__Afi0 2012

2-
2,
G
=
E
=
=
3
=
S
8
=
T

Universidad Nacional de la Patagonia, Facultad de Ciencias Naturales. CENPAT-CONICET. MEF.

Relaciones filogenéticas de los linajes vivientes de
Cavioidea sensu stricto (Rodentia, Hystricognathi)
sobre la base de nuevas secuencias de ADN

ALFREDO HOLLEY

Seminario final para optar por el titulo de Licenciado en Ciencias Biologicas

I/,

DIRECTORA: Dra. Maria E. PEREZ
CO-DIRECTORA: Dra. Liza MARTINAZZO

PROFESOR ASESOR: Oc. José SARAVIA



Hay ana fuersa mothiy mds podencsa que of vapor, la ectricidad ¢ la
energia atomica: la voluntad.

Hbent Ecnotein.



Dedicads a mis padnes, Hna Maria y Gougalo, y a la memonia de mi



INDICE GENERAL

L N 1V = PP PP PPPPPPPPPPPPPPPRE 3
INTRODUCCION ....ceoeeeniniaiseeseesesseise ettt bbbt nsees 5
ORDEN RODENTIA .ottt ettt ettt e e e ettt e e e e e s e e bttt e e e e e saaamnnbeeeeeeeesannrnneeeeeesanan 5
CaracteriStiCas ENEIAIES.......cuiie ettt e e et e e e et e e e e eate e e e eabe e e e e ateeeeearaeeeennreas 5
Caracteristicas craneo-mandibulares y dentarias.........cccceeeeiiieececiiee e 6
CAVIOMO R P HA s 7
Caracteristicas, distribucidn y diversidad taXxonomica........cccceeeeviiieeeciiiee e 7
ErethizONtOidEa ..co.ueeiiieie et st 9
ChINCRIOIAEA ...ttt s st st sb e e b e e sae e e 9

(001 oo [0 ] (o] [0 [T I PO U ST O PR TP URRTPRTOPRTN 10

(07 1V o T 1o [T ISP TSP PP TPR 10
RELACIONES FILOGENETICAS DE CAVIOIDEA ......covivieieieieeeeeeeeeteeeeeteteeee et sesenesessasasasasnanas 13
ANTECEAERNTES ...ttt ettt s e st e e e bt e b e s ae e s e e neerees 13
OBUETIVOS .ttt ettt sttt ettt b e b ettt e b e b e s he e sa e e st e et e e b e e e beesaeesabeemteebeenbeesbeesnnennneens 15
HIPOTESIS ...t bbb 15
MATERIALES Y METODOS. ..ottt teteteteteteeeesesasasssssessesesesesssesssssssssssesstesssesesessssssssssssasasasanas 16
EXEracCion dE ADN ......ciiiiiiiiiie ittt ettt ettt ee et e st e ettt e sab e e s abee e sabeesabeeesubeesabeesbbeesabeesneeenn 16
Amplificacién por PCR, purificacidon y secuenciacion de ADN.........cccceeiveieeiiniieeeesiieeecsciee e 16
Edicidn y alineamiento de SECUBNCIAS.......ccvvieeiiiiieeiciiee e erttee ettt e e et e e estee e e esbaee s seabaeeeeenbaeeesanes 17
ANALISIS FIlOZENETICOS . eiiiiiiiei e e e et e e e te e e s e ate e e e eate e e s eataeesenteeeeennreas 19
ANAIISIS AAICIONAIES. ...ttt sttt b ettt aeereas 22
Ajuste al arbol de evidencia total........cooiiiiiiiie e 22
SATUMACION ettt sttt e sa bt e s b b e e s it e e s bee e abeesabeeebbeesabeesbbeesabeesabeeennbeesaneens 22
Evaluacidn de caracteres y analisis sectorizado del gen ARNIK 165 ........cceeecvveeeeiiiereeeiieeeeennnen. 24
RESULTADOS ...ttt ettt sttt ettt et e shte st st e bt e bt e sbe e s b et s at e et e et e e bt e sbeesbeesanesaneebeenneenneesane 25
ANALISIS FILOGENETICOS......cuuvurmirirerseiseretsesseestessessessesseessesse s st ssesens 25
ANALiSiS COMDINAAO ...eeiiiiiie e e s e e e e s 25
Nuevas secueNnCias de ADN .....cccuiiiiiiiiiie ettt s s sb e sbe e s be e sar e e sbeeesmneesneeens 29
ANALISIS ADICIONALES ...ttt sttt ettt ettt se s sesesssessasasasas s s s s assssssens 37
Ajuste al drbol de evidencia total..........oocciiie it 37



Y= 0 [ = Lo Y o TN 37

Evaluacién de caracteres y analisis sectorizado del gen ARNF 165 ......cceeeeeveccviiieeeeeeeecccnrneeen. 41
DISCUSION .....cututteniittieeieese sttt 44
ANALISIS COMBINADO ......ovieieeeeieteteiieesisae ettt s bbb aea s s st s s s s s ssaesesnas 44
NUEVAS SECUENCIAS DE ADN......ciiuiiiiieieesteenite sttt ettt et siee st sttt e bt e sbeesaeesanesanesneenneesneesaee 46
RAG-1: ettt h e sttt e b e bt bt s a et et e bt e bt e a bt e she e sheeeab e e b e e nbeeeneenaee 46

A RN DS . . eeieee ettt ettt e e e e e ettt e e e e e s e be b e et e e e e e e e bbbe et e e e e e e e b sbeeeeeeeeeaannrrreeeeeeeannn 47
ANALISIS ADICIONALES: ...ttt ee et ettt ettt sesesesesssessasasasas s s s essssesssees 47
CONCLUSIONES ...ttt 49
AGRADECIMIENTOS. ...ttt ettt sttt ettt sttt et e bt e s b e she e s ate s bt e bt e beesseesaeesmeeemneenneennees 51
BIBLIOGRFIA ...ttt 53
APENDICE 1. Extraccion y precipitacion de ADN..........oooiciieeeeciieeeecieeeecteee e ecree e e eetree e e e earee e e e araee s 59
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RESUMEN

El Orden Rodentia constituye el grupo de mamiferos mas diverso del planeta, con
una gran variedad de modelos morfoldgicos y una amplia distribucién. Dentro de éste se
reconocen dos grupos biogeograficos bien definidos: Phiomorpha (roedores africanos o
del “Viejo Mundo”) y Caviomorpha (roedores sudamericanos o del “Nuevo Mundo”). Los
roedores caviomorfos, que se extienden a lo largo de todo el Neotrdpico, representan un
grupo monofilético constituido por cuatro superfamilias: Erethizontoidea, Chinchilloidea,
Octodontoidea y Cavioidea. Esta ultima superfamilia es probablemente el grupo mas
derivado dentro del Orden y estd compuesto por cuatro familias vivientes: Dasyproctidae
(aguties), Cuniculidae (pacas), Hydrochoeridae (carpinchos) y Caviidae (maras y cuises). Asi
mismo dentro de éste se reconoce un grupo mdas exclusivo, que contiene a las familias
vivientes Caviidae e Hydrochoeridae y a la familia extinta Eocardiidae, el mismo se designa

como Cavioidea sensu stricto (Patterson & Wood, 1982).

En este trabajo se obtuvieron diez nuevas secuencias de ADN (cinco del gen
mitocondrial ARNr 16s y cinco del gen nuclear RAG-1) a partir de cinco individuos de las
especies Hydrochoerus hydrochaeris, Dolichotis patagonum, Galea musteloides, Cavia
aperea y Microcavia australis. Utilizando estas secuencias se analizaron las relaciones
filogenéticas de los linajes vivientes de Cavioidea s.s. (Caviidae + Hydrochoeridae) y
ademas se integraron las mismas en un anadlisis mas amplio utilizando secuencias de los
genes ARNr 12s, Citocromo B, TTH (gen de la transtiretina) y GHR (gen de la hormona de
crecimiento) adquiridas de trabajos previos. Los resultados obtenidos en base a las nuevas
secuencias de ADN indican: Gen RAG-1: 1) la familia Caviidae y la subfamilia Caviinae son
grupos parafiléticos debido a la afinidad entre Hydrochoerus hydrochaeris (carpincho,
familia Hydrochoeridae) y Galea musteloides (cuis, familia Caviidae, subfamilia Caviinae) y
2) las especies de cavinos Microcavia australis y Cavia aperea se encuentran fuertemente
ligadas, ya que se agruparon con gran soporte en todos los analisis realizados. Gen ARNr
16s: 1) Caviidae y Caviinae son grupos parafiléticos, debido a la afinidad entre Galea

musteloides y Myoprocta pratti (familia Dasyprotidae) y 2) la familia Hydrichoeridae esta
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mas relacionada a la subfamilia Dolichotinae (maras, familia Caviidae) que a otros cdvidos.
Ademas el andlisis de la matriz combinada (que reune las secuencias de todos los genes
mencionados) también indico la parafilia de Caviidae, debido al robusto agrupamiento de
Hydrochoeridae (Hydrochoerus + Kerodon) con Dolichotinae. Los resultados obtenidos a
partir de esta matriz también sugieren la monofilia de Caviinae (Cavia, Microcavia y
Galea). Estos resultados concuerdan con los presentados en estudios recientes, basados

en aspectos morfolédgicos (de integrantes actuales y fésiles) y moleculares.
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INTRODUCCION

ORDEN RODENTIA
Caracteristicas generales

Los roedores conforman el Orden de mamiferos euterios mas numeroso, diverso y
ampliamente distribuido del planeta. Sus integrantes componen un total de 29 familias,
443 géneros, y aproximadamente 2021 especies reconocidas (Wilson & Reeder, 1993,
Adkins et al. 2001; Honeycutt et al. 2007), representando el 43,5% del total de la
diversidad especifica de los mamiferos vivientes (figura 1). Su capacidad de dispersién y
adaptabilidad ha posibilitado la invasidn y asentamiento del grupo en multiples ambientes
de todos los continentes e islas continentales, a excepcidén de la Antartida. Presentan un
rango de tamafios que abarca desde unos pocos centimetros y menos de 10 gramos, en el
ratdn pigmeo africano (Mus minutoides) hasta mas de un metro de largo y mas de 50 Kg
de peso, en el capybara o carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris). Ademas, estos animales
son capaces de aprovechar los recursos disponibles en multiples tipos de nichos

ecoldégicos:

e Terrestres: Estos ambientes son aprovechados por una gran variedad de
especies de roedores cuadrupedos, como las ardillas de tierra (ratas topo,
familia Bathyergidae), cuises y maras (familia Caviidae); o bipedos
saltadores como los jerbos (ratas canguro, familia Dipodidae) entre otros.
Estos roedores se alimentan principalmente de raices, tubérculos, frutos y
pastos (Wood, 1966; Emmons, 1990).

e Arbodreos: Son ambientes aprovechados principalmente por ardillas vy
ardillas voladoras (familia Sciuridae) que han desarrollado piel en forma de
membrana, uniendo las extremidades anteriores y posteriores, lo cual les
permite planear de un arbol a otro (generalmente coniferas) en donde
recogen los frutos secos u hojas o cazan insectos que posteriormente

ingieren (Wood, 1966; Emmons, 1990).
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e Acuaticos: Son ambientes aprovechados por castores (familia Castoridae),
ratas almizcleras (familia Cricetidae), coipos (familia Myocastoridae) y
carpinchos (familia Hydrochoeridae) que se alimentan principalmente de
corteza de arboles, hojas, hierbas costeras, plantas acuaticas, frutos y peces

(Wood, 1966; Emmons, 1990).

