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Introduccion

Una vision general de la filogenia

Una de las grandes misiones de la sistematica es reconstruir y proporcionar
detalles sobre el gran arbol de la vida de las especies y taxas superiores; ademas, en
muchos casos se intenta estimar el tiempo trascurrido de divergencia entre ellos desde
el ultimo ancestro en comun. Las relaciones evolutivas inferidas para un grupo de
especies se representan graficamente mediante un arbol filogenético o sea un
diagrama ramificado que muestra cuales taxa comparten entre si ancestros comunes
cercanos, es decir, las relaciones evolutivas entre ellos. Para realizar las estimaciones
filogenéticas, se utilizan caracteres que son compartidos entre los taxones (desde
datos morfoldgicos hasta moleculares), los cuales idealmente debieran ser homdlogos
(mismo origen aun cuando puedan tener la misma o distinta funcion), ya que reflejan
la verdadera historia evolutiva. La secuencia de eventos de especiacidon que condujo a
la formacion de un grupo de especies es histéricamente Unico, por lo que sélo uno de
todos los arboles posibles para un grupo determinado de especies representard la
verdadera historia evolutiva. Este arbol se denomina arbol verdadero y el que se
construye utilizando un cierto conjunto de datos y métodos, se denomina arbol
inferido (Ridley, 2004; Futuyma, 2003). La historia de un grupo de taxa (especies,
géneros, familias, etc.) comprende evento de cladogénesis (separacion de un linaje en
dos o mds ramas por el proceso de especiacién) y anagénesis (cambios direccionales
dentro de un linaje). Uno de los problemas que se encuentra cuando se analiza un
conjunto de especies es la presencia de politomias, que no logran resolver las
relaciones entre las especies que se ven afectadas. Existen dos tipos de politomias, las
blandas y las duras o verdaderas. Las politomias duras, esconden eventos simultaneos
de division que no pueden ser resueltos; en cambio, las blandas pueden resolverse
adicionando mads linajes o mas marcadores moleculares o mayor tamafio del
fragmento de ADN utilizado, lo cual presenta un riesgo si la radiacion fue antigua y
rapida porque lejos de resolver la politomia puede llegar a producir mayor confusién
en las relaciones filogenéticas (Kornilios, 2017). Ademas, existe otro proceso
denominado “evolucién reticular”, que es la transferencia de material genético entre

taxa, ya sea cuando ocurre hibridacidén entre especies relacionadas o debido a la accién
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de retrovirus que llevan material genético al infectar a los organismos (Freeman &
Herron, 2007; Futuyma, 2003).

En sistematica se pueden obtener arboles de genes cuando la filogenia se
reconstruye a partir de un solo gen o se pueden obtener arboles de especies, que
representan el patrén evolutivo de un grupo de especies a partir de la utilizacién de
varios arboles de genes. Ambos pueden diferir ya que la divergencia de genes podria
haber ocurrido antes de que la especie se diferencie. Estrictamente, la filogenia de un
gen sélo describe la evolucion de ese gen particular. En realidad al arbol de especies
hay que verlo como el conjunto de arboles de genes teniendo en cuenta que no todas
las separaciones de genes coinciden con las separaciones de las especies (Figura 1).
Una secuencia puede evolucionar mas o menos rapido que otros genes o puede tener
una historia evolutiva diferente del resto del genoma dando una cierta estructura al
arbol de genes determinada por eventos de hibridacion, transferencia horizontal de
genes y otros mecanismos que empafan la imagen de la historia de las especies. Es
decir, la evolucion de una secuencia en particular no necesariamente se corresponde
con el camino evolutivo de las especies, porque el arbol de genes estd determinada
por procesos como la mutacidn, deriva genética, migracion, etc. (Knowles & Kubatko,
2010). Por esta razén, para obtener un darbol de especies, es necesario construir
arboles filogenéticos de una variedad de genes para ofrecer una comparacién global

de la evolucidén (Ridley, 2004).

Arbol de especies

Eventos p
4 Arbol de genes 1
IE . Arbol de genes 2
Especiacian

Arbol de genes 3
Arbol de genes 4

Figura 1: Los diferentes arboles de genes, que en conjunto forman el drbol de especies.



Meétodos mas utilizados para la reconstruccion filogenética

Madxima Parsimonia (MP)

Para la reconstruccion filogenética los métodos se dividen en estadisticos (que
requieren de un modelo explicito de evolucién molecular) y no estadisticos. Dentro de
estos Ultimos se encuentra el método de la Cladistica basado en el principio de
Maxima Parsimonia que parte del supuesto de que la evolucion tomd el camino mas
simple y que los cambios se dieron de manera tal que se necesité el menor numero de
pasos evolutivos para producir ese arbol. Por ejemplo si se observa un caracter en una
especie actual y el mismo estado del caracter en una especie fdsil, este principio
propone que éste se heredd de su ancestro, ya que es poco probable que el estado del
caracter haya cambiado y que luego haya revertido a su estado ancestral. En la
busqueda exhaustiva se construyen todas las hipdtesis o arboles filogenéticos posibles
para los taxones analizados y se elige la o las hipdtesis que menor cantidad de pasos
evolutivos propongan para explicar las relaciones entre taxones. Una vez que se tiene
un arbol consenso estricto, para ver el grado de soporte de un nodo hay varios
métodos, siendo el mas utilizado el bootstrap que permite obtener un arbol consenso
de mayoria. El soporte se obtiene de comparar arboles producidos mediante
pseudoréplicas y se contabiliza el nimero de veces que cada nodo del arbol se
presentd en las pseudoréplicas durante la elaboracion del arbol consenso). En general,
se considera que si una rama aparece en el 70% de los arboles ese nodo es confiable
(Hillis & Bull, 1993). Para intentar obtener el arbol mas parsimonioso se pueden
realizar diferentes tipos de busquedas; la busqueda puede ser exhaustiva (al buscar
todos los arboles posibles, lo cual lleva mucho tiempo), o puede ser heuristica (es un
algoritmo que elige los agrupamientos mas cortos y descarta combinaciones mas
largas, de esta forma acorta los tiempos de busqueda).

Si se quiere enraizar el arbol (darle polaridad) se pueden elegir varios métodos,
como ser la utilizacién de fdsiles para datos morfoldgicos o de extragrupos para datos
moleculares y morfoldgicos, o sea un taxén viviente que posee un ancestro comun con
todos los taxones cuya filogenia se desea estimar (Goloboff & Pol, 2005; Freeman &

Herron, 2007). Los estados del caracter que coincidan con el fésil o con el extragrupo
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seran considerados ancestrales, mientras que los estados que no coincidan, serdn
considerados derivados. De esta forma al obtener relaciones filogenéticas se logran

obtener nodos derivados y nodos internos o antiguos.

Métodos estadisticos o probabilisticos

Los métodos probabilisticos mas comunmente utilizados son la Mdxima
verosimilitud y la Estadistica Bayesiana, en los que se establecen supuestos de un
modelo de evolucidon molecular: por ejemplo, se tiene en cuenta si hay igual tasa de
sustituciéon en todos los casos, o si la tasa de sustitucién de una base purica a una
pirimidica (transversidn) es igual que la tasa de sustitucién de una base purica por otra
purica (transicién) y de una pirimidica a una pirimidica (transicién). Se calcula cual es la
probabilidad de que cada uno de esos eventos se dé en diferentes opciones de
agrupamientos y cudl es la mdas probable en base a los supuestos que se fijaron en el

modelo de evolucidn.

a) Estadistica o andlisis Bayesiano (EB)

La EB estima la probabilidad de que el modelo evolutivo seleccionado sea
verdadero, utilizando el teorema de Bayes. Arroja la filogenia mas probable luego de
comparar el modelo establecido y los datos disponibles. El algoritmo utilizado es
MCMC (Markov Chain Monte Carlo) para obtener una aproximacion de la distribucién
de la probabilidad posterior. Parte de un arbol al azar con una combinacién aleatoria
de topologias, incluyendo longitudes de ramas y parametros del modelo. Los
algoritmos MCMC modifican ligeramente una de las variables del arbol inicial (ya sea la
posicidn o longitud de una rama en concreta, o el valor de un parametro del modelo
evolutivo) y evaldan el nuevo arbol. Esto es lo que se conoce como una generacion.
Tras cada generacion, el cambio propuesto se acepta o se rechaza en funcién del valor
de la razén entre las probabilidades posteriores de los estados actual y anterior. Si esta
razén es mayor que uno o proximo a ese valor (el nuevo estado es mas probable) el

cambio se acepta y la cadena MCMC continua desde este punto. Si por el contrario, la



razén es menor de uno, el cambio se rechaza y la cadena MCMC continda la busqueda.
La aproximacién de la probabilidad posterior seria mas exacta cuantas mas
generaciones se evalien en la cadena MCMC. En filogenia la inferencia bayesiana
genera la probabilidad posterior de un parametro, un arbol filogenético y/o un modelo
evolutivo, basada en la probabilidad anterior de ese parametro y la funcién de
verosimilitud de los datos. Se calcula la probabilidad de que nuestro arbol sea correcto
condicionada por los datos que se tienen: P (arbol|datos). Durante las generaciones
iniciales de las cadenas MCMC, los arboles suelen tener una probabilidad posterior
baja como resultado de haber comenzado a partir de combinaciones aleatorias de
topologia, longitudes de rama y valores de pardmetros. Esto es lo que se conoce como
la fase de calentamiento o burnin (en inglés). Tras esta fase inicial, las cadenas MCMC
alcanzan una fase estacionaria donde los drboles muestreados tienen una probabilidad
posterior elevada. Para la estimacion del arbol final mediante EB es necesario
descartar los arboles del burnin y todo el resto de arboles con probabilidad posterior

elevada se resumen mediante un arbol consenso (Goloboff & Pol 2005).

