes y
Bergqvist 2006) a pesar que no existe acuerdo entre todos los autores acerca del valor del esqueleto y los escudos

en la filogenia de algunos grupos de xenatros (Delsuc ez a/. 2016).

Abba er al (2015) explican la discrepancia entre los estudios moleculares por la especie utilizada para
representar al género Chaeloptractus, ya que hasta ese momento las dos especies del género nunca habian sido
incluidas en un mismo estudio molecular o morfologico. Sin embargo, en dicho articulo se incluyeron todas las

especies y tampoco dichos autores obtuvieron reconstrucciones filogenéticas concluyentes. Esto mismo sucedio en
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esta tesis. Abba er all (2015) sugieren que la discrepancia entre el andlisis de datos de marcadores nucleares no
codificantes con marcadores codificantes podria explicarse por el escaso numero de sitios informativos disponibles

en las dos matrices de secuencias utilizadas, especialmente en aquella de los marcadores codificantes.

En esta tesis, como en el estudio de Gibb er a/ (2016) basado en mitogenoma, las secuencias utilizadas
tienen tasas de variacion mas elevadas y sigue habiendo ambigiiedad o apoyo bajo tanto para la hipotesis
tradicional o como para la parafilia del genero Chaerop/ractus. Consecuentemente, a fin de resolver esta filogenia

a nivel molecular se deberia profundizar en andlisis de microsatélites o secuenciacion masiva.

Como se menciono en Materiales y métodos, el marcador no codificante mitocondrial D-loop no se utilizo
en este estudio por la variacion de las repeticiones halladas. Sin embargo, se realizo un andlisis de las mismas con
el objetivo de aportar informacion filogenética de la separacion de la subfamilia, y su resultado apoya la hipotesis
de monofila del clado Chaeropliractus + Zaedyus, pero también deja sin resolver la posicion de Fuplractus
(Figura 8). El resto de la secuencia de D-loop no daria mas informacion que los marcadores nucleares, ya que no
permite diferenciar claramente las especies. Esto puede deberse a que el mecanismo que produce las repeticiones
borra las mutaciones mas recientes y, como la diversificacion de la subfamilia se cree muy reciente, puede haber
borrado las mutaciones huella de dicha historia evolutiva. En estudios donde se utiliza el marcador D-loop o el
ADNmt completo, las repeticiones se enmascaran debido a que son demasiado largas para resolver con secuencia

de lectura corta (Delsuc ez al 2016), o se descartan y no son analizadas (Abba ez a/ 2015, Gibb ez a/ 2016).

El andlisis del numero de las repeticiones, como de los marcadores codificantes mitocondriales y
nucleares que apoyan la monofilia de Chaetophractus (hipotesis filogenetica tradicional) podrian estar reflejando
seleccion natural. Pero esta agrupacion de las especies no parece obedecer a ninguna convergencia evolutiva (ni
por altura ni habitat). En cambio la relacion de Zaedvus piciiy con C. vellerosus podria explicarse por una
convergencia por seleccion como adaptacion a la altura y ambientes mds secos y frios (biomas mas especificos)
donde esta seleccion se refleje en el ADN mitocondrial. Pero ello no explica los resultados de los marcadores no

codificantes nucleares.

Como conclusion, hay discrepancias en resultados de marcadores codificantes tanto nucleares como
mitocondriales y sus combinaciones tampoco disminuyen la incertidumbre encontrada. Esto podria deberse a que
la seleccion natural estd actuando o a que la reciente diversificacion de la subfamilia todavia no permite detectar

la monofilia reciproca entre las especies con estos marcadores a pesar de sus tasas altas de evolucion.

En cuanto a los resultados del reloj molecular de las divisiones filogenéticas observadas y su correlacion
con los eventos geologicos, el origen del clado que contiene a las especies actuales de Euphractinae es de 3,60 Ma
(95% HPD: 1,75-7,53, Figura 13), no siendo totalmente coincidente con las estimaciones anteriores, un poco mas
antiguas. Gibb er a/ (2016) en su estudio da fechas a nivel de género mds antiguas sugiriendo que son

consecuencia de un muestreo mas denso. En esta tesis, el muestreo fue mayor y las fechas son mas recientes. A
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pesar de esto, intervalos de confianza de 95% HPD estimados se solapan temporalmente y siguen siendo
coincidentes con estimaciones de las ultimas etapas del levantamiento andino y la consiguiente formacion de
biomas secos en el cono sur en el Mioceno medio y tardio (Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006). Aproximadamente
hace 5 Ma, ocurrio una elevacion rapida y significativa, como consecuencia de la denominada “Fase Diaguita'de
la orogenia andina, que culmino aproximadamente en los 2,7 Ma, cuando la cordillera alcanzo su elevacion actual
(Yrigoyen 1979, Pascual er a/. 1996, Gregory-Wodzicki2000, Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006). Esto explicaria
el origen de las especies vivientes de la subfamilia, como asi también la separacion entre Zaeadyus con Luplhractus
+ Chaeropliractus de 2,92 Ma (95% HPD: 1,02-6,16) de acuerdo a esta tesis (Figura 13). Mientras el clado que
diferencia el género Chaetop/iractus en sus especies tiene una datacion estimada de 2,42 Ma, coincidiendo con el
Pleistoceno temprano (2,6-0,8 Ma). Este periodo se halla caracterizado por fluctuaciones del clima hasta
aproximadamente el ultimo millon de afios cuando quedan completamente establecidas las cinco glaciaciones
pleistocenas (véase Rabassa ez a/. 2011), con periodos frios (glaciales) regularmente frios y suficientemente largos
como para permitir un desarrollo significativo de lenguas de hielo a escala continental, fuera de las regiones
polares (Ehlers y Gibbard 2007) lo que explicaria la diversidad intraespecifica de cada especie segun los analisis
genéticos realizados en esta tesis y en estudios previos sobre las especies de Chaetophractus (Poljak er al 2010,

2018, 2020).

Tres de las cuatro especies de la subfamilia Euphractinae tienen su distribucion actual a ambos lados de la
Cordillera de los Andes, pero hasta el momento no han sido incluidas en ninguno de los estudios genéticos
realizados muestras de ejemplares del sector chileno. Por lo tanto, se desconoce si existe diferenciacion genética
en ellas, y si los procesos de divergencia de especies estan asociados con aislamiento debido al levantamiento
andino. Se cree que hay cruce-migracion andina al menos de Zaeayus pic/y (Cerda Cordero J. 2014). Por ende, es
probable que el patron de diversificacion, tanto en el tiempo como en el espacio, refleje el resultado del cambio

climatico asociado con el levantamiento andino de la cordillera y no el mero efecto de una barrera fisica.

Las metodologias de andlisis biogeogrdficos (Figura 16), que se basaron en la hipotesis filogenética
tradicional, coinciden en que el origen de los representantes actuales del clado clado Euphractinae es el area de
los desiertos templados del centro de Argentina, dispersandose y/o vicariando hacia los bosques tropicales secos
del norte de Argentina, Paraguay y sur de Bolivia y los desiertos templados/semidesiertos de Cuyo y la Puna de
Argentina, donde se habrian diferenciado Luplractus y Chaetophractus, coincidiendo con las estimaciones
obtenidas por otros autores (Delsuc et a/. 2004, Moraes-Barros y Arteaga 2015; Gibb er a/ 2016, Poljak ef a/
2010, 2018). El establecimiento de las especies actuales en el registro fosil abarca el intervalo que va desde
Plioceno medio al Pleistoceno (Scillato—Yané 1982; Marshall y Semperel991; Carlini y Scillato—Yané 1999; Cione
vy Tonni 1999; Soibelzon er a/ 2006), esto es cercano a la estimacion obtenida del origen de los Euphractinae
vivientes y apoya la diversificacion del genero Chaeloptracius a principios del Pleistoceno, segun la datacion

obtenida.
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Segun Gibb er a/ (2016) la biogeografia historica de los Xenarthra se explica mejor por una
especializacion progresiva debido a la diferenciacion de bioma desde el Cenozoico hasta el presente, que
probablemente condujo a mas oportunidades para dispersarse y diversificarse. Esto se evidencia en la distribucion
de las especies de la subfamilia, las cuales se solapan poco o tiene simpatria secundaria establecida entre clados.
En consecuencia, la diversificacion del grupo sehabria debido al levantamiento andino, el cambio climatico y el
establecimiento de nuevos biomas, ocupando Zaeayus pic/iyv la zona cordillerana y la estepa austral, siendo esta
distribucion separada precisamente por la conformacion de la diagonal arida que se extiende desde el sur del
desierto de Atacama hasta las estepas secas de Patagonia. Por su parte, Chaelop/iractus vellerosus ocupo la zona
oeste y cordillerana mds al norte, en tanto que Clvillosusy Fuphractus se distribuyeron en las extensas praderas
que se extendieron desde el norte de la Patagonia luego de que las grandes ingresiones marinas que formaron el
mar Paranaense y el mar Amazonico (Mioceno) se retiraron como consecuencia de la accion de la fase Quechua
de la orogenia andina (Yrigoyen 1979) desarrollandose extensas planicies a lo largo del buena parte del continente
sudamericano (Pascual ez a/. 1996, Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006). Actualmente, todas ellas expandieron su
rango y solaparon. A modo de ejemplo, Z pic/hivy C. villosus solapan su distribucion principalmente hacia el sur
de Argentina y Chile, pero se cree que estas expansiones han sido muy recientes, como se seriala en Abba er a/.

(2014).

