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RESUMEN 

Comprender cuáles son los factores que modelan la variación genética de las 

poblaciones naturales es uno de los objetivos fundamentales de la investigación en 

biología evolutiva. Para loci neutrales, el flujo génico y la deriva son las fuerzas 

principales que influyen en los patrones de diferenciación genética. En cambio, para loci 

funcionales, la selección también puede contribuir a dar forma a la variabilidad de 

dichas regiones del genoma. La historia de las poblaciones modela de manera 

fundamental la distribución y el mantenimiento de la diversidad genética dentro de un 

rango geográfico dado, sumándose a los efectos de los factores ecológicos y 

demográficos actuales. Los roedores subterráneos constituyen unos de los modelos más 

interesantes para poner a prueba hipótesis sobre los procesos que conducen a la 

diversificación evolutiva de los linajes. Presentan dos características que los distinguen: 

una limitada movilidad y una distribución espacial discontinua de las poblaciones 

locales. En particular, el género Ctenomys (tuco-tucos) es el que reúne la mayor 

cantidad de especies. C. talarum es una de las pocas especies que ha sido 

exhaustivamente estudiada en características de su ecología, demografía y 

comportamiento, por lo que representa una excelente oportunidad para analizar e 

interpretar su estructura genética poblacional. A su vez, C. australis y C. talarum 

constituyen uno de los escasos ejemplos de simpatría documentados para el género, 

brindando la posibilidad de explorar la influencia de procesos evolutivos en especies 

que, aunque se distribuyen en una misma área geográfica, han experimentado eventos 

históricos dispares. Por otro lado, la rápida diversificación en la historia temprana del 

género Ctenomys, hace que este grupo constituya un modelo de sumo interés para el 

estudio de la evolución de loci funcionales atravesando los eventos de especiación. Esta 

tesis analiza el rol relativo de la demografía actual y de los eventos históricos en el 

modelado de los patrones de diversidad genética neutral y adaptativa observados en 

poblaciones naturales de roedores subterráneos del género Ctenomys. Se compararon los 

patrones de variación genética neutral de dos poblaciones demográficamente diferentes 

de C. talarum de la Provincia de Buenos Aires: Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC). 

Los análisis de 12 loci de microsatélites revelaron que en ambas poblaciones, la 

estructuración del parentesco en el espacio fue más evidente en las hembras (apoyando 

un patrón de dispersión desviado hacia los machos) mientras que la estructuración 

genética fue más pronunciada en MC. Los estimadores de tamaño efectivo poblacional 
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(demográfico y genético) fueron menores para MC, la población con mayor densidad, 

una proporción de sexos desviada hacia las hembras y una mayor variación en el éxito 

reproductivo de los machos. Estas diferencias sugieren que la intensidad de la deriva 

génica es mayor en MC. Sin embargo, al comparar los niveles de variabilidad de loci 

del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC, involucrados en la generación de 

la respuesta inmune) entre MC y NC, el número de alelos y los niveles de heterocigosis, 

así como la intensidad de selección sobre estos genes funcionales, fue mayor en MC. 

Probablemente este patrón se asocie con la mayor densidad (y, consecuentemente, 

mayor riesgo de contagio de patógenos), así como con mayor riesgo de apareamientos 

endogámicos. La comparación de la variabilidad de loci de MHC entre poblaciones 

simpátridas de C. talarum y C. australis en NC revelaron que dicha variación a nivel 

poblacional es mayor para C. talarum, mientras que la variabilidad a nivel molecular es 

mayor para C. australis. Este patrón sugiere que la selección diversificadora podría 

haber actuado con intensidad variable y a través de períodos de tiempos diferentes en 

estas especies. Los patrones actuales de variabilidad de MHC en C. australis parecen 

haber sido modelados predominantemente por los eventos demográficos recientes 

(expansión); sin embargo, los niveles y patrones de diversidad molecular de los exones 

examinados sugieren que la selección ha actuado sobre estos loci a través de tiempos 

evolutivos. Finalmente, los análisis filogenéticos realizados sobre loci de MHC para 18 

especies del género Ctenomys indicaron que los linajes alélicos de MHC no siempre se 

ubicaron en el árbol de acuerdo a las relaciones filogenéticas de las especies en 

cuestión. Estos resultados, junto con la detección de codones bajo selección positiva en 

ambos exones de MHC, sugieren que la selección ha operado sobre estos loci en 

diferentes momentos de la historia evolutiva de Ctenomys, tanto en la historia temprana 

del género, incluso antes de los eventos de diversificación, como también más 

recientemente, promoviendo evolución convergente. Este trabajo destaca la importancia 

del análisis de la variabilidad genética de poblaciones naturales en especies que no son  

modelos de estudio tradicionales y remarca la gran cantidad de información que se 

obtiene al explorar genes neutrales y funcionales a la vez, en el contexto del 

conocimiento de los atributos demográficos históricos y actuales de las especies en 

cuestión. Finalmente, los resultados de esta tesis contribuyen a elucidar cuál es la 

importancia relativa de procesos de naturaleza neutral y selectiva en la modelación de la 

estructura jerárquica de la variación genética de roedores subterráneos, desde 

poblaciones locales a especies y en unidades taxonómicas mayores. 
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INTRODUCCION GENERAL 

Comprender cuáles son los factores que modelan la variación genética de las 

poblaciones naturales es uno de los objetivos fundamentales de la investigación en 

biología evolutiva (Lewontin 1974, Gillespie 1991, Ford 2002). En este sentido, el 

destino de una variante genética dada en tiempo y en espacio es influido por la biología y 

las circunstancias de los organismos a través de los cuales ésta pasa, incluyendo i) la 

historia evolutiva de los organismos, ii) la demografía y los rasgos de historia de vida  de 

los mismos, iii) procesos de selección (tanto actual como pasada) y el éxito reproductivo 

de los organismos y iv) características moleculares propias del gen, como sus tasas de 

mutación y de recombinación y el grado de ligamiento con otros genes (Sunnucks 2000). 

Claramente, estas fuerzas actúan en niveles que varían desde la especie hasta la molécula 

y, por lo tanto, es de fundamental interés comprender cómo dichas fuerzas han estado 

involucradas en la determinación de los patrones de diversidad genética que observamos 

en las poblaciones naturales.  

Para loci selectivamente neutros, se considera que el flujo génico y la deriva 

genética constituyen las fuerzas principales que influyen en los patrones de 

diferenciación genética (Hartl y Clark 1997, Avise 2004). En cambio, para loci 

funcionales, la selección también puede contribuir a dar forma a la variabilidad de dichas 

regiones del genoma (Meyers y Bull 2002, Storz y Nachman 2003). Sin embargo, al 

contrario de la deriva y el flujo génico, la selección es un proceso idiosincrático, que 

afecta diferentes genes en diferentes formas. Finalmente, la historia de las poblaciones 

modela de manera fundamental la distribución y el mantenimiento de la diversidad 
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genética dentro de un rango geográfico dado, sumándose a los efectos de los factores 

ecológicos y demográficos actuales (Matocq et al. 2000).  