b) Mdxima Verosimilitud (ML)

El método de ML busca determinar la organizacion de las ramas y su longitud
en un arbol filogenético, para evaluar las hipdtesis evolutivas de un grupo de taxones,
u OTUs (unidades taxondmicas operacionales) como también suelen ser denominados
los extremos de las ramas. Este método usa técnicas estadisticas estandar para inferir
la distribucion de probabilidad, al asignar probabilidades a posibles arboles; calcula la
probabilidad de que nuestros datos se adapten al arbol: P (datos|arbol). Una de sus
caracteristicas principales, es que requiere un modelo de sustitucién de bases, o
modelo evolutivo (al igual que EB) para establecer la probabilidad de cada tipo de
mutacién en las secuencias. En términos generales se puede decir que un darbol que
requiere mas mutaciones en sus nodos internos para explicar los datos observados, es
menos verosimil. Algunas de las principales ventajas, es que todos los sitios de las

secuencias son informativos y permite estudiar la informacién que mejor se ajuste a



los datos observados. Ademas, debido a que requiere que la evolucion de diferentes
sitios y entre distintos linajes sea estadisticamente independiente, es apropiado para
el analisis de secuencias relacionadas de forma distante. No obstante tiende a
presentar inconvenientes cuando taxones muy cercanos presentan ramas de gran
longitud (Bergsten, 2005). El calculo de ML es una probabilidad condicional de obtener
una hipdtesis verdadera a partir de los datos observados. Asi para evaluar la
verosimilitud de un arbol, se estima la probabilidad de que este pueda haber generado
los datos obtenidos bajo el modelo elegido, si la eleccidn del modelo es incorrecto, el

arbol generado también lo serd. (Hall, 2004; Schmidt & von Haeseler, 2009).

Caracteristicas generales del género Calomys

El género Calomys Waterhouse 1837 (Familia Cricetidae, subfamilia
Sigmodontinae), presenta una distribucién Neotropical que se extiende desde
Venezuela hasta el extremo sur del Continente Americano. Una de las caracteristicas
mas relevantes y conflictivas es que varias especies son muy similares
morfolégicamente, posiblemente debido a su condicién ancestral dentro de la Tribu
Phyllotini (Carrizo & Catalano, 2015). Los resultados de las filogenias basadas en
caracteres morfoldgicos han sido ambiguos e incluso la monofilia del género fue
cuestionada (Steppan, 1995). Este desorden e inconsistencia se debe a que muchos
géneros de roedores no han sido revisados desde su descripcion (Salazar-Bravo et al.,
2002). Un claro ejemplo de esto se puede encontrar en las revisiones a lo largo de la
historia en donde el nimero de especies fue variando segun diferentes investigadores
(Tabla 1). Los analisis que incluyeron marcadores moleculares ratificaron la monofilia
del género (Salazar-Bravo et al., 2001; Almeida et al., 2007; Haag et al., 2007). Otra
caracteristica interesante es la alta variacién cromosémica interespecifica que
presentan, con numeros diploides que van desde 2n= 36 a 66 (Mattevi et al., 2005;
Salazar-Bravo et al.,, 2001). En la ultima revision del género se reconocen a las
siguientes especies: C. tener, C. venustus, C. boliviae, C. expulsus, C. callosus, C.
cerqueirai, C. callidus, C. tocantinsi, C. hummelincki, C. lepidus, C. laucha, C. musculinus

y C. sorellus (Salazar-Bravo, 2015). No obstante, este nimero puede cambiar con



nuevas revisiones; por ejemplo, a C. sorellus del Peru se la identificd como un complejo
gue involucraria al menos cinco especies (Zeballos et al., 2014). En Bolivia en los Llanos
de Moxos (Departamento Beni) habria otra especie de tamafio mediano identificada
molecularmente por Salazar-Bravo et al. (2001) como Calomys sp, que Enria et al
(2011) nombraron como C. hildebrandii, pero que Jorge Salazar-Bravo (comunicacién
personal al Dr Gonzdlez-Ittig) considera que deberia llamarse C. moxosensis (esta
denominacion se utilizard en la Tesina).

En cuanto al origen del género Calomys, existen varias teorias segun diferentes
autores. Reig (1986) propuso que el género se origind en la Cordillera de los Andes con
la posterior dispersion hacia los habitats de tierras bajas, como lo sugiere la alta
diversidad de roedores de la tribu Phyllotini en la Cordillera. Una fauna ancestral de
filotinos, estrechamente relacionada al género Calomys habria llegado a la Puna en el
Mioceno-tardio y que luego se habria diversificado pasando de un estado
herbivoro/pastoreador a uno generalista (caracteristico del grupo actual). Haag et al.
(2007) revelaron que el género Calomys se divide en dos grandes clados. Uno asociado
a habitats de montafa de Bolivia, Peru, Chile y Argentina, que incluye las especies C.
musculinus, C. lepidus, y C. sorellus, y el otro, asociado a habitats de tierras bajas de
Brasil, Bolivia, Argentina y Paraguay que incluye las especies C. callosus, C. expulsus, C.

laucha, C. tener, C. venustus, C. boliviae, C. moxosensis, C. callidus y C. tocantinsi.



Tabla 1: Especies reconocidas del género Calomys segun diferentes investigadores.

Olds (1988) Musser & Carleton Espinosa et al. Salazar-Bravo et Musser & Almeida et al.
(1993) (1997) al. (2001) Carleton (2005)  (2007)

C. bimaculatus
C. bolivae C. bolivae C. fecundus C. bolivae C. fecundus
C callidus C callidus C callidus

C. callosus C. callosus C. callosus C. callosus C. callosus C. callosus

C. hummelincki

C. laucha

C. musculinus
C. sorellus

C. tener

C. venustus

C. murillus

C. hummelincki
C. laucha

C. lepidus

C. musculinus
C. sorellus

C. tener

C. hummelincki
C. laucha

C. lepidus

C. musculinus

C. sorellus

C. venustus

C. hummelincki
C. laucha

C. lepidus

C. musculinus
C. sorellus

C. tener

C. venustus

Calomys sp.(Beni)
(moxosensis)

C. hummelincki
C. laucha

C. lepidus

C. musculinus
C. sorellus

C. tener

C. venustus

C. expulsus

C. tocantinsi

C. hummelincki
C. laucha

C. lepidus

C. musculinus
C. sorellus

C. tener

C. venustus

C. expulsus

Calomys sp.(Beni)
(moxosensis)

Calomys sp.nov
(cerquerai)

Braun (1993) propuso, basdandose en la

género se origind en Venezuela (donde estd

hipdtesis de Marshall (1979), que el

presente C. hummelincki) y se fue

diversificando hacia el sur. En esta hipdtesis, un corredor de vegetacidn abierta habria
aparecido hace unos 3,5 millones de afios en las laderas orientales de las Cordillera de
los Andes permitiendo la migracidn de los sigmodontinos que habitaban al norte de
Sudamérica hacia el sur de la sabana / pastizal. Por otro lado, Salazar-Bravo et al.
(2001) sugirieron que el género aparecid directamente al sur de la Amazonia hace
aproximadamente 8,5 — 9 Ma y que desde alli se fue dispersando. En esta hipdtesis se
vincula la dispersién y evolucidon del género con la propagacion de las hierbas C4 en
Sudamérica y un aumento de CO2 atmosférico.

En la actualidad se puede observar que en las tierras bajas existen dos

morfologias. Los de pequefio tamafio que incluyen a C. laucha y C. tener y los de



tamafios medianos a grandes, denominado C. callosus sensu lato (s.l.) que en realidad

seria un “complejo” de al menos 6 especies: C. callosus sensu stricto (s.s.) (niumero

cromosoémico 2n=50) de Bolivia y Paraguay; C. venustus presente en Cdrdoba,

Argentina (2n=56); C. moxosensis en Bolivia (2n=50); C. boliviae (2n=54) del NOA de

Argentina y Sur de Bolivia, C. callidus de la Mesopotamia Argentina y de Brasil (2n=48);

y C. tocantinsi (2n=46) del centro norte Brasil (Bonvicino et al., 2010) (Figura 2).