Los resultados biogeogrdficos son concordantes con los anteriores estudios basados en filogenias
moleculares. Asi, Gibb er a/ (2016) encuentran una correlacion negativa significativa entre las tasas de
especiacion de los Xenarthra y la fluctuacion de las temperaturas del Cenozoico, con un incremento en las tasas de
especiacion que se corresponde con el enfriamiento general de las temperaturas observado durante los ultimos
15Ma. Esto apoya la hipotesis de que la conformacion actual de la subfamilia Euphractinae fue causada por
eventos de especiacion rdapidos y recientes, que se asocian a los cambios climdticos y el establecimiento de nuevos

biomas desencadenados por las ultimas etapas del levantamiento andino (véase Ortiz-Jaureguizar y Cladera 2006).

Una resolucion definitiva de las relaciones entre los miembros de la subfamilia Euphractinae podria
requerir nuevas tecnologias, especialmente las relacionadas con la proxima generacion de secuenciacion (Davey e
all 2011). Estas pueden superar la dificultad de la eleccion de marcadores moleculares y sus limitaciones,
posibilitando realizar inferencias mas robustas de las relaciones filogenéticas y los tiempos de divergencia de los
clados, para contribuir sustancialmente a las discusiones acerca de las posibles causas de las discordancias entre
las clasificaciones, al mismo tiempo quepermitan realizar mejores estudios de biogeografia, de filogeografia y de

genética de poblacion de este grupo de xenartros.

Filogeografia de Zaedyus pic/ity en Argentina

En los estudios filogeogradficos de Zaeayus pic/zy solo se utilizaron secuencias que contenian dos

repeticiones completas y una trunca (conformacion tipo A), ya que la mayoria de los individuos secuenciados
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presentaron dicha conformacion, por lo cual se asumio que se trataba de la prevalente. De tal modo, las

diferencias encontradas en su comparacion reflejan la evolucion de las poblaciones.

Zaedyus pichry presenta una particular estructuracion geogrdfica, pudiéndose identificar mds de una
unidad filogeogrdfica diferenciada dentro de su amplio rango de distribucion (Figura 18). La variabilidad y
estructura encontradas en los andlisis realizados con los marcadores utilizados en este estudio no permiten
identificar claramente las subespecies descriptas para esta especie. Los clados recuperados en el andlisis
filogenético (Figura 17) revelan dos grandes grupos, uno que casi en su totalidad contiene los haplotipos de las
poblaciones del norte, entre los 29°y 39° latitud sur y del sur de la distribucion de la especie desde los 46° latitud
sur (clado A). Mientras que el otro, llamado clado B, contiene las poblaciones del centro de la distribucion
(provincias de Rio Negro y Chubut) entre los 39° y 46° latitud sur. Segun los resultados de la reconstruccion
demografica y filogeografia bayesiana, esto seria la consecuencia de dos expansiones relativamente recientes y
muy cercanas desde un mismo centro de origen. El clado A se expandio en su inicio hacia el norte para volver y
expandirse hacia el noreste y el sur, luego de lo cual fue desplazado por el clado B en el centro de la distribucion
de la especie, en su propia expansion desde la zona del noroeste de Patagonia (Rio Negro) hacia el sur y este de
Chubut. En las redes de haplotipos (Figura 19) este clado también aporta haplotipos a poblaciones del norte y sur

de la distribucion, por lo que se podria inferir que también estaria expandiéndose hacia esas regiones.

Por otro lado, Zaedyus pichiy presenta una cierta correspondencia geogrdfica por regiones, la cual queda
en evidencia en el arbol de haplotipos y en las redes de haplotipos con relaciones entre haplotipos de una misma
poblacion o de poblaciones de una misma region (se ve en los dos grandes clados aunque con bajo soporte, Figura
17). El clado A tiene mas relaciones soportadas y muestra mads estructura en las redes en la region norte (Figuras
17 y 19), lo que podria deberse a que es la primera rama de la expansion mas antigua. Mientras que en sus
poblaciones linderas al clado B (poblacion de Neuquén y norte de Santa Cruz) tiene poca variabilidad haplotipca
dentro de ellas y parecen estar relacionados por haplotipos hipotéticos entre ellas y a su vez con haplotipos de
poblaciones de Buenos Aires, La Pampa y San Luis, debido probablemente al contacto secundario entre los dos
clados. Los hapotipos hipotéticos podrian ser nodos ancestrales relacionados con los haplotipos que produjeron la
expansion a las regiones de Neuquén y Santa Cruz, donde luego las poblaciones intermedias fueron dominadas por
los haplotipos del clado B. Perdiendo las poblaciones del clado A linderas a la expansion del clado B
paulatinamente su diversidad por el desplazamiento de sus haplotipos. Esto coincide con la que muestra la

reconstruccion filogeografica (Figura 25).

A su vez la conexion del clado B con el clado A se realiza a través de haplotipos hipotéticos y por muchos
pasos mutacionales, esta diferenciacion clara de los dos clados quizas sea debido a que el contacto de sus
distribuciones es un contacto secundario luego de expansiones proximas pero diferentes desde un centro de origen
con mucha variabilidad donde el clado B tuvo una expansion mads lenta, quizas por tener que ir reemplazando al

clado A en Patagonia norte, aumentando la diferenciacion de sus poblaciones con las del clado A.
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Dentro del clado B la poblacion RNP es la que tiene la mayor variabilidad haplotipica y el haplotipo mas
abundante y, aunque es la mds muestreada, esto daria la pauta que es la mds antigua de este clado y la mas
cercana al centro de origen predicho de la expansion segun la reconstruccion filogeografica, que estaria entre el

rio Neuquén y el rio Limay que luego forman el Rio Negro, limite entre las provincias de Neuquén y Rio Negro.

La zona del centro de origen de las poblaciones actuales Zaedyus pichiy obtenido en este estudio
concuerda con un refugios pleistocénicos identificado para vertebrados y plantas, ubicado en las estribaciones
orientales de los Andes entre los 39 ° S a 43 ° S (Sércic ef a/ 2011), siendo el norte del Rio Negro uno de los
lugares con mayor diversidad genética para vertebrados (Himes ez a/. 2008, Cosacov ef a/ 2010; Lessa er al.
2010). Segun Sércic y colaboradores (2011) la supervivencia en cercanias a los glaciares patagonicos parece
haber sido comun en muchas especies en el pleistoceno debido a que los vientos del oeste y los picos de
precipitacion asociados se desplazaron hacia el norte durante las glaciaciones y hacia el sur durante los periodos
interglaciares siendo mas estable en latitudes medias y debido a que la capa de hielo estaba confinada a las
cumbres de los picos con la mayoria de los bosques de estribaciones sin glaciares. Esta estabilidad junto con la
topologia del paisaje pueden haber provocado procesos de diferenciacion y la mayor diversidad genética de las

poblaciones de Zaedvus pic/iy en esa zona.

La poblacion RNP de Rio Negro también tiene un subgrupo de haplotipos divergentes que se separan por
varios pasos mutacionales y por haplotipos hipotéticos del resto los haplotipos del clado B, mostrando cierta
estructura y pudiendo ser el resultado de su cercania al centro de origen y de diferentes pulsos de expansion desde
dicho centro. Segun Hewitt (1996) las poblaciones que persistieron en o cerca de refugios glaciares presentardan
una alta diversidad genética y estructuracion filogeogrdfica. En cuanto al resto de las poblaciones del clado,
muestran una estructura en estrella en las redes (haplotipo mas representado en todas las poblaciones y pocos
haplotipos derivados cercanos, es decir, separados por uno o pocos pasas mutacionales) lo que representaria la

expansion reciente hacia el este y sur (Figura 19).

Se destaca que los resultados obtenidos por el analisis de varianza, indican cierto grado de diferenciacion
regional (Tabla 7), ya que las poblaciones de Cuyo presentan diferencias significativas respecto de las poblaciones
del norte de la Patagonia y algunas también con poblaciones del centro y sur de Patagonia asi como también con
las poblaciones de Buenos Aires y La Pampa. En el andlisis de redes de haplotipos (Figura 19) también se observa
que en cada region se comienza a ver poblaciones con una identidad propia, diferenciandose de las demas. Los test
estadisticos realizados muestran una diversidad genética relativamente uniforme en toda la distribucion, sin
autocorrelacion espacial (Figuras 21, 22 y 23). Esto puede deberse a que la diversidad genética es alta

necesitandose muestreo mayores para detectar variaciones.

La agrupacion por los dos linajes principales recuperados en el andlisis filogenético (clado A y B) es la

que mejor explica la variacion entre grupos (53,69 %), Tabla 8. Sin embargo, la forma de agrupar segun las dreas
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divididas por los rios explica, con un porcentaje similar, la variacion entre los grupos (47,12 %) resultando ambos
porcentajes significativos estadisticamente (Tabla 8). Esto indica que si bien la expansion de los dos linajes explica
la diversidad por ser relativamente reciente, la presencia de los rios seria un quiebre que estructura las
poblaciones por regiones. Ya se ha planteado que la dinamica de las cuencas hidrogrdficas en los ciclos glaciares
del Pleistoceno Cuaternario constituyen factores que habrian moldeado la historia evolutiva de los linajes
patagonicos, se ha sugerido la concordancia de varias rupturas en la estepa patagonica con cuencas andinas de
rios que actualmente drenan (o que en el pasado drenaban) cruzando la estepa al Océano Atlantico (por ejemplo
Rio Colorado, Rio Neugquén, Rio Limay, Rio Chubut, etc) con antiguas y poderosas corrientes que descargaban al
mar, fragmentado el paisaje y modelando los patrones de biodiversidad (Sércic er a/ 2011). Por lo tanto, el
aumento de caudal de los rios pasada la ultima glaciacion, pudo actuar como barrera luego de las expansiones
desde los andes del norte de Patagonia, pudiendo explicar también la mayor expansion del clado B hacia el este y

su poca presencia hacia el norte y sur por haberse originado posteriormente a la expansion del clado A.

