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1.- RESUMEN

La poliploidia ha sido muy importante en la radiacion evolutiva de las
angiospermas y en la mayoria de los vegetales. Sin embargo, la especiacion
por poliploidia es rara en los animales y practicamente imposible en humanos.
El reporte de un roedor sudamericano alotetraploide, Tympanoctomys
barrerae, causo gran expectacion. Su condicion alopoliploide se corrobor6
mediante Southern blot de genes de copia Unica, el uso de sondas de genes
ribosomales y del desarrollo epigenético (Hoxc-8) y recientes ensayos de
GISH. Estos resultados sugerian un proceso de hibridizacién interespecifica.

En el presente trabajo se analiz6 la contribucién de los linajes parentales
gue dieron origen a T. barrerae, por hibridizacion. Considerando la transmision
uniparental del gen mitocondrial citocromo b, se usaron secuencias de este
gen como marcador molecular materno para determinar las relaciones
filogenéticas y genealdgicas entre 12 poblaciones de las especies mas
relacionadas a T. barrerae.

Los datos mostraron una distribucion parafilética de las secuencias del
DNA mitocondrial, reflejando que en el alotetraploide T. barrerae existen al
menos dos instancias de origen independientes. Ademas, su origen materno
es de tipo reciproco. Esto constituye un gran hallazgo, ya que implica
hibridogénesis, recurrencia fenomeénica de la alopoliploidia e introgresion

geénica, procesos hasta ahora desconocidos en mamiferos.



1.1.- SUMMARY

Polyploidy has been very important in the evolutionary radiation of the
angiosperms and in most of plant species. However speciation by polyploidy is
rare in animals and practically impossible in humans. The report of tetraploidy
in a South American rodent allotetraploid, Tympanoctomys barrerae, caused
great expectation. Its allopolyploid condition was corroborated by Southern blot
of single copy genes, and by the use of probes of rDNA genes. Other assays
included FISH of genes involved in epigenetic development (Hoxc-8), and
recently, GISH analyses. These results suggested a process of interspecfic
hybridization.

In the present study, the contribution of parental lineages that gave rise
to T. barrerae by interspecific hybridization were conducted. Considering the
uniparental transmission of the mitochondrial gene cytocrome b, its sequences
were used as a maternal marker to determine the phylogenetic relation and
genealogy between 12 populations of octodontids.

The data show a paraphyletic distribution of the mtDNA sequences,
indicating that at least two instances of independent origin of reciprocal type
can be recognized in T. barrerae. This constitutes an important finding since
implies hydrogenesis, recurrence of tetraploidization, and genetic introgresion,

so far unknown in mammals.



2.- INTRODUCCION

La poliploidia, que consiste en la presencia de dos o0 mas genomas
completos en las células de un organismo, es un importante mecanismo
evolutivo involucrado en el origen y la diversificacion de las especies (Ohno,
1970; Soltis y Soltis, 1999; Comai, 2005). Este fendbmeno se encuentra
ampliamente representado en las plantas, generandoles altos niveles de
variabilidad adaptativa. En efecto, los poliploides tienen tasas mas altas de
recombinacién y sus adaptaciones les permiten vivir en ambientes extremos
(Song y col., 1995; Soltis y Soltis, 2000; Wendel, 2000).

En relacién a los vegetales, cerca del 70% de las angiospermas y un
95% de las pteridofitas han experimentado eventos de poliploidizacion (Grant,
1981; Masterson, 1994; Soltis y Soltis, 1999), incluyendo entre ellos algunos
paleopoliploides como en el caso del maiz (Zea mays; Gaut y Doebley, 1997),
Arabidopsis thaliana (AGI, 2000; Vision y col.,, 2000) y la levadura (Wolfe,
2001).

Dentro de las formas para producir aumentos del genoma por poliploidia
se encuentra la autopoliploidia. Este fendmeno corresponde a la duplicacion
total del genoma de una misma especie originaria. Por otro lado, en la
alopoliploidia se produce la fusibn de dos o mas genomas provenientes de

especies distintas (Otto y Whitton, 2000).



Debido a que los eventos de hibridacion eran considerados como una
rareza en la evolucién organismica, inicialmente se suponia que cada especie
poliploide tenia un origen Unico. De tal forma, se generaba uniformidad
genética entre los miembros de la nueva especie debido a que provenian de
un solo par de progenitores. Sumado a lo anterior, esta el hecho de que los
descendientes poliploides quedan aislados reproductivamente de sus
ancestros diploides (Stebbins, 1971; Soltis y Soltis, 2000). Por lo tanto, la
vision clasica consideraba a los poliploides como un saco evolutivo ciego
carente de posibilidades adaptativas (Wagner, 1970).

En contraposicion con esta vision clasica, un hallazgo importante
respecto de la génesis de los poliploides taxonédmicamente reconocidos es que
tienen un origen multiple, independiente y de forma recurrente (Soltis y Soltis,
1995; Soltis y Soltis, 1999). Aun mas, en pocos casos se ha reportado un
origen unico en poliploides (Widmer y Baltisberger, 1999; Sall y col., 2003).

Las especies poliploides con origen multiple presentan mayor diversidad
geneética, en parte debido a que su proceso de formacion se deriva de la fusion
de distintos genotipos provenientes de diferentes progenitores. Este proceso
aumenta la frecuencia de hibridacion y de genotipos dentro de las especies

poliploides, como se ilustra en la Figura 1 (Soltis y Soltis, 2003).
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Figura 1.- Comparacién entre la vision clasica (a) de la formacion de un
poliploide y la vision actual (b). EI modelo clasico establecia que cada especie
poliploide se formaba en tan soélo una instancia, dando como resultado una
nueva especie genéticamente uniforme. Actualmente se sabe que cada
especie poliploide se origina en forma repetida a partir de diferentes genotipos
parentales. Esta dinamica genera una gran diversidad de genotipos en los
poliploides. Posteriormente, la hibridacidon entre estos genotipos da lugar a una
variabilidad genética adicional (Soltis y Soltis, 2000). Las letras (A, B, etc.) en
los rectangulos indican los genotipos, que en el caso de un origen multiple

generan mayor variabilidad intraespecifica.



Para estudiar la derivacion genealdgica de una especie poliploide, la
diversidad de haplotipos amplificados usando marcadores moleculares
uniparentales entregan valiosas evidencias de las relaciones ancestro-
descendiente. Para ello se comparan los haplotipos presentes en la especie
derivada y en las especies ancestrales que le dieron origen (Ptacek y col.,
1994). Esta estrategia se basa en el hecho de que el DNA mitocondrial es
altamente variable y que debido a su herencia exclusivamente materna no
sufre recombinacién. Por lo tanto, se obtienen datos de herencia uniparental
gue ayudan a establecer la ancestria de los poliploides en forma inequivoca
(Brown y col. 1979).

En estudios desarrollados en vegetales se han aprovechado las
ventajas que ofrecen los marcadores moleculares cloroplasticos, que también
siguen un modelo de herencia matrilineal. Asi, la ausencia de recombinacion
sumado a la presencia de multiples copias dentro de las células permite
detectar procesos de introgresion génica (Miwasa y Suzuki, 2002; Doyle y col.,
2003; Fuertes-Aguilar y Nieto-Feliner, 2003). De este modo, el analisis
filogenético de las secuencias de cloroplastos y de mitocondrias en especies
pertenecientes al mismo género permite encontrar clados monofiléticos de
haplotipos. Asi el monofiletismo de los haplotipos es considerado como una
evidencia incontrovertible de derivacion genética desde un par de progenitores.
Pero en otros casos, los haplotipos pueden estar dispersos en las distintas

ramas del arbol filogenético, lo que se conoce como distribucion parafilética.



Tradicionalmente, la distribucion parafilética de los haplotipos implica
origen multiple (Ptacek y col., 1994). Pero si existe bajo apoyo bootstrap en los
distintos clados, no existe resolucion filogenética para los datos (Tate y
Simpson, 2003).