@ C. moxosensis
C. venustus
@ C. tocantinsi
C. cerquerai
C. laucha
@C. callidus
C. boliviae
@ C. callosus
C. musculinus
@ C. expulsus

Figura 2: Mapa de América del sur, ubicacion geogréfica de los ejemplares utilizados en este estudio
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Importancia sanitaria

En Sudamérica en general, y en Argentina en particular, se ha detectado a partir
de mediados del siglo pasado la emergencia de enfermedades zoonéticas de tipo
fiebre hemorragica, producidas por virus ARN de las familias Bunyaviridae (género
Hantavirus que causan el Sindrome Pulmonar por Hantavirus [SPH]) vy
Mammarenaviridae (género Mammarenavirus que causan, por ejemplo, la Fiebre
Hemorrdgica Argentina [virus Junin] y la Fiebre Hemorragica Boliviana [virus
Machupo]) (Enria & Levis, 2004; Rivera et al., 2015).

La importancia de estudios en las especies dentro de la subfamilia
Sigmodontinae se debe a su asociacién con esas zoonosis virales. Se ha demostrado
gue existe una estrecha relaciéon entre un virus y una especie de roedor, junto con el
hecho de que las filogenias de virus y reservorios muestran cierto grado de
correspondencia topoldgica, que originaron la hipdtesis de que la relacién roedor-virus
se trataria de una forma de parasitismo surgida por co-evolucidn (Schmaljohn & Hjelle,
1997; Plyusnin & Morzunov, 2001; Jackson & Charleston, 2004). Sin embargo, autores
como Ramsden et al. (2009), Irwin et al. (2012) y Rivera et al. (2015) han rechazado
esta hipdtesis, basandose en que se ha observado que una sola especie de virus puede
detectarse en varias especies de roedores. Por ejemplo, el hantavirus Laguna Negra
fue detectado en roedores del género Calomys (Cricetidae: Sigmodontinae): C. laucha
en Paraguay, C. callosus en Bolivia y C. boliviae en Argentina (Johnson et al., 1997;
Levis et al., 2004; Carroll et al., 2005; Pini et al., 2012). Esta discrepancia se podria
originar, al menos en parte, en el hecho de que el conocimiento de la taxonomia de
estos roedores y de los virus es muy parcial y se ve dificultado por los confusos
criterios morfoldgicos y morfométricos utilizados para definir diferentes especies en la
subfamilia Sigmodontinae y por el hecho de que virus diferentes reciben el mismo
nombre y en otros casos, algunos virus que forman un solo linaje reciben distintos
nombres (Musser & Carleton, 2005; Rivera et al., 2015).

El drea geografica de distribucién de cada reservorio brindaria un indicador
claro del area maxima potencial donde la enfermedad puede ser endémica (Mills &

Childs, 1998; Mills, 2006). A fin de clarificar las relaciones entre hospedador-huésped,
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se han realizado varios estudios taxondmicos en el género Oligoryzomys (Gonzalez-lttig
et al., 200243, 2010, 2014a; Rivera et al., 2007) y en el género Calomys (Gonzalez-Ittig et
al., 2002b, 2014b). De esta manera, en Argentina se han podido identificar diferentes
genotipos de Hantavirus que producen enfermedad en humanos que se asocian con
distintas especies del género Oligoryzomys (Cricetidae: Sigmodontinae) (ej. genotipo
Oran-O. chacoensis, Lechiguanas-O. flavescens “Este”, Bermejo-0. flavescens “Oeste”,
Andes-O. longicaudatus, Juquitiba-0. nigripes) (Gonzalez-Ittig et al., 2014a).

En relacién a Calomys callosus s.l. los estudios filogenéticos han detectado
varias inconsistencias en las clasificaciones, dado que en los distintos estudios se
obtuvieron resultados diferentes y en ninguno de ellos se incluyeron a las 6 especies
(Salazar-Bravo et al., 2001; Salazar-Bravo et al., 2002; Dragoo et al., 2003; Almeida et
al., 2007; Haag et al., 2007). Del complejo Calomys callosus algunas especies putativas
serian reservorios de virus patogenos para humanos: C. moxosensis del Beni en Bolivia
se asocia con el mammarenavirus Machupo, causante de la Fiebre Hemorrdgica
Boliviana (Salazar-Bravo et al., 2001, 2002); las especies C. boliviae del NOA y sur de
Bolivia, C. callosus s.s. del sureste de Bolivia y C. callidus del Mato Grosso en Brasil
serian reservorios del hantavirus Laguna Negra causante de HPS en dichas zonas (Levis
et al., 2004; Carroll et al., 2005; Pini et al., 2012; Travassos da Rosa et al., 2012). , Un
dato adicional es que en individuos de C. venustus y C. boliviae se han detectado
infecciones con el mammarenavirus Latino-like, aunque aun no se conoce si produce
alguna enfermedad al hombre (Calderén et al., 2010; Pini et al., 2012).

Dada la importancia sanitaria de Calomys callosus s.|. seria importante obtener
una filogenia confiable de las especies del complejo que actian como reservorio de
zoonosis virales. En este estudio se realizdé un nuevo analisis de la filogenia de las
especies del complejo en base a datos moleculares de varios genes. Cémo en
Argentina viven 4 de las especies del complejo, se obtuvieron datos moleculares
tratando de incorporar un poco de la variacién intraespecifica que es necesaria para la
delimitacion de especies. Se obtuvieron datos de los genes Cit-b y Regién Control del
ADN mitocondrial y del gen nuclear IRBP de 4 de las 6 especies conocidas del complejo.
Ademas, se incorporaron datos moleculares disponibles en el GenBank para asi realizar
analisis filogenéticos con las 6 especies que conforman de Calomys callosus s.l. de

diferentes partes de Sudamérica, abarcando Argentina, Paraguay, Bolivia y Brasil. Los
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resultados de esta Tesina también fueron comparados con datos publicados
anteriormente sobre el cariotipo, la distribucién geogréfica y las asociaciones del virus

del huésped para arrojar luz sobre informes taxondmicos contradictorios.

Hipotesis

El “complejo” Calomys callosus comprende varias especies monofiléticas.

Objetivos

1.- Inferir las relaciones filogenéticas entre especies del “complejo” Calomys callosus
comparando secuencias de ADN de Argentina con especimenes de Paraguay, Bolivia y

Brasil.

2.- Integrar los resultados moleculares con la informacion disponible en la literatura
sobre los nimeros cromosdémicos de las especies y las relaciones parasito-hospedador

reportados para los géneros Hantavirus y Mammarenavirus.

13



Materiales y métodos
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Materiales y métodos

Muestras

En el laboratorio de Genética de Poblaciones y Evolucion se disponia de tejidos
de varias especies del género Calomys que habian sido preservados por mas de 15 dias
en alcohol al 85% inactivando cualquier particula viral que potencialmente pudiera
estar presente. Para esta Tesina se utilizaron tejidos de 30 individuos de diferentes
especies: a) C. boliviae de varias localidades de Jujuy, b) C. venustus de varias
localidades de Cdrdoba, c) C. callidus de Victoria y del Parque Nacional El Palmar
ambas en Entre Rios y d) C. callosus s.s. de Colonia Buena Vista en Formosa. Para ser
utilizados como extragrupos se incluyeron individuos de las especies C. laucha y C.

musculinus (Tabla 2).

Tabla 2: Especies del complejo C. callosus utilizadas en este estudio. Se especifica la localidad de procedencia y las
referencias bibliograficas de dénde se obtuvieron las secuencias. En la columna “Cédigo de identificacion” figuran
los nimeros de acceso al GenBank para secuencias de otros estudios y los nombres de campo para los especimenes
de esta Tesina (algunos individuos fueron utilizados en estudios previos y se generaron secuencias donde se

especifica el nUmero de acceso al GenBank).

Especie Cadigo de Cit-b Region IRBP Localidad Fuente

identificacién Ccontrol
C. laucha AF385593 Si - Maximo Paz, Buenos Aires, Arg. Salazar-Bravo et al. (2001)
C. laucha Chillar1882 Si Si Chillar, Buenos Aires, Arg. Este estudio
C. laucha CE41 - Si (DQ926662) - Capilla de los Remedios, Cérdoba, Arg. Gonzalez-Ittig et al. (2008)
C. musculinus JQ434405 - Si Sud América, no especificado Salazar-Bravo et al. (2013)
C. musculinus Al9299 - Si (DQ029211) - Alcorta, Buenos Aires, Arg. Gonzalez-lttig et al. (2008)
C. musculinus SN19630 - Si (DQ029205) - San Nicolas, Buenos Aires, Arg. Gonzalez-lttig et al. (2008
C. musculinus JQ434404 - Si Sud América, no especificado Salazar-Bravo et al. (2013)
C. musculinus LTU804 Si - Arroyo de las Brusquitas, Buenos Aires, Arg. Este estudio
C. musculinus LTUG3 Si - INTA Hilario Ascasubi, Buenos Aires, Arg. Este estudio
C. expulsus DQ447284 Si - Mimoso de Goiés, Goias, Bra. Almeida et al. (2007)
C. expulsus DQ447285 Si - Mimoso de Goias, Goias, Bra. Almeida et al. (2007)
C. moxosensis AY033153 Si - El Valle, Departamento Beni, Bol. Salazar-Bravo et al. (2002)
C. moxosensis AY033156 Si - Chumano, Departamento Beni, Bol. Salazar-Bravo et al. (2002)
C. moxosensis AY033157 Si - La Republica, Departamento Beni, Bol. Almeida et al. (2007)
C. cerquerai DQ447273 Si - Capitdo Andrade, Minas Gerais,Bra. Almeida et al. (2007)
C. cerquerai DQ447274 Si - Capitdo Andrade, Minas Gerais,Bra. Almeida et al. (2007)
C. cerquerai DQ447275 Si - Lagoa Santa, Minas Gerais,Bra. Almeida et al. (2007)
C. boliviae AY033164 Si - Tucumilla, Departamento Tarija, Bol. Salazar-Bravo et al. (2002)
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boliviae AY033170 Si - - Camantindy, Departamento Tarija,Bol. Salazar-Bravo et al. (2002)