En conjunto, la interacción de procesos ecológicos y evolutivos determina los 

niveles de diversidad genética contenidos dentro de las poblaciones y el grado en el cual 

dichas poblaciones se encuentran estructuradas genéticamente a lo largo del rango 

geográfico de una especie (Matocq et al., 2000).  Asimismo, poblaciones de una misma 

especie pueden diferir en características de sus patrones de dispersión, comportamiento 

de cortejo y sistema de apareamiento (Emlen y Oring 1977), las cuales determinan el 

grado en el que la mutación, la deriva génica y la selección influirán sobre la variación 

dentro y el grado de diferenciación entre dichas poblaciones.  

La mayoría de las especies, debido a la naturaleza discontinua de sus hábitats, 

presentan una organización espacial en grupos de poblaciones locales semi-aisladas. 

Estas poblaciones locales, debido a su grado de aislamiento y su reducido tamaño, están 

sujetas a posibles eventos de extinción debido a factores demográficos estocásticos o a 

características efímeras de su hábitat (Hanski y Gilpin, 1991). Por lo tanto, la descripción 

de la estructura genética de las poblaciones es una tarea importante y necesaria no sólo 

desde el punto de vista de la biología de la conservación de las especies (Burgman et al., 

1993) sino también en cuanto a la comprensión de la historia y el futuro potencial 

evolutivo de una especie y sus poblaciones (Patton et al., 1996). 

 Los roedores subterráneos constituyen unos de los modelos más interesantes para 

poner a prueba hipótesis sobre los procesos que conducen a la diversificación evolutiva 

de los linajes. Presentan dos características que los distinguen: una limitada movilidad y 

una distribución espacial discontinua de las poblaciones locales condicionada por las 
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características de los suelos que habitan (Nevo, 1979). Estas características han sido 

asociadas con la gran diversificación evolutiva de este grupo de mamíferos y, a raíz de 

ello, los roedores subterráneos han sido empleados para ejemplificar las condiciones 

geográficas que generan innovaciones evolutivas y constituyen modelos de sistemas 

donde la variación de caracteres ocurre entre y no dentro de las poblaciones (e.g., Lacey 

2001; Wlasiuk et al. 2003; Burland et al. 2004; para una revisión del tema ver Lacey et 

al., 2000). A medida que los estudios mencionados se han expandido para incluir análisis 

de la variabilidad de loci sujetos a selección, los estudios sobre roedores subterráneos han 

comenzado a generar evidencia importante sobre los determinantes de la estructura 

genética en loci funcionales. En particular, y recientemente, los roedores subterráneos 

han comenzado a ser explorados en aspectos de su variabilidad inmunogenética en la 

forma de loci del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC son sus siglas en 

inglés), explorando las relaciones que existen entre el sistema social y la intensidad de 

selección que actúa sobre dicha región del genoma (Nevo 1999; Hambuch and Lacey 

2002; Kundu and Faulkes 2004). 

Si bien las características mencionadas anteriormente (baja movilidad y 

discontinuidad del ambiente) contribuyen a la diferenciación a nivel de especie en los 

roedores subterráneos, no todos los grupos han sufrido los mismos niveles de 

especiación, siendo el género Ctenomys (tuco-tucos) el que reúne la mayor cantidad de 

especies. De las 125 especies de roedores subterráneos conocidas, 56 pertenecen a este 

género, el cual se distribuye en una gran área del sur de Sudamérica. Las distintas 

especies de tuco-tucos comparten una serie de características relacionadas con sus hábitos 

subterráneos. Entre ellas, se incluyen una distribución espacial en parches, baja 



Introducción general                                                                                      Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 4

movilidad, comportamiento territorial, tamaños efectivos poblacionales reducidos y 

sistemas de apareamiento socialmente estructurados (Reig et al., 1990, Lacey et al. 2000). 

Se ha sugerido que dichas características podrían explicar la alta heterogeneidad 

cariotípica  que presenta este género y sus altas tasas de diversificación a nivel de 

especie. En cuanto a su estructura poblacional, la mayoría de las especies de Ctenomys 

estudiadas se caracterizan por la presencia de colonias semi-aisladas que ocupan un área 

limitada de ambiente favorable y que se encuentran separadas por grandes distancias. La 

densidad poblacional puede afectar la dinámica de estos demos semi-aislados y se ha 

sugerido que la misma varía en forma importante con el hábitat, con los ciclos climáticos 

y estacionalmente (Busch et al., 1989, Reig et al., 1990). En los últimos años, se ha 

incrementado el número de especies del género Ctenomys que han sido estudiadas en 

aspectos de su biología molecular (Rossi et al., 1995) y de su estructura genética 

poblacional. (C. australis y C. porteusi - Apfelbaum et al.1991, C. haigi y C. sociabilis – 

Lacey et al. 1999, Lacey 2001, C.rionegrensis – Wlasiuk et al. 2003, C. lami – El Jundi y 

Freitas 2004, C. flamarioni – Fernández et al. en prensa), coincidiendo con el marcado 

desarrollo de técnicas moleculares (ej., microsatélites) que permiten indagar sobre la 

biología, la demografía y la historia de estas especies subterráneas.  

La especie Ctenomys talarum se distribuye a lo largo de la línea costera de la 

Provincia de Buenos Aires, desde Magdalena hasta Necochea. Este roedor herbívoro 

habita sistemas de cuevas que él mismo  construye y sólo realiza breves incursiones a la 

superficie en busca de alimento y durante la dispersión. Ambos sexos son sumamente 

territoriales, excepto las crías aun no destetadas que comparten la cueva con la madre 

(Busch et al., 1989). Como parte de un estudio a largo plazo llevado a cabo por el grupo 
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de investigación del Laboratorio de Ecofisiología de la Universidad Nacional de Mar del 

Plata sobre las estrategias ecológicas relacionadas a la adaptación al ambiente 

subterráneo en el género Ctenomys, dos poblaciones diferentes de Ctenomys talarum han 

sido analizadas en sus aspectos demográficos, de historia de vida y de comportamiento, 

encontrándose diferencias notorias con relación a algunos de ellos (Busch, et al., 1989; 

Malizia y Busch, 1991; Malizia et al., 1995; Zenuto, et al., 1999 a y b, Zenuto et al. 

2002).  