En la practica, el origen multiple de los poliploides se ha inferido debido
a que diferentes taxa con distribucion geografica dispar forman clados
parafiléticos en el arbol filogenético (Segraves y col., 1999). Este hecho se ve
fortalecido cuando las especies parentales diploides y sus descendientes
poliploides se encuentran en un area geografica reducida o bien, en simpatria,
utilizando el mismo habitat (Soltis y col., 1995; Hedrén, 2003). Al contrario, el
origen unico de los poliploides se ve fortalecido cuando los haplotipos
provenientes de especimenes con distribucion geografica dispar forman clados
monofiléticos en el arbol filogenético (Ptacek y col., 1994; Tate y Simpson,
2003).

Unos de los poliploides vegetales mas estudiados corresponden a los
alotetraploides formados recientemente, pertenecientes al género Tragopogon
(Asteraceae). Tragopogon mirus y T. miscellus se han originados hace no mas
de 80 afios, en una pequeia region de Washington (USA; Soltis y Soltis,
2000). Tomando en cuenta la distribucion geografica que presentan estas dos
especies, los estudios filogenéticos de isoenzimas y de DNA ribosomal (genes
18S-26S) han permitido encontrar 21 linajes de T. miscellus con origenes

independientes y 11 de T. mirus (Soltis y Soltis, 2004).



Otro estudio realizado en el género Tarasa (Malvaceae), utilizando como
marcadores moleculares los genes nucleares (ITS1 e ITS2) y cloroplasticos
(espaciadores psbA-trnH y trT-trnL y el intron matK-39 trnK), no apoyé la
monofilia en el arbol genealdgico de la especie. Por el contrario, se encontrd
una distribucion parafilética que da cuenta de las multiples instancias en las
gue fue generada la especie (Tate y Simpson, 2003).

Pero el origen multiple también ha sido reportado en especies animales,
de modo que este fendmeno no es exclusivo de las plantas. Por ejemplo, al
analizar las filogenias construidas con secuencias del gen citocromo b en los
peces poliploides del género Barbus (Cyprinidae), se han encontrado 2 grupos
monofiléticos en los tetraploides con origen independiente: los de Africa del sur
y los de Europa mediterranea. Las pequefas especies diploides africanas
forman grupos parafiléticos, mientras que los hexaploides africanos originados
en forma reciente constituyen un clado monofilético (Tsigenopoulos y col.,
2002; Mabuchi y col., 2005).

En anfibios poliploides ocurren procesos similares de origen multiple.
Por ejemplo, en Hyla versicolor se ha encontrado un origen multiple mediado
por multiples eventos de hibridizacion que involucran a tres especies diploides
distintas como sus ancestros mas probables (Ptacek y col., 1994; Holloway y
col 2006). También en el género Bufo se hallaron dos instancias de origen
multiples. En Bufo viridis del subgrupo Euroasiatico se emple6 DNA

mitocondrial para establecer el origen genético. Se encontraron haplotipos



compartidos en los diploides y tetraploides provenientes de las regiones de
Turkmenistan y de Iran. Ademas se reportdé un proceso de hibridacion entre
diploides y tetraploides que genera especies triploides fértiles y totalmente
adaptadas al ambiente (Stocky col., 2005).

Otro aspecto interesante de considerar entre los alopoliploides
generados por hibridacién interespecifica es que su origen no puede ser
inferido por interrupcion del flujo génico. En efecto, en vez de divergencia
evolutiva se produce una fusién de los linajes que generan genomas mixtos en
la nueva especie formada. Como resultado de estos proceso de hibridacion no
es un arbol filogenético dicotdmico la mejor forma de graficar el intercambio
genético, ya que se forma en una red de relaciones haplotipicas (Philippe y
Forterre, 1999; Bapteste y Brochier, 2004). En tal caso es recomendable
realizar una aproximacioén por coalescencia y no un analisis filogenético. El
analisis de coalescencia busca en forma retrospectiva las secuencias que
habrian sido las originales y desde las cuales se derivaron los haplotipos
actuales. Asi, el poliploide hibrido y sus especies parentales que le dieron
origen siguen un patron de evolucion de tipo reticulado (Riesenberg y Noyes,
1998; Lawton y col., 2003; Ritz y col., 2005).

Haciendo uso de la estructura jerarquica ramificada de las genealogias
es posible conectar filogenéticamente los haplotipos mediante una red de
haplotipos, haciéndolos coalescer hasta llegar al ancestro en comin mas
préximo dentro del grupo de datos analizados (Avise, 2000; Clement y col.,

2000).
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Con este tipo de analisis se facilita enormemente la exploracion y
discusion de las hipotesis de relaciones que se pueden establecer entre los
taxa en estudio. Asi se generan hipétesis que han sido utilizadas como marco
conceptual para determinar ancestria y relaciones genéticas entre las
especies involucradas en la poliploidizacion y la progenie surgida por ese
proceso (Baumel y col., 2002; Doyle y col., 2003). Todo esto incide en que se
pueda confirmar el origen mdultiple y recurrente, y determinar efectivamente
cuales son los linajes ancestrales que han dado origen a un alopoliploide
(Smedmark y coll., 2005).

El reporte del descubrimiento de poliploidia en mamiferos concité una
gran expectacion en el medio cientifico (Gallardo y col., 1999). Esto, debido a
gue el proceso de poliploidizacién es inusual en los vertebrados y se le
considera practicamente irrelevante en la diversificacion de los mamiferos. La
imposibilidad de generar mamiferos poliploides se debe a las serias
disrupciones que se producen en el sistema de determinacion del sexo y en el
mecanismo de compensacion de dosis (Orr, 1990; Otto y Whitton, 2000;
Mable, 2004).

Por ejemplo, los estudios clinicos indican que los triploides o tetraploides
humanos mueren rapidamente luego de nacer, debido a malformaciones
congénitas tanto internas como externas (Niebuhr, 1974; Lafer y Neu, 1998;
Guc-Scekic, 2002). Por lo tanto, la formacion de autotetraploides humanos es
un proceso altamente deletéreo, sin posibilidad de éxito reproductivo. Sin

embargo, la rata vizcacha colorada, Tympanoctomys barrerae (2n = 102)
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derribo la suposicion de imposibilidad de encontrar un mamifero poliploide fértil
y muy adaptado a las condiciones ambientales de su habitat.

Tympanoctomys barrerae es un roedor octodontido alopoliploide
endémico de Suramérica. Se distribuye en las regiones aridas del oeste-central
de Argentina (Diaz y col., 2000; Mares y col., 2000). Presenta el namero
cromosomico mas alto informado hasta la fecha en mamiferos (2n = 102) y su
contenido de DNA por célula somatica (16,8 pg) duplica el encontrado en otros
roedores emparentados (Contreras y col., 1990; Gallardo y col., 2003).

Inicialmente, Gallardo y col. (1999) hipotetizaron que el origen de T.
barrerae se debia a un proceso de autotetraploidia, a partir de su taxén
diploide filogenéticamente mas cercano, Octomys mimax (2n = 56). Sin
embargo, esta suposicion dejaba dudas en torno a la formacion de su cariotipo
de 102 cromosomas. En efecto, la duplicacion de un cariotipo de 56
cromosomas implica la pérdida selectiva de 10 pares cromosomicos, algo
excesivamente inusual.

El descubrimiento y la descripcidon de un nuevo roedor octodontido,
Pipanacoctomys aureus (2n = 92) entregd una nueva pieza a considerar en el
esclarecimiento del origen genético de T. barrerae (Mares y col., 2000). La
condicion tetraploide de esta especie fue corroborada mediante la medicion del
contenido de DNA que posee por célula somatica (15,4 pg) y analisis de
Southern blot (Gallardo y col., 2004). Mediante andlisis filogenéticos de genes
nucleares (Receptor de la Hormona del Crecimiento; GHR) y mitocondriales

(12S) fue posible demostrar que P. aureus es el grupo hermano de T. barrerae.
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Ademas, y al igual que en sus ancestros diploides, ambos taxa tetraploides
comparten la presencia de un so6lo par con constriccibn secundaria o
cromosomas NOR y un sdélo cromosoma Y en los machos (Gallardo y col.,
2004). Octomys mimax (2n= 56) es el taxa diploide mas proximo a ambos taxa
tetraploides (Honeycutt y col., 2003)

Asi se propuso que el origen de T. barrerae derivaba de la hibridacion
entre las especies P. aureus y O. mimax. Este modelo plantea que el genoma
mixto de T. barrerae se habria originado de la fusion de gametos no reducidos
provenientes de O. mimax (2n= 56) y los gametos diploides de P. aureus (46
cromosomas; Gallardo y col.,, 2007). Bajo este modelo, la combinacién
numeérica de los gametos parentales (46 + 56) permite originar un
complemento de 102 cromosomas tal como se muestra en la Figura 2.