boliviae AY033173 Si - - Yerba buena, Tucuman, Arg. Salazar-Bravo et al. (2002)
boliviae 35595 Si Si - El Ceibal, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 1305 Si Si Si Libertador San Martin, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 1306 Si Si Si Libertador San Martin, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 36531 Si Si Si Yuto, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 36518 Si Si - Yuto, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 29681 - Si - El Bananal, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 29674 - Si - El Bananal, Jujuy, Arg. Este estudio
boliviae 29598 - Si - El Bananal, Jujuy, Arg. Este estudio
venustus AY033174 Si - - 2km S Espinillo, Cérdoba, Argentina Salazar-Bravo et al. (2002)
venustus AY033175 Si - - Espinillo, Cérdoba, Argentina Salazar-Bravo et al. (2002)

Gonzalez-lttig et al. (2008) y

venustus Sgotemp2 Si Si (DQ926661) Si Santiago de Temple, Cérdoba, Arg. este estudio

venustus CE35 - - Si Campo experimental, Cérdoba, Arg. Este estudio

venustus CE36 - Si - Campo experimental, Cérdoba, Arg. Este estudio

venustus CE39 - Si - Campo experimental, Cérdoba, Arg. Este estudio

venustus CE40 - Si - Campo experimental, Cérdoba, Arg. Este estudio

venustus CE44 - Si - Campo experimental, Cérdoba, Arg. Este estudio

venustus CE46 Si Si Si Campo experimental, Cérdoba, Arg. Este estudio

callosus AY033187 Si - - Monte Palma, Dpto Alto Paraguay, Par. Salazar-Bravo et al. (2002)
callosus AY033188 Si - - Boqueron, Departamento Filadelfia,Par. Salazar-Bravo et al. (2002)
callosus DQ447279 Si - - Baréo de Melgaco, Mato Grosso, Bra. Almeida et al. (2007)
callosus DQ447280 Si - - Corumba, Mato Grosso do Sul, Bra. Almeida et al. (2007)
callosus DQ447282 Si - - Corumba, Mato Grosso do Sul, Bra. Almeida et al. (2007)
callosus 36092 Si Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

callosus 36094 Si Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

callosus 36096 Si Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

callosus 36100 Si Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

callosus 36109 Si Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

callosus 36124 Si Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

callosus 36180 - Si Si Colonia Buena Vista, Formosa, Arg. Este estudio

tocantinsi DQ447277 Si - - Parna Araguaia, Tocantins, Bra. Almeida et al. (2007)
tocantinsi DQ447278 Si - - Parna Araguaia, Tocantins, Bra. Almeida et al. (2007)
callidus 32471 Si Si Si Victoria, Entre Rios, Arg. Este estudio

callidus 32412 Si Si Si Victoria, Entre Rios, Arg. Este estudio

callidus 32453 - Si (DQ9Y26660) - Victoria, Entre Rios, Arg. Gonzalez-lttig et al. (2008)
callidus Elpalmar6 - Si - El Palmar, Entre Rios, Arg. Este estudio

16



Técnicas moleculares: extraccion de ADN, amplificacion por PCR y

secuenciacion

La extraccion de ADN de cada ejemplar, se realizd a partir de musculo
esquelético o punta de cola en mesa de flujo laminar, mediante la técnica estandar de
fenol-cloroformo-isoamilico (Sambrook et al.,, 1989); el protocolo se encuentra
detallado en Material Suplementario. Se eligié esta metodologia debido a que, entre
los pasos del procedimiento de extraccidn, los homogeneizados de tejidos son tratados
con: a) la enzima proteinasa K (que ademas de eliminar las proteinas celulares,
degrada las proteinas de la cdpside de los virus que pudieran estar presentes), b) con
el detergente de membranas celulares SDS (que degrada también la cubierta
lipoproteica del virus), y c¢) la enzima ARNasa que degrada el ARN (tanto gendémico
como el viral).

Las amplificaciones se realizaron en una termociclador UNO-II Thermoblock
(Biometria, Gottingen, Alemania). La Region Control de ADN mitocondrial, fue
amplificada mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando los
cebadores 464 y 282 con las secuencias 5'-TGAATTGGAGGACAACCAGT-3' y 5'-
AAGGCTAGGACCAAACCT-3', respectivamente (Gonzalez Ittig et al., 2002b),
obteniéndose un fragmento aproximado de 1253 pares de bases (pb),
correspondientes a una pequefa porcion del extremo 3° del Citocromo b (Cit-b; 110
pb), la Regidn control completa, los genes ARNt™, ARNt"°, ARNt™" y una pequefia
parte del gen de ARN ribosomal 12S del ADN mitocondrial. La reaccion comienzd con
una desnaturalizacién a 94° C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién
durante 30 segundos a 94° C, hibridaciéon del cebador por 90 segundos a 55° Cy
extensién durante 90 segundos a 72° C. Finalmente hubo un periodo de extensidn final
a 72° Cdurante 5 minutos.

Para la amplificacion del gen completo de Cit-b de ADN mitocondrial, se
utilizaron los cebadores Mus14095 (Cadena ligera), 5'-GACATGAAA
AATCATCGTTGTAATTC-3 ' y Mus15398 (cadena pesada), 5'-
GAATATCAGCTTTGGGTGTTGRTG-3' (Anderson & Yates, 2000), obteniéndose un

fragmento de aproximadamente 1098 pb. La reaccion comienzd con una
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desnaturalizacion a 94° C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a
94° C por 30 segundos, hibridacién del cebador por 45 segundos a 52° C y extension a
72° C por 45 segundos. Finalmente hubo un periodo de extension final a 72° C por 5
minutos. Para la amplificacion del gen nuclear IRBP, se utilizaron los cebadores
externos  IRBP-A1  5-ATGCGGAAGGTCCTCTTGGATAAC-3' e IRBP-B2 5'-
ATGAGGTGTTCCGTGTCCTG-3' (Jansa & Voss, 2000; Weksler, 2003) y los cebadores
internos IRBP-F 5'-CTCCACTGCCCTCCCATGTCT-3' e IRBP-E2 5'-
AGCAGATGCGCAGAGCCATAGTGGT-3'. La amplificacion comenzé con una
desnaturalizacién a 95° C durante 2,5 minutos, seguido de 5 ciclos de desnaturalizacién
a 95° C por 20 segundos, hibridacién del cebador a 58, 56 o 54° C por 15 segundos y
extension a 72° C, una etapa de 23 ciclos de desnaturalizacién a 95° C por 20 segundos,
hibridacién del cebador por 15 segundos a 52° C y una extensién a 72° C por 60
segundos, y una extension final por 7 minutos a 72° C. Los fragmentos se secuenciaron
en algunos casos utilizando los cebadores externos con la combinacién A1/B2, y en
otros casos utilizando una combinacion de internos con externos: A1/F o E2/B2.

Los productos de PCR se purificaron con el kit Silica Bead DNA Gel Extraction
(Fermentas, EEUU) y secuenciados tanto en el Instituto de Biotecnologia, Unidad de
Gendmica, INTA Castelar (Hurlingham, Argentina) como en la empresa Macrogen

Corea (http://www.macrogen.com).

Andlisis filogenéticos

Para el andlisis de las secuencias se empled el programa de Chromas 2.1.1
(http://technelysium.com.au/?page_id=13) y fueron alineadas con el programa Muscle
(dentro del paquete MEGA7; Kumar et al., 2016) utilizando los pardmetros por defecto.
Se incorporaron secuencias de los genes Cit-b, Regidn Control e IRBP, disponibles en el
GenBank de las especies C. tener, C. moxosensis, C. tocantinsi, C. cerquerai y C.
expulsus. Se incluyeron mayoritariamente secuencias de donde se pudieron establecer
las localidades de procedencia en Bolivia, Paraguay y Brasil (Tabla 2).

Para los analisis filogenéticos se utilizaron métodos tradicionales basados en la
estadistica Bayesiana (EB), de maxima verosimilitud (ML) y maxima parsimonia (MP)
para cada gen, obteniendo “arboles de genes”. Previo al uso de EB, se determind el
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modelo de sustitucidn de nucleétidos mas apropiado para el set de datos con el
programa jModeltest 2 (Darriba et al. 2012) utilizando el criterio BIC. Los modelos
obtenidos fueron TPM3uf+l para Regién Control, HKY+I+G para Cit-b, K80+I para IRBP,
TPM2uf+G para el concatenado de los dos genes mitocondriales y TIM2+1+G para el
concatenado de los 3 genes. Los pardmetros de dichos modelos se utilizaron
posteriormente para inferir las relaciones filogenéticas con el programa MrBayes 3.2
(Ronquist et al. 2012). Los andlisis se realizaron con 2000000 generaciones para cada
gen de forma individual y 6000000 generaciones para el analisis concatenados (2 y 3
genes juntos) y los arboles fueron muestreados cada 1000 generaciones. En todos los
casos los analisis se realizaron dos corridas en simultaneo, cada una con 4 cadenas
independientes (tres cadenas calientes y una fria) de MCMC y se descartaron como
burn-in al 25% de los muestreos que realiza el programa. Para estar seguros de la
convergencia de las dos corridas, se chequed que el valor de desviacidn media
estandar (average standard deviation) fuera menor a 0.01.