® Roedores

66,5% Otros mamiferos

Figura I: Proporcién de especies de Rodentia y otros grupos de mamiferos, segin se indica en Wilson &
Reeder (1993) y Honeycutt et al. (2007).

Caracteristicas craneo-mandibulares y dentarias

La denticion de los roedores se caracteriza por un Unico par de incisivos superiores
e inferiores, que crecen continuamente durante toda la vida del animal. Debido a que el
esmalte se deposita solo en la cara anterior del diente, el desgaste producido por la
friccidon entre los incisivos superiores e inferiores, remueve la dentina mas blanda con
mayor facilidad. De esta manera no solo se evita el crecimiento desmedido de los
incisivos, sino que también se genera en los mismos un perfil filoso que los convierte en
utiles herramientas. Detras de los incisivos hay un gran espacio vacio (diastema) seguido

de uno o dos premolares y generalmente tres molares superiores e inferiores. Los
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patrones de denticién varian considerablemente dentro del grupo en cuanto a su
complejidad, altura de sus coronas y grado de enraizamiento. Asi se encuentran desde
configuraciones muy sencillas como la de las ardillas, hasta muy complejas como la del

carpincho (Wood, 1966; Emmons, 1990).

La mandibula inferior de los roedores estd adaptada para realizar un amplio
repertorio de movimientos a través de un importante sistema muscular y estructuras
dseas de soporte, que en los roedores vivientes han alcanzado un alto grado de evolucién
y complejidad. El mds importante de estos musculos es el masetero, que se encuentra
anclado al arco cigomatico del craneo y provee a estos animales las capacidades de roer y
masticar. Durante la evolucidn de los roedores, este musculo llegd a conformar distintas
configuraciones que se utilizan actualmente en la clasificaciéon del grupo (Adkins et al.
2001). En este sentido el Orden Rodentia ha sido dividido en dos Subdrdenes, nombrados
por Tullberg (1899) como Hystricognathi y Sciurognathi (Wood, 1966). La condicién
histricognata consiste en el traslado lateral de la regién angular de la mandibula en
relaciéon con el alvéolo incisivo (Hoffstetter, 1975). Dentro del Suborden Hystricognathi
existen dos grupos biogeograficos bien definidos: Phiomorpha (o roedores del Viejo
Mundo, sensu Lavocat, 1973) y Caviomorpha (o roedores del Nuevo Mundo, sensu Wood,

1955) (figura ll).
CAVIOMORPHA
Caracteristicas, distribucion y diversidad taxonémica

Caviomorpha es un grupo de roedores Hystricognathi muy diverso que se extiende
a lo largo de toda la Regidén Neotropical, dominando diversos ambientes y mostrando un
enorme abanico de estrategias adaptativas, tipos morfoldgicos, habitos alimenticios y
comportamientos sociales y reproductivos. Sus integrantes se caracterizan por presentar
un craneo relativamente grande, orejas pequefas, y algunos miembros tienen pelaje
erizado. Ademas, el craneo presenta un foramen infraorbital expandido a través del cual
se extiende una rama del musculo masetero, que se origina en la fosa masetérica rostral

(Wood, 1966; Emmons, 1990).
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El registro mas antiguo de roedores caviomorfos proviene de la Formacién
Yahuarango (Peru) que data de fines del Eoceno medio, con una edad aproximada de 43
millones de afios. Esto indicaria que la radiacién de los caviomorfos en América del Sur
debid iniciarse al menos a comienzos de este periodo, hace aproximadamente 46 millones

de afios (Antoine et al. 2011).

A pesar de que las relaciones dentro de Caviomorpha son conflictivas,
presumiblemente debido a un proceso de radiacién acelerado (Flynn & Wyss, 1998;
Huchon & Douzery, 2001) estudios filogenéticos realizados sobre la base de caracteres
morfoldgicos, seroldgicos y moleculares, indican con buen soporte que el grupo es
monofilético. Dentro de Caviomorpha se reconocen cuatro clados bien definidos, las
superfamilias: Erethizontoidea (puerco espines del nuevo mundo), Octodontoidea (ratas
espinosas, coruros, coipos, ratas chinchillas y hutias), Chinchilloidea (chinchillas, vizcachas
y pacaranas) y Cavioidea (aguties, cuises, maras, mocés y capybaras) (Wood, 1966; Mares

& Ojeda, 1982; Honeycutt et al. 2007) (figura Il).

Rodentia
ISciurognathi Hystricognathi I
I 1 1 I
Phiomorpha Caviomorpha

G

Cavioidea
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°
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=
=
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L
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Thryonomyoidea ‘

— Octodontoidea é
‘\Q

— Chinchilloidea ‘

Figura Il: Relaciones filogenéticas de los grandes grupos de roedores. En verde, las cuatro superfamilias
gue componen Caviomorpha (Wood, 1966; Mares & Ojeda, 1982; Honeycutt et al. 2007).
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Erethizontoidea

Esta superfamilia incluye una Unica familia viviente, Erethizontidae, donde sus
integrantes presentan modificaciones esqueletales, producto de una adaptacién a la vida
arborea; el pulgar es reemplazado por una almohadilla mévil y las plantas de las patas
traseras estan ensanchadas. El pelaje dorsal se convirtié en espinas, que presentan barbas
y son utilizadas para la defensa contra predadores. Algunas especies han desarrollado cola
prensil. Actualmente existen tres géneros de esta familia que se extienden desde el Sur de
México hasta el Norte de Argentina y desde el Oeste de Colombia hasta el Este de Brasil

(Wood, 1966; Mares & Ojeda, 1982; Eisenberg, 1989; Redford & Eisenberg, 1992).

Chinchilloidea

Esta superfamilia presenta dos familias vivientes, Chinchillidae y Dinomyidae. Los
chinchillidos incluyen tres géneros y el aspecto general de algunos de sus integrantes
recuerda al de los conejos pero con orejas mas reducidas; en tanto que otros se asemejan
a las ardillas de tierra norteamericanas. Su cola esta recubierta de piel y presentan
reducciones en los dedos de las patas traseras. Son roedores de habitos coloniales,
algunos con mayor actividad por la noche y se los encuentra principalmente en regiones
montafiosas. Sin embargo algunas especies se han adaptado a la vida en tierras bajas. Su
distribucién en América del Sur va desde el Centro de la Patagonia argentina, hasta el Sur
de Ecuador siguiendo la cadena montafiosa de los Andes; y desde el Norte de |la Patagonia
argentina hasta el Noreste argentino, atravesando las llanuras de la regién pampeana
(Wood, 1966; Redford & Eisenberg, 1992). La familia Dinomyidae presenta una Unica
especie viviente, Dinomys branickii, que habita en bosques tropicales de laderas de baja
altitud en los Andes de Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru, Bolivia y regiones elevadas de
la selva amazdnica de Brasil. Es un roedor de tamafio medio cuyo aspecto general

recuerda al de la marmota (Wood, 1966; Mares & Ojeda, 1982).
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Octodontoidea

Esta superfamilia es la mas diversa de Caviomorpha. Cuenta con cuatro familias
vivientes y su distribucion abarca practicamente toda América del Sur. Los integrantes de
estas familias estan adaptados a distintos ambientes y presentan diferencias morfoldgicas
marcadas. La familia Octodontidae incluye formas similares a ratones y se distribuye en
zonas de cordillera y precordillera de Argentina y Chile, en latitudes sur. La familia
Echimiydae incluye formas parecidas a ratas con el pelaje erizados o espinoso y se
distribuye en diversas regiones, especialmente en zonas tropicales al norte de Argentina y
hasta Centro América. La familia Capromyidae incluye formas similares a los cuises, que
habitan en zonas tropicales de Brasil, Argentina y Chile. La familia Abrocomidae incluye
formas con similitudes compartidas entre ratas y chinchillas, y se distribuye
principalmente a lo largo de la Cordillera de los Andes (Wood, 1966; Mares & Ojeda,
1982).

Cavioidea

Es la superfamilia mas divergente dentro de Caviomorpha y probablemente uno de
los grupos mads derivados entre los roedores en general, ya que presenta caracteres
exclusivos dentro del Orden como por ejemplo, el hecho de ser digitigrados (Kraglievich,
1930). Sus integrantes han colonizado una gran variedad de ambientes en casi todas las

latitudes del Neotrdpico.

Desde el punto de vista taxondmico tradicional Cavioidea estd compuesta por

cuatro familias viventes:

e Dasyproctidae: Esta familia incluye a los aguties, que habitan desde el Sur
de México hasta el Norte de Argentina y Uruguay. Su tamano se aproxima
al de los conejos grandes, tienen colas cortas, cuatro dedos en las patas
delanteras y tres dedos en las patas traseras, son corredores activos y
generalmente presentan habitos diurnos (Eisenberg, 1989; Redford &

Eisenberg, 1992).

10
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Cuniculidae: Esta familia incluye un género con dos especies de roedores de
gran tamafo conocidos como pacas, que se distribuyen desde el Sur de
México hasta el Norte de Argentina, siempre en regiones de llanura. Su
pelaje dorsal es marrdn, presentan cuatro dedos tanto en las patas traseras
como delanteras y una caracteristica morfolégica distintiva de esta familia
es la presencia de una gran placa estriada en el arco zigomatico (Eisenberg,
1989; Redford & Eisenberg, 1992).

Hydrochoeridae: En esta familia se encuentra el roedor viviente mas grande
del mundo, Hydrochoerus hydrochaeris comunmente conocido como
carpincho o capybara. Este cavioideo tiene habitos semiacuaticos, habita
desde Panamd hasta el Norte de Argentina. Tiene cuatro dedos en sus
patas delanteras y tres en las traseras. Ademas presenta una denticidon
compleja que lo distingue del resto de las familias dentro de Cavioidea
(Wood, 1966; Mares & Ojeda, 1982; Eisenberg, 1989; Redford & Eisenberg,
1992). Una segunda especie, Hydrochoerus isthmius es de menor tamafio
que H. hydrochaeris y su distribucion geografica se encuentra restringida al
Este de Panam3a, Noroeste de Colombia y Este de Venezuela (Woods &
Kilpatric, 2005).