A pesar de la gran cantidad de trabajos sobre distribución de la variabilidad 

genética  en poblaciones de roedores subterráneos, sólo unos pocos estudios han incluido 

análisis detallados sobre la estructura genética de las poblaciones, siendo más escasos aun 

aquellos que combinan perspectivas genéticas y demográficas en la misma población. Por 

otro lado, Ctenomys talarum es una de las pocas especies que ha sido tan 

exhaustivamente estudiada en características de su ecología, demografía y 

comportamiento, por lo que representa una excelente oportunidad para analizar e 

interpretar su estructura genética poblacional. A su vez, Ctenomys australis y C. talarum 

constituyen uno de los escasos ejemplos de simpatría documentados para el género, 

brindando la posibilidad de explorar la influencia de procesos evolutivos en especies que, 

aunque se distribuyen en una misma área geográfica, han experimentado eventos 

históricos dispares (ver Mora et a., 2006, enviado). Por otro lado, la rápida diversificación 

verificada en la historia temprana del género Ctenomys (ver Cook y Lessa 1998; Lessa y 

Cook 1998; Mascheretti et al. 2000; Slamovits et al. 2001, Castillo et al. 2005), asociada 

por algunos autores con la gran diversidad cariotípica característica del género (Reig 

1970; Ortells y Barrantes 1994), hace que este grupo constituya un modelo de sumo 
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interés para el estudio de la evolución de loci funcionales atravesando los eventos de 

especiación. El enfoque de esta tesis contribuye a la comprensión de la historia y el futuro 

potencial evolutivo de las especies y sus poblaciones y permite ampliar los conocimientos 

sobre la interacción de procesos ecológicos y evolutivos y su efecto en la modelación de 

los rasgos genéticos de una población. Por lo tanto, esta tesis doctoral tiene el siguiente 

objetivo general: 

Analizar el rol relativo de la demografía actual y de los eventos históricos en el 

modelado de los patrones de diversidad genética neutral y adaptativa observados en 

poblaciones naturales de roedores subterráneos del género Ctenomys, las cuales 

constituyen un excelente modelo para poner a prueba hipótesis sobre la interacción entre 

los factores mencionados, la variación genética de las poblaciones naturales y los 

procesos evolutivos que operan sobre ellas. 

Los 5 capítulos siguientes desarrollan los objetivos particulares que se desprenden 

del objetivo general descrito anteriormente. A continuación, se realiza un breve recorrido 

a través del contenido de los mismos.  

En el Capítulo 1, se exploran las relaciones entre estructura genética, parentesco y 

dispersión en las dos poblaciones de estudio de C. talarum mencionadas,  examinándose 

los patrones espaciales de similitud genética entre individuos adultos de tuco-tucos del 

talar. Además de proveer la primera descripción detallada de la estructura genética 

neutral de C. talarum, estos análisis brindan información sobre la relación entre 

dispersión y parentesco en especies solitarias de vertebrados.  

En el Capítulo 2, se indaga sobre la influencia de aspectos demográficos, en 

particular, la proporción sexual adulta y la varianza en el éxito reproductivo de los 

machos, en la determinación del tamaño efectivo de las dos poblaciones de estudio de C. 

talarum. Estos análisis representan un aporte importante para comprender cuál es la 
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influencia que tienen los parámetros demográficos sobre el tamaño efectivo poblacional 

y, por lo tanto, en la estructura genética neutral de poblaciones naturales de vertebrados. 

El Capítulo 3 da comienzo a la segunda etapa de esta tesis, donde se estudia la 

influencia de la demografía sobre la intensidad de la selección natural a través del análisis 

de los niveles de variabilidad de un conjunto de genes funcionales, el complejo principal 

de histocompatibilidad (MHC), en C. talarum. Esta sección aporta evidencia sobre el rol 

de parámetros demográficos actuales en la modelación de la estructura de loci 

funcionales, a través de la comparación de la variabilidad de genes de MHC en dos 

poblaciones naturales del tuco-tuco del talar. 

En el Capítulo 4, se analizan comparativamente los niveles de variabilidad de dos 

genes del MHC en C. talarum y C. australis, empleando para dicho estudio dos 

poblaciones simpátridas de estas especies. A partir de este análisis, se explora el rol 

relativo de la selección natural y de la deriva génica asociada a eventos históricos en la 

determinación de la variación genética de loci funcionales en poblaciones naturales de 

vertebrados. 

Finalmente en el Capítulo 5, se analiza la interacción y complejidad de las fuerzas 

que modelan la evolución de los loci de MHC en el  género Ctenomys, examinando 18 

especies de este grupo y una especie del género Octodon, cercanamente emparentado. 

Estos resultados son interpretados a la luz de las relaciones filogenéticas entre las 

especies analizadas, con el fin de discernir entre la acción de la selección natural sobre 

loci de MHC y los procesos históricos que han afectado la variabilidad genética de los 

tuco-tucos (i.e., eventos rápidos de divergencia en la historia temprana del género 

Ctenomys). 
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Estructura genética del tuco-tuco del talar (Ctenomys talarum): sus implicancias en las 

relaciones de parentesco y los patrones de dispersión. 

 

INTRODUCCION 

Conocer la distribución espacial de la variación genética provee información crítica 

sobre numerosos aspectos de la biología de una especie, incluyendo patrones de 

parentesco y de estructura social (Sugg et al. 1996, Chesser 1998, Dobson et al. 1998). En 

particular, debido a que la distribución espacial de los genotipos estrechamente 

emparentados (i.e. aquellos que comparten un ancestro común) se encuentra fuertemente 

influida por los movimientos que realizan los individuos (Lacey 2000, Matocq y Lacey 

2004), la evidencia genética de la estructuración espacial del parentesco puede brindar 

información esencial sobre los patrones de dispersión de una especie (Daly y Patton 

1990, Sugg et al. 1996). Por ejemplo, los análisis sobre las escalas espaciales a las cuales 

se evidencia un cierto grado de parentesco, pueden contribuir a estimar distancias típicas 

de dispersión (Matocq y Lacey 2004). Al mismo tiempo, las diferencias en la 

estructuración espacial del parentesco entre machos y hembras puede constituir evidencia 

de un patrón de dispersión sesgado de acuerdo al sexo (Gompper et al. 1998, Goudet et 

al. 2002). Finalmente, estimar el parentesco entre potenciales parejas reproductivas puede 

generar información sobre el rol que juega el evitamiento de la endogamia en la 

determinación de los patrones de movimientos individuales (Perrin y Mazalov 1999, 

2000, Burland et al. 2004).  