Los analisis de MP se realizaron con el programa PAUPx* 4.0b10 (Swofford,
2003); a los nucledtidos se les dio el mismo peso y para la Region Control los gaps
fueron considerados como un quinto estado del cardcter. Los genes Cit-b e IRBP
carecian de gaps. Se realizaron busquedas heuristicas para hallar los arboles mas
parsimoniosos utilizando 1000 réplicas de drboles de Wagner y TBR, reteniendo hasta
100 arboles por réplica y los soportes de los nodos fueron estimados mediante
bootstrap=1000. Los arboles mas parsimoniosos obtenidos se resumieron en un arbol
consenso estricto.

Los anadlisis de ML se realizaron con el programa online PhyML v3
(http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/; Guindon et al., 2010). Los parametros de los
modelos obtenidos con jModeltest 2 segun el criterio de Akaike (AIC) fueron
incorporados para los analisis: Se calculé el arbol de mayor probabilidad o likelihood y
posteriormente se obtuvo un consenso de mayoria para conocer el soporte de los
nodos mediante 1000 repeticiones de bootstrap.

Dado que cada gen tiene una tasa de mutacién diferente y que los genes
nucleares pueden sufrir recombinacién, es posible que se obtengan resultados
diferentes. Para integrar las topologias de cada uno de los genes se utilizaron

programas que permitan obtener “drboles de especies”; estos son: a) BEAST 1.8.2
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(Drummond & Rambaut 2007); es un método basado en EB que permite estimar los
tiempos de divergencia entre especies como las del complejo C. callosus. El andlisis se
realizé con 30 millones de generaciones para las secuencias concatenadas de la Regién
control y de Cit-b, con una tasa de mutacién de 0,0393 sustituciones por millén de
afios, resultante de promediar las tasas de la Region control (0.056 sustituciones por
sitios por millén de afios; Goios et al., 2007) y la de Cit-b (0.023 sustituciones por sitios
por millén de afios; Smith & Patton, 1993). Se utilizé6 un modelo de sustituciéon HKY+G,
un reloj relajado lognormal y la opcidn “Speciation: Birth-Death Process”. Los
resultados fueron chequeados con el programa Tracer 1.5 (http://beast.bio.ed.ac.uk),
se consideré que la busqueda habia convergido cuando los tamafos efectivos de
muestreo (ESS) eran superiores a 200. b) BEST 2.3.1 (Liu, 2008); es otro método
bayesiano que estima arboles de especies a partir de secuencias multilocus y de alelos
multiples. Este programa es una adaptacion de MrBayes y para ver la convergencia se
utiliza el mismo criterio que en aquel programa. Este andlisis se realizd utilizando los
dos genes mitocondriales o utilizando los dos genes mitocondriales y el gen nuclear de
manera particionada. Se utilizaron los parametros estimado para cada gen como se
describié con anterioridad para los andlisis de MrBayes. El arbol de especies se estimo
utilizando dos corridas independientes con una sola cadena con muestreos cada 1000
generaciones.

Todos los arboles de los diferentes métodos utilizados fueron visualizados con
el programa FigTree v1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

El calculo de las distancias genéticas intraespecificas e interespecificas se llevo a
cabo bajo el modelo de “Kimura dos parametros” (K2P) utilizando el programa PAUP=*

4.0b10 (Swofford, 2003).
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Resultados
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Resultados

Andlisis de la Region Control del ADN mitocondrial.

La Regidn Control se analizé con diferentes métodos (EB/MP/ML). Se analizaron
un total de 1253 caracteres, resultando 189 caracteres informativos. La topologia varié
de acuerdo al método; en la Figura 3 se muestra el arbol obtenido con EB y los valores
de soporte de los nodos de los tres métodos utilizados. Con EB, arroja la siguiente
topologia (C. boliviae, (C. venustus, (C. callidus y C. callosus))). Con el método de ML, la
topologia del arbol es diferente, ya que separa como grupo hermano, aunque con un
bajo soporte, a C. venustus y agrupa a C. boliviae con C. callosus y C. callidus. Es decir,
la topologia es: (C. venustus, (C. boliviae, (C. callidus y C. callosus))). En la Figura S1
(Material Suplementario) se muestra la topologia del arbol consenso estricto obtenido con MP,
presenta una politomia de la cual derivan C. venustus, C. boliviae y un clado que
agrupa a C. callosus y C. callidus (es el unico nodo con un valor de soporte alto). En las
Figuras S2 y S3 se muestran los arboles con mayor probabilidad obtenidas con MLy EB
respectivamente. En todos los casos se muestra el soporte de los nodos.

En la Tabla 3 se representan las distancias genéticas K2P interespecificas. Las
mismas son muy bajas; ninguna de las distancias ente las especies del complejo llegan
al 2%. Posiblemente la baja diferenciacion genética genera diferentes topologias y

politomias ente las especies aqui analizadas.
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Tabla 3: Distancias genéticas de Kimura 2 parametros obtenidas del analisis de la Region Control entre las 4
especies de Calomys analizadas con este gen.

C. boliviae C. venustus C. callosus C. callidus
C. boliviae 0.0028
C. venustus 0.0089 0.0015
C. callosus 0.0159 0.0012 0.0011
C. callidus 0.0149 0.0142 0.0088 0.0028

Andlisis del gen mitocondrial Cit-b

La Figura 4 representa la topologia del arbol obtenido mediante el método de
ML en base al andlisis del gen Cit-b. Se analizaron un total de 1098 caracteres,
resultando 274 caracateres informativos. Con este gen se pudieron incluir en el andlisis
las secuencias disponibles en el GenBank de otras especies del complejo de las cuales
no se disponia de tejidos. En general todos los métodos muestran una separacién de
dos grandes clados, uno que incluye a C. venustus, C. boliviae y C. moxosensis y el otro
que agrupa a C. callosus, C. tocantinsi y C. callidus. El método de ML (material
suplementario Figura S5) es el que mejor recupera a todas las especies del grupo como
monofiléticas. Sélo C. boliviae y C. callosus s.s. presentan bajo soportes. Las relaciones
qgue se obtienen son (C. venustus, (C. boliviae y C. moxosensis)) y (C. callidus, (C.
tocantinsi y C. callosus)). En cambio, los método de EB y MP (Figura S6 y S4,
respectivamente del material suplementario) logran un buen soporte de los nodos
para la separacion de los grupos monofiléticos correspondientes a (C. venustus, (C.
boliviae y C. moxosensis)), pero genera una politomia entre el grupo de especies de C.
callosus, C. tocantinsiy C. callidus.

En la Tabla 4, se representan las distancias genéticas interespecificas. Se puede
destacar que entre C. tocantinsi - C. callosus s.s. la diferenciacién es baja, seguida en
orden creciente entre C. callosus - C. callidus y C. callidus - C. tocantinsi; este podria ser
el motivo de la pobre resolucién de las relaciones entre estas especies en algunos

analisis.
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Tabla 4: Distancias genéticas de Kimura 2 parametros obtenidas del andlisis de Cit-b entre las 7 especies de Calomys analizadas
con este gen.

C. boliviae C. venustus C. moxosensi C. callosus C. tocantinsi C. callidus
C. boliviae 0.0099
C. venustus 0.0198 0.0142
C. moxosensi 0.0124 0.0176 0.0018
C. callosus 0.0239 0.0287 0.0241 0.0039
C. tocantinsi 0.0252 0.0296 0.0248 0.0097 0.0018
C. callidus 0.0300 0.0334 0.0299 0.0144 0.0141 0.0018

Andlisis del gen nuclear IRBP

La Figura 5 representa la topologia del analisis del gen IRBP con MP. Se
analizaron un total de 1201 caracteres, resultando 14 caracteres informativos. Sdélo se
analizaron las especies de las cuales se disponia de tejidos para amplificar este gen
nuclear. Todos los analisis realizados (MP, EB, ML) arrojaron resultados similares, sin
poder resolver la politomia que presenta. Con MP (Figura S7 del material
suplementario) hay una gran politomia que solo separa a los extragrupos; si bien
muestra dentro de esta politomia a las especies en orden no logra agruparlas. El
resultado es similar con EB y ML (Figura S9 y S7 respectivamente del material
suplementario), es decir, solo se separan los extragrupos pero las demds especies y
grupos aparecen entremezclados. En todos los casos se muestra ademas el soporte de
los nodos.