Caviidae: Esta familia, que incluye a los roedores conocidos como maras y
cuises, representa uno de los grupos de Hystricognathi mas diversificados.
Incluye géneros de pequeio tamano, como por ejemplo Galea, hasta otros
de tamano medio a grande, como Dolichotis. La distribucion de esta familia
es discontinua en el Norte de América del Sur, sin embargo el grupo cubre
casi todo el continente, excepto el extremo Este de Brasil y regiones
extremadamente aridas del Sur de Peru y Chile. En la morfologia general de
sus integrantes, se destaca la ausencia (o reduccidon extrema) de cola y
pérdida de dedos laterales en las patas traseras. Sus molares son
prismaticos y crecen constantemente, en tanto que la mandibula inferior

muestra el menor grado de condicidon histricognata dentro de este

11
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Suborden (Wood, 1966; Mares & Ojeda, 1982; Eisenberg, 1989; Redford &
Eisenberg, 1992).

No obstante esta clasificacion, Patterson y Wood (1982) definen a Cavioidea en
sentido estricto (sensu stricto, s.s.) como un grupo mas exclusivo integrado por la familia
extinta Eocardiidae y las familias vivientes Caviidae e Hydrochoeridae, cuya distribucién

conjunta en Sudamérica abarca casi toda la region (figura Il1).

N\ Hydrochoeridae

Caviidae

b1

S

Figura lll: Distribucion geografica de las familias Caviidae e Hydrochoeridae (linajes vivientes de Cavioidea
s.s.) en América del Sur, segun se indica en Mares & Ojeda (1982), Eisenberg (1989) y Redford & Eisenberg
(1992).

12
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RELACIONES FILOGENETICAS DE CAVIOIDEA
Antecedentes

Las cuatro familias vivientes que integran Cavioidea (sensu lato) forman un grupo
monofilético (Nedbal et al. 1996) donde segun la visién tradicional, basada en aspectos
morfoldgicos de caviomorfos actuales y fésiles, la familia Caviidae contiene dos
subfamilias bien definidas, Caviinae, que contiene a los géneros Cavia, Galea, Microcavia y
Kerodon; y Dolichotinae, que contiene al género Dolichotis (Kraglievich, 1932; Cabrera,
1961; Quintana, 1998; da Silva Neto, 2000) (figura IV-A). Nuevos estudios de Cavioidea
s.s., realizados sobre la base de datos morfolégicos y paleontolégicos (Pérez, 2010)
sugieren relaciones de afinidad entre Kerodon e Hydrochoerus, con lo cual bajo el punto
de vista tradicional se indicaria la parafilia de Caviinae (figura IV-B). Estos resultados
apoyan parcialmente los obtenidos en estudios previos, donde utilizando datos
moleculares (Rowe & Honeycutt, 2002; Opazo, 2005; Honeycutt et al. 2007) se observod el
agrupamiento (con gran soporte) de Kerodon e Hydrochoerus y este clado aparece como

grupo hermano de Dolichotinae (figura IV-C).

A Hydrochoerus B Proechimys polipus C Capromys pilorides
Cuniculus paca Cuniculus paca
Dolichotis
Dasyprocta azarae Cuniculus taczanowskii
Pediolagus —
9 Eocardia robusta Dasyprocta punctata
Guiomys unica
Dolicavia Dolichotis patagonum
p—— Prodolichotis pridiana
Microcavia Dolichotis salinicola
== Orthomyctera chapadmalense
Hydroch hydroch
1 Dolichotis salinicola yarochoerus hydrochaeris
Cavia _[
Dolichotis patagonum Kerodon rupestris
Galea Dolicavia minuscula
Cavia aperea
=== Microcavia australis —
Kerodon
Cavia aperea Cavia porcellus
Galea musteloides
Kerodon rupestris Microcavia australis
=== Cardiomys cavinus
Galea musteloides
Phugatherium novo
{ Galea spixii
Hydrochoerus hydrochaeris

Figura IV: Filogenias de Cavioidea basadas en datos moleculares y morfoldgicos de roedores actuales y
fosiles, con variaciones en la posicién de Kerodon (celeste), Hydrochoerus (verde) y Dolichotinae (rojo). A:
Morfologia (Quintana, 1998). B: Morfologia (Pérez, 2010). C: Gen ARNr 12s (Rowe & Honeycutt, 2002).
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A la luz de la evidencia de estos estudios tanto a nivel morfolégico como a nivel
molecular se reconocen tres linajes principales para Caviidae e Hydrochoeridae: Caviinae
(cuises), Dolichotinae (maras) e Hydrochoeridae (carpinchos y mocds) (Rowe & Honeycutt,
2002; Opazo, 2005; Honeycutt et al. 2007; Pérez, 2010). En dichos estudios, basados en
datos moleculares, se han utilizado dos genes nucleares (GHR y TTH) y un gen
mitocondrial (ARNr 12s); en tanto que en otros estudios con diferentes muestreos
taxondmicos se han utilizado genes nucleares como el del factor de von Willebrand (vVWF)
y el gen de la insulina, o genes mitocondriales como el citocromo B (CytB) (Huchon &
Douzery, 2001; Jenkins et al. 2005; Opazo et al. 2005). De esta manera, sobre la base de la
estrecha afinidad de Kerodon con Hydrochoerus puesta de manifiesto, la taxonomia

supragenérica sugerida es la siguiente:
Familia Caviidae:

Subfamilia Dolichotinae: género Dolichotis

Subfamilia Caviinae: géneros Cavia, Galea y Microcavia
Familia Hydrochoeridae: géneros Hydrochoerus y Kerodon.

Hasta el momento no se han publicado trabajos en los que se realice un analisis
filogenético de la superfamilia Cavioidea s.s., utilizando matrices moleculares obtenidas a
partir de los genes ARNr 16s y RAG-1. Sin embargo estos genes han sido utilizados con
anterioridad individualmente, asociados a otros genes, o aplicados al estudio de otros

grupos de roedores (Trillmich et al. 2004, Patterson & Velazco 2008).

El gen ARNr 16s es un gen mitocondrial de aproximadamente 1400 pares de bases,
gue codifica para la subunidad pequefia del ARN ribosomal y es utilizado ampliamente en
la actualidad en estudios filogenéticos en distintos grupos de organismos. En tanto que el
gen RAG-1 (Recombination Activating Gene) es un gen nuclear que codifica una de las
enzimas que producen el reordenamiento y recombinacion del cluster de genes de las

inmunoglobulinas y el receptor de membrana de linfocitos T.
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OBIJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes de estudios filogenéticos realizados, para
Cavioidea s.s., utilizando datos moleculares y el aporte de la informacién obtenida a partir
de nuevas secuencias de ADN, de los genes ARNr 16s y RAG-1, en este trabajo de

seminario se proponen como objetivos:

1. Poner a prueba la monofilia de Caviidae.

2. Poner a prueba la monofilia de la subfamilia Caviinae (Cavia, Microcavia y
Galea).

3. Poner a prueba las relaciones dentro de Caviinae.

4. Determinar si Caviinae es grupo hermano de Hydrochoeridae o si por el

contrario, Dolichotinae es grupo hermano de Hydrochoeridae.

HIPOTESIS
En base a los resultados obtenidos en estudios previos realizados sobre caracteres

morfoldgicos y moleculares de roedores caviomorfos se postulan las siguientes hipétesis
para Cavioidea s.s.:

1. Lafamilia Caviidae no es monofilética.

2. Lasubfamilia Caviinae (Cavia, Microcavia y Galea) es monofilética.

3. Microcavia y Cavia son grupos hermanos, mientras que Galea se encuentra

en una posicidon mas basal.

4. Dolichotinae e Hydrochoeridae son grupos hermanos.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de ADN

La extraccidon de ADN se realizé a partir de tejido fresco de musculo o higado, de
cinco especimenes pertenecientes a las especies: Hydrochoerus hydrochaeris, Dolichotis
patagonum, Galea musteloides, Cavia aperea y Microcavia australis; se realizd la
extraccion de ADN siguiendo un protocolo (Apéndice 1) adaptado de Sambrook & Russell
(2001). Para comprobar si la extraccidon de ADN fue efectiva, se corrié un gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio. El producto de extraccién fue visualizado con luz

ultravioleta en un transiluminador Vilber Lourmat.

El material colectado y los tejidos utilizados en este trabajo se encuentran
depositados en la Coleccion de Mamiferos del Centro Nacional Patagdnico de Puerto

Madryn (CNP).
Amplificacion por PCR, purificacién y secuenciacién de ADN

Las reacciones de amplificaciéon para los genes ARNr 16s y RAG-1 (25 uL) fueron
preparadas con 10 mM Tris-HCI pH 9,0; 50 mM KCl; 0,2 mM de cada dNTP; 1,5 mM MgCl2;
0,3 uM de cada primer (detallados en la tabla 1); 0,5 unidades de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen) y aproximadamente 50 ng de ADN gendmico, cuantificado a partir de la
comparacion de la intensidad de la banda obtenida en un gel de agarosa al 1% con las
mismas para un marcador de peso molecular, de concentraciones conocidas. El marcador
de peso molecular utilizado en este estudio fue el Mass Ruler* DNA Ladder Low Range-
100 bp (Fermentas*) y el volumen de ADN gendmico utilizado fue de 5 pl. Las condiciones
para llevar adelante las reacciones de PCR se determinaron usando un protocolo
modificado del descrito en Patterson & Velazco (2008). El mismo comienza con una
desnaturalizacidn inicial a 942 C por 5 min, seguida de 40 ciclos de: 942 C por 45 s, 522 C
por 45 s (unién de primers al ADN molde) y 722 C por 1 min (polimerizacién de ADN

complementario); la extension final se realizé a 722 C por 4 min. Los productos de PCR se
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visualizaron en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de etidio y se purificaron
utilizando el kit Geneclean Ill (MP Biomedicals). En los casos en que se detectd ADN
inespecifico, las bandas de interés se cortaron con bisturi bajo luz ultravioleta y se
purificaron siguiendo el protocolo establecido en el kit Wizard SV Gel (Promega). De este
modo se eliminé el ADN inespecifico y se obtuvo ADN molde purificado, asegurando la
eficiencia de las reacciones de secuenciacion. Cada reaccién de secuenciacion fue
realizada usando el protocolo estdndar de Big Dye Terminator v.3.1 (Applied Biosystems,
Inc.). Se secuenciaron las dos hebras de ADN para cada gen con el fin de corroborar la

calidad de las secuencias.

Tabla 1: Detalle de los primers utilizados para las reacciones de PCR y secuenciacion en este trabajo.