En estudios recientes de hibridacion gendmica in situ (GISH) se ha
corroborado la naturaleza mixta del genoma de T. barrerae. Estos resultados
apoyan fuertemente el modelo planteado (datos no publicados; ver Figura 2).

Tomando en consideracion que T. barrerae es un roedor alotetraploide,
en el presente trabajo se puso a prueba la hipotesis de su origen mdltiple,
usando como marcador el gen mitocondrial citocromo b. Un fragmento de este
gen fue amplificado tanto en T. barrerae como en las especies consideradas
parentales. Este gen se ha utilizado en numerosos estudios para establecer
relaciones filogenéticas dentro de mamiferos (Irwin y col., 1991; Meyer, 1994).
Ademas, la alta tasa de sustitucion nucleotidica lo hace muy util en las

comparaciones interespecificas o intraespecificas.
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Octomys mimax
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Figura 2.- Modelo del origen genético de T. barrerae, a partir de una
hibridacién interespecifica entre O. mimax y P. aureus. La formacion de
gametos no reducidos en O. mimax es necesaria para originar a T. barrerae

(Gallardo y col., 2007).
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Los resultados obtenidos en muchos de los estudios filogenéticos donde
se han utilizado secuencias del gen citocromo b como marcador molecular han
permitido dilucidar las relaciones intraespecificas en roedores equimidos (Lara,
y col., 1996), antilopes (Matthee y Robinson, 1999), avispas (Jousselin y col.,
2004) y hienas (Rohland y col., 2005). Es por esta y otras razones ya
mencionadas que se decicidio utilizar este mismo marcador molecular para
realizar analisis filogenéticos, a fin de poder inferir el origen matrilineal de T.
barrerae.

Finalmente, un aspecto interesante a considerar en los estudios de
especies de roedores subterraneos es que estas se distribuyen en ambientes
fragmentados (Patton, 1996). Debido a sus restringidas capacidades de
dispersién, estos animales se encuentran formando pequefias unidades
reproductivas, con baja variacidn genética y una alta tasa de diferenciacion

interpoblacional (Smith y Patton, 1993; WIlasiuk y col., 2003).
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En la realizacion de la presente investigacion se formulé la siguiente
hipétesis de trabajo:

Ho: T. barrerae tiene origen Unico. Esta hipoétesis predice que los

haplotipos de las poblaciones analizadas forman grupos monofiléticos en

el arbol filogenético que comparte con sus respectivos ancestros (P.

aureus y O. mimax)

H1: T. barrerae tiene un origen multiple e independiente. Esta hipotesis

predice que T. barrerae presenta haplotipos Unicos (intra- o

interpoblacionalmente) que se agrupan parafiléticamente en el arbol

filogenético, que también incluye a sus especies ancestrales, P. aureus y

O. mimax.

Asi, la topologia que se derive del analisis del marcador mitocondrial

seleccionado nos permitira inferir si existe parafilia intra e interpoblacional en T.
barrerae. En el caso de obtener resultados positivos, se concluira la

recurrencia fenoménica de la tetraploidizacion en esta especie.
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2.1.- Objetivo general
1.- Poner a prueba el origen mdltiple de T. barrerae., mediante analisis

filogenético de secuencias de un fragmento del gen mitocondrial citocromo b,

2.2.- Objetivos especificos
1.1.- Amplificar y secuenciar un fragmento del gen citocromo b en T. barrerae,
P. aureus, O. mimax y O. gliroides para construir la filogenia mitocondrial de

este grupo de roedores octodéntidos.

1.2.- Determinar mediante el analisis filogenético de las secuencias
mitocondriales si se forman clados monofiléticos o parafiléticos que permitan
discriminar si el origen de la poliploidia en T. barrerae ha sido un evento Unico

o multiple.

1.3.- Analizar la red de haplotipos formada por las secuencias mitocondriales
de T. barrerae y sus especies parentales P. aureus, O mimax para determinar

la contribucion genética materna que le dio origen.
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3.- MATERIAL Y METODOS

3.1.- MATERIAL

3.1.1- Material biolégico

Se utiliz6 el material biolégico proveniente de 65 especimenes,
provenientes de 12 poblaciones naturales. De éstos, 43 corresponden a T.
barrerae, 10 a P. aureus, nueve a O. mimax y tres a O. gliroides (Tabla 1). Los
especimenes de O. gliroides se utilizaron como grupo externo para enraizar el
arbol filogenético. En la Tabla 2 se resume el numero de individuos
recolectados por poblacion.

Todos los especimenes fueron colectados en su habitat natural,
sacrificados por sobredosis de éter y procesados para analisis posteriores. Las
localidades de captura se indican en el mapa de la Figura 3. El tratamiento de
los animales se realizé de acuerdo a las normas de bioética establecidas por la
Universidad Austral de Chile.

Los especimenes se encuentran registrados en la Coleccion de
Mamiferos del Instituto de Ecologia y Evolucion de la Universidad Austral de
Chile y en el Centro Regional de Investigacion Cientificas y Tecnologicas

(CRICYT) en Mendoza, Argentina.
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Tabla 1. Localidades de los especimenes utilizados en el estudio. Las
abreviaturas corresponden a TB = T. barrerae, PA = P. aureus, OM = O.
mimax y OG = O. gliroides. Las localidades se abreviaron con los siguientes
cbdigos: AA = Afelo-Afelo, AC = Afelo-Castillo, AT = Afielo-Agua de Tero, CH
= Chusmisa, MGP = Malargle-Guarda Parque, ML = Malargue, NI = Nihuil, PI

= Salar de Pipanaco, PM = La Pampa, TA = El Tap6n y VL = Valle de la Luna.

ESPECIE Localidad Abrev.
. gliroides  Chusmisa, Tarapaca, Chile OG.CH1
. gliroides  Chusmisa, Tarapacd, Chile 0OG.CH2
. gliroides  Chusmisa, Tarapaca, Chile OG.CH3
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL1
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL2
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL3
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OoM.vL4
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL5
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL6
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL7
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL8
. mimax Valle de la Luna, San Juan, Argentina OM.VL9
aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI1
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI2
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI3
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.Pl14
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI5
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI6
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI7
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI8
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI9
. aureus Salar de Pipanaco, Catamarca, Argentina  PA.PI10
barrerae  Nihuil, Mendoza, Argentina TB.NI1
barrerae  Nihuil, Mendoza, Argentina TB.NI2
barrerae  El Tapon, Mendoza, Argentina TB.TA1l
barrerae  El Tapon, Mendoza, Argentina TB.TA2
barrerae  El Tapon, Mendoza, Argentina TB.TA3
barrerae  El Tapon, Mendoza, Argentina TB.TA4
. barrerae  Afielo (Afielo), Neuquén, Argentina TB.AAL
. barrerae  Afielo (Afielo), Neuquén, Argentina TB.AA2
. barrerae  Afielo (Afielo), Neuquén, Argentina TB.AA3
. barrerae  Afelo (Afelo), Neuquén, Argentina TB.AA4

444444444400V U0V U0VUVUTUTTUTTUTTUTOOOOO0OOOO0O0O0OO0OO




AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA A A A A A

. barrerae
. barrerae

barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae
barrerae

. barrerae
. barrerae
. barrerae
. barrerae

Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.
Afielo (A.

de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina
de Tero), Neuquén, Argentina