A pesar que la variabilidad nucleotidica y haplotipica detectada fue alta en todas las poblaciones Tabla 6,
por la divergencia existente es posible detectar gradientes asociados a los principales macroambientes
(diferenciados principalmente de oeste a este) en ambos clados (A y B) y de norte a sur de la distribucion,
mayormente en el clado A que es el que posee una mayor distribucion latitudinal. Apoyando las rutas y tiempos de

dispersion arrojados por la reconstruccion filigeografica.

Se detecto sefial de expansion poblacional en la especie para todos los estadisticos menos para rg, que fite
bajo pero no significativo (Tabla 9 y Figura 24). Cuando se analizaron los clados por separado (Tabla 9 y Figura
24), todos los estadisticos mostraron expansion y, por lo tanto, aqui se considera que el proceso de expansion
demografica esta ocurriendo actualmente en la especie aunque no tan pronunciada en el clado A, lo que concuerda
con la hipotesis filogeogrdfica de que este clado fue el primero en tener una gran expansion sobre todo hacia el
norte, de hecho el registro arqueologico demuestra que su distribucion llego a ser mucho mas amplia que la actual
hacia el noroeste y norte y este de la Region Pampeana en el holoceno (Marshall y Sempere 1991, Loponte y
Acosta 2012). Actualmente, muestra sefiales de estructuracion en esa region y de desplazamiento en el centro sur
por el clado B, mostrando su expansion mas actual solo al sur en Santa Cruz. Las evidencias de expansion
demogrdfica en Patagonia ya han sido relacionadas con una historia de colonizacion postglaciar para otras

especies (p.ej., Poljak 2009, Lessa ez a/ 2010).

La reconstruccion demogrdfica de los andlisis bayesianos no logra ajustar a un modelo complejo, por lo
que no se cuenta con datos precisos de la evolucion del tamario efectivo poblacional que iria de la mano con la
expansion aunque no necesariamente. Tampoco se cuenta con los tiempos de dispersion, aunque se sabe que el
inicio de la historia evolutiva de las poblaciones que muestra la matriz utilizada no seria mayor a 40 Ka segun la

reconstruccion filogeografica. De tal modo, una explicacion plausible es:
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En el Pleistoceno tardio previo a la ultima glaciacion las poblaciones de Zaedyus pic/iy estarian retiradas
de la Region Pampeana al noroeste y hacia la Patagonia norte por las condiciones cdlidas y humedas
interglaciares siendo probablemente una zona estable en la distribucion de Zaeayus pic/izy a la largo de los ciclos
glaciares, mientras que probablemente su distribucion sur y norte fluctuaron por los cambios climdticos. En la
zona norte de los Andes patagonicos restringido a la zona cercana al origen del rio Negro entre el rio Neuquén y
el rio Limay se habria dado una mayor variabilidad y un proceso de diversificacion, desde donde con el comienzo
de la ultima glaciacion cuando las condiciones empezaron a ponerse mas frias y dridas, y disminuyo el caudal de
los rios, se facilito la expansion hacia el norte y hacia el sur de los clados divergentes en dos oleadas consecutivas,
logrando una ocupacion mayor del norte de Patagonia y del noroeste y luego del este y del sur llegando a la

distribucion actual de la especie, Figura 25.

Por lo tanto, y como ya se ha propuesto para este armadillo (Soibelzon ez a/ 2010, 2019), su distribucion
Sfluctuo segun los ciclos glaciares, retrayendo su distribucion al oeste y migrado a latitudes mas altas de Patagonia
desde la Region Pampeana cuando el clima se volvio a calentar para volver durante el ultimo ciclo frio del
Pleistoceno y avanzar nuevamente sobre la Region Pampeana a finales del pleistoceno, habiendo registros en este
periodo que ubican a Zaedyus prcizy en ella (Scillato-Yané 1982; Tonni y Fidalgo 1982; Deschamps y Borromei
1992; Scillato-Yané ez al 1995; Mazzanti y Quintana 1997, Deschamps 2005; Luna y Cruz 2014, Soibelzon ez a/.
2019) y ampliando su distribucion aun mds hacia el noroeste y este en todo el holoceno, llegando a ser mucho mas
amplia que en la actualidad segun registros arqueologicos (Marshall y Sempere 1991; Salemme y Beron 2004,
Abba y Vizcaino 2011; Soibelzon y Leon 2017). Pero retrayéndose nuevamente de la Region Pampeana y
probablemente en todo el extremo norte de su distribucion en el Holoceno tardio (segun el registro arqueologico
Soibelzon er a/. 2019) por el aumento de las condiciones calidas y humedas lo que concuerda con la estructura
genética, la reconstruccion demogrdfica y filogeografica y la seriial baja de expansion en el clado A que estaria
representando solo la expansion en el sur de la distribucion de la especie (en Patagonia) por las mismas causas de

cambio climdtico.

Puede que haya existido persistencia de otras poblaciones durante el pleistoceno tardio en otras regiones
ademas de la region norte de Patagonia, probablemente en la parte occidental de la Region Pampeana, habiendo
registros en el pleistoceno (Soibelzon er a/ 2010; Cione er a/ 2015), sin embargo no hay sefial de contactos
secundarios, no se detecta otro clado mas antiguo o haplotipos divergentes ni en el norte ni en el sur, lo que
sugiere que la retraccion fue homogénea en el borde sur y norte del rango de distribucion de la especie o que en
su expansion el clado A desplazo completamente las poblaciones preexistentes. Habiendo contacto secundario solo

entre el clado A y B y quizas la poblacion divergente dentro del clado B.

En cuanto a la expansion de Zaedyus pic/zy hacia el sur invadiendo progresivamente la Patagonia central
y sur pasado el holoceno temprano debido al aumento de temperatura por el comienzo del ciclo interglaciar, seria

la mas cercana en el tiempo segun la reconstruccion filogeografica y continuaria en la actualidad segun la serial de
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expansion del clado A. Esto concuerda con el registro arqueologico y lo propuesto por Abba er a/ (2014), sobre la
progresiva invacion de Zaedyus pic/zy en la Patagonia durante los ultimos 10.000 afios debido a su paulatina
arbustizacion y expansion de habitats propicios por tener adaptaciones metabolicas, de dieta y de comportamiento
a los ambientes frios y secos. Llegando hasta el sur de la provincia de Santa Cruz, donde los datos de esta tesis
muestran que se observa la menor diversidad de haplotipos de norte a sur en dicha provincia. De hecho la historia
de Zaeadyus pichiy en la Patagonia, basados en este estudio, revela un grado de variacion de oeste a este y de norte
a sur como asi también dos olas de expansion desde el norte de esta region que seguirian sucediendo en la

actualidad la primera en la parte sur (clado a) y la segunda en la parte central de Patagonia (clado B).

La filogeografia de C villosus la otra especie de armadillo que habita la Patagonia en la actualidad,
propone que la especie se disperso desde la Region Pampeana en una sola ola debido a que sus poblacion en la
Patagonia no estan estructuradas genéticamente (Poljak et al. 2010) y que esto sucedio cuando Zaedyus pic/ry ya
habitaba gran parte de ella, teniendo una historia mas antigua en el region, indicando que los cambio climdtico no
fueron los unicos factores que actuan sobre la dinamica demogrdfica de los organismos patagonicos, mas bien
actuaron en concierto con otros factores como la ecologia de las especies dando escenarios mds complejos (Avise
2000; Ruzzante er a/. 2008, Poljak er a/ 2010, 2018). Esto se ve claramente en las ultimas centurias donde a la
tendencia general hacia condiciones mas aridas y templadas se sumo las perturbaciones provocadas por la
presencia humanas, causado la retraccion de algunas especies de roedores y el aumento de otras (Pardifias y Teta
2008, 2013; Udrizar 2009; Pardiiias er a/ 2012; Abba et a/ 2014). Obserbandose lo mismo en los armadillos
donde Zaedvus pictry habria superado la barrera del rio Santa Cruz, facilitada por el hombre, aumentando su
distribucion (Abba ez a/ 2014). Ocurriendo lo mismo con Chaetopliractus villosus que se expandio hasta Tierra del

Fuego por las mismas causas en Patagonia (Poljak ez a/ 2010).

Los estudios previos que describen la filogeografia de las especies de Chaetoptractus, evidencian la
alternancia de periodos climaticos frios / aridos y templados / humedos durante los ultimos millones de arios en el
sur de Sudamérica, los que provocaron en estos armadillos, como en otros grupos, una dinamica de extincion-
recolonizacion de biomas ligada a dichos cambios climdticos y de vegetacion ciclicos en periodos glaciares del
Pleistoceno. En particular, los resultados de esta tesis solo muestran el ultimo ciclo de retraccion/expansion-
recolonizacion de Zaeayus pic/y desde lo que seria aproximadamente el centro de su distribucion actual en dos
olas consecutivas, la primera mas rapida, alcanzo una mayor distribucion, en tanto que la segunda logro
establecerse en la parte norte de la Patagonia remplazando a la primera. Esto llevo a formar dos unidades
filogeogrdficas diferenciadas (clados A y B), dando una distribucion particular de la diversidad de sus haplotipos
la cual no siguen un gradiente latitudinal de norte a sur de la distribucion de la especie como se planteo al

comenczar el estudio.