Dado el rol central que cumple la estimación del parentesco en los estudios de 

comportamiento social (Hamilton 1964, Sherman 1981), las relaciones entre dispersión, 



Capítulo 1: Estructuración del parentesco                                            Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 9

parentesco y estructura genética han sido exploradas en detalle para un gran numero de 

vertebrados sociales (e.g. monos aulladores, Pope 1992, 1998, leones, Spong y Creel 

2004, ratas topo desnudas, Reeve et al. 1990, Faulkes et al. 1997). En comparación, la 

estructuración del parentesco en especies solitarias ha recibido considerablemente menos 

atención (pero ver Peacock y Smith 1997, Kraaijeleveld-Smit et al. 2002). Aunque los 

miembros de una especie solitaria exhiben escaso solapamiento espacial e interaccionan 

entre si en forma poco frecuente (e.g. durante el apareamiento, Lidicker y Patton 1987), 

la supuesta ausencia de elementos del comportamiento social sujetos a selección por 

parentesco no invalida la existencia de evidentes patrones espaciales y genéticos. Por 

ejemplo, si las distancias de dispersión de los miembros de una especie solitaria exhiben 

una distribución de Poisson (Murray 1967, Koenig et al. 1996), entonces el grado de 

parentesco entre co-específicos debería disminuir a medida que la distancia entre ellos 

aumenta. Para aquellas especies que se caracterizan por una limitada vagilidad, esta 

tendencia debería conducir a una estructuración genética pronunciada dentro de las 

poblaciones, a pesar de la ausencia de interacciones sociales mediadas por parentesco 

entre co-específicos. 

Con el fin de explorar las relaciones entre estructura genética, parentesco y 

dispersión en un vertebrado solitario, se examinaron los patrones espaciales de similitud 

genética entre tuco-tucos del talar (Ctenomys talarum). Como ya fuera mencionado en la 

introducción de esta tesis, C. talarum es solitario, cada adulto ocupa en forma exclusiva 

un sistema de túneles que él mismo construye (Pearson 1968). Con la excepción del 

apareamiento, los adultos presentan escaso contacto directo entre ellos y los individuos 

de ambos sexos responden típicamente en forma agresiva ante la presencia de co-
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específicos (Busch et al. 1989, Zenuto et al. 2002). Por lo tanto, los miembros de esta 

especie no participan de interacciones sociales importantes, sugiriendo que la dispersión 

y la distribución espacial de individuos emparentados probablemente no estén influidas 

por procesos de selección por parentesco. Sin embargo, debido a que los roedores 

subterráneos se caracterizan en su mayoría por presentar baja vagilidad individual (Reig 

et al. 1990, Lacey et al. 2000), es probable que en C. talarum exista una estructuración 

del parentesco asociada a presiones de selección de carácter no social. 

Para facilitar los análisis sobre estructura del parentesco y dispersión en esta especie 

solitaria, se compararon los patrones de variación genética en las dos poblaciones 

demográficamente diferentes de C. talarum que fueron mencionadas en la introducción 

de esta tesis: Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC). La evidencia indirecta sugiere que los 

patrones de movimiento individual y, por lo tanto, de estructuración del parentesco 

probablemente varíen tanto entre sexos como entre las poblaciones de estudio. En 

particular, análisis previos empleando la técnica de fingerprinting de ADN (Zenuto et al. 

1999a) indican que tanto en MC como en NC, la existencia de bandas compartidas es más 

frecuente entre las hembras. En forma concordante, estudios a campo realizados 

extirpando todos los individuos de un área han revelado que mientras que en NC dichas 

áreas eran recolonizadas por juveniles de ambos sexos, los colonizadores en MC eran 

individuos de mayor madurez y fundamentalmente machos (Malizia et al. 1995). Estas 

observaciones llevan a formular las siguientes predicciones: i) dentro de las poblaciones, 

la estructuración del parentesco en el espacio debería ser más evidente entre las hembras 

que entre los machos; ii) entre las poblaciones, la estructuración del parentesco debería 

ser más pronunciada en MC. Para poner a prueba estas predicciones, se compararon los 
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patrones de variación de loci de microsatélites en MC y NC en varias escalas espaciales. 

Además de proveer la primera descripción detallada de la estructura genética de C. 

talarum, estos análisis brindan información sobre la relación entre dispersión y 

parentesco en especies solitarias de vertebrados.  
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MATERIALES Y METODOS 

Poblaciones de estudio.- Las poblaciones de C. talarum en Mar de Cobo (37º 45’ S, 

57º 56’ W) y en Necochea (38º 33’ S, 38º 45’ W), Provincia de Buenos Aires, Argentina, 

han sido estudiadas desde 1987 por C. Busch y colegas del Laboratorio de Ecofisiología 

de la Universidad Nacional de Mar del Plata (ver Busch et al. 1989). En ambas 

localidades, los animales se distribuyen en hábitats de dunas y pastizales costeros que 

están caracterizados por suelos arenosos y cuya flora se encuentra dominada por Panicum 

racemosum, Ambrosia tenuifolia y Distichlis scoparia; descripciones detalladas de los 

sitios de estudio son provistas por Comparatore y col. (1991, 1992). El hábitat en ambos 

sitios es relativamente abierto y continuo, lo cual no brinda ninguna razón a priori para 

predecir que la distribución espacial de los sistemas de cuevas o de los patrones de 

movimientos individuales debería diferir entre dichas localidades. Mar de Cobo (MC) y 

Necochea (NC) se encuentran separadas por 150 km aproximadamente. Debido a que la 

franja costera que las separa no presentan poblaciones de C. talarum y a que las 

poblaciones de este roedor no ocurren hacia el interior de la provincia en esta zona (Reig 

1964, Contreras y Reig 1965), la existencia de flujo génico actualmente entre dichas 

poblaciones es altamente improbable. 

Diseño de muestreo y captura de los animales.- Con el fin de explorar los patrones 

de estructuración genética y del parentesco, se capturaron adultos de C. talarum en varias 

localidades espacialmente comparables por sitio de estudio. Inicialmente, se designó al 

azar un área de aproximadamente 2 ha. en cada sitio, como localidad focal de estudio 

(Fig. 1). Dicha área fue dividida en dos grillas de muestreo más pequeñas de 0,5 ha. (MC) 

o de 1,0 ha (NC), separadas una de otra por 150 m. aproximadamente (Fig. 1). Los 
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tamaños de las grillas fueron seleccionados para ser consistentes con estudios previos y 

actuales sobre la ecología y la demografía de C. talarum (Malizia et al. 1991, 1995). 

También se capturaron animales en dos localidades no focales, cada una de las cuales 

consistió en un área de 1 ha. Estas se ubicaron a 3 o 6 km. del centro de la localidad focal 

(Fig. 1). Para MC, los animales de la localidad de muestreo más lejana (6 km.) habían 

sido capturados en 1995 como parte de los análisis de paternidad realizados por Zenuto et 

al. (1999a).  