Valle de la Luna, San Juan, Argentina
Valle de la Luna, San Juan, Argentina
Valle de la Luna, San Juan, Argentina
Afelo (Castillo), Neuquén, Argentina
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Afelo (Castillo), Neuquén, Argentina
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Afelo (Castillo), Neuquén, Argentina
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La Pampa, Argentina
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Malargiie, Mendoza, Argentina
Malargue, Mendoza, Argentina
Malarglie, Mendoza, Argentina
Malargue, Mendoza, Argentina
Malarglie, Mendoza, Argentina
Malargue, Mendoza, Argentina
Malargiie, Mendoza, Argentina
Malargue, Mendoza, Argentina
Malargle (G. Parque), Mendoza, Argentina TB.MGP

TB.AT1
TB.AT2
TB.AT3
TB.AT4
TB.AT5
TB.AT6
TB.AT7
TB.AT8
TB.AT9
TB.AT10
TB.AT11
TB.VL1
TB.VL2
TB.VL3
TB.AC1
TB.AC2
TB AC3
TB.AC4
TB.AC5
TB.ACG6
TB.PM1
TB.PM2
TB.PM3
TB.PM4
TB.ML1
TB.ML2
TB.ML3
TB.ML4
TB.ML5
TB.ML6
TB.ML7
TB.ML8
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Tabla 2. Poblaciones y numero de individuos utilizados en este estudio.

Especie Localidad N° Individuos
O. gliroides  Chusmisa 3
O. mimax Valle de la Luna 9
P. aureus Salar Pipanaco 10
T. barrerae  Valle de la Luna

T. barrerae  Nihuil

T. barrerae  El Tapon

T. barrerae  Afielo (Afielo)

T. barrerae  Afielo (A. de Tero) 11
T. barrerae  Afielo (Castillo) 6
T. barrerae  La Pampa 4
T. barrerae  Malargtie 8
T. barrerae  Malargie (Guarda Parque) 1

20
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3.1.2.- Enzimas

Invitrogen Taqg DNA Polimerasa, RNAsa Ay dNTPs
Promega Proteinasa K

3.1.3.- Reactivos e insumos

Genset SA  Oligonucledtidos partidores (PCR)
GibcoBRL Marcadores DNA A / Hindlll y 100 pb.

Merck Etanol absoluto, isopropanol, cloroformo y acido clorhidrico 37%.
Winkler Acetato de amonio, fenol equlibrado saturado basico y alcohol
isoamilico.

Sigma Bromuro de etidio, EDTA.
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Figura 3.- Mapa satelital de las localidades donde fueron recolectados los
especimenes utilizados en este estudio. En circulos se individualizan los

puntos de recoleccion en Argentina.
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3.2.- METODOS

3.2.1.- Preparacion de DNA gendmico.

Soluciones.

Tampon de extraccion: Tris/HCI 10 mM [pH 8,0], EDTA 0,1 M [pH 8,0], SDS
0,5% y RNAsa pancreatica 20 pg/mi

Tampon TE (Tris-EDTA) pH 8,0 : Tris/HCI 10 mM [pH 8,0], EDTA 1 mM [pH
8,0]

El DNA genomico se purific6 segun el método de extracciébn por
fenol/cloroformo (Sambrook y col., 1989). Se pulverizé aproximadamente 0,50
g de tejido fresco previamente sumergido en nitrdgeno liquido. Una vez
evaporado el nitrégeno, el tejido pulverizado se traspaso a un tubo Falcén de
15 ml que contenia 10 voliumenes de tampodn de extraccion. Se incubo por 1
hora a 37°C con agitacion ocasional. Luego se agregd proteinasa K a una
concentracion final de 100 pg/ml, incubando la muestra en bafio Maria a 50°C
toda la noche. Después de la incubacion, una vez que la suspension llegé a
temperatura ambiente, se agreg6é un volumen de fenol equilibrado con 0,5 M
Tris/HCI [pH 8,0], mezclando suavemente las dos fases, por inversion. Las
fases se separaron por centrifugacion a 5.000 rpm por 15 min a temperatura
ambiente. La fase acuosa se transfirio con una pipeta de punta ancha a un
tubo Falcon de 15 ml limpio, repitiéendose el proceso de extraccion dos veces.

En la dltima extraccion se utilizd6 un volumen equivalente de
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fenol/cloroformo/AIA (25:24:1), separando las fases por centrifugacion a 5.000
rpm por 15 min a temperatura ambiente. A la Ultima fase acuosa, se le adicion6
0,2 volimenes de acetato de amonio 10 M y dos volimenes de etanol absoluto
a —20°C para precipitar el DNA gendémico.

El &cido nucleico se extrajo enrollandolo en una pipeta Pasteur de punta
doblada. Este se lavé con etanol al 70% congelado a —20°C y se dej6 secar al
aire. Posteriormente, el DNA se resuspendio en 1 ml de tampdn TE pH 8,0 y se

procedié al almacenado el material obtenido a 4°C.

3.2.2.- Cuantificacién del DNA gendémico.

La concentracion del DNA se estim6 midiendo su absorbancia a

260 nm, en un espectrofotometro UV-1203 Shimadzu. Para calcular la

concentracion se consideré que una unidad de absorbancia a 260 nm (1 OD)
corresponde a 50 ug/ml de DNA de doble hebra (Sambrook y col., 1989).

La pureza del DNA se evaluo a través de la razon Azso/Azgo, que para un

DNA puro fluctia entre 1,7 y 1,85. La calidad del DNA se estimé directamente

en un gel de agarosa al 1,2%, tefiido con bromuro de etidio (0,5 pug/ml), bajo

luz UV.
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3.2.3.- Amplificacién de secuencias nucleotidicas por PCR

Para la amplificacion por PCR de un fragmento del gen citocromo b, de
aproximadamente 800 pares de bases, se utilizaron las secuencias de los
partidores MVZ05 5 -CGAAGCTTGATATGAAAAACCATCGTTG-3" (ubicado
en la cadena liviana) y MVZ16 5 -AAATAGGAAGTATCACTCTGGTTTGAT-3"
(ubicado en la cadena pesada), descritos por Smith y Patton (1993). En un
tubo de polipropileno estéril de 0,2 ml se agregd 100 ng de DNA gendmico, 2
Ml de solucién 10 uM de cada partidor especifico para la amplificacion MVZ05 y
MVZ16, 2 ul de tampon 10xPCR, 1,2 ul de MgCl, 25 mM, 0,4 ul de solucién de
dNTP 10 mM, 0,2 pl de Taqg polimerasa 5U/ul y agua destilada desionizada

estéril hasta completar un volumen total de 50 pl.

Como control negativo se agregd un tubo que contiene todos los
componentes de la reaccion de amplificacion, excepto el DNA templado, para

descartar cualquier tipo de contaminacion por DNA exdgeno en el ensayo.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Perkin Elmer modelo
GeneAmp PCR System 2400. El protocolo de amplificacion consistio en un
paso de denaturacion inicial a 95°C por 5 min. A continuacion se realizaron 35
ciclos consistentes en: un paso de denaturacion a 94°C por 30 seg., un paso
de apareamiento de los oligonucledtidos con el templado a 50°C por 1 min y un
paso de extension a 72°C por 1 min. La extension final se realiz6 a 72°C por

10 min. El resultado de la amplificacion se verificO por electroforesis en gel de
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agarosa al 1,2%, con tincién de bromuro de etidio (0,5 pg/ml), utilizandose 5 pl

de producto de PCR por carril. Los tubos se almacenaron a —20°C.

3.2.4.- Fraccionamiento de acidos nucleicos en geles de agarosa

Soluciones.
TAE 1x (Tris-acetato 20 mM, pH 8.0), EDTA 1 mM y acetato de sodio 10 mM.
Tampédn de carga 6x: 0,25% azul de bromofenol, 40% sacarosa en agua.

Los productos de amplificaciéon fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa. La concentracibn de agarosa fluctué entre 1,0 y 1,2%,
dependiendo del tamafio de los fragmentos a visualizar. Como tampoén de

corrida se utilizé TAE 1x.