Primers Secuencias Fuente Genes Genoma
16L11** 5’-AGTACCGCAAGGGAAAGATGAAA-3' Trillmich et al. (2004) ARNr16s  Mitocondrial
16H10** 5’-AACAAGTGATTATGCTACCTTTGCAC-3’ Trillmich et al. (2004)
16L9** 5’-CGCCTGTTTACCAAAAACATCACCT-3’ Trillmich et al. (2004)
16H12** 5’-GAAGTGTTAAGGAGAGGAGTTGAA-3’ Trillmich et al. (2004)

RAGIF1705** 5 GCTTTGATGGACATGGAAGAAGACAT-3/ Patterson & Velazco (2008) RAG-1 Nuclear
FMNH1b* 5'-CTTGAAGGTCCTGGGRATGCCTCCC-3 Patterson & Velazco (2008)
FMNH2a* 5’-GAGAGGGAAGCCATGAAGAGCAGYGA-3’ Patterson & Velazco (2008)
RAGIR2864** 5/ GAGCCATCCCTCTCAATAATTTCAGG-3 Patterson & Velazco (2008)

* Primers utilizados solo para reacciones de secuenciacion. ** Primers utilizados para reacciones de PCR y
secuenciacion.

Edicién y alineamiento de secuencias

El ensamble de las dos hebras de ADN secuenciadas se llevd a cabo mediante el
analisis de los cromatogramas utilizando el programa DNA Baser v.3 (Heracle BioSoft,

Pitesti, Romania).

La matriz del gen ARNr 16s fue completada con secuencias de dos taxones
adicionales, Myprocta pratti (familia Dasyproctidae, superfamilia Cavioidea) y Capromys
pilorides (familia Capromyidae, superfamilia Octodontoidea). En tanto que en la matriz del

gen RAG-1 solo se incorporé una secuencia del taxon C. pilorides. Estas secuencias, al igual
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que las utilizadas para la construccion de la matriz del gen CytB, se obtuvieron de
GenBank. Por su parte las matrices alineadas de los genes ARNr 12s, TTH y GHR fueron
descargadas desde la base de datos EMBL-Align, segun se indica en Rowe & Honeycutt

(2002).

Los alineamientos de las secuencias se realizaron a partir de los programas BioEdit
version 7.1.3.0 (Hall, 1999) y ClustalX2 (Larkin et al. 2007) con sus parametros por default
y luego estos alineamientos se recortaron en sus extremos para evitar el exceso de gaps
insertados en estas regiones durante el proceso (leading y training gaps). En la tabla 2, se
muestra el detalle del total de taxones y genes utilizados en los analisis filogenéticos, asi

como el niumero de columnas en los alineamientos finales (longitud).

Para cada una de las matrices se utilizé al taxon C. pilorides como grupo de
enraizamiento y el resto de los taxones que no pertenecen a Cavioidea s.s. se consideran
grupos externos (ver tabla 2).

Tabla 2: Detalle de los taxones y genes utilizados en este estudio.

Taxones ARNr 16s/n2 de GB RAG-1/n2 de GB CytB/n2 de GB GHR TTH ARNr 12s
Capromys pilorides GB/ AF422882.1 GB/ JN414954.1 GB/ AF422915.1 EM EM EM
Dasyprocta punctata SD SD SD EM EM EM
Cuniculus paca SD SD SD EM EM EM
Cuniculus taczanowskii Sb SD SD EM EM EM
Myoprocta pratti GB/ AF422880.1 SD SD SD SD SD
Cavia aperea EE EE GB/ GU136759.1 EM EM EM
Cavia porcellus SD SD GB/ GU136733.1 EM EM EM
Dolichotis patagonum EE EE GB/ GU136724.1 EM EM EM
Dolichotis salinicola SD SD GB/ GU136723.1 EM EM EM
Galea musteloides EE EE GB/ GU082485.1 EM EM EM
Galea spixii SD SD GB/ GU067492.1 EM EM EM
Hydrochoerus hydrochaeris EE EE GB/ GU136721.1 EM EM EM
Kerodon rupestris SD SD GB/ GU136722.1 EM EM EM
Microcavia australis EE EE GB/ AF491750.1 EM EM EM

Longitud (pb) 520 594 1128 763 915 763

SD: sin datos para ese taxon y ese gen. EE: secuencia obtenida en este estudio. GB: secuencia obtenida de
GenBank. EM: secuencia perteneciente a la matriz alineada, obtenida de la base de datos EMBL-Align, como
se indica en Rowe & Honeycutt (2002). pb: pares de bases. En rojo se indican los taxones pertenecientes a
Cavioidea s.S.
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Analisis filogenéticos

Los analisis filogenéticos se efectuaron considerando tres métodos diferentes, que
se aplicaron sobre las matrices de secuencias de cada uno de los genes secuenciados en
este estudio (RAG-1 y ARNr 16s) y una matriz combinada, que contiene secuencias de los
genes nucleares GHR, TTH y RAG-1; y los genes mitocondriales CytB, ARNr 12s y ARNr 16s
(tabla 2).

Los gaps se tomaron como quinto estado en la matriz del gen nuclear RAG-1 vy
como datos faltantes (missing data) en la matriz del gen mitocondrial ARNr 16s. Esta
decisidon se fundamenta en que la probabilidad de ocurrencia de un evento de insercién o
delecion (INDEL) es mucho mayor en genes nucleares que en genes mitocondriales,
debido a procesos bioldgicos que se dan durante la divisidon celular e involucran a los
cromosomas nucleares (i. e. entrecruzamientos desiguales en la meiosis y translocacion de
ADN entre cromosomas). Por su parte los cromosomas mitocondriales son circulares, de
tamafio mucho menor y no sufren entrecruzamientos. Ademas los genes mitocondriales
son mucho mas variables que los genes nucleares, con lo cual la probabilidad de lectura
incorrecta de un nucledtido en una posicion determinada (i. e. observaciéon de multiples
picos en un cromatograma para esa posicién) es mayor en éstos y por tanto son mas
proclives a generar gaps (en forma de datos faltantes) durante el proceso de alineamiento

(Carroll et al. 2006).

La concatenacién de las secuencias para confeccionar la matriz combinada se llevd

a cabo usando el programa SequenceMatrix 1.7.8 (Vaidya et al. 2011).

Analisis de maxima parsimonia: Se realizé siguiendo los principios metodoldgicos
del cladismo (Hennig, 1968; Farris, 1983). Esta metodologia propone que los taxones se
reconocen a través de caracteres derivados compartidos (sinapomorfias) y que los
organismos se agrupan naturalmente en grupos monofiléticos. El cladismo utiliza el
criterio de maxima parsimonia para hallar las homologias entre los distintos caracteres de
los taxones, con el fin de establecer ancestralidad comun. El principio de mdaxima

parsimonia sostiene que cuando existen dos o mas hipdtesis se debe escoger aquella mas
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simple y que posea menor cantidad de inferencias ad hoc de convergencias, paralelismos

o reversiones (Farris, 1983; Kitching et al. 1998).

Se realizd una busqueda heuristica de las hipotesis filogenéticas mas parsimoniosas
utilizando la funciéon New Technology search del programa TNT versién 1.1 (Goloboff et al.
2008 a, b) donde se ajustd el parametro find min. length (hallar el arbol mas corto) en 50
veces como medida para prevenir que el algoritmo halle 6ptimos locales y se selecciond a
C. pilorides como grupo raiz (comandos: outgroup Capromys pilorides; xmult =
hits 50). El resto de los pardmetros se mantuvieron por default. Adicionalmente se
calcularon valores de soportes para las filogenias halladas. Estos consisten en determinar
la robustez de una hipétesis filogenética, considerando la evidencia en contra de la misma
(i. e. caracteres que no soportan las ubicaciones de determinados taxones en los arboles
Optimos). Asi, se determinaron los valores de soportes de bootstrap (Felsteitein, 1985)
para frecuencias absolutas sobre la matriz de caracteres, utilizando 1.000 réplicas y
colapsando nodos con soportes menores a 50 (default) (comandos: resample = boot
freq re 1000). También se calcularon los valores de soporte de Bremer (Bremer, 1994)
basados en la determinacidn de la cantidad de pasos adicionales que tiene el arbol sub-
optimo en el cual se rompe la monofilia de un determinado nodo. Por ultimo se
determinaron los indices de consistencia y retencion (Kluge & Farris, 1969; Farris, 1989)
gue indican el nivel de homoplasia presente en una filogenia. Tanto los valores de soporte
de Bremer como los indices de consistencia y retencion fueron calculados corriendo en
TNT scripts a los efectos mediante la instruccion run “nombre de script”.run.
Dichos scripts se encuentran disponibles en el sitio web

http://tnt.insectmuseum.org/index.php/Scripts.

Analisis de maxima verosimilitud: Se realizé una busqueda de la topologia que
maximice el ajuste a la matriz de datos, bajo un modelo evolutivo determinado. A tal
efecto se utilizo el programa PAUP* version 4.0b10 (Swofford, 1999) ajustando el criterio
de busqueda en likelihood y realizando una busqueda heuristica mediante 100 réplicas,
con corte y reconexidén de ramas como algoritmo de optimizacion (default). Ademas se
seleccioné a C. pilorides como grupo raiz y monofilia como criterio de enraizamiento
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(comandos: set cri = 1like; hsearch /addseq = rand nreps = 100;
outgroup Capromys pilorides; roottrees/outroot = monophyl). Luego se
calcularon los valores de soporte de bootstrap para frecuencias absolutas, realizando 100
réplicas y colapsando nodos con valores menores a 50 (default) (comandos: boot nreps

= 100).

Analisis Bayesiano: Usando el programa MrBayes version 3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003) se realizaron dos corridas independientes con cuatro Cadenas de
Markov (una cadena fria y tres cadenas calientes) (default) y 1.000.000 (un millén) de
generaciones, con una frecuencia de muestreo de la topologia generada igual a 10
(comandos: mcmc Ngen = 1.000.000 Samplefreq = 10 Nruns = 2 Nchains =
4). El numero de muestras descartadas al comienzo del andlisis (burnin) se mantuvo por
default, el mismo representa el 25% de las muestras (burninfrac = 0.25). Ademas se
selecciond a C. pilorides como grupo raiz (comando: outgroup Capromys pilorides).
Este andlisis finalizd cuando el valor del desvio estandar de la media del cociente entre el
likelihood de las topologias halladas en las corridas 1 y 2 (LnLi/LnL;) fue menor a 0,01
(manual de usuario de MrBayes version 3.2). Este valor indica que ambas corridas
convergen en una distribucién estacionaria y no hay diferencias significativas entre las
filogenias muestreadas. Sin embargo se evalud convergencia y autocorrelacién para
ambas corridas graficando los valores del likelihood de las topologias obtenidas a lo largo
de las primeras 1000 generaciones muestreadas. Posteriormente, usando las topologias
calculadas por una de las corridas se determind el arbol de maxima probabilidad posterior
usando el programa TreeAnnotator v1.7.1 del paquete BEAST (Drummond & Rambaut,

2007).