Todos los individuos adultos presentes en cada grilla de muestreo fueron 

capturados. Para asegurarse de ello, se utilizaron trampas de captura viva tipo tubo de 

PVC que fueron ubicadas a la entrada de todas las cuevas que presentaban signos 

evidentes de actividad reciente (e.g., montículos de arena fresca recién extraída del 

interior de los túneles, tapones de arena frescos en las bocas de alimentación, etc.). La 

trampa era dejada en la entrada de una cueva determinada  hasta que; 1) un adulto era 

capturado o 2) pasaban 48 hs. sin evidencia de actividad por parte de los tucos (e.g., 

contracción de tapones de arena en la trampa o a la entrada del túnel). Cada animal 

capturado fue pesado, sexado e individualmente marcado con un anillo metálico 

numerado ubicado en el tobillo de su pata trasera derecha. Se obtuvo una muestra de 

tejido no destructiva mediante la remoción del extremo distal (1-2 mm) del dedo externo 

de la pata trasera izquierda. Las muestras de tejido fueron conservadas en alcohol 95% 

hasta el momento de los análisis. Una vez que dichos procedimientos eran completados, 

el animal era liberado dentro de la cueva donde había sido capturado. El mismo 

procedimiento general de captura fue utilizado para las localidades no focales, aunque 

únicamente se capturaron 12 individuos por localidad (Tabla 1). Todos los  
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Tabla 1. Tamaños muestrales para los análisis espaciales y de estructura genética  en Ctenomys talarum. 

 

  Hembras       Machos 

  Localidad       Localidad    

Población 

MC  6km 3km Focal Grilla Cluster    6km 3km Focal Grilla Cluster 

  10 6 23 13 6, 3, 3, 1   2 6 22 13 5, 1, 5, 2 

     10 3, 5, 0, 1       9 0, 2, 4, 3 

 

NC  10 5 11  6 5, 1    2 7 14  7 4, 3 

      5 2, 0, 2, 1       7 2, 2, 1, 2 

 

Se indica el número de hembras y machos adultos capturados en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC). Se establecieron dos grillas en 

cada una de las localidades de muestreo, cada grilla contuvo 2-4 clusters de cuevas, como fueron determinados por el SADIE. Por lo 

tanto, en cada línea de la tabla, la suma de adultos capturados en todos los clusters equivale al tamaño muestral de la grilla asociada 
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(excepto por una hembra de MC que no pertenecía a ninguno de los clusters identificados) y la suma de los adultos capturados en 

ambas grillas equivale al tamaño muestral de la localidad focal de muestreo asociada.  
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ARGENTINA

Provincia de Buenos 
Aires

Mar de Cobo

Necochea

Localidad 

Localidad 

Localidad 
3 (area

3 

3 

Grilla 1 
(0,5 ha) 

Grilla 2 
(0,5 ha) 

150 m 

FIGURA 1. Poblaciones de estudio de Ctenomys talarum en Mar de Cobo (MC) 

y Necochea (NC), Provincia de Buenos Aires, Argentina. Las áreas oscuras 

delineadas indican la distribución costera de C. talarum. Cada sitio de estudio 

contenía una localidad de muestreo focal y dos localidades de muestreo 

adicionales, situadas a 3 km y 6 km del área focal. Cada área focal contenía dos 

grillas de muestreo de 0,5 ha (MC) y 1,0 ha (NC), las cuales estaban separadas 

por aproximadamente 150 m.  
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procedimientos llevados a cabo en el campo se realizaron conforme a lo estipulado por la 

American Society of Mammalogists (ASM guidelines for the capture, handling, and care 

of mammals, Animal Care and Use Committee 1998). 

Análisis de microsatélites.- Se analizaron la totalidad de las muestras de tejido 

colectadas de los adultos capturados en cada población de estudio. El ADN genómico de 

alto peso molecular fue extraído de las muestras de tejido mediante el uso de un kit de 

extracción (QIAGEN, Crawley, West Sussex, UK). Se estudió la variabilidad genética de 

12 loci de microsatélites; 5 de estos loci fueron aislados de C. haigi (Lacey et al. 1999) y 

los restantes 7 fueron aislados de C. sociabilis (Lacey 2001). Estos loci fueron escogidos 

para los análisis en base a su habilidad para producir productos de PCR bien resueltos 

para C. talarum; la variabilidad alélica de dichos loci no fue establecida previamente al 

desarrollo de este trabajo. Las amplificaciones por medio de PCR fueron llevadas a cabo 

de acuerdo a Lacey (2001). Los productos de amplificación fluorescentemente marcados 

fueron corridos electroforéticamente en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 4% en 

un secuenciador automático ABI 377 (Applied Biosystems Inc., Foster City, California). 

Como standard de tamaño (números de pares de bases) se empleó Tamra GS350 (Perkin-

Elmer, Norwalk, CT) corriéndose este en todas las calles del gel. Los tamaños de los 

fragmentos fueron determinados y los genotipos fueron asignados mediante el uso de los 

paquetes de software GENESCAN 2.0 y GENOTYPER 1.1 (Applied Biosystems Inc., 

Foster City, California). 

Los cálculos de frecuencias alélicas, análisis de desequilibrio por ligamiento y tests 

de Hardy-Weinberg fueron realizados mediante el uso de GENEPOP 3.4 

(http://wbiomed.curtin.edu.uu/genepop/index.htm; Raymond y Rousset 1995).  



Capítulo 1: Estructuración del parentesco                                            Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 18

Análisis de distribución espacial.-  Con el fin de examinar las distribuciones 

espaciales de los animales capturados en las grillas focales de muestreo, se consideró la 

ubicación de la entrada de la cueva en la cual el individuo fue capturado como un 

estimador puntual de la localización de la cueva de este animal. El área media que ocupa 

un sistema de túneles de C. talarum es de 5-10 m2 (Antinuchi y Busch 1992), lo cual 

representa < 1% del área de las grillas de muestreo empleadas en este estudio. Debido a 

esta diferencia relativa en el tamaño de las áreas y dado que los sistemas de cuevas de C. 

talarum típicamente no se solapan entre sí (Pearson et al. 1968), se consideró que los 

lugares de captura proveen estimadores razonables del sitio donde residía cada animal.  