Para lograr explicar mejor el particular patron de distribucion y diversidad actual de la especie, se debe

profundizar este tipo de estudios. Que el marcador D-loop explique solo la historia mas reciente de Zaedyus pic/iry
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como de las especies del género Chaetgphracius, cuando en otros estudios los tiempos evolutivos son mayores,
puede estar ligado a la heteroplasmia y al hecho de que la conformacion mas estable es la que tiene el menor
numero de repetidos, por lo que probablemente se tenga menor numero de mutaciones al ser la parte “mas
conservada” y no contar con la variacion dentro de los repetidos de las conformaciones con mas repetidos o de las

que se perdieron, ya que la secuencia de los repetidos es la que mds varia.

Investigaciones adicionales utilizando todos los marcadores disponibles, en particular marcadores
nucleares como los microsatelites, que se han comenzado a emplear en especies de la subfamilia (Nardelli ez a/.
2016) permitiran confirmar la no interferencia de heteroplasmia y/o seleccion en los marcadores moleculares
mitocondriales, que son los mas utilizados en los estudios hechos hasta el momento tanto en armadillos (Poljak ez
al 2010, 2018, este estudio) como en otros Xenarthra (Moraes-Barros ez a/ 2006, 2007, 2011). Otra posibilidad
para superar dificultades en la seleccion de marcadores moleculares, seria la aplicacion de secuenciacion de
ultima generacion (Davey ez a/. 2011) que junto con la obtencion de un mayor numero de muestras de multiples
localidades, facilitado por estudios sobre distribucion que puedan ayudar a priorizar las dreas a muestrear
(Moraes-Barros yArteaga 2015) probablemente lograrian inferencias mds robustas, e incrementarian la

comprension de la evolucion no solo de Z. pic/zy sino también de la subfamilia Euphractinae.
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Aportes del andlisis estructural del marcador d-loop:

® Fl fragmento de 80 pb obtenido en las secuencias de la primera porcion de la RC en varias
especies de armadillos analizadas en este estudio, es motivo de repeticion adyacente a la secuencia del

dominio TAS de dicha region.

® [Los bloques conservados ETASI y ETAS? tienen una distancia variable en las diversas especies,
con una longitud de 47 bp (porcion parcial del fragmento) en Dasypus fappleri a 400 (cinco veces el
fragmento de 80 pb) en Zaeayus pictiy.

®  FElnumero de repeticiones en el dominio TAS en estudios anteriores nunca fue mayor que nueve, lo
cual concuerda con los resultados obtenidos en esta tesis, en la cual el mayor niimero de repeticiones fue cinco

en una muestra de Zaedyus prciy.

® Debido a que la repeticion “imperfecta” trunca flanqueante 3' estd presente solamente una vez y
nunca se duplica, se concluye que el origen de los repetidos se debe a un deslizamiento de replicacion

unidireccional en una direccion de 3'a 5'.

® La diferencia en el nivel de variacion en las secuencias repetidas entre Lupliractus y el clado
Zaeayus + Chaeltopliractus puede deberse a un equilibrio diferente entre la tasa de mutacion puntual y la tasa

de insercion/eliminacion de repeticiones entre estos géneros.

® [La casi completa ausencia de variacion de secuencia en las repeticiones de Luplhractus
(homogeneizacion) es probablemente la consecuencia de una tasa sustancialmente mayor de
insercion/eliminacion de unidades repetidas que la de mutaciones puntuales, lo que podria haber enmascarado

las etapas intermedias del proceso de homogeneizacion.
® [Enlos géneros Zaeavusy Chaeloplractus la homogenizacion no es patente.

® Las secuencias del repetido 2 de Zaedvusy Chaetophiractus se parecen mds entre si y mas a la del

repetido trunco que a la del repetido 1 de cada especie, el cual seria el repetido mas reciente.

® La hipotesis mas parsimoniosa para explicar la evolucion de los repetidos con implicancias en la
filogenia de la subfamilia, sugiere una mayor afinidad entre Zaeadyusy Chaetophiractus, lo cual no concuerda
con la filogenia clasica de la subfamilia Euphractinae, sin embargo apoyaria la monofilia del genero

Chaetgplhiractus planteada en la hipotesis 2 rechazando su parafilia (hipotesis 1).

® [l analisis de las secuencias de la RC, sin tener en cuenta las repeticiones, no separa claramente
a las especies, esto es de esperarse ya que por sus caracteristicas este marcador no es bueno para discriminar

entre especies.
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® No se encontro variacion en el numero de repetidos en Luplractus 'y Chaetoplractus pero si en
Zaedvus prchiy, sugiriendo también diferencias en la tasa de insercion/eliminacion de repeticiones entre

individuos de esta especie.

® Que los repetidos extra en las secuencias de Zaedvus piciiy con mas de dos repetidos sean
parecidos al repetido 2, sugiere que estas conformaciones serian mds antiguas que la de dos repetidos enteros

mds el trunco, conformacion que comparten Zaeayus prchirvy Chaelophraciius.

®  Hay heterogeneidad en el numero de repeticiones entre las especie: Fuphraclus sexcinius presenta
tres repetidos mas el trunco, mientras que las especies de Chaetopliractus y la conformacion mds comun en

Zaedyus pichiy tienen dos repetidos mads el trunco.

® La aparicion de un tercer repetido seria un evento que ha ocurrido al menos dos veces en este
grupo, de modo que cabria esperar que apareciera al menos esta conformacion en las especies de

Chaetoplractus.

® FEn cuanto al numero de copias _favorecido por la estabilidad de la estructura secundaria, al menos

en los Euphractinae estaria entre dos a tres repeticiones mas la repeticion trunca.

o uedvus pichiy parece presentar heteroplasmia en la RC del D-loop. La mayor frecuencia de
heteroplasmia y una gama mads amplia de clases de tamario, reflejarian asi una mayor tasa de ganancia y

pérdida de unidades repetidas por mecanismos de deslizamiento.

® Lo anterior no se comprobo en otros géneros, teniendo Chaelop/iractus un numero considerable
de secuencias obtenidas. La diferencia en la heteroplasmia entre las especies de Euphractinae sugiere también

diferencias en la tasa de insercion/eliminacion de repeticiones entre ellas.

® Teniendo en cuenta el punto anterior, es probable que al menos en Fuypliractus sexcinctus, donde
se observa gran homogenizacion de las repeticiones aumentando el numero de secuencias obtenidas, se

encuentre heteroplasmia.

® Las regiones menos variables en cuanto a heteroplasmia corresponden frecuentemente a dominios
hidrofilos de la membrana en proteinas como COI, el otro marcador utilizado para los andlisis llevados a cabo

en esta tesis. Segun este criterio, se descarta que los analisis realizados tengan algun sesgo por heteroplasmia.

® La heterogeneidad aparente que surge de las posibles explicaciones de lo encontrado entre las
diferentes especies de Euphractinae y dentro de cada una de ellas, hace dificil proponer un patron general de

variacion en las repeticiones de la RC de D-loop.

Filogenia:

® [Los andlisis MV, IB, y MP del gen COI no resolvieron las relaciones dentro de la subfamilia

Euphractinae.
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® Al combinar el gen mitocondrial con dos marcadores nucleares en un andlisis Bayesiano
particionado, el arbol reconstruido resuelve en parte las relaciones sosteniendo a Zueavus pic/zy como la
primera especie en divergir, coincidiendo con la hipdtesis filogenética tradicional. Sin embargo el clado

Luplractus + Chaetophractus recibe un apoyo moderado, y las relaciones entre sus especies no se resuelven.

® Fl analisis bayesiano de las diferentes hipotesis de delimitacion, junto con la visualizacion de la
densidad de ramas, apoyan también la hipotesis de que Zaedyus piciiy es la especie basal del clado que
forman las especies actuales de la subfamilia Euphractinae. Esto coincide con el registro fosil, los estudios

morfologicos craneo dentales, y los estudios moleculares de marcadores nucleares codificantes.

®  Mientras que las hipotesis que agrupan, en diferentes posibilidades, a las tres especies restantes
(Luptiractus sexcinius, Chaetoplhractus villosus y Chaelopliractus vellerosus) tienen BPP similares, la que
agrupa a Luplractus sexcintus con Chaetophractus villosus presenta menos ramas ambiguas segun la
visualizacion del plot generado por Densitree. Esto apoyaria la parafilia del genero Chaetoptractus (hipotesis
1).

®  Hay discrepancias en resultados de marcadores codificantes tanto nucleares como mitocondriales
y sus combinaciones no resuelven completamente las relaciones entre las especies de este grupo,
descartandose que la inclusion de una sola especie del género Chaetop/ractus o a la tasa evolutiva del
marcador utilizado sean responsables de esta situacion. Estas discrepancias podrian deberse a la reciente

diversificacion de la subfamilia Euphractinae.

® FEl marcador D-loop no se utilizo en los estudios filogenéticos realizados por contener diferente
numero de un fragmento de secuencia repetido. Sin embargo, el andlisis posterior de la variacion de las

repeticiones halladas permitio aportar informacion filogenética.

® Fl resto de la secuencia del marcador sin repeticiones no separa las especies, lo que puede
deberse al mecanismo que produce las repeticiones, que borra las mutaciones mas recientes. Dado que se
estima que la diversificacion de la subfamilia Euphractinae es muy reciente, puede haber borrado las

mutaciones huella de dicha historia evolutiva.