Las muestras de DNA se aplicaron al gel mezclado con tampon de carga.
Para estimar el tamafio de los fragmentos de DNA visualizados en el gel, las
muestras se fraccionaron junto con un estandar de tamafio molecular

conocido.

La electroforesis se llevo a cabo entre 50 — 75 mA y el gel se tifi6 con
bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/ml. Las bandas de DNA
se visualizaron en un transiluminador UV y se fotografiaron con camara digital

DC290 Kodak, utilizando filtro fluorescente.
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3.2.5.- Secuenciacion de los productos amplificados.

Los productos amplificados por PCR fueron etiquetados y enviados a
Macrogen (Korea) para su posterior secuenciacion, segun los protocoles
estandares internacionales utilizados por dicha empresa. Una vez realizada la
secuenciacion, la informacion de las secuencias fue descargada del servidor

de la empresa para su analisis posterior.

3.2.6.- Andlisis filogenético de las secuencias nucleotidicas.

Las secuencias del fragmento del gen citocromo b para las cuatro
especies de roedores se alinearon utilizando el programa Clustal X (Thompson
y col. 1997). Se realizaron alineamientos con penalidades de 30-50 en la
apertura de los gaps y 10-20 en la extension, debido a que se trabajé con

secuencias mitocondriales que son completamente codificantes.

Los alineamientos fueron revisados mediante inspeccion visual,
excluyendo las secuencias que presentaban un porcentaje de divergencia
superior al 50%, obteniéndose una matriz de secuencias exportable a PAUP

en formato Nexus.
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Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron utilizando los
programas PAUP* 4.0b10 (Maxima Parsimonia; Swofford, 2001), GARLI 0.95
(Maxima Verosimilitud; Zwickl, 2006) y MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist,
2001). Como grupo externo en todos los andlisis realizados se utilizaron 3
secuencias del mismo fragmento del gen citocromo b amplificado en la especie
O. gliroides. Los gaps en estos andlisis fueron tratados como datos faltantes.
El soporte de los nodos individuales se estimé mediante el método de
remuestreo (iteraciones “bootstrap”; Felsenstein, 1985). Se realizaron 200

iteraciones bootstrap en el analisis de los datos.

Para el analisis de maxima parsimonia (MP) se utilizé la opcion de
busqueda heuristica, usando secuencias de adicion al taxa mas cercano e
intercambio de ramas por biseccion y reconexion (TBR; Swofford, 2001). Los

arboles fueron enraizados siguiendo el criterio de grupos externos (“outgroup")

El analisis de maxima verosimilitud (ML) se llevé a cabo utilizando los
parametros del modelo de sustitucion de tiempo global reversible (GTR) y el
soporte de los nodos individuales se estimo a través de 200 réplicas bootstrap

(Zwickl, 2006).

El andlisis del arbol filogenético por inferencia bayesiana se realizo
utilizando el software Mr.Bayes version 2.01 (Huelsenbeck y Ronquist, 2001).
La matriz de datos fue analizada en 5x10° generaciones, mediante dos
proceso simultaneos, computandose 200 réplicas bootstrap de soporte en los

arboles generados.
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Las secuencias que diferian en una sustitucion nucleotidica fueron

consideradas como haplotipos distintos.

El analisis de las genealogias se realiz6 mediante la construccion de
una red de haplotipos utilizando el programa TCS 1.21 (Clements y col., 2000)
empleando el criterio de conexion bajo 85 pasos mutacionales, con el fin de

extender al maximo la red de haplotipos sin excluir ninguno.
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4.- RESULTADOS

4.1.- Cuantificacion de DNA gendmico.

La concentracion del DNA purificado de las muestras de tejido
provenientes de T. barrerae, P. aureus, O. mimax y O. gliroides fue estimada
mediante espectrofotometria. Se utilizo la razén de absorbancia Azeo/A2s0 COMO
criterio de pureza, la cual arroj6 siempre mayor a 1,5. La concentracion del

DNA purificado en las muestras fluctu6 entre los 1,0 mg/mly 1,2 mg/ml.

4.2.- Amplificacién de un fragmento del gen citocromo b mediante

PCR.

La Figura 4 muestra un fraccionamiento electroforético de los productos
de PCR de la amplificacion del fragmento del gen citocromo b en T. barrerae,
P. aureus y O. mimax. Se observan productos amplificados de un tamafio
aproximado de 800 pb segun lo esperado, en ausencia de cualquier tipo de
amplificacion inespecifica. En el carril del control negativo no se visualiza
ningun producto amplificado, lo que permite descartar la presencia de DNA

genomico foraneo contaminante.
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1000 ph m—
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Figura 4.- Fraccionamiento electroforético en gel de agarosa al 1,2 % de
fragmentos amplificados del gen citocromo b. Carril 1. Estandar de tamafio
molecular 100 pb (250 ng); carriles 2 y 3, fragmentos amplificados en T.
barrerae; carriles 4 y 5 fragmentos amplificados en P. aureus; carriles 6 y 7,
fragmentos amplificados en O. mimax; carril 8, fragmento amplificado en O.
gliroides; carril 9, control negativo. La flecha roja indica los productos

amplificados de un tamafio de 800 pb aproximadamente.
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4.3.- Alineamiento de las secuencias nucleotidicas de citocromo b

en T. barrerae, P. aureus, O. mimax y O. gliroides.

Las penalidades en la apertura de los gaps fue de 50, mientras que en
la extension tuvo un valor de 20 en la extension, debido a que las secuencias
mitocondriales son completamente codificantes. Asi, el alineamiento de las 65

secuencias permitié construir una matriz de 672 nucleotidos, libre de gaps.

4.4.- Andlisis filogenético.

Los tres criterios utilizados (M. Parsimonia, M. Verosimilitud e Inferencia
Bayesiana) dieron como resultado una Unica topologia (Figura 5). El analisis de
los datos por Maxima Parsimonia generé un arbol mas parsimonioso de una
longitud L= 311 pasos, con un indice de consistencia Cl=0,6817, indice de
homoplasia HI=0,3183 y un indice de retencion R1=0,9353. Se identificaron 178
sitios variables, de los cuales 155 eran parsimoniosamente informativos. Estos
datos reflejan un bajo porcentaje de homoplasia en las secuencias analizadas.

Los andlisis mediante maxima verosimilitud e inferencia bayesiana
resultaron en un unico arbol, con altos valores de probabilidades a posteriori de
-InL= 2315,779 y -InL= 2683,713 respectivamente. Luego de 200 réplicas
bootstrap y 5x10° generaciones, se obtuvo un arbol con la misma topologia
obtenida mediante el criterio de Maxima Parsimonia y con similares valores de

soporte de bootstrap (Figura 5).
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Figura 5.- Cladograma de consenso obtenido por Maxima Parsimonia, Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana de un fragmento de 675 nucledétidos del
gen citocromo b en T. barrerae, P.aureus, O. Mimax y O.gliroides. Los
nameros sobre cada rama indican los porcentajes de boostrap y probabilidad
a posteriori de cada nodo. No se indican los valores para aquellos nodos con
soporte inferior al 50%. Los casilleros en rojo destacan las secuencias que
generan asociaciones parafiléticas. Las abreviaturas corresponden a TB = T.
barrerae, PA = P. aureus, OM = O. mimax y OG = O. gliroides. Las localidades
se abreviaron segun se detalla en la Tabla 1: AA = Afelo-Afielo, AC = Afelo-
Castillo, AT = Anelo-Agua de Tero, CH = Chusmisa, MGP = Malargue-Guarda
Parque, ML = Malarguie, NI = Nihuil, Pl = Salar de Pipanaco, PM = La Pampa,

TA= El Tapon y VL = Valle de la Luna.
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El arbol de consenso estricto generado mediante los tres andlisis
filogenéticos muestra que las tres secuencias del citocromo b en T. barrerae
del Valle de la Luna y una de T. barrerae perteneciente a Afielo-Castillo
constituyen un clado, con alto soporte de bootstrap de 99% y separados por
una sustituciéon nucleotidica (Figura 5). Adicionalmente, este grupo se
encuentra conectado a un espécimen de O. mimax del Valle de la Luna
(recuadro superior rojo), sustentado igualmente por un alto valor de bootstrap
(70%). Encontrandose tan solo siete sustituciones nucleotidicas de diferencia
entre con las secuencias presentes en el caldo de T. barrerae y O. mimax
pertenecientes al Valle de la Luna.