Con el objetivo de determinar si la proximidad espacial era influida por el sexo, se 

examinaron las distancias al vecino más cercano entre hembras, entre machos y entre 

individuos de ambos sexos para la totalidad de los individuos capturados en las grillas de 

muestreo focales. Las distancias entre vecinos fueron calculadas como la distancia lineal 

(m) entre sitios de captura de dos animales dados (distancias euclídeas calculadas con el 

software PopTools; Hood 2004). El mismo procedimiento fue utilizado para determinar si 

la proximidad en el espacio era influida por el nivel de parentesco. Específicamente,  se 

compararon las distancias al vecino más cercano dentro de cada sexo y entre sexos para 

diferentes categorías: i) individuos cercanamente emparentados (ver más adelante) y ii) 

todos los individuos del sexo apropiado (ej. Hembras cercanamente emparentadas vs. 

todas las hembras). Las distancias al vecino más cercano para diferentes sub grupos de 

individuos fueron comparadas utilizando procedimientos estadísticos standard para 

comparar las medias de dos muestras. 
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Aunque estos análisis permitieron evaluar si combinaciones particulares de 

individuos ocurren más frecuentemente en proximidad espacial, éstos no permitían 

estimar la distribución general de los sistemas de cuevas en el espacio. Para determinar si 

los sistemas de cuevas se distribuían en forma agrupada, se empleó el software SADIE 

(Perry 1995) para generar un índice de agregación (Ia) para las cuevas de cada una de las 

grillas de muestreo. Este programa determina la distancia media (D) que los puntos de 

captura deberían ser movidos para alcanzar una distribución regular de los mismos. Los 

desvíos de una distribución regular son evaluados mediante la comparación de este valor 

medio con los valores de distancia a la distribución regular (Ea) calculados para 100 

distribuciones de individuos generadas aleatoriamente. Aquellas proporciones de la 

distancia observada sobre la generada aleatoriamente (D/Ea) mayores que 1 son 

consideradas indicativas de una distribución espacial agregada. Dentro de cada grilla de 

muestreo, los clusters de cuevas fueron identificados mediante “initial-to-final (IAF) 

plots” generados por el software SADIE. 

Análisis de la estructuración del parentesco.- Como un primer paso hacia la 

caracterización de la estructura del parentesco en cada población de estudio, se calcularon 

los coeficientes de parentesco de a pares (r) entre individuos en cada una de las áreas de 

muestreo focales empleando el software KINSHIP 5.0 (Queller and Goodnight 1989). 

Para determinar si los valores de r para un determinado grupo de individuos (ej. machos 

residentes en una misma grilla) eran mayores a lo esperado dados los niveles background 

de similitud genética en las poblaciones de estudio, se compararon los estimadores de r 

para los animales en cuestión con un estimador de la media de nivel de parentesco entre 

pares de individuos del sexo y escala espacial apropiados (ej., todos los machos 
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residentes en la misma área focal de muestreo) calculados a partir de 100 distribuciones 

generadas al azar de estimadores de r como se implementa en las subrutinas de 

RESAMPLE (con reemplazo) y MONTECARLO del PopTools (Hood 2004). Aquellas 

medias de r observadas que caían fuera del intervalo de confianza del 95 % calculado 

para los individuos seleccionados al azar fueron consideradas significativamente distintas 

del nivel background de parentesco. La relación entre el coeficiente de parentesco (r) y la 

distancia geográfica entre individuos fue examinada mediante la correlación producto-

momento de Pearson, como se implementa en STATISTICA 6.0 (StatSoft Inc.). 

Como una forma alternativa de caracterizar la estructura del parentesco, se evaluó la 

prevalencia de individuos cercanamente emparentados dentro de cada área de muestreo 

focal. Específicamente, se empleó KINSHIP 5.0 para identificar los pares de individuos 

cuyo grado de similitud genotípica fuera consistente con la de un parentesco de primer o 

segundo orden (r ≥ 0.25). Dada la hipótesis especifica de un cierto grado de parentesco, la 

versión de KINSHIP 1.2 utiliza los valores de r observados, las frecuencias alélicas en la 

población de estudio y los genotipos de los pares de individuos en cuestión para calcular 

la probabilidad de que dichos animales representen la relación de parentesco propuesta en 

la hipótesis. Sólo aquellos pares de individuos identificados como parientes de primer o 

segundo orden al nivel de P ≤ 0,05 fueron incluidos en los análisis posteriores. Para cada 

localidad focal de muestreo, el porcentaje de pares de una composición de sexos dada (ej. 

pares hembra-hembra) que eran parientes cercanos (r ≥ 0.25) fue evaluado tanto dentro 

como a través de todas las grillas de muestreo. 

Análisis de subestructura genética.- Se espera que una estructura de parentesco 

significativa a una escala espacial dada facilite la diferenciación genética a escalas 
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espaciales mayores (Steinberg y Patton 2000). Para explorar el grado de diferenciación 

genética entre las unidades espaciales examinadas en este trabajo, se emplearon 

estimadores de dos estadísticos de F de Wright (1931): el índice de fijación (FST) y el 

coeficiente de endogamia (FIS). Los estimadores de FST y FIS y sus correspondientes 

intervalos de confianza al 95% fueron generados por el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet 

1995). Para ambas poblaciones de estudio, el FST fue estimado para machos, hembras y 

para todos los individuos en las siguientes escalas espaciales: entre clusters de cuevas en 

la misma grilla de muestreo, entre grillas de la localidad de muestreo focal y entre 

localidades de muestreo. En forma similar, para ambas poblaciones, el FIS fue estimado 

para machos, hembras y todos los individuos dentro de los clusters de cuevas, dentro de 

las grillas y dentro de localidades de muestreo. 

Como una forma alternativa de caracterizar la estructura genética, evaluamos el 

grado de subdivisión poblacional en diferentes escalas espaciales utilizando análisis de la 

varianza molecular (AMOVA), como es implementado en el ARLEQUIN (Schneider et 

al. 2000). La significancia de la subestructura genética detectada en cada escala espacial 

fue determinada utilizando el procedimiento de permutación contenido en ARLEQUIN. 

El grado de correlación entre genotipos a diferentes escalas espaciales fue examinado 

empleando estimadores jerárquicos de Φ, los cuales son análogos a los estadísticos F de 

Wright (1931). Dentro de cada población de estudio, la subestructura genética fue 

examinada a las siguientes escalas espaciales: dentro de la grilla de muestreo, entre grillas 

dentro de la localidad de muestreo y entre localidades de muestreo de la misma población 

de estudio.  
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Finalmente, se calcularon los valores del índice de asignación (AI) para machos y 

hembras en nuestras poblaciones de estudio empleando el FSTAT 2.9.3 (Goudet 1995). 

Los índices de asignación determinan la probabilidad de que un genotipo individual 

ocurra en la población de la cual fue obtenido (Farve et al. 1997). Cuando la dispersión es 

frecuente (ej., los individuos muestreados representan una mezcla de animales natales e 

inmigrantes), el valor medio de AI para una población debería ser bajo y la varianza 

alrededor de dicha media debería ser alta. De acuerdo a esto ultimo, en una población 

donde la dispersión se encuentra sesgada con respecto al sexo, el valor medio de AI 

debería ser menor y la varianza debería ser mayor para el sexo que se dispersa más 

frecuentemente. Para los análisis de este trabajo, cada localidad de muestreo de las 

poblaciones de estudio (focal, 3km y 6 km) fue considerado como una población 

“diferente”. 