® [l origen del clado que contiene a las especies actuales de Euphractinae se situa en los 3,60 Ma
(95% HPD: 1,75-7,53), resultando esta edad mas reciente que en estudios anteriores, y siendo coincidente con
las estimaciones de las ultimas etapas del levantamiento andino y la consiguiente formacion de biomas secos

en el cono sur que han tenido lugar en el Plioceno.

® Se estima que la elevacion rapida y significativa de la cordillera con la que alcanzo su elevacion
actual culmino en torno a 2,7 Ma, lo cual puede explicar el origen de las especies actuales de la subfamilia
como asi también la separacion entre Zaeayusy el clado Eupliractus + Chaetoplractus, que en este estudio

tiene una edad de 2,92 Ma (95% HPD: 1,02-6,16).
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® [La diferenciacion de las especies del género Chaetoptractus tiene una datacion estimada de 2,42
Ma coincidente con el comienzo del Pleistoceno, periodo que se caracterizo por fluctuaciones del clima hasta
aproximadamente el ultimo millon de arios, cuando quedaron completamente establecidas las ultimas cinco

glaciaciones.

®  Segun los andlisis biogeogrdficos, el origen del clado de las especies actuales de Euphractinae se
halla en el area de los desiertos templados del centro de Argentina, dispersandose o dispersandose y
vicariando desde alli hacia los bosques tropicales secos del norte de Argentina, Paraguay y sur de Bolivia, y a
los desiertos templados/semidesiertos de Cuyo y la Puna de Argentina, dando lugar al darea ancestral de

Luplractusy Chaetoptractus. Esto coincide con las estimaciones obtenidas por otros autores.

® De acuerdo con el registro fosil, las especies actuales se registran por primera vez en el lapso
Plioceno medio-Pleistoceno, lo cual apoya la diversificacion del género Chaeiophracius a principios del

Pleistoceno segun la edad obtenida.

® Los resultados biogeogrdficos son concordantes con estudios previos, apoyando la hipotesis de
que la actual estructura de la subfamilia Euphractinae esta relacionada con eventos de especiacion rapidos y
recientes que se asocian a los cambios climdticos y el establecimiento de nuevos biomas desencadenados por

las ultimas etapas del levantamiento andino.

® Fl origen del clado que contiene a las especies actuales de Euphractinae y de los que sefialan el
origen de la separacion entre sus especies resultaron ser mds reciente que en estudios anteriores donde se
propone que las especies actuales de la subfamilia Euphractinae tuvieron su origen y radiacion temprana en el
Mioceno tardio-Plioceno temprano en la Region Pampeana, coincidiendo con los registros mds tempranos de
sus géneros, siendo esta la hipotesis 3 planteada de este estudio. Sin embargo los resultados en este trabajo
rechazan esa hipotesis y acercan dichos origenes al establecimiento de las especies actuales en el registro
Jfosil, abarcando el intervalo que va desde Plioceno medio al Pleistoceno y proponiendo como el darea de

ocurrencia los desiertos templados del centro de Argentina

Filogeografia:

®  El numero de sitios de muestreo y numeros de muestras en este estudio fueron suficientes para

obtener resultados y conclusiones.

®  Para los andlisis filogeogrdficos de Zaeayus pic/y solo se utilizaron las secuencias que contenian
dos repeticiones completas y una trunca, ya que la mayoria de los individuos secuenciados presentaron esta
conformacion, suponiéndose que es la predominante, y que las diferencias encontradas en su comparacion

reflejan la evolucion de sus poblaciones.
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® 7 pickiy presenta una particular estructuracion geogrdfica, pudiéndose identificar dos unidades
filogeogrdficas (llamadas en esta tesis clados A y B, respectivamente) diferenciadas dentro de su amplio rango

de distribucion.

® Flclado A reune casi en su totalidad los haplotipos de las poblaciones del norte entre los 29°y 39°
latitud sur, y del sur de la distribucion de la especie desde los 46° latitud sur. Por su parte, el clado B reune las
poblaciones del centro de la distribucion (de las provincias de Rio Negro y Chubut) entre los 39°y 46° latitud
sur. Estas distribuciones pueden explicarse como dos expansiones relativamente recientes y muy cercanas
desde un mismo centro de origen, donde la primera (clado A) se expande en su inicio hacia el norte para
volver y expandirse hacia el noreste y el sur, luego de lo cual es desplazada por la segunda (clado B) en el
centro de la distribucion de la especie en su propia expansion desde la zona del noroeste de Patagonia (Rio

Negro) hacia el sur y este de Chubut y, quizas también, hacia el norte y sur de la distribucion.

®  uedyus prchy presenta una cierta correspondencia geogrdfica por regiones segun el andlisis de

varianza y el arbol y red de haplotipos.

® Fl clado A tiene mas relaciones soportadas y muestra mas estructura en las redes en la region

norte, lo que podria deberse a que es la primera rama de la expansion mas antigua.

® Poblaciones del clado A linderas al clado B (poblacion de Neuquén y del norte de Santa Cruz)
tienen poca variabilidad haplotipica y parecen estar relacionadas por haplotipos ancestrales entre ellas y, a su
vez, con haplotipos de poblaciones del norte de la distribucion debido probablemente al contacto secundario
entre los dos clados donde las poblaciones intermedias fueron dominadas por los haplotipos del clado B,
perdiendo las poblaciones del clado A linderas a su expansion paulatinamente su diversidad por el

desplazamiento de sus haplotipos.

® La conexion del clado B con el clado A es a través de haplotipos hipotéticos por muchos pasos
mutacionales debido al contacto secundario luego de expansiones proximas pero diferentes desde un centro de
origen con mucha variabilidad donde el clado B tuvo una expansion mas lenta, quizds por tener que ir
reemplazando al clado A en Patagonia norte, aumentando con el tiempo la diferenciacion de sus poblaciones

con las del clado A.

® Dentro del clado B, la poblacion RNP es la que tiene mayor variabilidad haplotipica y el
haplotipo mas abundante. También muestra cierta estructura y un subgrupo de haplotipos divergentes por lo
que seria la mds antigua de este clado y la mds cercana al centro de origen, que estaria entre el rio Neuquén y
el rio Limay, mostrando diferentes pulsos de expansion desde dicho centro. El resto de las poblaciones del
clado muestra una estructura en estrella en las redes, lo que representaria la expansion reciente hacia ellas, es

decir, hacia el este y sur.

® La zona del centro de origen de las poblaciones actuales Zaedyus pic/y obtenido en este estudio

concuerda con un refugios pleistosenicos identificado para vertebrados y plantas, siendo el norte del Rio
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Negro uno de los lugares con mayor diversidad genética para vertebrados debido a su estabilidad en cuanto a
los vientos y precipitaciones durante los ciclos glaciares del pleistoceno y a que la capa de hielo permanecio
confinada a las cumbres de los picos. Esta estabilidad junto con la topologia del paisaje pueden haber
provocado procesos de diferenciacion y la mayor diversidad genética de las poblaciones de Zaedyus pic/iy en

esa zona.

® La agrupacion de los dos linajes principales recuperados en el andlisis filogenético es la que
mejor explica la variacion existente. Sin embargo las dareas divididas por los rios la explica con un porcentaje
similar. Es decir, la expansion reciente de los dos linajes explica con fuerza la historia evolutiva de la especie,
pero la presencia de los rios actua como quiebre, estructurando poblaciones por regiones. El aumento de
caudal de los rios pasada la ultima glaciacion habria actuado como barrera luego de las expansiones desde lo
Andes del norte de Patagonia, pudiendo explicar también la mayor expancion del clado B hacia el este y su
poca presencia hacia el norte y sur por haberse originado posteriormente a la expansion del clado A

encontrandose con una barrera mayor.

® A pesar que la variabilidad nucleotidica y haplotipica detectada fue alta en todas las poblaciones,
es posible detectar gradientes asociados a los principales macroambientes (diferenciados principalmente de
oeste a este) en ambos clados (A y B) y también de norte a sur de la distribucion, sobre todo en el clado A, que
es el que mas se distribuye latitudinalmente. Apoyando las rutas y tiempos de dispersion arrojados por la

reconstruccion filogeogrdfica.

® Se detecto serial de expansion poblacional en Zaeayus pic/y, aunque no tan pronunciada en el
clado A por ser el primero en tener una gran expansion sobre todo hacia el norte, llegando a tener una
distribucion mas amplia a la actual segun el registro arqueologico. Actualmente se muestra seriales de
estructuracion en esa region y de desplazamiento en el centro sur por el clado B, mostrando su expansion mas

actual al sur en Santa Cruz.

® La historia evolutiva de las poblaciones actuales de Zaedyus prc/izy no seria mayor a 40 Ka. En el
Pleistoceno tardio previo a la ultima glaciacion las poblaciones de Zaedyus pic/iy estarian retiradas de la
Region Pampeana al noroeste y hacia la Patagonia norte siendo probablemente una zona estable en su
distribucion a la largo de los ciclos glaciares, mientras que probablemente su distribucion sur y norte
Sfluctuaron por los cambios climaticos. En la zona cercana al origen del rio Negro entre el rio Neuquén y el rio
Limay se habria dado una mayor variabilidad y un proceso de diversificacion, desde donde con el comienzo de
la ultima glaciacion cuando las condiciones empezaron a ponerse mas frias y aridas, y disminuyo el caudal de
los rios, se facilito la expansion hacia el norte y hacia el sur de los clados divergentes en dos oleadas
consecutivas. Por lo tanto segun los resultados de este estudio y del registro arqueologico Zaedvus pictizy
volvio a avanzar nuevamente sobre la Region Pampeana a finales del pleistoceno en terminando la ultima

glaciacion, ampliando su distribucion aun mas hacia el noroeste y este en todo el holoceno pero retrayéndose
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nuevamente dentro de la Region Pampeana y probablemente en todo el extremo norte de su distribucion en el

Holoceno tardio por el aumento de las condiciones calidas y humedas.