En la parte inferior del arbol (recuadro y flecha roja) se aprecia que una
secuencia de T. barrerae del Tapon aparece junto al grupo haplotipico de O.
mimax, apoyado por un 100% de sustento bootstrap en todos los analisis
filogenéticos realizados, presentando 44 sustituciones nucleotidicas de
diferencia entre su secuencia y las secuencias de los O. mimax. Este resultado
refleja una estrecha relacion de semejanza entre los haplotipos (Figura 5).

Cabe destacar que la divergencia en las secuencias del gen citocromo b
en las tres especies en estudio (T. barrerae, P. aureus y O mimax) a un nivel

interespecifico, se presenta con altos valores de bootstrap, cercanos al 100%.



36

En los casilleros rojos se encierran las secuencias correspondientes a
O. mimax y T. barrerae que producen dos eventos de parafilia en los clados del
arbol filogenético de las especies en estudio como se muestra en la Figura 5.
De este modo se obtienen 2 instancias de formacién de la especie
alopoliploides T. barrerae.

En una vision global, las relaciones intraespecificas en T. barrerae
aparecen mayoritariamente en politomias. Esto indica que no hay resolucién

de los datos, debido a que las secuencias son extremadamente similares.

4.5.- Anédlisis de los haplotipos.

De la amplificacion y secuenciacion del fragmento del gen citocromo b
se obtuvieron 27 haplotipos en las cuatro especies analizadas (Tabla 3). Se
encontraron seis haplotipos distintos en O. mimax, cinco en P. aureus, 15en T.
barrerae y un sélo haplotipo conformado por el grupo externo, O. gliroides.

La relacion entre el nimero de haplotipos encontrados y el nimero de
especimenes amplificados por poblacion se muestra en la Tabla 4. De ésta se
desprende que los individuos del Salar de Pipanaco y de Malargie (en rojo),
donde se amplificé la mayor cantidad de especimenes, se observé una baja
variabilidad de haplotipos. Asimismo, en el Valle de la Luna (en negro), sélo se
encontrd un haplotipo el cual representa a los tres especimenes secuenciados

provenientes de esa localidad.
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Por el contrario, en las poblaciones de Nihuil, el Tapdén y Afielo-Afielo (en azul)
la mayoria de las secuencias amplificadas en T. barrerae se encuentran como
haplotipos distinto dentro de la poblacién mostrando una mayor variabilidad de
haplotipos aun siendo pequefias.

Debido a la rigurosidad y reproducibilidad que requieren las
investigaciones cientificas, la extraccion de DNA, su amplificacion vy
secuenciacion se realizé en 3 oportunidades independientes en los casos en
gue se detecto parafilia. En estos ensayos repetidos se obtuvo el mismo

resultado.
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Tabla 3. Haplotipos identificados para el fragmento del gen citocromo b

amplificado y secuenciado en las especies en estudio.

Especie

Haplotipo

Espécimen

O. gliroides

O. mimax

P. aureus

T. barrerae

T OmMmMmUOUO W >

rXxX«a-—

2z <

40w XVO TVO

N<XsS<C

OG.CH 1, OG.CH 2y OG.CHS3

OM.VL1

OM.VL2

OM.VL3

OM.VL4, OM. VL5 y OM.VL9
OM.VL6 y OM.VL8

OM.VL7

PA.PI1, PA.PI2, PA.PI4, PA.PIS, PA.PI7
y PA.PI8

PA.PI3

PA.PI6

PA.PI9

PA.PI10

TB. ML 1, TB. ML 3, TB. ML 5, TB. ML 6,
TB. ML 7, TB. ML8, TB. MGP, TB.NI 1,
TB.TA2y TB.TA 3.

TB.NI 2

TB.AAl, TB. AC3, TB. AC4, TB.ACE6,
TB.AT8, TB. PM1, TB.PM 2y TB.TA 1.
TB.TA4

TB.AA2, TB.AA3y TB.AT3

TB.AA4

TB.AT1

TB.AT2

TB.AC2, TB.AT4, TB.AT5, TB.AT9,
TB.AT10y TB.AT11.

TB.AT6

TB.AT7, TB. PM3y TB. PM4
TB.VL1, TB.VL2y TB.VL3

TB.AC1

TB. AC5

TB. ML2, TB. ML3y TB. ML4
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Tabla 4. Relacion entre el nimero de individuos y el numero de

haplotipos identificados por poblacion para las secuencias del el

fragmento del gen citocromo b en las especies analizadas.

Especie Localidad N° Individuos  N° Haplotipos
O. gliroides  Chusmisa 3 1
O. mimax Valle de la Luna 9 6
P. aureus Salar Pipanaco 10 5
T. barrerae  Valle de laLuna 1
T. barrerae  Nihuil 2
T. barrerae  El Tapodn 3
T. barrerae  Afielo (Afielo) 3
T. barrerae  Afielo (A. de Tero) 11 7
T. barrerae  Afelo (Castillo) 6 4
T. barrerae  La Pampa 4 2
T. barrerae  Malargue 8 2
T. barrerae Malarglie (Guarda Parque) 1 1
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La red de haplotipos mitocondriales que conecta a las especies T.
barrerae, P. aureus y O. mimax se muestra en la Figura 6. En ella se puede
observar una conexion entre los haplotipos de T. barrerae y los haplotipos de
O. mimax, encasillados en cuadrados rojos.

En el casillero a se aprecia la conexion del haplotipo B de un O. mimax y
el haplotipo W que corresponde al de los T. barrerae provenientes del Valle de
la Luna; ambos separados del haplotipo N por nueve y 10 pasos mutacionales,
respectivamente. Este hallazgo es muy importante, debido a que es en esta
localidad donde diploide y poliploide comparten area geografica en comun
(simpatria).

En el casillero b se ubican dos haplotipos muy distantes (D y O). El
haplotipo D pertenece a T. barrerae y el O a O. mimax. La distancia de
separacion por pasos mutacionales que conecta ambos haplotipos a la red con
los haplotipos de T. barrerae requiere de 47 pasos mutacionales para llegar a
un ancestro en comun. Esta distancia es igual a la encontrada en la conexion
entre los haplotipos de T. barrerae (azul) y los de P. aureus (morado).

La separacion de los haplotipos C, E, F y G pertenecientes a O. mimax
(color verde) comprende una distancia de 62 pasos mutacionales de conexion
al haplotipo mas cercano a los hallados en T. barrerae. En cambio los
haplotipos en P. aureus se encuentran mas préoximos en la red, separados por

una distancia de 47 pasos mutacionales de T. barrerae.
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Figura 6.- Red de haplotipos del gen mitocondrial citocromo b de los

octodontidos O. mimax, P.aureus y T. barrerae creada mediante analisis de
coalescencia (TCS 1.21; Clements y col., 2000). Los haplotipos observados
estan representados por circulos y cuadrados. De estos, los cuadrados
encierran los haplotipos con mayor representacion de especimenes. Los
circulos rojos indican el nimero de pasos mutacionales que los separan. Los
haplotipos de T. barrerae se representan de color azul, los de P. aureus en
morado y los de O. mimax en verde. Las letras A, B, etc., representan los
haplotipos identificados segun Tabla 1. Los recuadros rojos a y b muestran las
asociacion de haplotipos que generan instancias de origen mdaltiple en T.

barrerae.
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5.- DISCUSION

Inicialmente se creia que los poliploides tenian un origen Unico y que,
por lo mismo, carecian de variabilidad genética. Dado que la variabilidad
genética es la base para los cambios adaptativos que permiten a las
poblaciones naturales existir en su medio ambiente, se suponia que esta falta
de variabilidad era una gran barrera en el éxito de los poliploides. En otras
palabras, el esquema clasico consideraba que los poliploides eran un saco
evolutivo ciego, sin posibilidades de seguir evolucionando (Wagner, 1970).
Ademas se postulaba que la poliploidia no desempefiaba un rol creativo a nivel
macroevolutivo, debido a que los genes duplicados podrian diluir los efectos
fenotipicos de nuevas mutaciones potencialmente benéficas (Stebbins, 1971).