En la Tabla 5 se ven las distancias de K2P interespecificas de este gen son todas
bajas y similares, lo cual es compatible con la imposibilidad de resolver Ias

separaciones entre los linajes.
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Tabla 5: Distancias genéticas de Kimura 2 parametros obtenidas del analisis de IRBP entre las 4 especies de Calomys
analizadas con este gen

C. boliviae C. venustus C. callosus C. callidus
C. boliviae 0.0049
C. venustus 0.0039 0.0011
C. callosus 0.0044 0.0027 0.0025
C. callidus 0.0056 0.0038 0.0338 0.0033

Andlisis de los genes Cit-b y Region Control concatenados

La Figura 6 muestra la topologia del arbol obtenido a partir del andlisis de EB de
los genes mitocondriales Cit-b y Regidn Control de manera concatenada. En esta matriz
se incluyeron a todas las especies del complejo, pero algunos individuos solo
presentaron la Regién Control y otros sélo el Cit-b; en estos casos la matriz se
completd con signos de interrogacién para mantener el alineamiento. Se analizaron un
total de 2351 caracteres, resultando 423 caracateres informativos. Con este método se
logra una excelente resolucion de los nodos que separa a los grupos monofiléticos. Al
igual que en la topologia del Cit-b se recupera una gran divisién de dos grandes clados:
(C. venustus, (C. boliviae y C. moxosensis)) y el otro integrado por (C. callidus, (C.
tocantinsi y C. callosus)). Utilizando esta matriz concatenada con los métodos EB y ML
(ver consenso estricto en Material Suplementario Figura S12 y S11 respectivamente)
se logra una muy buena resolucién en las relaciones filogenéticas entre las especies.
Sin embargo, si bien también con MP se encuentra la gran division de estos dos
grandes clados, no logra resolver las relaciones dentro de ellas y se encuentra una
politomia que agrupa a las especies de C. moxosensis y C. boliviae (ver consenso
estricto en Material Suplementario Figura S10) y dentro del otro gran grupo genera
otra politomia agrupando a las especies de C. tocantinsi y C. callosus s.s. En todos los
casos se muestra ademas el soporte de los nodos.

Con este analisis concatenado no pudo generarse una matriz de distancias

genéticas debido a que no habia datos para los dos genes de todas las especies.
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Andlisis de los genes IRBP, Cit-b y Region Control concatenados.

La Figura 7, muestra el resultado del anadlisis de EB de los tres genes (IRBP,
Region Control y Cit-b) en conjunto, después de 6 millones de generaciones. A los
extragrupos los separa claramente del grupo interno pero la especie C. laucha resulta
ser parafilética, posiblemente porque el individuo identificado como JQ434405 sélo
presenta el gen IRBP, mientras que el individuo Chillar 1882, presenta los genes Cit-b e
IRBP y el individuo correspondiente a la secuencia AF385593 solo el Cit-b. En el grupo
interno se logra la gran separacion de los dos grandes grupos de Calomys que se habia
recuperado anteriormente. Sin embargo, en el gran clado de C. venustus, C. boliviae y
C. moxosensis no logra resolver las relaciones entre ellas y se observa una politomia
entre las tres especies. En el segundo gran grupo C. callosus, C. tocantinsi, y C. callidus
se recupera la monofilia de las tres especies, con un buen soporte estadistico.

Dado que el arbol de genes del IRBP mostré muy poca resolucién, con tan solo
14 caracteres informativos de la totalidad de 1201 evidenciado en el resultado de este
analisis de la Figura 7, se decidié no hacer MP y ML de esta matriz con los tres genes
porque probablemente el aporte no seria significativo y el resultado final no seria

bueno.
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Arbol de especies con el programa BEST.

La Figura 8, representa el arbol de especies obtenido luego de realizar un
analisis de los dos genes mitocondriales particionados en una sola matriz, utilizando el
programa BEST, el cual no logré converger después de 13 millones de generaciones. A
su vez, se realizd el andlisis de los 3 genes (los dos mitocondriales y el nuclear)
particionados en una sola matriz y tampoco logré convergir después de casi 30
millones de generaciones (arbol en Material Suplementario Figura S13). Este programa
analiza si existe congruencia entre las topologias de los distintos genes para obtener
un arbol de especies. Como puede observarse, los grupos se encuentran
entremezclados, incluso C. laucha se mete dentro del intragrupo, esto se deberia a la

poca resolucién que brinda el gen IRBP.
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C. boliviae
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C. venustus
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C. laucha
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42 1 C.expulsus

43 ————— C. callidus
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Figura 8: Arbol de especies obtenido en el analisis de EB realizado por el programa BEST en base a los 2 genes
mitocondriales juntos. Este analisis es incompleto puesto que no se logré convergencia. Se muestran los valores de
soporte de las relaciones obtenidas con este método.

Arbol de especies y tiempos de divergencia

La Figura 9 representa el arbol de especies obtenido a partir del andlisis de los
genes concatenados de Cit-b y Region Control, donde se muestran los tiempos de
divergencia entre los linajes segun el programa BEAST v.1.8.2, luego de 30 millones de
generaciones. Las estimaciones cuentan con un intervalo de confianza del 95 % o

highest probability density (95% HPD)
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Hace aproximadamente 410 mil afios (95% HPD= entre 220 a 840 mil afios) se
habrian separado los dos grandes grupos de especies del complejo Calomys callosus,
es decir, aquel que agrupa a C. moxosensis, C. venustus y C. boliviae y el otro que esta
formado por C. callosus, C. tocantinsi y C. callidus. Del primer grupo, el ancestro de C.
venustus se habria separado del resto hace 280 mil afos (95% HPD= 150 a 740 mil
afios). La separacién entre los ancestros de C. moxosensis y C. boliviae, habria ocurrido
hace 200 mil afios (95% HPD= 100 a 860 mil afios). El ancestro en comuin mas reciente
de todos los C. venustus aqui analizados tendria 190 mil afios (95% HPD= 80 a 410 mil
afios), mientras que los de C. boliviae y C. moxosensis tendria 140 mil (95% HPD= 70 a
540 mil afios) y 60 mil afios (95% HPD= 10 a 150 mil afios), respectivamente.

En el otro gran grupo del complejo, el ancestro de C. callidus se habria separado
del resto hace aproximadamente 200 mil afios (95% HPD= 100 a 890 mil afos). A su
vez, la separacion entre los ancestros de C. callosus s.s. y C. tocantinsi habria ocurrido
hace 160 mil afios (95% HPD= 90 a 290 mil afios). El ancestro comun mas reciente de
todos los C. callidus aqui analizados tendria 70 mil afios (95% HPD= 20 a 210 mil afios),
el de C. callosus 110 mil afios (95% HPD= 40 a 610 mil afios) y el de C. tocantinsi 40 mil
afios (95% HPD= 0 a 120 mil afios).

Este tipo de analisis no se realizé con los tres genes puesto que la incorporacién
del gen IRBP generaria, muy probablemente, una mezcla en las relaciones filogenéticas

de las especies del complejo C. callosus.
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Credibilidad del complejo C. callosus calculado con el programa BEAST v.1.8.2 en base a

axima

Arbol de M
los dos genes mitocondriales concatenados. La escala temporal se indica en millones de afios y se calibré con una

Figura 9

tasa de sustitucion de 0.0393 sustituciones/millén de afios (es el promedio de las tasa de la regidn control [Goios et

al. 2007] y del Cit-b [Smith y Patton, 1993]). Se indican el tiempo de divergencia sélo sobre los nodos de interés

dentro del complejo. Entre paréntesis en cada rama se encuentra representado el intervalo de confianza del tiempo

de cada nodo que se encuentra a continuacion.
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Discusion
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Discusidon
Contribucion a la sistematica del género Calomys

Esta Tesina se focalizé en el estudio de un complejo de especies pertenecientes
al género Calomys, el cual se denomina “complejo” callosus que incluye a C.
moxosensis, C. boliviae, C. callosus s.s., C. venustus, C. callidus y C. tocantinsi. La
revision de este grupo es importante ya que corresponde a especies relacionadas a
enfermedades zoondticas en diferentes regiones de América del sur. A nivel sanitario
la importancia de determinar una filogenia confiable y que garantice una buena
clasificacién de las especies, ayuda a delimitar las dreas con mayor potencial de
contagio con el fin de tomar las precauciones y medidas necesarias establecidas por las
entidades sanitarias.