® La expansion de Zaedyus pichiy hacia el sur invadiendo progresivamente la Patagonia central y
sur pasado el holoceno temprano debido al aumento de temperatura, siendo la mas cercana en el tiempo segun
la reconstruccion filogeografica y llegando hasta el sur de la provincia de Santa Cruz, donde se observa la
menor diversidad de haplotipos de norte a sur concuerda con el registro arqueologico y lo propuesto por otros

autores. Ademas estaria continuando en la actualidad segun la serial de expansion del clado A.

® Jas mismas causas de aumento de temperatura y cambio en los biomas que habrian generado la
retraccion en el norte de la distribucion habria generado las expansiones en Patagonia que seguirian
sucediendo en la actualidad la primera en la parte sur (clado A) y la segunda en la parte central de Patagonia

(clado B), lo que se ve en el andlisis.

® Puede que haya existido persistencia de otras poblacines durante el pleistoceno tardio en otras
regiones ademdas de la region norte de Patagonia, probablemente en la parte occidental de la Region
Pampeana, sin embargo no hay serial de contactos secundarios, no se detecta otro clado mas antiguo o
haplotipos divergentes ni en el norte ni en el sur de la distribucion, lo que sugiere que la retraccion fue
homogénea en el borde sur y norte del rango de distribucion de la especie o que en su expansion el clado A
desplazo completamente las poblaciones preexistentes. Habiendo contacto secundario solo entre el clado a y b

v quizas la poblacion divergente dentro del clado B.

® A modo de sintesis, los andlisis realizados en esta tesis reflejan los efectos del proceso de
expansion progresiva en dos oleadas consecutivas: la primera mds rapida, alcanzé una mayor distribucion, en
tanto que la segunda logro establecerse en la parte norte de la Patagonia remplazando a la primera. El origen
de estas expansiones estaria ubicado al norte de rio Negro (probablemente ubicado en el limite de las
provincias de Neuquén y Rio Negro).

® Se hipotetiza que la alternancia de periodos climaticos frios/aridos y templados/hiimedos durante
los ultimos millones de arios en el sur de Sudamérica, provoco en los armadillos, como en muchos otros
grupos, una dinamica de extincion-recolonizacion de biomas ligada a estos cambios climaticos y de vegetacion
ciclicas debidos a los periodos glaciares del Pleistoceno. En este contexto, los resultados de esta tesis solo
muestran el ultimo ciclo de retraccion/expansion-recolonizacion de Zaeavus prc/izy desde lo que seria
aproximadamente el centro de su distribucion actual en dos olas consecutivas que llevaron a formar dos
unidades filogeogrdficas diferenciadas (clados A y B) dando una distribucion particular de la diversidad de
sus haplotipos la cual no siguen un gradiente latitudinal de norte a sur de la distribucion de la especie por lo

que la hipotesis 4 seria rechazada.
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barras de escala representan sustituciones por sitio. En los plots de Densitree en Azul se indican las ramas de

comun acuerdo con la topologia del arbol consenso mientras en rojo se muestran las ramas en conflicto con ella.

Figura 16: Resultados grdficos de los andlisis de S-DIVA y BBM para los armadillos estudiados. (1)
Reconstruccion de dareas ancestrales (RAA) por medio de S-DIVA, con un numero mdximo de 10areas para su
distribucion ancestral; (2) RAA con BBM, con un numero maximo de 10 dreas para su distribucion ancestral; (3)
Andalisis con S-DIVA un numero mdximo de 4 areas para su distribucion ancestral y,; (4) Analisis BBM con un
numero maximo de 4 dreas para su distribucion ancestral. Aro rojo: Dispersion, aro verde: Vicarianza y aro
amarillo: Extincion. Cada nodo esta dividido segun la probabilidad de cada distribucion representada por su color
segun la leyenda, en rojo figuran las letras de las distribuciones mas probables para los Ephractinos. Cada drea
fue codificada con una letra segun tabla 5.

Figura 17: Arbol de haplotipos de Z pichiv, se observa dos grandes haplogrupos (A y B). Los niimeros que se
muestran en los nodos son la medida de soporte, probabilidad posterior, mayores a 0,5.

Figura 18: Mapa de Argentina donde se muestra cada poblacion representada en un grafico de tortas donde su
tamario es proporcional a su “n”. También se muestra la distribucion y proporcion de los haplogrupos A y B
recuperados en el arbol de haplotipos, siendo el clado A representado en rojo y B en amarillo al igual que en los

resultados de los otros analisis.

Figura 19: (a) red de haplotipos para el alineamiento de secuencias de COI+D-loop de longitud 967 pb
correspondientes a 28 individuos de Z pic/iy; (b) red de haplotipos para el alineamiento de secuencias de COI de
longitud 492 pb correspondiente a 59 secuencias de Z pic/hiv: (c) red de haplotipos para el alineamiento de
secuencias de D-loop de longitud 405 correspondiente a 75 ejemplares de Z pic/iy. El tamario de la esfera es
relativo a la frecuencia del haplotipo que representa y en las ramas se marca con numeros la cantidad de pasos
mutacionales. Los pequenios circulos rojos entre las ramas hacen referencia a haplotipos hipotéticos (no

muestreados o extintos).

Figura 20: Mapa de la Argentina que muestra con puntos verdes las poblaciones muestreadas de Zaeayus pic/ryy
en color celeste los cursos de los grandes rios que atraviesan su distribucion, separando dichas poblaciones en

cinco grandes areas.

Figura 21: Para todas las secuencias obtenidas de ambos marcadores concatenados: A.1) Resultados de la
interpolacion de la diversidad genética en el paisaje, A.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y A.3)
Resultado del Test de Mantel. Para las secuencias de ambos marcadores concatenados, pertenecientes al clado A:
B.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el paisaje, B.2) Resultado del andlisis de

autocorrelacion espacial y B.3) Resultado del Test de Mantel. Para las secuencias de ambos marcadores
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concatenados, pertenecientes al clado B: C.1) Resultados de la interpolacion de la diversidad genética en el
paisaje, C.2) Resultado del analisis de autocorrelacion espacial y C.3) Resultado del Test de Mantel.

Figura 22: Para todas las secuencias obtenidas del marcador D-loop: A.1) Resultados de la interpolacion de la
diversidad genética en el paisaje, A.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y A.3) Resultado del Test
de Mantel. Para las secuencias del marcador pertenecientes al clado A: B.1) Resultados de la interpolacion de la
diversidad genética en el paisaje, B.2) Resultado del analisis de autocorrelacion espacial y B.3) Resultado del Test
de Mantel. Para las secuencias del marcador pertenecientes al clado B: C.1) Resultados de la interpolacion de la
diversidad genética en el paisaje, C.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y C.3) Resultado del Test
de Mantel.

Figura 23: Para todas las secuencias obtenidas del marcador COI: A.1) Resultados de la interpolacion de la
diversidad genética en el paisaje, A.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y A.3) Resultado del Test
de Mantel. Para las secuencias del marcador pertenecientes al clado A: B.1) Resultados de la interpolacion de la
diversidad genética en el paisaje, B.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y B.3) Resultado del Test
de Mantel. Para las secuencias del marcador pertenecientes al clado B: C.1) Resultados de la interpolacion de la
diversidad genética en el paisaje, C.2) Resultado del andlisis de autocorrelacion espacial y C.3) Resultado del Test
de Mantel.

Figura 24: Distribucion de las diferencias pareadas en: todas las muestras de Zuedyus pic/iy (AB), en el linaje A y
en el linaje B. En los gradficos se observa con linea color gris la distribucion de los datos y con linea color negra la

distribucion esperada bajo un modelo de expansion demogridfica.

Figura 25: Difusion de Zaeayus Frc/izy a través del tiempo. La reconstruccion bayesiana muestra desde la Figura 1
a 11 diferentes momentos sucesivos en la distribucion de la especie desde su probable centro de origen hasta su
distribucion presente. En las ramas se representa con rojo lo mads basal y se va oscureciendo hacia lo mas
derivado.
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BioEdit: edicion y alineamiento de secuencias

L

* Clustal X: alineamiento de secuencias/cambio de formato

Seaview: alineamiento de secuencias

PhyML: inferencia filogenética por ML.

TreePuzzle: mapeo del likelihood- Informacion filogenética.

JModeltest: estimacion del modelo de evolucion molecular (v sus parametros).

Figtree: visor y editor de arboles.

SPREAD: cdlculo del Factor de Bayes para deteccion de asociaciones significativas entre
localizaciones geograficas. Generacion de archivos para la visualizacion del proceso de difusion.

Google Earth: visualizacion del proceso de difusion.
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AIS: andalisis de aislamiento por distancia (Mantel), autocorrelacion espacial y variacion genética
en el espacio.

- -
==
DNAsp: pruebas estadisticas (demografia).
4

Corel: edicion de figuras

i

Y
&
\ 4

RASP: Analisis biogeograficos (DIVA, DEC, BBM).

My Bayes: andlisis filogénetico por IB.

TNT: andlisis filogenético por Parsimonia.

N

Densitree: analisis cualitativo de arboles.

Arlequin: indices de diversidad, distribucion de diferencias pareadas, AMOVA.