Modelos evolutivos: Los modelos evolutivos que mejor se ajustaron a cada matriz
de secuencias se determinaron con el programa MrModeltest versién 2.3 (Nylander, 2004)
utilizando el criterio de informacién de Akaike (AIC; Akaike, 1983) para la seleccion del

modelo.
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Analisis adicionales
Ajuste al arbol de evidencia total

Se aplicé el método de evaluacidn de ajuste de particiones a un arbol de evidencia
total (Jones, 2007; Salgado-Salazar et al. 2010). A partir de la matriz combinada se
determind un arbol de evidencia total (AET) que posteriormente se utilizd para evaluar la
incidencia (peso) de cada gen (particidn) en dicha matriz. EI AET utilizado se obtuvo de los
analisis filogenéticos realizados mediante los tres métodos de busqueda antes descriptos.
Asi, usando el programa TNT, se leyd cada particion por separado y el AET, y se calcularon
los indices de consistencia y retencién para cada caso. Ademas se determind la cantidad
de sitios informativos de cada matriz mediante un script de TNT a cargo del Dr. Leandro

Jones.
Saturacion

Las matrices de datos moleculares son sensibles al problema de la
saturacién. En este sentido se reconoce que cuando la velocidad con la que ocurren las
sustituciones nucleotidicas (tasa de sustitucidon) es alta, se produce una pérdida de
informacién filogenética y por consiguiente se puede llegar a conclusiones equivocadas
sobre las relaciones de afinidad de un grupo de organismos basadas en una topologia
incorrecta (Lopez et al. 1999). Los genes mitocondriales son mas susceptibles a este
problema dado que, en general, presentan tasas de sustitucion mayores que las
observadas para genes nucleares. Sin embargo en este trabajo se tested la presencia de
saturacién tanto para matrices nucleares como mitocondriales. Este objetivo se llevd a
cabo por analisis grafico y estadistico. El analisis grafico consistié en plotear las tasas de
transiciones y transversiones vs. la distancia genética. Estos valores se obtuvieron a partir
del programa DAMBE version 5.2.76 (Xia & Lemey, 2009), y fueron leidos por una rutina
escrita en lenguaje estadistico R (R Development Core Team, 2010) que se desarrolld
durante este seminario. Adicionalmente se evalué la linealidad de cada set de datos

mediante una regresion lineal.
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El test estadistico utilizado para medir niveles de saturacién se basa en el célculo
de las proporciones nucleotidicas para secuencias con tasas de sustituciones normales y
las mismas para secuencias totalmente saturadas de sustituciones. Estas proporciones
determinan un grado de entropia (H), entonces se define un indice a partir del cociente
entre el nivel medio de entropia para secuencias normales y el mismo esperado para

secuencias con saturacion severa:

Iss = (Hmedio/HFSS) (1)

La ecuacion 1 muestra los términos para el cdlculo del indice de saturacion, donde Iss:
indice saturacion, Hpmedio: hivel medio de entropia para secuencias con tasas de
sustituciones nucleotidicas normales, Hess: nivel de entropia esperado para secuencias
totalmente saturadas. Asi, Iss adopta valores que van de 0 a 1 y cuanto mas se acerca el
mismo al valor 1 para una matriz de secuencias, mayor es el nivel de saturacién de la
misma. Sin embargo es posible que una matriz de secuencias pierda informacién
filogenética (i. e. resulte en topologias incorrectas) antes de que Iss se aproxime al valor 1.
Es por esto que se considera un segundo indice (Iss.c) como punto de corte para
establecer la utilidad de una matriz de secuencias en un analisis filogenético. Segun Xia et
al. (2003), el valor que adopta este indice podria depender de la topologia del arbol
verdadero, del nimero de OTUs, de la longitud de las secuencias, de las frecuencias
nucleotidicas y de la tasa de transicién/transversion. La regla de decision del test
estadistico basado en estos indices es: si Iss.c es mayor que Iss la matriz es util para
realizar un andlisis filogenético aun si ésta presenta saturacion (i. e. Iss préximo a 1). Este

procedimiento se realizé con el programa DAMBE version 5.2.76 (Xia & Lemey, 2009).

Para el calculo del indice estadistico, en este seminario, se indicé en cada caso la
proporcién de sitios invariables (calculada con MrModeltest) y se consideraron los gaps
como estado desconocido. Ademads se considerd un rango para el grado de saturacion,
basado en los valores de Iss, como sigue: i) Bajo: 0 - 0,33; ii) Medio: 0,34 - 0,66; iii) Alto:

0,67 -1.

23



Alfredo Holley Materiales y Métodos

Evaluacion de caracteres y analisis sectorizado del gen ARNr 16s

Se utilizd un script de TNT, desarrollado por el Dr. Diego Pol, el cual dadas dos
topologias, registra cuales caracteres de una matriz apoyan a una u otra topologia. Se
utilizaron como archivos de entrada (inputs) de esta rutina: i) la matriz del gen ARNr 16s;
ii) el arbol de maxima parsimonia obtenido a partir de la matriz ARNr 16s (“arbol actual”) y
iii) el “arbol esperado” generado a partir de los taxones presentes en la matriz del gen
ARNr 16s y de los antecedentes filogenéticos de Cavioidea s.s. Los resultados obtenidos a
partir de este analisis se representaron en un grafico construido a partir de funciones de
densidad de probabilidad aplicadas a las distribuciones de caracteres de ambas

topologias.

Adicionalmente, se realizé un analisis sectorizado sobre la matriz del gen ARNr 16s.
Este procedimiento se llevé a cabo utilizando el método BootScan (Salminen et al. 1995)
del programa SimPlot versidn 3.5.1. En el mismo se selecciona una secuencia determinada
(secuencia problema) y el algoritmo recorre el alineamiento mediante ventanas
superponibles, realiza un analisis filogenético y registra el valor de bootstrap que soporta
el nodo del clado que contiene a la secuencia problema en cada ventana. En cada caso
indica cudl es el taxdn que se encuentra como grupo hermano de la secuencia problema.
Por ultimo entrega una salida grafica donde se muestran los valores de bootstrap para
cada ventana analizada en la matriz. En este trabajo se ajustd un ancho de ventana de 20
pares de bases (pb) y un paso de 5 pb, y se selecciond a Myoprocta pratti como secuencia

problema. El resto de los parametros se mantuvieron en default.
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RESULTADOS

ANALISIS FILOGENETICOS
Analisis combinado

Sobre la base de la matriz combinada, que contiene las secuencias de los tres
genes mitocondriales (ARNr 12s, ARNr 16s y CytB) y los tres genes nucleares (GHR, TTH y
RAG-1) se realizaron andlisis filogenéticos siguiendo las tres diferentes metodologias
explicadas en la seccion anterior (Materiales y Métodos). A continuacion se explican los

resultados de cada analisis.

Maxima parsimonia: Mediante el analisis de maxima parsimonia se hallé un total
de cinco 4rboles mas parsimoniosos, de 2.924 pasos cada uno (indice de Consistencia, Cl =
0,73; indice de Retencién, Rl = 0,53). A partir de éstos se hallé un arbol de consenso
estricto (figura 1) que muestra una politomia de grado 5, donde una de las ramas
conforma el clado Cavioidea s.s. (Caviidae + Hydrochoeridae) y en las otras cuatro se
ubican los taxones tomados como grupos externos, pertenecientes a las familias
Cuniculidae y Dasyproctidae.

En el consenso estricto (figura 1) se corrobora la monofilia de Cavioidea s.s. con
valores de soporte moderados (bootstrap = 64, bremer = 3; nodo A) y dentro de este
grupo se identifican dos clados principales. El mas basal, corresponde a las dos especies de
Galea (G. musteloides y G. spixii) que forman un grupo monofilético (bootstrap = 72,
bremer = 3; nodo B). En el siguiente clado (nodo C, bootstrap = 82, bremer = 9) se
reconoce con altos valores de soporte (bootstrap = 88, bremer = 14) el nodo conformado
por Cavia (C. porcellus + C. aperea) y Microcavia australis (nodo D). En el nodo E
(bootstrap = 82, bremer = 7) se reconoce a Dolichotinae (D. patagonum y D. salinicola;
bootstrap = 98, bremer = 11; nodo G) como grupo hermano de Hydrochoerus hydrochaeris
y Kerodon rupestris, que forman un grupo monofilético (Hydrochoeridae) altamente

soportado (bootstrap = 83, bremer = 10; nodo H).
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Estos resultados indican que Cavioidea s.s. es un grupo monofilético, y que
Caviidae es un grupo parafilético debido al agrupamiento de Hydrochoeridae con
Dolichotinae. Ademas Caviinae (Cavia, Microcavia y Galea) también seria un grupo
parafilético altamente soportado (bootstrap = 82, bremer =9, nodo C) debido a la posicién

basal de Galea dentro de Cavioidea s.s.
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Figura 1: Arbol consenso estricto obtenido a partir de cinco arboles igualmente parsimoniosos (Cl = 0,73; R
= 0,53) hallados para la matriz combinada. Arriba de cada nodo del clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el
valor de soporte de bootstrap (frecuencias absolutas mayores a 50) y debajo se indica el valor de soporte de
Bremer. Las barras verticales indican las familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con
comillas indican la parafilia del grupo.

Para evaluar la politomia basal en el consenso estricto y detectar los taxones
inestables en la matriz de datos (i. e. taxones que se ubican en distintas posiciones en
cada uno de los arboles de maxima parsimonia), los arboles de maxima parsimonia
hallados fueron utilizados como inputs en el script IterPCR (Pol & Escapa, 2009). El
resultado de este andlisis muestra a Myoprocta pratti como el Unico taxén inestable de la

matriz de andlisis combinado. Sin embargo las distintas posiciones que este taxén adopta
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en los arboles 6ptimos no influyen en las hipdtesis filogenéticas propuestas en este

trabajo, ya que todas estas posiciones alternativas son externas a Cavioidea s.s.

Maxima verosimilitud y analisis Bayesiano: El modelo evolutivo seleccionado para
esta matriz usando MrModeltest, fue GTR+I+G (con proporcidn de sitios invariables, | =
0,3110; vy distribucién gamma de sitios variables, G = 0,5153) el cual fue utilizado en los
analisis filogenéticos adicionales. Asi, se realizdé una busqueda heuristica y se hallé un
arbol de maxima verosimilitud (figura 2) y mediante andlisis bayesiano se hallé un arbol de

maxima probabilidad posterior (figura 3).