Análisis estadísticos.- Los tests de Mantel fueron realizados utilizando el 

procedimiento de aleatorización de matrices contenido en PopTools 2.5 (Hood 2004). Los 

valores de P para los resultados del test de Mantel fueron determinados como se describe 

en Sokal y Rohlf (1995). Los análisis estadísticos restantes fueron realizados en el 

STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc.). Se emplearon procedimientos paramétricos a menos 

que la distribución de los datos no lo permitiera. De aquí en adelante, las medias se 

reportan ± 1 SD. 
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RESULTADOS 

Variación de microsatélites.- No se detectó evidencia de desequilibrio por 

ligamiento entre los loci analizados (todos los P > 0,05). Sin embargo, se detectaron 

desvíos significativos del equilibrio de Hardy-Weinberg para 4 loci (P < 0.0004, α 

corregido por Bonferroni = 0.004). Un solo locus se desvió significativamente de los 

valores esperados en ambas poblaciones. Los loci restantes se desviaron 

significativamente en una única población. Los procesos que pueden causar desvíos del 

equilibrio de Hardy-Weinberg incluyen selección, subestructura poblacional (ej. efecto 

Wahlund, Hartl y Clark 1997) y la presencia de alelos nulos. Sin embargo, otros análisis 

de estos loci que incluyeron comparaciones de genotipos de pares conocidos de padres-

hijos (ver detalle en capitulo 2), no revelaron evidencia de la existencia de alelos nulos, 

sugiriendo que el apartamiento de las condiciones de equilibrio se debe a otros factores. 

Los valores de  FST y FIS proveen información, respectivamente, sobre el grado de 

diferenciación genética entre subpoblaciones y del apartamiento de la situación de 

apareamiento al azar (Weir y Cockerham 1984, Cockerham y Weir 1987). Por lo tanto, 

aquellos loci de microsatélites que se desviaron del equilibrio Hardy-Weinberg no fueron 

excluidos de los análisis basados en esos estadísticos. En forma similar, los análisis de los 

índices de asignación son robustos frente a los desvíos del equilibrio Hardy-Weinberg 

(Paetkau et al. 1995). Debido a que los estimadores de r se basan en las distribuciones 

alélicas de la población de estudio (Queller y Goodnight 1989), es poco probable que 

estos análisis sean afectados por desvíos de las frecuencias genotípicas esperadas bajo 

condiciones de equilibrio. Los supuestos del programa KINSHIP incluyen la ausencia de 

endogamia y de mutación (Queller y Goodnight 1989); a pesar de que la endogamia 
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puede causar desvíos de las proporciones Hardy-Weinberg, este efecto debería verificarse 

en todos los loci analizados (Hartl y Clark 1997), conduciendo a desvíos consistentes de 

lo esperado por Hardy-Weinberg en todos ellos. Se realizaron comparaciones de los 

valores de r generados utilizando todos los loci vs. solo aquellos loci que se encontraban 

en equilibrio Hardy-Weinberg en ambas poblaciones de estudio. Estas no revelaron 

diferencias significativas entre los coeficientes de parentesco estimados (Mantel test: 

MC: matriz de 45 x 45, r = 0.970, P < 0,001; NC: matriz 25 x 25, r = 0.940, P < 0,001). 

Considerando estos resultados, y dado que la exclusión de todos los loci que se desviaban 

de las proporciones Hardy-Weinberg afectaba el poder estadístico de ciertos 

procedimientos (ej. identificación de parientes cercanos), los datos de los 12 loci fueron 

incluidos en los análisis de parentesco y de estructura genética.  

Distribución espacial de los individuos.- Los análisis de las distribuciones 

espaciales de los sitios de captura revelaron evidencia significativa de la existencia de 

clusters dentro de la grilla tanto en MC (Ia grilla1: 1,33, n = 23, P = 0,04; Ia grilla 2: 1,19, n = 

22, P = 0,03) y NC (Ia grilla 1: 1,4, n = 11, P = 0,04; Ia grilla 2: 1,26, n = 14, P = 0,03). Un 

promedio de 4 (± 0) clusters de cuevas distintos por grilla fueron identificados en MC, un 

promedio de 3 (± 1) por grilla fueron identificados en NC. El promedio de adultos por  

cluster fue 5,8 ± 2,7 (1,9 h: 1 m, n = 8 clusters) para MC y 4,0 ± 2,6 (1 h: 1 m, n = 6 

clusters) para NC. En ambas poblaciones, la distancia media entre vecinos más cercanos 

machos fue mayor que aquella entre vecinos más cercanos hembras o entre vecinos más 

cercanos de sexos opuestos (Tabla 2). Ninguna de estas diferencias, sin embargo, fueron 

significativas (Mann-Whitney U tests, todos los P ≥ 0,059, α corregido por Bonferroni = 

0,017). En MC, la distancia media entre vecinos más cercanos del sexo opuesto fue  
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Tabla 2. Distancias medias al vecino más cercano (m) para animales dentro de la grilla 

de muestreo de Mar de Cobo (MC) o Necochea (NC). Se presentan las distancias para 

todos los pares de animales de una composición de sexos dada, como también las 

distancias de un subgrupo de dichos pares que consisten en parientes cercanos (r ≥ 0,25). 

Los datos se presentan como distancias medias (± 1 SD); los tamaños muestrales (numero 

de distancias mínimas computadas) se presentan debajo de cada media.  

Población    MC    NC 

      Distancias (m) 

Hembra-hembra 

 Todos los pares  13,4 (7,7)    8,9 (8,4) 

     n = 23    n = 11 

 Parientes   19,5 (10,6)   23,9 (10) 

     n = 9    n = 5 

Macho-macho     

 Todos los pares  22,5 (22,5)   39,5 (39,8) 

     n = 22    n = 14  

 Parientes   55,7 (28,2)   81,1 (18,8) 

     n = 15    n = 7 

Hembra-macho 

 Todos los pares  11,3 (7,5)   19,3 (13,3) 

     n = 45    n = 25  

 Parientes   37,6 (22,8)   47,4 (32,8) 

     n = 29    n = 16   
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menor que aquella entre vecinos más cercanos hembras; en NC, se observo el patrón 

opuesto (Tabla 2). Sin embargo, estas diferencias tampoco resultaron significativas 

(Mann-Whitney U - test, todos los P ≥ 0,261). 