18

Network: construccion red de haplotipos.
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DivaGis: realizacion de mapas.

Tracer: convergencia, estimadores, factor de Bayes, reconstruccion demografica.

Paquete BEAST

=~ B BEAUt: seleccion de modelos y priors; especificacion decondiciones del andlisis, generacion del
archivo de entrada para el BEAST.

BEAST: optimizacion de parametros (andlisis de coalescencia).

TreeAnnotator: resumen y anotacion de drboles.
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Lista de las muestras colectadas de Z. pic/hiy para este estudio, con su acronimo y lugar de colecta (localidad,

provincia y coordenadas).

Muestra/acronimo

BALI

BAL2

BACI

BAPI

BAP2

BAP3

BAL3

BAL4

BALS

BAL6

CHAI

CHEI

CHTI

CHRI

CHCI

CHT2

CHA2

CHT3

CHT4

CHA3

CHA4

CHTS

CHPI

Localidad o drea

Pellegrini
Pellegrini
Laguna Chasico
Pedro Luro
Pedro Luro
Pedro Luro
Catrilé
Santa Rosa
Atreuco
Conhello
Alto de las Plumas
Ea. Talagapa
Trelew
Rio Chico
Cushamen
Trelew
Alto de las Plumas
Trelew
Trelew
Alto de las Plumas
Alto de las Plumas
Trelew

Peninsula valdés

Provincia

Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
La Pampa
La Pampa
La Pampa
La Pampa
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut
Chubut

Chubut

Coordenadas
Lat. Long.
-36.35 -63.28
-36.37 -63.31
-38.51 -63.32
-39.53 -62.69
-39.53 -62.69
-39.53 -62.69
-36.41 -63.41
-36.52 -64.2
-37.06 -63.87
-36.17 -64.44
-43.72 -67.29
-42.15 -68.25
-43.23 -65.45
-45.68 -68.34
-42.37 -71.03
-43.23 -65.45
-43.72 -67.29
-43.23 -65.45
-43.23 -65.45
-43.72 -67.29
-43.4 -68.77
-43.23 -65.45
-42.4 -64.77
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SCNI

SCS1

SCP1

SCN2

SCN3

SCP2

SCP3

SCC3

SCN4

SCN5

SCP4

SCCI

scc?

SCN6

SCN7

NJAI

NJA2

NJA3

NJA4

NJAS

NJA6

NJA7

SLCI

SLC2

SLC3

SLC4

SLCS

SLC6

SLC7

Lagos del Norte
Tres Lagos
Comandante Luis Piedrabuena
Lagos del Norte
Lagos del Norte
Comandante Luis Piedrabuena
Comandante Luis Piedrabuena
Ea. La Olguita
Lago del Norte
Ea. Lago de Los Cisnes
Comandante Luis Piedrabuena
Lagos Centro
Lagos Centro
Perito Moreno
Perito Moreno
Junin de Los Andes
Junin de Los Andes
Junin de Los Andes
Junin de Los Andes
Junin de Los Andes
Junin de Los Andes
Junin de Los Andes
. El Centenario (Gral. Pedernera)
. El Centenario (Gral. Pedernera)
. El Centenario (Gral. Pedernera)
. El Centenario (Gral. Pedernera)
. El Centenario (Gral. Pedernera)
. El Centenario (Gral. Pedernera)

. El Centenario (Gral. Pedernera)

Santa Cruz
Santa Cruz

Santa Cruz

Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
Neuquén
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis
San Luis

San Luis

-46.9

-49.53

-49.93

-46.71

-46.55

-49.41

-49.93

-47.98

-47.12

-47.59

-49.59

-48.28

-48.26

-46.87

-46.9

-39.84

-39.83

-40.22

-39.84

-39.84

-39.74

-39.94

-34.17

-34.17

-34.17

-34.17

-34.17

-34.08

-34.17

-70.72

-71.45

-69.03

-71.67

-69.85

-69.84

-69.03

-71.82

-70.87

-70.83

-68.16

-71.61

-71.56

-70.84

-70.78

-70.64

-70.64

-70.64

-70.64

-70.64

-70.6

-70.96

-65.84

-65.84

-65.84

-65.84

-65.84

-65.87

-65.84
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SLC8
SLCY
SLCI0
SLCI1
MMAI
MMA?2
MLVI
MLV?2
MLV3
MLV4
MCPI
MLV
MLV6
MLV7
MLVS
MNAI
MMA3
MMA4
MLV9
MSRI
MMAS
MLVI
LRPI
LRP2
LRP3
LRP4
RNMI
RNM?2

RNM3

Ea. El Centenario (Gral. Pedernera)
Ea. El Centenario (Gral. Pedernera)
Ea. El Centenario (Gral. Pedernera)
Ea. El Centenario (Gral. Pedernera)
Malargiie
Malargiie
Lavalle
Lavalle
Lavalle
Lavalle
Mendoza
Lavalle
Lavalle
Lavalle
Lavalle
Nacufidan
Malargiie
Malargiie
Lavalle
San Rafael
Malargiie
Bermejo (Caucete )
Pagancillo (Gral. Lavalle)
Pagancillo (Gral. Lavalle)
Pagancillo (Gral. Lavalle)
Pagancillo (Gral. Lavalle)
Meseta de Somuncua, Cuatro Cerros
Meseta de Somuncura, Cerro El Chara

Meseta de Somuncura, Cerro Corona

San Luis
San Luis
San Luis
San Luis
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
Mendoza
San Juan
La Rioja
La Rioja
La Rioja
La Rioja
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

-34.17

-34.17

-34.17

-34.17

-35.64

-35.97

-32.31

-32.26

-32.26

-32.35

-32.85

-32.35

-32.31

-32.31

-32.35

-34.05

-35.99

-36.08

-32.31

-34.6

-35.97

-31.6

-29.54

-29.54

-29.54

-29.54

-41.5

-41.52

41.45

-65.84

-65.8

-65.84

-65.84

-68.58

-69.19

-67.71

-67.73

-67.73

-67.91

-68.77

-67.91

-67.66

-67.71

-67.91

-67.97

-68.94

-69.18

-67.71

-69.02

-69.19

-67.68

-68.09

-68.09

-68.09

-68.09

-67.02

-66.78

-66.88
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RNPI

RNP2

RNP3

RNP4

RNP5

RNP6

RNP7

RNPS8

RNP9

RNP10

RNPI1

RNPI2

RNPI3

RNP14

RNPI5

RNPI6

RNP17

RNPI8

RNPI19

RNP20

RNP21

RNP22

RNP23

RNP24

RNP25

RNP26

RNP27

RNP28

RNP29

Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu, paraje Caiiadon Chileno
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu, Laguna Blanca
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu, paraje Cariadon Chileno
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu, Laguna Blanca
Pilcaniyeu, Laguna Blanca
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu, Laguna Los Juncos
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu
Pilcaniyeu

Pilcaniyeu, paraje Cafiadon Chileno

Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro

Rio Negro

-41.13

-41.13

-41.13

-41.13

-41.13

-41.13

-41.13

-41.13

-41.13

-40.89

-41.05

-41.11

-40.93

-41.03

-40.89

-41.05

-41.05

-40.93

-40.93

-41.03

-41.11

-41.05

-41.06

-40.72

-41.11

-41.03

-41.11

-41.03

-40.89

-70.72

-70.72

-70.72

-70.72

-70.72

-70.72

-70.72

-70.72

-70.72

-70.03

-70.39

-70.87

-70.08

-70.42

-70.03

-70.39

-70.39

-70.08

-70.08

-70.42

-70.87

-70.39

-71.01

-69.84

-70.8

-70.42

-70.8

-70.42

-70.03
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RNP30 Pilcaniyeu Rio Negro -41.13 -70.72

RNP31 Pilcaniyeu Rio Negro -41.13 -70.72
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Apéndice 2

Marcadores nucleares: Bateria de cebadores testeados perteneciente a intrones y exones de varios genes nucleares

obtenidos de la literatura.

FGBSegF
FGBSeqR
FGBLcnv
FGBUcnv
HPRTSeqTorqF
HPRTSeqTorqR
HPRTSEQFF
HPRTSEQR
PLPSEQF
PLPR
HNFAL-F
HNFAL-R
ITSI-F
ITSII-R
Enol.8Fm F
Enol.9Rm R
B-1
B-2
TBO26 F
TBO26 R
TBO53 F
TBOS53R
TBO64-2 F
TBO64-2R
RELNG6IF

RELNG6IR

FGB (17)
FGB (17)
FGB (17)
FGB (17)
HPRT (12)
HPRT (12)
HPRT (12)
HPRT (12)
PLPI (12)
PLPI (12)
HNFAL(E2)
HNFAL(E2)
ITS
ITS
Enol.
Enol.
B
B
TBO
TBO
TBO
TBO
TBO
TBO
RELN