Las topologias informadas por estos dos ultimos métodos son congruentes en sus
resultados y coinciden con el método de maxima parsimonia en que Cavioidea s.s. es un
grupo monofilético (bootstrap = 70, probabilidad posterior = 0,91; figuras 2y 3, nodo A), y
Kerodon e Hydrochoerus se agrupan, con buen soporte (bootstrap = 86, probabilidad
posterior = 1; figuras 2 y 3, nodo H), en un clado que se encuentra estrechamente
relacionado a Dolichotinae (bootstrap = 84, probabilidad posterior = 0,99; figuras 2 y 3,
nodo B). Galea, a diferencia del andlisis de maxima parsimonia, es el grupo hermano del
nodo formado por Microcavia y Cavia recuperando a Caviinae como grupo monofilético

(bootstrap = 85, probabilidad posterior = 0,92; figura 2, nodo C; figura 3, nodo C).
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Figura 2: Arbol de maxima verosimilitud hallado para la matriz combinada. Arriba de cada nodo del clado
Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de soporte de bootstrap (frecuencias absolutas mayores a 50). Las
barras verticales indican las familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s y los nombres con comillas indican
la parafilia del grupo.
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Figura 3: Arbol de maxima probabilidad posterior hallado para la matriz combinada. Arriba de cada nodo del
clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de probabilidad posterior. Las barras verticales indican las
familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s y los nombres con comillas indican la parafilia del grupo.

Nuevas secuencias de ADN

Se utilizaron las matrices construidas a partir de nuevas secuencias del gen
mitocondrial ARNr 16s y del gen nuclear RAG-1, obtenidas en este trabajo para realizar los

analisis filogenéticos propuestos.

Analisis filogenéticos del gen RAG-1

Maxima parsimonia: El analisis filogenético realizado sobre la matriz de secuencias
obtenidas para el gen nuclear RAG-1 por el método de maxima parsimonia resultd en un
arbol 6ptimo de 117 pasos (Cl = 0,87; Rl = 0,46). En el cladograma (figura 4), Hydrochoerus

hydrochaeris y Galea musteloides forman (con valores de soporte muy bajos) un grupo
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monofilético (nodo D) que a su vez, es grupo hermano del clado formado por Cavia aperea
y Microcavia australis (nodo C). En tanto que Dolichotis patagonum ocupa la posicion mas

basal dentro de ésta hipétesis filogenética (nodo A).
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Figura 4: Arbol de maxima parsimonia (Cl = 0,87; Rl = 0,46) hallado para la matriz del gen RAG-1. Arriba de
cada nodo del clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de soporte de bootstrap (frecuencias absolutas
mayores a 50) y debajo se indica el valor de soporte de Bremer. Las barras verticales indican las familias y
subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con comillas indican la parafilia del grupo.

Maxima verosimilitud y analisis Bayesiano: El modelo evolutivo seleccionado,
mediante MrModeltest, para esta matriz fue GTR+G (G = 0,2844), y los resultados
obtenidos a partir de ella mediante analisis bayesiano concuerdan con los del método de
maxima parsimonia (figura 6).

El andlisis de maxima verosimilitud dio como resultado una topologia de maximo
ajuste a la matriz de secuencias en la que se recuperan dos clados bien definidos (figura
5). Uno contiene a Galea musteloides e Hydrochoerus hydrochaeris como grupo
monofilético (nodo D) y Dolichotis patagonum como grupo hermano de dicho clado (nodo

B). El otro clado esta formado por Cavia aperea y Microcavia australis (nodo C).
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Estos resultados indican para los tres métodos de analisis que Caviidae (Dolichotis,

Cavia, Microcavia y Galea) y Caviinae (Cavia, Microcavia y Galea) son grupos parafiléticos,

e Hydrochoerus se encuentra relacionado con Galea (Caviinae).

Ademads, los tres métodos muestran un robusto agrupamiento entre Microcavia

australis y Cavia aperea (bootstrap > 72, bremer = 3, probabilidad posterior = 0,9; figuras

4,5y 6, nodo C), lo que sugiere una fuerte relacion de afinidad entre estas especies.
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Figura 5: Arbol de méxima verosimilitud hallado para la matriz del gen RAG-1. Arriba de cada nodo del clado
Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de soporte de bootstrap (frecuencias absolutas mayores a 50). Las
barras verticales indican las familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con comillas

indican la parafilia del grupo.
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Figura 6: Arbol de maxima probabilidad posterior hallado para la matriz del gen RAG-1. Arriba de cada nodo
del clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de probabilidad posterior. Las barras verticales indican las
familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con comillas indican la parafilia del grupo.

Anadlisis filogenéticos del gen ARNr 16s

El andlisis filogenético realizado sobre la matriz del gen mitocondrial ARNr 16s
mediante el método de maxima parsimonia arrojé como resultado un arbol dptimo de 283

pasos (Cl =0,75; Rl = 0,37), que se muestra en la figura 7.

El modelo evolutivo seleccionado mediante MrModeltest, para esta matriz fue
GTR+I+G (I = 0,2290; G = 0,2368). Este modelo se utilizé para realizar los analisis
filogenéticos adicionales mediante los métodos de maxima verosimilitud y andlisis
bayesiano (figuras 8 y 9).

Las topologias halladas mediante los tres métodos de analisis son congruentes en
sus resultados. Cavioidea s.s. no es un grupo monofilético, debido a que el grupo externo
Mpyoprocta pratti (familia Dasyproctidae; Cavioidea) se ubica en una posicidon derivada
dentro de la filogenia como grupo hermano de Galea musteloides (figuras 7, 8 y 9; nodo
E). El cladograma muestra a Cavia aperea como el taxon mas basal y grupo hermano de

Microcavia australis + especies mas derivadas (figuras 7, 8 y 9; nodo A). Hydrochoerus
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hydrochaeris es grupo hermano de Dolichotis patagonum + especies mas derivadas
(figuras 7, 8 y 9; nodo C). De acuerdo a estos resultados, Caviidae y Caviinae son grupos

parafiléticos.
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Figura 7: Arbol de maxima parsimonia (Cl = 0,75; Rl = 0,37) hallado para la matriz del gen ARNr 16s. Arriba
de cada nodo del clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de soporte de bootstrap (frecuencias absolutas
mayores a 50) y debajo se indica el valor de soporte de Bremer. Las barras verticales indican las familias y
subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con comillas indican la parafilia del grupo.
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Figura 8: Arbol de maxima verosimilitud hallado para la matriz del gen ARNr 16s. Arriba de cada nodo del
clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de soporte de bootstrap (frecuencias absolutas mayores a 50).
Las barras verticales indican las familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con comillas
indican la parafilia del grupo.
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Figura 9: Arbol de méaxima probabilidad posterior hallado para la matriz del gen ARNr 16s. Arriba de cada
nodo del clado Cavioidea s.s. (rojo) se indica el valor de probabilidad posterior. Las barras verticales indican
las familias y subfamilias dentro de Cavioidea s.s. y los nombres con comillas indican la parafilia del grupo.

34



Alfredo Holley I Resultados

Convergencia y autocorrelacion: Los graficos de convergencia y autocorrelacion (figura
10), realizados a partir de los analisis bayesianos aplicados a las matrices combinada, RAG-
1 y ARNr 16s, indican que: i) para la matriz combinada ambas corridas convergen
aproximadamente en la generacion n2 250. Ademds a partir de esta generacion el
algoritmo se estabiliza (fase estacionaria) y los valores de likelihood (LnL) para ambas
corridas oscilan dentro de un rango que va desde -18.835 hasta -18.811. La media
estimada para esta distribucidon de valores de LnL a lo largo de la fase estacionaria es -
18.818. La alternancia periddica observada en torno al valor medio indica que no hay
autocorrelacién; ii) para la matriz del gen RAG-1 ambas corridas convergen
aproximadamente en la generacién n2 200. A partir de la misma los valores de LnL oscilan
entre -1.426 y -1.408, en tanto que la media estimada para la fase estacionaria es igual a -
1.415. No se observa evidencia de autocorrelacion; iii) para la matriz del gen gen ARNr 16s
ambas corridas convergen aproximadamente en la generacidén n2 200. Posterior a ésta los
valores de LnL oscilan entre -1.883 y -1.861, y la media estimada de esta distribucién de
valores a lo largo de la fase estacionaria es - 1.868. No se observa evidencia de

autocorrelacion.
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Figura 10: Distribucién de los valores de likelihood (LnL) estimados a lo largo de las primeras 1.000
generaciones muestreadas de dos corridas independientes realizadas con MrBayes sobre los 3 data set
analizados en este trabajo. Las lineas punteadas horizontales indican los valores maximos y minimos de LnL
(rojo) y el valor promedio de LnL (negro) en la fase estacionaria.
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ANALISIS ADICIONALES
Ajuste al arbol de evidencia total

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos a partir del calculo de los indices de
consistencia y retencién (Cl, RI) individuales de cada gen (particién) sobre el AET (arbol de
evidencia total). Para este andlisis se utilizé como AET la topologia hallada por dos de los
métodos utilizados (maxima verosimilitud y analisis bayesiano) ya que la misma es
coherente con lo esperado para las relaciones de afinidad dentro de Cavioidea s.s. (i.e.
monofilia de Caviinae). Considerando los valores del Cl el gen de mejor ajuste al AET es el
GHR (CI = 0,85), en tanto que el Rl indica que el ajuste dptimo se obtiene con el gen TTH
(RI'=0,73). Luego, los genes de peor ajuste al AET fueron CytB (Cl = 0,57) y ARNr 16s (Rl =
0,26). Sin embargo estos valores no presentaron una relacidn directa con la cantidad de

sitios informativos (IS) de cada matriz.

Tabla 3: Sitios informativos (IS), e indices de consistencia (Cl) y retencidn (RI) para cada gen, calculados
sobre el arbol de evidencia total.

GHR TTH RAG-1 CytB ARNr 12s ARNr 16s
IS 69 169 24 339 69 81
Cl 0,85 0,83 0,84 0,57 0,85 0,72
RI 0,67 0,73 0,29 0,36 0,67 0,26

Saturacion

Los resultados obtenidos a partir de los analisis filogenéticos realizados sobre la
matriz del gen mitocondrial ARNr 16s indican la parafilia de Caviidae y Caviinae debido a
una estrecha relacién entre Galea musteloides y el grupo externo Myoprocta pratti,
formando el clado mas derivado de la filogenia. Claramente este agrupamiento resulta
discordante con el estado de conocimiento taxondmico de Cavioidea sensu lato. A fin de
evaluar la existencia de saturacién de sustituciones nucleotidicas en esta matriz, que

permita explicar la topologia obtenida, se realizaron dos tipos de analisis (analisis
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estadistico y andlisis grafico). Estos resultados fueron comparados con los obtenidos para

cada una de las restantes matrices utilizadas en este estudio.