Esta imagen cambié cuando el advenimiento de las técnicas
moleculares permitié estudiar los genomas nucleares y citoplasmaticos. Con
estos avances metodoldgicos fue posible escudrifiar en las similitudes vy
diferencias que no son apreciables por comparacion morfolégica. Aunque la
especiacion por poliploidia ocurre en mucho menor grado en los animales, en
contrapartida a lo que ocurre en las plantas, la poliploidia es considerada como
un proceso significativo en la macroevolucion de los animales (Ohno, 1970;
Orr, 1990).

Las mitocondrias, al igual que los cloroplastos, son organelos
semiautbnomos que tienen una herencia matrilineal. Esto implica que su
estudio equivale a trabajar con organismos haploides, dado que la contribucién

gue se estudia es solo la del progenitor materno. En los genes nucleares, en
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cambio, los procesos de recombinacion que ocurren en la profase meidtica 1
producen intercambios génicos entre los progenitores, por lo tanto, es muy
dificil establecer si un determinado alelo se origind por la contribucion materna
0 paterna. Los genes mitocondriales y cloroplasticos estan libres de esta
limitacion y por lo tanto, son mejores marcadores para establecer relaciones
genealdgicas y evolutivas entre y dentro de las poblaciones (Avise y col., 1987;
Rubinoff y Holland, 2005). Es importante recordar aqui que las mitocondrias de
un macho son las que ha heredado de su madre y éstas, a su vez, son el
reflejo de lo que heredd por descendencia de su abuela. Este tipo de herencia
provee por lo tanto de una forma inequivoca para determinar los ancestros de
organismos con genomas compuestos como en el caso de los alopoliploides.
Al respecto, esta misma aproximacion se ha usado en estudios en la soya
(Doyle y col., 1990), el maiz (Gaut y Doebley, 1997) y el algodén (Cornn y col.,
2002), entre otros, para determinar sus especies progenitoras. Estos estudios
son especialmente relevantes en las plantas de importancia comercial porque
el conocimiento de sus ancestros permite establecer programas de
mejoramiento genético mediante cruzamientos dirigidos. Asi se logran fijar
ciertas caracteristicas deseadas, presentes en las especies parentales o en
otras, estrechamente relacionadas a ellas.

Entre los antecedentes que permiten sugerir origen multiple se
menciona la distribucion geografica que presentan los distintos haplotipos. Por
ejemplo, el origen multiple se puede presentar en pequefias areas geograficas

de cercania entre los descendientes poliploides y los diploides que los
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originaron, y en cortos periodos de tiempo. Tal es el caso de Tragopogon
minus y T. micellus, ambos poliploides que se han formado en 9 y 21
instancias, respectivamente. Estas instancias han ocurrido en una pequefia
region del este de Washington durante los ultimos 80 afios (Soltis y col., 1995).
Tres especies diferentes (Tragopogon dubius, T. pratensis y T. porriifolius)
fueron introducidas accidentalmente desde Europa a principios del siglo
pasado. Desde entonces, esas plantas, que se dan en campos abandonados,
cunetas de carreteras y patios, han florecido en diferentes poblaciones. T.
pratensis y T. porrifolius tienden a quedar restringidas a los estados de
Washington e Idaho, mientras que T. dubius se ha extendido por la mayor
parte del norte del pais. El poliploide T. mirus se encuentra en buenas
condiciones de conservacion en un area de 25 x 75 km en el estado de
Washington (Soltis and Soltis, 1991). En cuanto a T. miscellus, este tiene una
amplia distribucion. Se ha extendido sobre grandes partes de la zona oriental
de Washington y occidental de Idaho, transformandose en una de las plantas

mas comunes del grupo en estos lugares (Soltis y col., 2004).
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5.1.- Variacion haplotipica mitocondrial y origen genético materno

en T. barrerae.

Un hallazgo interesante en el presente estudio tiene relacién con el
namero de haplotipos encontrados versus el numero de individuos por
poblacién en T. barrerae (“n”; Tabla 2). En las poblaciones con menor nimero
de individuos analizados se encontré la mayor cantidad de haplotipos
diferentes; en cambio, en las poblaciones con mayores nimeros de individuos
analizados, el numero de haplotipos encontrados es bajo. Si se encuentran
pocos haplotipos dentro de una poblacibn estamos en presencia de
poblaciones formadas recientemente (Posada y Crandal, 2001). Por lo tanto,
se puede inferir que el origen genético no esta circunscrito a las zonas que
habitan las poblaciones con baja diversidad haplotipica, sino mas bien donde
hay una gran diversidad de haplotipos. Asi, los haplotipos de T. barrerae
obtenidos en este estudio nos muestran que las poblaciones actuales del
Nihuil, el Tapon y Afelo presentan la mayor diversidad de haplotipos en
relacion al nimero de especimenes analizados. Ademas, comparten haplotipos
mitocondriales de diferentes ancestros, en contraposicion a la poblacion del
Valle de la Luna, representada por un soélo haplotipo. Esto muestra que existe
una gran variabilidad haplotipica a nivel interpoblacional en T. barrerae; que si
se hubiese originado en forma Unica deberia contener mayoritariamente los
mismos haplotipos distribuidos dentro y entre las poblaciones, con una baja

diversidad de los mismos (Kochert y col., 1996). En el caso de la poblacién del
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Valle de la Luna, la baja diversidad de haplotipos puede deberse al escaso
namero de especimenes amplificados para esa poblacion.

La red de haplotipos nos muestra que existe una menor separacion por
pasos mutacionales entre T. barrerae y P. aureus (47 pasos mutacionales) que
la separacion entre T. barrerae y O. mimax (62 pasos mutacionales). Por lo
tanto, estos datos sugieren que la especie mas cercana en la linea materna de
T. barrerae es P. aureus, y que esta especie actio como el linaje progenitor
materno. Estos resultados son consistentes con el modelo planteado por
Gallardo y col. (2007). Sin embargo, un haplotipo de O. mimax (haplotipo B) se
une al grupo de los T. barrerae por tan sdlo 3 pasos mutacionales, como
muestra el casillero a de la Figura 6. Ademas, el haplotipo D de O. mimax se
conecta por 28 pasos mutacionales al haplotipo O presente en T. barrerae.
Estos datos nos indican lo opuesto a lo ya expresado, de modo que tanto P.
aureus como O. mimax podrian haber sido el linaje materno que formaria a T.
barrerae. Esta situacion se conoce como origen materno reciproco en los
poliploides (Soltis y Soltis, 2001). De este modo, P. aureus habria hibridizado
con sus ancestros diploides O. mimax pudiendo aportar tanto el constituyente
materno como el paterno, como se desprende de la Figura 7. Resultados
similares han sido encontrados en los poliplodes: Polypodium vulgare,
Platanthera huronensis y en Tragopogon micellus (Haufler, Soltis y Soltis,

1995; Wallace, 2003; Soltis y col., 2004).
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ORIGEN MATERNO RECIPROCO
O. mimaxsp A- O. mimax sp B

) h T. barrerae

P. aureus

Figura 7.- Esquema del origen materno segiin DNA mitocondrial en T. barrerae
a partir de la especie diploide O. mimax y tetraploide, P. aureus. La hibridacion
de dos especies de O. mimax genera a P. aureus la cual mediante retrocruza
con sus parientes diploides genera a T. barrerae, pudiendo cualquiera de las

dos especies parentales entregar la constitucion materna de su genoma.
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Para esclarecer el origen paterno, un dato clave que permitiria obtener
mayores conclusiones la entregaria la secuenciacion de genes o fragmentos
génicos ligados al cromosoma Y. Estos marcadores reflejan el aporte genético
netamente paterno, como es el caso del gen SRY. Este gen ha sido utilizado
para tratar de esclarecer el origen paterno en macacos y bovinos (Tosi y col.,
2000; Verkaar y col., 2004). Con la obtencion de filogenias construidas en base
al cromosoma Y se puede establecer claramente si el origen hibrido es de tipo
reciproco, donde cualquiera de ambas especies implicadas pudieron haber
entregado el constituyente de tipo materno/paterno (Tosi y col., 2000) 6 una
total predominancia de una especie por aportar uno de los dos constituyentes
en forma mayoritaria (Soltis y Soltis., 1989). De este modo, se podria
profundizar la investigacion de la dinamica genética y molecular de las

especies progenitoras de T. barrerae.