En este estudio se realizaron varios analisis utilizando diferentes marcadores

III

moleculares y métodos filogenéticos, incluyendo a todas las especies del “complejo”.
Se utilizé un gen nuclear (IRBP) y dos mitocondriales (Cit-b y Regién control) con el fin
de incrementar la sensibilidad de los analisis. Los resultados obtenidos con el gen IRBP
fueron poco claros, arrojando politomias en todos los analisis realizados. Incluso al
concatenar el gen nuclear con los genes mitocondriales la resolucion de las relaciones
filogenéticas entre las especies fue muy mala. El mismo resultado se obtuvo aun
cuando se implementaron andlisis de diferentes como los realizados con los programas
BEST y BEAST (Figuras 8 y 9). La falta de resolucion del gen IRBP podria explicarse por
su tasa de sustitucion mucho menor (reflejado por distancias interespecificas también
muy bajas) y su tamafio poblacional efectivo cuatro veces mas grande que el del ADN
mitocondrial (Palumbi et al., 2001). Considerando el corto tiempo evolutivo
transcurrido desde la divergencia de los clados del complejo, los arboles filogenéticos
obtenidos con este marcador nuclear podrian revelar una separacién incompleta de
linaje (en inglés “incomplete lineage sorting”) y retencién de polimorfismos
ancestrales. Por este motivo, para el resto de la Discusién se descartaron los resultados
gue involucran el uso de este marcador, que también pueden deberse a la falta de
datos en la matriz, ya que no se contaban con todos los genes de todos los terminales

utilizados.
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Por otro lado, los resultados obtenidos con los genes mitocondriales (Cit-b y
Region Control) fueron mucho mas informativos aun cuando las topologias de los
arboles variaron de acuerdo al método de andlisis. Al concatenarlos se obtuvieron
mejores resultados con mayores valores de soporte en los nodos e incluso se
resolvieron las politomias que se obtuvieron en los andlisis con cada marcador en
particular. Sin embargo, cuando se realizé el analisis de arbol de especies (a diferencia
de los arboles de genes obtenidos) se obtuvieron resultados contradictorios. Por
ejemplo, el programa BEST no logré converger después de 13 millones de
generaciones y varios dias de corrida. En cambio, con el programa BEAST se obtuvo un
arbol de especies y sus tiempos de divergencia luego de 30 millones de generaciones.
Para el programa BEST los datos se deben particionar y luego se busca la
compatibilidad entre las topologias de cada gen; en cambio, en el programa BEAST se
utilizé una busqueda en base a una matriz concatenada por lo que en realidad se
buscd una sola topologia y por ello probablemente no se entré en contradiccién entre
las topologias alternativas del Cit-b y de la Region Control. El resultado obtenido con el
programa BEAST es mucho mas ldgico que el obtenido con el programa BEST (Figuras 8
y 9), ya que es congruente con las topologias obtenidas con los genes individuales. Es
por ello que las relaciones filogenéticas mejor soportadas serian las que dividen al
complejo en dos grandes clados: el que agrupa a C. venustus, C. moxosensis y C.
boliviae y aquel que agrupa a C. callidus, C. tocantinsiy C. callosus s.s.

Estas relaciones resuelven lo que los trabajos previos de otros autores no
pudieron, probablemente por no incluir a todas las especies del complejo, por utilizar
un solo gen mitocondrial y por incluir muy pocos individuos de cada especie
descartando asi la variacion intraespecifica que es necesaria para la delimitacion de
especies. En Salazar-Bravo et al. (2001) se utilizé6 como marcador molecular el gen Cit-b
de sdélo 4 especies del complejo (C. venustus, C. moxosensis, C. boliviae y C. callosus
s.s.). Los resultados de sus analisis con MP y ML fueron contradictorios puesto que con
MP obtuvieron: (C. venustus, (C. callosus s.s (C. moxosensis - C. boliviae))), mientras
gue con ML recuperaron: (C. callosus s.s, (C. venustus (C. moxosensis - C. boliviae))).
Este ultimo resultado es coincidente con lo que se obtiene en los resultados de esta
Tesina. Independientemente de la relacién entre las especies, en esta Tesina se

encuentran también diferencias en cuanto a los tiempos de divergencia en
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comparacion con Salazar-Bravo et al. (2001). Dichos autores sugirieron que el ancestro
comun mas reciente del complejo tendria aproximadamente 1 millon de afos,
mientras que aqui se obtiene una antigliedad de 410 mil afios (Figura 9). Como ya se
mencionara, las diferencias pueden deberse a que dichos autores utilizaron un sélo
gen y a que no se encuentran representadas todas las especies del complejo, en
cambio, la estimacidon de esta Tesina tendria mayor precisidon al incluir a todas las
especies y a dos marcadores mitocondriales.

En otro estudio del mismo grupo de trabajo, Salazar Bravo et al. (2002),
agregaron una parte de la Regién Control para las mismas 4 especies del complejo. La
topologia del arbol obtenido con ML es congruente al de esta Tesina, al encontrar la
relacion (C. callosus (C. venustus (C. boliviae-C. moxosensis))). En otro estudio, Dragoo
et al. (2003) utilizaron la técnica de AFLP (revela presencia-ausencia de bandas de
diferentes regiones del genoma, principalmente nucleares) y obtuvieron resultados
contradictorios al obtener la topologia (C. moxosensis (C. callosus (C. venustus - C.
boliviae))) segin MP y dos clados seguin el método de Neighbor joining ((C. moxosensis
- C. callosus) (C. venustus - C. boliviae)). Estas relaciones son totalmente diferentes a
las obtenidas en los trabajos previos que utilizaron Cit-b o Regiéon Control; los
resultados de esta Tesina no avalan las relaciones obtenidas por Dragoo et al. (2003).

Almeida et al. (2007) en un estudio que involucré a gran parte de las especies
del género, utilizé secuencias de Cit-b y datos citogenéticos de 5 especies del complejo
(C. callosus s.s., C. boliviae, C. moxosensis, C. venustus y C. tocantinsi). Los autores
encontraron con MP dos grandes clados (una topologia similar a la que se obtuvo en
esta Tesina con EB y MP); en uno se resuelven las relaciones filogenéticas del grupo (C.
venustus, (C. moxosensis y C. boliviae)), no asi con las especies del otro gran clado, ya
que C. callosus y C. tocantinsi no se recuperan como reciprocamente monofiléticas.
Con ML los autores encontraron el mismo resultado, pero esta vez C. callosus s.s. y C.
tocantinsi resultaron monofiléticas. En otro estudio similar que comprende a gran
parte del género Calomys, Haag et al. (2007) analizaron las relaciones entre 4 especies
del complejo (C. callosus s.s., C. venustus, C. bolviae y C. moxosensis) en base a Cit-b; el
resultado de ML arrojé una topologia distinta a la de este estudio, dado que
establecieron las siguientes relaciones: (C. venustus, (C. callosus s.s. ((C. boliviae - C.

moxosensis))) Es decir, no agrupd a C. venustus con C. boliviae y C. moxosensis, como
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en la mayoria de los estudios que utilizaron ese gen mitocondrial (incluida esta Tesina).
En cambio, cuando Haag et al. (2007) utilizaron EB, separaron a C. boliviae y C.
moxosensis como grupos monofiléticos pero se generd una politomia con las otras dos
especies incluidas en aquella investigaciéon. En base a la mayoria de los estudios
previos y a los resultados de esta Tesina, se considera que esa relacién invertida entre
C. venustus y C. callosus s.s. no seria correcta.

En sintesis, las especies que integran el complejo se componen de dos grandes
clados, uno que contiene a C. moxosensis, C. boliviae y C. venustus, cuyas relaciones
filogenéticas mas soportadas serian: (C. venustus (C. moxosensis - C. boliviae)). El otro
gran clado contiene a C. callosus, C. callidus y C. tocantinsi; las relaciones filogenéticas

entre ellas serian: (C. callidus (C. callosus - C. tocantinsi))

Tiempos de divergencia e implicancias biogeogrdficas

Una de las teorias de la Biogeografia sobre la distribucién actual de las especies
es la de formacién de refugios durante los periodos glaciares, si bien los hielos
glaciares no llegaron fisicamente a la zona, el descenso de temperatura a escala global
tuvo repercusiones sobre la biota (proceso de aridizacion seguido de un incremento de
las pasturas) y los nuevos recursos disponibles que podrian haber favorecido a las
poblaciones que alli se encontraban adaptdndose a un nuevo ambiente, y fueron
diferencidndose genéticamente dando origen a nuevas especies estrechamente
relacionadas. También es probable que durante los periodos interglaciares se hayan
expandido a nuevas regiones encontrando estos nuevos recursos y habitats para
colonizar. Cuando se analiza la Figura 9 que revela los tiempos de divergencia, se
puede observar que hace aproximadamente 410 mil afios habria ocurrido la
divergencia en los dos grandes grupos del complejo: linaje este (C. callosus, C.
tocantinsi y C. callidus) y linaje oeste (C. venustus, C. boliviae y C. moxosensis). Ese
tiempo se corresponde con un periodo glaciar, denominado Mindel, el cual se extendid
desde los 580 a los 390 mil afios (Brown & Lomolino, 1998). Es probable que durante
este periodo, las poblaciones del ancestro hayan quedado aisladas en al menos dos
refugios dando origen a dos linajes/especies diferentes a las iniciales. Los periodos

glaciales se caracterizan por procesos de aridizacién y posiblemente la fragmentacion
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de habitats favorables. Durante el periodo interglacial que le siguié, denominado
Mindel-Riss, la fisonomia del ambiente ya no era la misma y las dos nuevas
especies/linajes se habrian podido expandir hacia nuevos ambientes. Se estima que el
ancestro de C. venustus se habria separado del ancestro comun de C. moxosensis y C.
boliviae hace 280 mil afios. Si bien corresponde a un periodo interglacial, el ancestro
en comun de todo el linaje oeste podria haber ocupado ambientes fragmentados y la
especiacién podria haber ocurrido de igual manera en un contexto parapatrico. Es
importante destacar que C. venustus habita un ambiente de Espinal y Chaco arido, el
cual es absolutamente diferente al de C. boliviae que habita las selvas de las Yungas o
el de C. moxosensis que habita llanuras inundables del rio Beni en el norte de Bolivia.
Cuando comienza en el periodo glaciar Riss, hace aproximadamente 200 mil afios
(Brown & Lomolino, 1998), se habria producido una nueva fragmentacién del
ambiente permitiendo un proceso de especiacion dado que en dicho periodo se
produce la separacidn entre los ancestros de C. moxosensis y C. boliviae. Es decir, que
en el periodo interglaciar habria habido una expansién del linaje oeste desde la regién
centro hacia el norte de Argentina como sugiere Salazar-Bravo et al. (2002) y
posteriormente desde las Yungas hacia las planicies del norte de Bolivia en un periodo
glacial posterior (ver Figura 10).