Analisis estadistico

Los resultados de los andlisis realizados mediante el test estadistico de Xia et al.
(2003) para todas las matrices utilizadas (tabla 4) revelaron en el gen CytB un grado de
saturacion medio (Iss = 0,47). El resto de los genes presentaron un grado de saturacion
bajo (Iss < 0,33). Sin embargo los valores de Iss para los genes ARNr 16sy TTH (0,27 y 0,26)
se encontraron por encima de los mismos para los genes ARNr 12s, RAG-1 y GHR (0,10;
0,08 y 0,10). Dado que ninguno de los genes presentd valores de Iss superiores a sus
respectivos Iss.c, se asume que todas las matrices presentan informacién filogenética util

(tabla 4).

Tabla 4: indices de saturacién (Iss y Iss.c) determinados para cada gen.

Gen Iss Iss.c Prop. de sitios invariables *Grado de saturacion Utilidad filogenética
ARNr 12s 0,10 0,57 0 Bajo Sl
ARNr 16s 0,27 0,66 0,2290 Bajo SI
CytB 0,47 0,65 0,4911 Medio SI
RAG-1 0,08 0,70 0 Bajo SI
GHR 0,10 0,57 0 Bajo SI
TTH 0,26 0,59 0 Bajo SI

* Grado de saturacion: Bajo: 0 < Iss < 0,33; Medio: 0,34 < Iss < 0,66; Alto: 0,67 < Iss < 1.
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Analisis grafico

Los graficos construidos a partir del calculo de las tasas de transiciones y
transversiones (sustituciones nucleotidicas) y la distancia genética indicaron que el gen
ARNr 16s (figura 11B) presentd el mayor grado de saturacién (Rzmedio = 0,50; tabla 5),
alcanzando una meseta aproximadamente en el valor de distancia genética 0,18. El gen
CytB (figura 11A) mostrd una pérdida de linealidad mas clara para la tasa de transiciones
(R% = 0,58, tabla 5) a partir del valor 0,25 de la distancia genética. El gen RAG-1 (figura
11E) presentd baja linealidad evidente para la tasa de transversiones (R%, = 0,69, tabla 5)
a partir del valor de distancia genética 0,05. Los graficos correspondientes a los genes
ARNr 12s, TTH y GHR (figuras 11C, D y F) mostraron una correlacién positiva continua
entre las tasas de transiciones y transversiones, y la distancia genética, lo que indica que

estos genes no presentan saturacién apreciable (RzmediO >0,92; tabla 5).

Tabla 5: Coeficiente de determinacién (R°) de la tasa de transiciones y transversiones vs. la distancia
genética para cada gen.

GHR TTH RAG-1 CytB ARNr12s  ARNr 16s
R, 0,98 0,97 0,96 0,58 0,97 0,58
R%, 0,94 0,90 0,69 0,88 0,91 0,43
RZ medio 0,96 0,93 0,82 0,73 0,94 0,50

2 . . - . . . . - sy

R” 1: Coeficiente de determinacion para la tasa de transiciones vs. la distancia genética.
2 . o . .z - . - sy

R” 1,: Coeficiente de determinacion para la tasa de transversiones vs. la distancia genética.
2 . 2 2

R” medio: Promedio entre el Ry, y el Ry,
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Figura 11: Grafico de saturacidén (tasas de transiciones y transversiones vs. distancia genética) para las
matrices de los genes: CytB (A), ARNr 16s (B), ARNr 12s (C), GHR (D), RAG-1 (E) y TTH (F).
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Evaluacion de caracteres y analisis sectorizado del gen ARNr 16s

Los analisis filogenéticos realizados sobre el gen ARNr 16s (figuras 7, 8 y 9) sugieren
gue Caviidae y Caviinae son parafiléticos, debido principalmente a la posicion derivada del
clado que conforman Myoprocta pratti y Galea musteloides. Para estudiar en mayor
profundidad este problema se realizd una evaluacién de los caracteres de esta matriz y un

analisis sectorizado, mediante el método de bootscan.

El examen de evaluacion de caracteres indicé que la matriz en cuestién presenta
una mayor proporcion de caracteres relevantes para las dos topologias testeadas (arbol
actual y arbol esperado) en su regidn central (posiciones 200-400) (figura 12). El arbol
actual y el arbol esperado se obtuvieron como se indica en la seccion Materiales y
Métodos. Asi, se hallé que el arbol actual es soportado por 21 caracteres (densidad de
probabilidad maxima = 0,0072, figura 12) en la regién central, en tanto que el arbol
esperado es soportado por 7 caracteres en la misma region (densidad de probabilidad

maxima = 0,0058, figura 12).

Evaluacion de caracteres

arbol actual
— arbol esperado

0.005 0.006 0.007
1

Densidad de probabilidad

0.002 0.003 0.004
1

0.000 0.001

[ T T T T T
0 100 200 300 400 500

Posicion de caracter

Figura 12: Grafico de evaluacidn de caracteres para dos topologias (arbol actual y arbol esperado) aplicadas
sobre la matriz del gen ARNr 16s.
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En el andlisis de Bottscan se observd que la secuencia de Myoprocta pratti
(secuencia problema) presenta regiones (0-160 y 420-520 pb) en las que se soporta su
agrupamiento con el grupo raiz C. pilorides (familia Capromidae, Superfamilia
Octodontoidea). En las mismas los valores de soportes de bootstrap para el clado formado
por estas dos especies fueron superiores a 70. A fin de corroborar estos resultados se llevo
a cabo una nueva matriz de 260 caracteres considerando solo estas regiones y a partir de
esta matriz se realizd un nuevo andlisis filogenético por el método de maxima parsimonia.
En este analisis se hallé un total de cuatro arboles de maxima parsimonia de 69 pasos (Cl =
0,72; Rl = 0,12), con los cuales se determind un arbol de consenso estricto. En esta
topologia (figura 13) se observd a C. pilorides en la base de la filogenia, luego a M. pratti
como grupo hermano de Cavioidea s.s. que forma un grupo monofilético (bootstrap = 60,
Bremer = 1). Dentro de Cavioidea s.s. se observd una politomia de grado cuatro, con tres
ramas ocupadas por los integrantes de Caviinae (Cavia aperea, Microcavia australis y
Galea musteloides) en tanto que en la cuarta rama se ubica el clado formado por

Hydrochoerus hydrochaeris y Dolichotis patagonum (bootstrap = 59, Bremer = 1).

Estos resultados sugieren que Caviidae y Caviinae son grupos parafiléticos, y que
Hydrochoeridae se encuentra mas cercanamente relacionado a Dolichotinae que a

Caviinae.

Luego se realizd la inspeccion de esta filogenia, mediante IterPCR, y se hallé que los
taxones Microcavia, Cavia y Galea presentan caracteres que soportan posiciones

alternativas de los mismos en los arboles de maxima parsimonia.
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BootScan - Secuencia Problema: Myoprocta pratti
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Figura 13: Arriba - Salida gréafica del método Bootscan para la matriz del gen ARNr 16s, seleccionando como
secuencia problema la del grupo raiz Myoprocta pratti. En lineas puenteadas se indican las regiones que
soportan el agrupamiento entre el grupo externo (M. pratti) y el grupo raiz (C. pilorides). Abajo — Arbol
consenso estricto hallado por el método de mdxima parsimonia, a partir de la matriz construida
considerando las regiones 0-160 y 420-520 pb de la matriz original. Arriba de los nodos de Cavioidea s.s.
(rojo) se indican valores de soportes de bootstrap y debajo valores de soporte de Bremer.
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DISCUSION

El presente trabajo representa el primer estudio filogenético realizado sobre los
linajes vivientes de Cavioidea sensu stricto (Caviidae + Hydrochoeridae), basado en
secuencias del gen nuclear RAG-1 y el gen mitocondrial ARNr 16s. En el mismo, ademas, se
evalud el aporte de estos genes en un andlisis mas amplio en el que se incorpord a los
genes nucleares TTH y GHR, y los genes mitocondriales ARNr 12s y CytB, obtenidos a partir

de estudios previos.

ANALISIS COMBINADO

Los resultados de los andlisis filogenéticos realizados sobre la matriz combinada
indican con buen soporte (bootstrap > 60, bremer = 3 y probabilidad posterior = 0,91;
figuras 1, 2 y 3; nodo A) que Cavioidea s.s. es un grupo monofilético. Ademads
Hydrochoerus se agrupd robustamente con Kerodon (bootstrap > 80, bremer = 10 y
probabilidad posterior = 1; figuras 1, 2 y 3; nodo H) y a su vez este clado aparece como
grupo hermano de Dolichotinae (bootstrap > 80, bremer = 7 y probabilidad posterior =
0,99; figuras 1, 2 y 3; nodo E). Estos resultados se mantuvieron para los tres métodos de
andlisis y concuerdan con los obtenidos por Rowe y Honeycutt (2002), sugiriendo

fuertemente la parafilia de Caviidae.

Por otro lado, los andlisis de maxima verosimilitud y bayesiano recuperan a la
subfamilia Caviinae como un grupo monofilético con valores de soporte altos (bootstrap =
85 y probabilidad posterior = 0,92; figuras 2 y 3; nodo C). En este clado Galea se presentd
como grupo hermano del clado formado por Cavia y Microcavia. Sin embargo el andlisis
mediante maxima parsimonia resulté en la parafilia de Caviinae, donde Galea se ubicé con

buen soporte (bootstrap = 82; bremer = 9), en una posicidn basal dentro de Caviidae.

En la figura 1 se observa que la rama que conduce al clado que contiene a las
especies Galea spixii y Galea musteloides es apreciablemente larga. Entonces la

discordancia observada entre los tres métodos aplicados sobre la matriz combinada, en
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cuanto a la ubicacidn de Galea, puede deberse al efecto del largo de ramas. Segun se ha
demostrado en la literatura, este problema afecta la capacidad de resolucidon de los

métodos de andlisis, especialmente maxima parsimonia (Philippe et al. 2005).
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NUEVAS SECUENCIAS DE ADN

RAG-1:

En los analisis filogenéticos realizados sobre la matriz del gen RAG-1 la familia
Caviidae y la subfamilia Caviinae aparecen como grupos parafiléticos, debido al
agrupamiento con soportes muy bajos de Hydrochoerus hidrochaeris y Galea musteloides

(bootstrap > 50, bremer = 1y probabilidad posterior = 0,51; figuras 4, 5y 6; nodo D).