RELN

ACWCCATCATCTGTGC

ACGGCATGTATTTCAGC

ACCACWCCATCATCTGTGC

ACAACGGCATGTATTTCAGC

AAAAGGGAAATGAGC

GGATGCTTTCTCTTAA

CTCATGGACTAATTATGG

CTTGAGCACACAGAGGGC

CCACTGGATTGTGTTTCT

TAGTCGCCAAAGATCTGCCT

GCAGCCCTCTACACCTGGTA

CAATATCCCCTGACCAGCAT

TCGTAACAAGGTTTCCGTAGGT

GTAAGTTTCTTCTCCTCCGCT

GACTTCAAGTCKCCSGATGACCCCAG

CCAGTCRTCCTGGTCAAAGGGATCTTC

GITGGTGGTGAGGCCCTGGGCAG

CCTGAAGTTCTCAGGATCCACATGCA

TTCATATGGAACAAGAAAAGACC

TAGTTC CCTTGC CCA TTT AGTG

CCAGGA GTA TAG CCT AATGGT AGA GTT C

TITTTG TGC CACAGTTTCACA TTC C

CTGGCT CCCGTC AGC TCT A

AAG TTC AAGGCC CATGAC TCA C

TGAAAGAGTCACTGAAATAAACTGGGAAAC

GCCATGTAATTCCATTATTTACACTG

Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Silva S. M. com pers.
Murphy et al, 1999
Murphy et al, 1999
Primmer 2002
Primmer 2002
Chaveerach e a/2008
Chaveerach e a/2008
Turmelle ez al 2011
Turmelle et al 2011
Lessa 1992
Lessa 1992
Belfiore ez al 2008
Belfiore ez al 2008
Belfiore ez al 2008
Belfiore ez al 2008
Belfiore ez al 2008
Belfiore ez al 2008
Spinks ez al 2007

Spinks ez al 2007




Apéndice 3

Secuencias utilizadas para los andlisis filogenéticos: todas las secuencias a excepcion de las pertenecientes a la
especie Dasypus fybridis se utilizaron para los andlisis con el programa Beast. Las secuencias del gen COI

marcadas con (*) se utilizaron en los andlisis filogenéticos tradicionales.

Especie Cédigo GB/BOLD Gen Cita
Timandua letradactyla AF284001 BRCAI Madsen ez al 2001
Timandua letyadactyla AF484230 BRCAI Delsuc eral 2002

Cyclopes didactylus AF484231 BRCAI Delsuc eral 2002
Choloepus didactvlus AF484229 BRCAI Delsuc ez al 2002
Cabassous unicincius AF484228 BRCA1I Delsuc et al. 2002

Tolpeutes matacis AF484227 BRCAI Delsuc ez al 2002

Zaedyus prchry AF484226 BRCAI Delsuc ez al 2002
Priodontes maximus AF484225 BRCAI Delsuc et al. 2002
Luplractus sexciictus AF484224 BRCAI Delsuc ez al 2002
Dasypus kapplerr AF484223 BRCAI Delsuc ez al 2002
Dasypus novemcmcius AF484222 BRCAI Delsuc ez al 2002
Bradypus tridactylus AF284002 BRCAI Madsen et al 2001
Chaetoptractus villosus AF284000 BRCAI Madsen ez a/ 2001
Dasypus novemciictus AF283999 BRCAI Madsen et al 2001
Chaetoptractus vellerosis LNG613154 BRCAI Abba er al 2015
Choloepus hoffinanns JN414134 BRCAI Meredith ez al 20011
Chlanmypliorus truncalis FR821708 BRCAI Delsuc ez al 2012
Zaeayus pichry - cor* Este estudio
Zaeayus pichry - cor* Este estudio
Zaedyus prchry - cor* Este estudio
Zaedayus prchry - cor* Este estudio
Zaedyus prchry - cor* Este estudio
Zaedayus prchry - cor* Este estudio
Zaedayus prchry - cor* Este estudio
Chaetoptractus vellerosius - cor* Este estudio
Chaetoptractus vellerosus - cor* Este estudio
Chaetoptractus villosus - cor* Este estudio
Chaetoptractus villosus - cor* Este estudio
Chaetoptractus villosus - cor* Este estudio
Chaetoptractus villosus - cor* Este estudio
Lupliractus sexcinclus - cor* Este estudio
Lupliractus sexciiclus - cor* Este estudio
Lupliractus sexcinclus HQ919697 cor* iBOL
Chilanpphorus truncatis - cor* Este estudio
Priodontes maxinius - corx Este estudio

Jolpeutes matacus - corx Este estudio

Jolypeutes matacus - corx Este estudio
Cabassous unicrnclus GBMA6371-13 cor* iBOL

Dasypus novemcinclus RDATC062-06 col iBOL

169



Apéndices

Dasypus novemecmnclus
Dasypus novemecmnclus
Dasypuus novemecinclus
Dasypus novemecmnclus
Dasypus novemcicius
Dasypus novemcicus
Dasypus novemcicius
Dasypus novemciciis
Dasypus novemciciis
Dasypus novemcinciius
Dasypus kapplers
Dasypus fapplers
Dasypus fybridus
Dasypus fybridus
Dasypus fybridus
Dasypus Hybridis
Dasypus Hybridis
Tamandua tetryadactyla
Tamandua tetryadactyla
Tamandua tetryadactyla
Tamandua letradactyla
Tamandua letradactyla
Tamandua letradactyla
Tamandua letradactyla
Tamandua letradactyla
Cyclopes didactylus
Lradypus tridactvius
Lradpus tridactylus
Choloepus didactylus
Choloepus didactvlus
Choloepus didactylus
Choloepus didactylus
Choloepus hoffinanni
Choloepus hoffinanni
Dasypus novemcinclius

Dasypus novemcinclus
Choloepus hoffinanni
Lradpus tyidactlus
Lradpus tyidactlus

Chaetoptractus villosus

Chilanpphorus truncatis

Zaedyus pichiy
Jobpeutes matacus

Lriodontes maximnius

GBMA0535-06
JF445350
GBMIN43452-14
ECOMA0S87-13
MYPMX310-11
ABTVC183-05
TOPO426-10
TOPO427-10
TOPO428-10
MYPMX097-10
JF444295
ABGYD552-06

AJ421450
JF459282
RDATC067-06
TOPO423-10
GBMA0580-06
JF444947
ABFG303-10
ABECA468-06
NC 006923
CYTC4449-12
NC 006924
HQI86772
ABFG306-10
HQI186780
HQI86766
HQI86765
NM_001281306
BK007983

JN415027
BTU31603
FR821707
FR821706
FR821704
AJ427365
AJ427362
AJ427363

corx*
corx*
cor
cor
cor
cor
cor
cor
cor
corl
corx
corl
corx
corx
corx
corx
corx
corx
corx
corx
cor
cor
cor
corx*
cor
cor
corx
corx
cor
cor
cor
cor
cor
cor
VWF
VWF

VWF
VWEF
VWEF
VWEF
VWF
VWEF
VWF
VWF

iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Arnason er al. 2002
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
iBOL
NCBI
iBOL
NCBI
Steiner et al 2011
iBOL
Steiner et al 2011
Steiner et al 2011
Steiner et al 2011
Dang eral 20011
Dang eral 20011

Meredith ez a/ 20011
Porter ez al 1996
Delsuc eral 2012
Delsuc eral 2012
Delsuc eral 2012
Delsuc ez al. 2002
Delsuc ez al 2002
Delsuc ez al 2002
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Lupliractus sexcinclus
Dasypus kapplerr
Tamandiua letradactyla
Cabassous unicincius
Dasypus novemciciis
Choloepus didactvlus
Cyclopes didactylus
Chaetoplractus villosus

Chaetgplractus vellerosus

AJ427364
AJ427361
AJ278161
AJ278159
AJ278158
AJ278160
AJ278156
AF076480
LN613155

VWF
VWF
VWF
VWF
VWF
VWF
VWF
VWF
VWF

Delsuc et al. 2002
Delsuc et al. 2002
Delsuc et all 2001
Delsuc et al. 2001
Delsuc et al. 2001
Delsuc et al. 2001
Delsuc et al. 2001
Stanhope er all 1998
Abba et al 2015

171



Apéndices 4

Tabla de codificacion de dreas: muestra la presencia de las especies de armadillos estudiados en las aéreas
determinadas segun los principales biomas de América Latina y sus distribuciones. Cod=letras con las que se
codifico las aéreas en los analisis, las especies siguen la abreviaturas segun Tabla 3. La “X” significa que la

especie en cuestion habita el drea indicada.

Area Cod Es Cve Cvi Zp Ct Tm Cu Pm Dn Dk
Desiertos frios,
: A X X
Argentina

Sistemas de
montania, Bolivia,
norte de B X
Argentina y sur
de Peru

Bosques
subtropicales/Bo
sques lluviosos C X X X
templados,

Sureste de Brasil

praderas
templadas, D X X

Buenos Aires

praderas
templadas
Uruguay,
Mesopotamia
Argentina y sur

este de Brasil

Bosques
tropicales secos F X

America Central

Bosques
tropicales secos
costa central de

Brasil

Bosques
tropicales secos
norte de
Argentina,

Paraguay y sur
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de Bolivia

praderas
tropicales/Saban
as norte Brasil

praderas
tropicales/Saban
as centro de
Brasil

Bosques
tropicales
humedos noreste
de Brasil

Bosques
tropicales
humedos

noroeste Brasil

Bosques
tropicales
humedos costa

sur Brasil

Desiertos
templados/semid
esiertos parte
central (sin
Buenos Aires) de

Argentina

Desiertos
templados/semid
esiertos Cuyo y

Puna de

Argentina
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Mapa con los principales biomas de América Latina obtenido de Andrés (2009).

Bosques iemplados latifolwdos
B Pradems empladss
T Bosques templades de coniferas Mosques
I Rosques tropicales secis
B Praderas tropicales ¢ sabamas
Basques ropicabes himedos
B Desicrtos templados fsemidesierios

Mapas de distribuciones de las especies de armadillos utilizadas en los analisis de filogenia y biogeografia.

Dasypus novemcinctus Dasypus kappleri Priodontes maximus Cabassous unicinctus

Euphractus sexcinctus
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