Del segundo gran grupo (linaje este), el ancestro de C. callidus se separa del
ancestro de C. callosus s.s. y C. tocantinsi hace 200 mil afios (al comienzo del periodo
glaciar Riss). La colonizacién de nuevos ambientes también habria ocurrido de sur
(Mesopotamia) a norte, Chaco primero (C. callosus s.s.) y luego el Cerrado (C.
tocantinsi). Luego durante el periodo glacial hace 160 mil afos, se habrian separado los
ancestros que luego dieron origen a C. callosus s.s. y C. tocantinsi. Durante el periodo
interglaciar posterior, denominado Riss-Wurm (que comenzé hace aproximadamente
130 mil afios), ya se encontrarian todas las especies que integran al complejo Calomys
callosus (Figura 9). La distribucidn que hoy se conoce de estas especies seria una
consecuencia de todos estos procesos que se derivaron de los cambios ambientales
qgue sufrid la biota durante el Pleistoceno. Los resultados obtenidos en esta Tesina
sobre las relaciones filogenéticas entre las especies del complejo Calomys callosus
demuestran que en primera instancia se recuperan dos grandes grupos que se

separaron tempranamente de su ancestro en comun. Un grupo ubicado
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geograficamente hacia el oeste integrado por tres especies. Una de ellas es C.
moxosensis que se distribuye en el noroeste de Bolivia, especificamente en la sabana
denominada Pampa de Moxo del departamento Beni, la cual se caracteriza por la
inundacién estacional de pastizales vy se encuentra aislada de otras areas de
vegetaciéon abierta por parches de bosque himedo. Posee un cariotipo de 2n=50,
FN=66 y es el reservorio del mammarenavirus Machupo, que produce la Fiebre
Hemorragica Boliviana (BHF) (Salazar-Bravo et al., 2002). La otra especie con la que
comparte un ancestro en comun reciente es C. boliviae que se distribuye al suroeste de
Bolivia y noroeste de Argentina en el ecotono del Chaco/Yungas y en toda las Yungas
de Argentina. Esta especie posee un 2n=54, FN=66 y seria el reservorio del hantavirus
Laguna Negra que produce el Sindrome Pulmonar por Hantavirus (HPS) (Rivera et al.,
2015). Finalmente, C. venustus se encuentra asociada al bioma del Espinal y el ecotono
con el Chaco arido en el centro de Argentina, posee un 2n=56, FN=66 y es reservorio
del mammarenavirus Latino like; no se conocen los efectos de este virus sobre la salud
humana (Gladys Calderén, INEVH, comunicacion personal).

Del segundo gran grupo del complejo del cual se estima un ancestro en comun
de hace 200 mil aios, primero se desprende el linaje que formara la especie C. callidus
gue posee una distribucién del este de Argentina (Mesopotamia) y ha sido citada para
el suroeste de Brasil (Travasso da Rosa et al., 2012; aunque no se ha confirmado de
manera fehaciente de que se trate de la misma especie). Habita lugares boscosos
himedos y pastizales, posee un cariotipo de 2n=48, FN=66 y en Brasil se asocia con el
hantavirus Laguna Negra que provoca HPS. Otra especie del complejo es C. tocantinsi
que tiene su distribucién al noreste de Brasil donde habita cerca de rios en praderas
secas del Cerrado y el ecotono con la selva lluviosa amazdnica, posee 2n=46, FN=66;
hasta ahora no ha sido asociado con ningln virus patégeno. Finalmente, la especie C.
callosus s.s. es la que posee la mayor distribucidon geogréfica asociada al bioma del
Chaco (tanto arido como humedo) y parches de areas adyacentes. Vive desde el
noreste de Argentina (Formosa) al sureste de Bolivia, por todo el Paraguay y en el
suroeste de Brasil, posee un 2n=50, FN=66 y también es reservorio del hantavirus
Laguna Negra que produce HPS (Rivera et al. 2015).

Para concluir, en base a los resultados filogenéticos obtenidos en esta Tesina,

se propone que el ancestro en comun de todo el complejo habria vivido en la region
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central de Argentina, posiblemente en un ambiente chaquefio-mesopotamico; en la
Figura 10 se reproduce esquematicamente como habria sido la direccién geografica de
la especiacién. Esta propuesta ya habia sido sugerida por Salazar-Bravo et al. (2002)
con sélo 4 especies del complejo. Los resultados de esta Tesina, incluyendo a los 6
representantes conocidos del complejo, avalan dicha propuesta, pero permiten inferir
el origen geografico de todo el complejo y cudles fueron los eventos de especiaciéon

que se fueron dando a través del tiempo.

Figura 10: Mapa de cdmo habria sido la expansion del clado estudiado en esta Tesina.
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Material suplementario

Extraccion salina de ADN con buffer CTAB

Homogeneizado

1. Homogeneizar el tejido en 400 pl de buffer CTAB en tubos estériles tipo
Eppendorf de 1,5 ml con una tijera esterilizada. Una vez homogeneizado el
tejido agregar 7 ul de proteinasa K (20mg/ml) y 200 pl de buffer. Luego incubar
a 652 C por 90 min.

2. Finalizada la incubacion del homogenizado agregar 10 pl de ARNasa (200 pg/ml
de concentracion final) e incubar, nuevamente, a 372 C por 30 min.

3. Agregar un volumen (400 pl) de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1).
Mezclar por inversién durante, aproximadamente, 3min. Centrifugar a 10.000
rpm por 10 min y pasar el sobrenadante a otro tubo tipo Eppendorf.

4. Agrega un volumen (400 pl) de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) al tubo con
el sobrenadante. Mezclar por aproximadamente 3 min. y centrifugar a 10.000
rpm por 10min. Transferir el sobrenadante a otro tubo tipo Eppendorf.

5. Repetir el punto 4 y centrifugar a 10.000 rpm por 7 min.

Precipitado

6. Posteriormente agregar al tubo con el sobrenadante 0,1 volumen de acetato de
sodio 3M pH 6 y 2,5 volumenes (1 ml) de etanol absoluto (100%). Mezclar
suavemente (8 veces aproximadamente) hasta que el precipitado de ADN se
haga visible. Luego dejar los tubos a -202 C por una hora.

7. Centrifugar en frio a velocidad maxima (13.400 rpm) por 20 min. Aspirar el
sobrenadante con cuidado de no tomar el precipitado de ADN o pellet. Lavar
con 1ml de etanol 70% y se centrifugar a velocidad maxima (13.400 rpm) por 10
min. Y aspirar el sobrenadante con cuidado, nuevamente, de no tomar el pellet.

8. Dejar secar el pellet.
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Figura S1: Arbol consenso estricto obtenido con el andlisis de MP del gen

mitocondrial Region Control. Se agregan los valores de soporte de drbol

consenso de mayoria.
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Figura S2: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de ML
del gen mitocondrial Region Control. Se agregan los valores de soporte

de arbol consenso de mayoria.
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Figura S3: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de EB del

gen mitocondrial Region Control.
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Figura S4: Arbol consenso estricto obtenido con el andlisis de MP del gen

mitocondrial Cit-b. Se agregan los valores de soporte de drbol consenso

de mayoria
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Figura S5: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de ML

del gen mitocondrial Cit-b. Se agregan los valores de soporte de drbol

consenso de mayoria.
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Figura S6: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de EB del

gen mitocondrial Cit-b.
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Figura S7: Arbol consenso estricto obtenido con el andlisis de MP del gen

nuclear IRBP. Se agregan los valores de soporte de drbol consenso de

mayoria
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Figura S8: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de ML

del gen nuclear IRBP. Se agregan los valores de soporte de drbol

consenso de mayoria.
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Figura S9: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de EB del

gen nuclear IRBP.
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Figura $10: Arbol consenso estricto obtenido con el andlisis de MP con los
genes Region control y Cit-b concatenados. Se agregan los valores de

soporte de drbol consenso de mayoria
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Figura S11: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de ML

con los genes Region control y Cit-b concatenados. Se agregan los

valores de soporte de arbol consenso de mayoria.
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Figura S12: Arbol de mayor probabilidad obtenido con el andlisis de EB

con los genes Region control y Cit-b concatenados.
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Figura S13: Arbol consenso de mayoria obtenido con el andlisis de EB con
los genes Region control, Cit-b e IRBP concatenados con el programa

BEST.
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