En dos de los tres métodos de andlisis (maxima parsimonia y analisis bayesiano)
Dolichotis patagonum se presenta, con soportes muy bajos (bootstrap = 52, bremer =1y
probabilidad posterior = 0,37), como el taxdn mas basal de Cavioidea s.s. Por otro lado el
resultado obtenido mediante mdaxima verosimilitud ubica a Dolichotis patagonum como el
grupo hermano del clado formado por Hydrochoerus y Galea, también con soporte muy

bajo (bootstrap < 50).

En todos los resultados Cavia aperea y Microcavia australis se relacionaron en
forma robusta (bootstrap > 72, bremer = 3 y probabilidad posterior = 0,9; figuras 4, 5 y 6;
nodo C).

No obstante los bajos valores de soporte sefialados para las ramas que contienen a
Hydrochoerus, Galea y Dolichotis en las filogenias halladas mediante los tres métodos,
estos resultados sugieren que Hydrochoeridae estd mds estrechamente relacionado a

Caviinae que Dolichotinae.

El escaso muestreo taxondmico para este gen y en especial la ausencia de
secuencias de Kerodon posiblemente tenga implicancias en estos resultados, como se ve
al contrastar los mismos con los obtenidos a partir de la matriz combinada. Es decir la
ausencia de secuencias de Kerodon en esta matriz podria ser responsable del

agrupamiento de Hydrochoerus y Galea, que conduce a la parafilia de Caviidae y Caviinae.
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ARNr 16s:

En las filogenias halladas por los tres métodos de andlisis para la matriz del gen
ARNr 16s, Cavioidea s.s. resultd ser un grupo parafilético, debido a la inclusion del taxén
Mpyoprocta pratti (familia Dasyproctidae) dentro de este clado. El mismo se agrupd, con
valores de soporte muy bajos (bootstrap > 50, bremer = 2 y probabilidad posterior = 0,37,
figuras 7, 8 y 9; nodo E), con Galea musteloides (familia Caviidae), indicando la parafilia de

Caviidae y Caviinae.
ANALISIS ADICIONALES:

Los resultados obtenidos muestran, en algunos casos (i.e. ARNr 16s), una marcada
contraposicidn con el estado de conocimiento de las relaciones dentro de Cavioidea s.s. Es
por eso que en este estudio se aplicaron diferentes analisis sobre las matrices utilizadas a
fin de determinar la “cantidad y calidad” de informacién contenida en las mismas. Asi, el
analisis de ajuste al arbol de evidencia total (AET, tabla 3) muestra, basado en los valores
de RI, que la matriz del gen ARNr 16s presenta el ajuste mas bajo (Rl = 0,26). Ademas, los
analisis de saturacion (tablas 4 y 5; figura 11) indican que esta matriz presenta un nivel de
saturacién minimo (Iss = 0,27; R edio = 0,50) pero superior al indicado para otras matrices
(TTH, GHR, ARNr 12s y RAG-1). Esto puede interpretarse como una falta de informacién
que conduce a una resolucién ineficiente de la filogenia (Xia et al. 2003). Sin embargo esta
matriz cuenta con 81 sitios informativos (IS = 81, tabla 3), y una de las matrices de maximo
ajuste al AET (GHR; Rl = 0,67; tabla 3) presenta 69 sitios informativos (IS = 69, tabla 3), lo
cual sugiere una falta de correlacién entre la “cantidad y la calidad” de la informacién

contenida por los data set en estudio.

Adicionalmente a fin de testear la presencia de la sefial filogenética Myoprocta
pratti + Galea musteloides a lo largo de toda la matriz del gen ARNr 16s, se realizd una
evaluacidn de caracteres y un analisis sectorizado en dicha matriz. Los resultados de la
evaluacion de caracteres indican que la regién central de dicha matriz (posiciones 200-400
pb) presenta mayor cantidad de caracteres soportando esta sefial filogenética (arbol

actual, 21 caracteres, figura 12), que los que se cuentan para una filogenia tradicional
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(arbol esperado, 7 caracteres, figura 12). Por su parte el analisis sectorizado coincide con
la evaluacién de caracteres en que la region central de la matriz soporta el agrupamiento
de M. pratti con integrantes de Caviidae, con valores de bootstrap mayores a 70 (figura
13), aunque no es clara su relacidon con G. musteloides. Sin embargo por fuera de la regién
central (0-200; 400-500 pb) se pierde esta seial filogenética y M. pratti parece agruparse,
con buen soporte (bootstrap > 80, figura 13), con C. pilorides. Esto se evidencio al realizar
un nuevo analisis filogenético utilizando una nueva matriz construida a partir de estas

regiones, donde M. pratti resulté ser el grupo hermano de Cavioidea s.s. (figura 13).

Por otro lado el muestreo taxondmico (taxdn sampling) es un factor muy
importante que debe tenerse en cuenta a la hora de realizar un analisis filogenético, ya
que se ha indicado ampliamente en la literatura (Hillis, 1998; Zwickl & Hillis, 2002; Hillis et
al. 2003) que un muestreo taxondmico pobre puede conducir a conclusiones equivocadas
sobre las relaciones de afinidad de un grupo de organismos. En este sentido las matrices
de los genes ARNr 16s y RAG-1 presentaron un muestreo taxondmico escaso (taxon
samplingagnr 16s = 7, taxon samplinggrac.1 = 6), por esto se sugiere que la principal fuente de
discordancia en los resultados obtenidos para estos genes, en comparacién con la matriz

combinada, se debe a este factor.

No obstante el escaso muestreo taxondmico y el pobre soporte observado en
algunos casos (RAG-1) para el clado que contiene a Hydrochoeridae, este grupo no se
recuperé en ningun andlisis como grupo hermano de Caviidae. Por el contrario
Hydrochoeridae siempre aparecio incluido en Caviidae determinando la parafilia de este
grupo. Estos resultados, coinciden con los expuestos en estudios previos (Rowe y
Honeycutt, 2002; Pérez, 2010) y sugieren fuertemente la reubicacidon taxondmica de este

grupo en el nivel de subfamilia, en cuyo caso el nombre propuesto es Hydrochoerinae.

Como corolario de este estudio debe considerarse la inclusién de nuevos taxones

en estudios futuros a fin de dar soporte o refutar los resultados presentados aqui.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo de seminario de grado,

se arribd a las siguientes conclusiones, referidas a las hipotesis planteadas.
1. Parafilia de Caviidae.

a. Matriz combinada: Los tres métodos de analisis (maxima parsimonia,
maxima verosimilitud y analisis bayesiano) corroboran la hipdtesis de la
parafilia de Caviidae, debido al agrupamiento entre Hydrochoeridae vy

Dolichotinae.

b. Matriz de RAG-1: Los tres métodos de analisis corroboran la hipdtesis de la
parafilia de Caviidae, debido al agrupamiento entre Hydrochoerus

hydrochaeris y Galea musteloides.

c. Matriz ARNr 16s: Los tres métodos de analisis corroboran la hipétesis de la
parafilia de Caviidae, debido al agrupamiento entre M. pratti y G.
musteloides. Ademds H. hydrochaeris se encuentra en la posicién basal de
un clado que incluye a D. patagonum y G. musteloides en una posicion mas

derivada.
2. Monofilia de Caviinae.

a. Matriz combinada: El analisis mediante maxima parsimonia rechaza esta
hipdtesis, debido a la posicion basal de Galea dentro de Cavioidea s.s,
indicando la parafilia de este grupo. Los andlisis realizados mediante

maxima verosimilitud y andlisis bayesiano corroboran esta hipétesis.

b. Matriz de RAG-1: Los tres métodos de analisis rechazan esta hipdtesis,

debido al agrupamiento entre H. hydrochaeris y G. musteloides.
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c. Matriz ARNr 16s: Los tres métodos de andlisis rechazan esta hipotesis,

debido al agrupamiento entre M. pratti y G. musteloides.
3. Microcavia y Cavia son grupos hermanos, y Galea se encuentra basal a éstos.

a. Matriz combinada: El analisis mediante maxima parsimonia rechaza
parcialmente esta hipdtesis, debido a la posicion basal de Galea dentro de
Cavioidea s.s. Los analisis realizados mediante mdaxima verosimilitud vy

analisis bayesiano corroboran esta hipotesis.

b. Matriz de RAG-1: Los tres métodos de andlisis rechazan parcialmente esta
hipdtesis. En los tres cladogramas Cavia y Microcavia forman un clado. y
Galea se ubica, junto a Hydrochoerus en un clado que se encuentra como

grupo hermano del primero.

c. Matriz ARNr 16s: Los tres métodos de andlisis rechazan esta hipodtesis,
debido al agrupamiento entre M. prattiy G. musteloides en la posicion mas

derivada del arbol.
4. Dolichotinae e Hydrochoeridae son grupos hermanos.
a. Matriz combinada: Los tres métodos de analisis corroboran esta hipdtesis.

b. Matriz de RAG-1: Los tres métodos de analisis rechazan esta hipdtesis,

debido al agrupamiento de H. hydrochaeris y G. musteloides (Caviinae).

c. Matriz ARNr 16s: Los tres métodos de analisis corroboran parcialmente
esta hipétesis, ya que H. hydrochaeris aparece como grupo hermano de un

clado que contiene a D. patagonum y especies derivadas.
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I Apéndice 1

APENDICE 1. Extraccidn y precipitacion de ADN

Extraccion de ADN:

Precipitacién:

N oo »n kW N

Colocar los trozos (2-3 mm?) de tejido (higado o musculo) en un tubo de 1,5
ml.

Agregar 500 ul de buffer de lisis y 15 ul de proteasa K.

Agitar (vortexear) la mezcla por 10 segundos y dejar en bafio térmico
durante toda la noche, a 562 C.

Vortexear nuevamente por 10 segundos y centrifugar.

Extraer pellet del tubo, escurriendo en las paredes del mismo.

Agregar al tubo 500 pl de fenol, cloroformo, y alcohol isoamilico en
proporciones 25:24:1.

Vortexear por 20 segundos hasta lograr una emulsion.

Centrifugar 3 minutos a 15.000 g.

Extraer con pipeta la parte superior sin tocar el fenol ni la interface, y
depositar en un nuevo tubo. En caso de que la mezcla se note sucia se

repiten los pasos de 6 a 9.

Agregar al tubo 1 ml de etanol absoluto (o 500 pl de isopropanol).

Mezclar suavemente por inversién aproximadamente unas 50 veces.

Dejar, como minimo, 45 minutos en el freezer.

Centrifugar 15 minutos a 15.000 g y volcar el sobrenadante.

Agregar 500 pl de etanol 70% y dejar reposar por 5 minutos en hielo.
Centrifugar 15 minutos a 15.000 g y volcar el sobrenadante.

Secar el tubo sobre una servilleta de papel y luego colocar en estufa a 372 C
por 20 minutos, para que el tubo quede totalmente seco.

Resuspender en 20 ul de agua estéril.
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