5.2.- Origen multiple en T. barrerae.

En T. barrerae los analisis filogenéticos generados a través de los
diferentes algoritmos permiten inferir un origen multiple, debido a la distribucion
parafilética en el arbol filogenético (Ptacek, 1994; Rauscher y col., 2004).
Dichas parafilias ocurren porque las secuencias de T. barrerae provenientes
del Valle de la Luna conforman un clado monofilético con una secuencia de su

ancestro diploide O. mimax proveniente de la misma localidad (Figura 5).
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En otro extremo del arbol, una secuencia de T. barrerae del Tapon se
asocia con las secuencias de los O. mimax provenientes del Valle de la Luna.

Segun las expectativas tedricas, se esperaba encontrar una asociacion
entre las secuencias de T. barrerae y de O. mimax provenientes del Valle de la
Luna, ya que en este lugar ancestros y descendiente co-habitan la misma zona
geografica. En general, las zonas de simpatria pueden representar las
regiones ancestrales de distribucion de las especies. Por lo tanto, si el
descendiente poliploide comparte un haplotipo muy similar al de su especie
parental, la hipotesis mas parsimoniosa para explicar este resultado es que el
descendiente lo heredd de la especie diploide ancestral que participé en la
hibridacién (Ptacek, 1994; Soltis y col., 2004). Cabe destacar que Valle de la
Luna es la Unica zona de simpatria (con O. mimax) que se conoce para T.
barrerae, cuya distribucion es mayoritariamente disjunta, localizada entre
salares que estan separados por kilometros de desierto inhabitable (Diaz y
col., 2000; Mares y col., 2000). Dada la distribucién en parches de la especie,
el Valle de la Luna provee un escenario ideal para suponer que el haplotipo
compartido por las dos especies se debe a hibridizacion interespecifica. Los
millones de afios de divergencia que separan a ambos linajes dan cuenta de
las diferencias nucleotidicas observadas. Ademas, tomando en cuenta la alta
tasa de sustituciones que se pueden dar en los genes mitocondriales, es
altamente improbable que ambas especies compartieran una misma secuencia

por puro azar.
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Al analizar el cladograma en la Figura 5 se evidencian politomias a nivel
intra-especifico dentro de la conformacion de los clados en T. barrerae, lo cual
nos indica una estrecha relacion entre los miembros de las distintas
poblaciones estudiadas, aun cuando la localidad de Afielo y el Tapbén se
encuentran separados por mas de 800 kilbmetros de distancia (ver Figura 3).
De igual modo, analizando el clado formado por los T. barrerae provenientes
del Valle de la Luna, éste no aparece como monofilético, sino que se incluye
una secuencia proveniente de Afielo, la localidad mas ancestral de recoleccion
de los especimenes. Asi podemos observar parafilia a nivel interpoblacional en
T. barrerae. Este agrupamiento demuestra la cercania entre los linajes
mitocondriales maternos que dieron origen a estas poblaciones, ya que la
distribucion fragmentada de esta especie no permite suponer la hipétesis de
flujo génico entre las poblaciones. Mas bien esto puede deberse a que algunas
poblaciones de T. barrerae migraron posterior a su formaciéon o debido a que
algunos de los ancestros maternos que generaron la especie lo hicieron en
mas de una instancia y en mas de una localidad, pudiendo rastrear estos
linajes en localidades tan distantes.

Considerando que el salar de Pipanaco y el Valle de la Luna son
localidades cercanas en donde se encuentran los ancestros de la especie T.
barrerae, y la simpatria entre T. barrerae y O. mimax del Valle de la Luna, se
puede suponer que en un lugar aledafio al Valle de la Luna ocurrié uno de los
procesos de hibridacion que origino a T. barrerae. El otro evento ocurre por la

parafilia que representa un haplotipo de T. barrerae proveniente del Tapon.
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Esta localidad es la mas cercana al Valle de la Luna, lo cual apoyaria la
suposicién de que T. barrerae se formo6 en el Valle de la Luna o una zona

aledafa, por retrocruza de O. mimax y P. aureaus del Valle de la Luna.

5.3.- Implicaciones genéticas y evolutivas del origen multiple en los

poliploides.

Considerando que la poliploidia es un mecanismo importante y efectivo
en los procesos de especiacion y diversificacion, tanto de animales como
vegetales, los andlisis filogenéticos muestran una gran diversidad de
haplotipos presentes en los poliploides estudiados. Estos estudios han
demostrado que la mayoria de las especies estudiadas no se han originado
mediante un origen Unico sino mas bien mudltiple y recurrente (Soltis y Soltis,
1993; Segraves y col., 1999; Sharbel y Mitchell-Olds, 2001; Tate y Simpon,
2003; Soltis y col., 2004). Encontrandose los mismos patrones de formacion en
organismos muy disimiles genéticamente. Asi, los datos moleculares indican
gue el origen multiple en los poliploides es una regla y no una excepcién o

particularidad evolutiva (Soltis y Soltis, 1993).
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Dentro de las implicaciones genéticas presentes en el origen multiple de
los poliploides se contemplan:

a) La mayoria de los poliploides analizados no generan agrupaciones
monofiléticas sino parafiléticas en los arboles mitocondriales o cloroplasticos.
Esto implica multiples instancias de origen desde sus progenitores diploides.

b) Existen procesos de hibridacion interespecifica en los linajes
haplotipicos presentes en las poblaciones. Como resultado se produce
introgresion génica y aumento se la variabilidad genética en la especie
resultante.

c) Se ve incrementado el acervo genético mediante hibridacion, debido a
la presencia de alelos distintos aportados por los diferentes progenitores, lo
cual es util para originar nuevas vias metabdlicas o del desarrollo.

En relacion al proceso de formacion de T. barrerae surgen las siguientes
inquietudes: ¢ Cudl es la peculiaridad gendémica del alopoliploide P. aureus que
le permite retrocruzarse con su ancestro diploide O. mimax y generar a T.
barrerae?. A la inversa, ¢Cudl es la pecularidad del género Octomys que se
hibridiza para originar a P. aureus, y luego da origen a T. barrerae? ¢Como
interactian los componentes genéticos maternos y paternos dentro de las
células de los diferentes linajes presentes en T. barrerae? ¢EXxisten
poblaciones de T. barrerae con mayores propiedades adaptativas que otras?
¢, Qué relacion existiria entre el proceso de hibridacion interespecifica y estas

adaptaciones en las distintas poblaciones, respecto de los habitat que ocupan?
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6.- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de la secuenciacion de un fragmento del gen
citocromo b y su posterior analisis filogenético permiten concluir que el origen
de la especie alotetraploide Tympanoctomys barrerae es mdltiple, debido a la
parafilia que se observa en el arbol filogenético construido con este marcador
molecular. Ademas, los datos permiten inferir que por los memos existen dos
instancias de origen multiple en T. barrerae. Por lo tanto, se rechaza la
hipétesis nula que proponia su origen uUnico.

Respecto del origen matrilineal, los datos moleculares reflejan un
posible origen materno reciproco en T. barrerae, dado que no fue posible
encontrar una marcada separacion en la red de haplotipos que nos indicara la
contribucion exclusiva de una de las dos especies parentales (P. aureus o de

O. mimax) sobre la otra en el aporte materno hacia T. barrerae.
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