Estructura espacial del parentesco.- Los análisis de las distancias entre individuos 

cercanamente emparentados (r ≥ 0,25) revelaron que, en ambas poblaciones de estudio, 

las distancias entre sistemas de cuevas ocupados por parientes cercanos no se 

encontraban distribuidas normalmente (MC: Shapiro-Wilk, n = 52, W = 0,926, P < 0,019; 

NC: n = 28, W = 0,926, P < 0,048). Por el contrario, las distancias entre animales 

cercanamente emparentados fueron consistentes con una distribución de Poisson (MC: 

Kolmogorov-Smirnov, n = 52, d = 0,214, NS; NC: n = 28, d = 0,195, NS). En ambas 

poblaciones, la distancia media entre hembras cercanamente emparentadas no difirió 

significativamente de la distancia promedio entre todas las hembras (Mann-Whitney U – 

test, todos los P > 0,143, Tabla 2). Por el contrario, la distancia media entre vecinos 

machos más cercanos de MC y entre individuos del sexo opuesto de ambas poblaciones 

fueron significativamente mayores para animales cercanamente emparentados (Mann-

Whitney U – test, todos los P < 0.007, α corregido por Bonferroni = 0,017; Tabla 2), 

sugieren que al menos para ciertas combinaciones de pares de individuos, aquellos 

cercanamente emparentados tendían a estar localizados más lejos uno de otro que 

aquellos individuos menos emparentados o no emparentados.  

Dentro de los clusters, los valores medios de r entre hembras y entre individuos de 

sexo opuesto fueron mayores para MC; por el contrario, los valores de r promedio entre 

machos fueron mayores para NC (Tabla 3). Sin embargo, solo las diferencias entre 

hembras y entre animales de sexos opuestos de MC resultaron significativamente  
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Tabla 3. Media (± 1 SD) de valores de r (coeficiente de parentesco) de a pares para 

animales capturados en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC). 

 

Población     MC    NC 

(a) Clusters  

 Hembra-hembra   0,190 (0,050)*   0,103 (0,050) 

      n = 35    n = 13 

 Macho-macho              -0,064 (0,120)   0,013 (0,050) 

      n = 31    n = 10 

 Hembra-macho   0,150 (0,010)*   0,060 (0,030) 

      n = 61    n = 32 

(b) Grillas     0,083 (0,060)   0,106 (0,010)  

      n = 61    n = 32 

 Hembra-hembra   0,083 (0,060)   0,106 (0,010)* 

      n = 115   n = 25 

 Macho-macho             -0,063 (0,100)   0,039 (0,050) 

      n = 106   n = 42 

 Hembra-macho   0,039 (0,010)*   0,038 (0,040) 

      n = 259   n = 77  

Los estimadores de r fueron generados para animales capturados dentro de (a) el mismo 

cluster de cuevas y (b) la misma grilla de muestreo. Los asteriscos denotan medias que 

caen fuera de los intervalos de confianza del 95% obtenidos mediante aleatorizaciones de 

pares de individuos de la misma composición de sexos capturados dentro de (a) la misma 

grilla de muestreo y (b) la misma población de estudio generados por Monte Carlo (100 

iteraciones).  
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diferentes del nivel de parentesco background asociado. De acuerdo con esto, el 

porcentaje de pares hembra-hembra que fueron identificados como parientes cercanos fue 

significativamente mayor para MC (ANOVA: población de origen, F(1,22) = 8,599, P = 

0.0077; sexo, F(2,22) = 15,54, P < 0,0001; interacción entre población y sexo, F(2,22) = 

4,08, P = 0,031; Tukey P < 0,05; Fig. 2a). Aunque el porcentaje de pares hembra-macho 

que fueron identificados como parientes cercanos fue también mayor para MC, esta 

diferencia no resultó significativa (Tukey P > 0,05; Fig. 2a). Por lo tanto, a la escala 

espacial de clusters de sistemas de cuevas, la estructura de parentesco resultó más 

pronunciada entre hembras, particularmente entre hembras de MC.  

Dentro de las grillas, el promedio de valores de r entre hembras y entre machos fue 

mayor para NC, pero sólo el estimador de parentesco para hembras de NC difirió 

significativamente de los niveles de parentesco background (Tabla 3). Los valores 

promedio de pares hembra-macho fueron similares para ambas poblaciones de estudio; 

sólo el estimador de r para MC fue significativamente diferente del background (Tabla 3).  

El porcentaje de pares hembra-hembra y hembra-macho identificados como parientes 

cercanos fue significativamente mayor para MC (ANOVA: población de origen, F(1,5) = 

8,29, P = 0,028; sexo, F(2,5) = 32,73, P < 0,001, interacción entre población y sexo, F(2,5) = 

5,7, P = 0,041; Tukey P < 0,05; Fig. 2b). Por lo tanto, a esta escala espacial, la 

estructuración del parentesco fue también más evidente entre animales de MC, con una 

estructura significativa detectada entre animales del sexo opuesto, así como también entre 

hembras.  
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FIGURA 2. Porcentajes de individuos identificados como parientes cercanos (r ≥ 0,25) 
en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC). El número total de pares a partir del cual se 
calcularon los valores de porcentajes son indicados dentro de cada barra. Letras diferentes 
indican diferencias significativas entre porcentajes (ANOVA de dos vías, Tukey, P < 
0,05). En (a) se muestran los porcentajes de pares de parientes cercanos presentes dentro 
de los clusters de cuevas; en (b) se muestran los porcentajes de parientes cercanos 
presentes dentro de las grillas de muestreo en las áreas focales.   
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= -0,331, n = 115, P < 0,001; NC: r = -0,692, n = 25, P < 0,001). Sin embargo, esta 

relación no fue significativa para los machos en ninguna de las poblaciones de estudio 

(MC: r = -0,006, n = 106, P = 0,955; NC: r = 0,030, n = 42, P = 0,845). Para animales de 

sexos opuestos, r se correlacionó negativamente en forma significativa con la distancia 

entre individuos en MC (r = -0,210, n = 259, P = 0,004) pero no en NC (r = -0,020, n = 

77, P = 0,880). Estos resultados son consistentes con análisis de los valores promedio de r 

y de la prevalencia de parientes cercanos, en cuanto que sugieren que la estructuración 

del parentesco fue más evidente entre hembras de ambas poblaciones y entre animales de 

sexos opuestos de MC.  

Subestructura genética.- En general, los estimadores de FST fueron mayores para 

MC que para NC (Tabla 4). Dentro de cada población de estudio, los valores de FST 

tendieron a ser mayores para las hembras que para los machos. A la menor escala 

espacial considerada (dentro de las grillas), se obtuvieron valores de FST 

significativamente diferentes de cero para hembras de una grilla de muestreo en MC y 

para todos los adultos (ambos sexos agrupados) de ambas grillas de muestreo en MC. 

Entre grillas, FST fue significativo sólo para las hembras de MC. A la mayor escala 

espacial considerada (entre localidades), todos los estimadores de FST para MC y los 

estimadores para hembras y para todos los adultos (ambos sexos agrupados) de NC 

fueron significativamente diferentes de cero. Por lo tanto, en todas las escalas espaciales 

consideradas, la subestructura genética fue más pronunciada entre animales de MC.  

Los resultados de los coeficientes de endogamia arrojaron resultados similares, en 

cuanto a que, en todas las escalas espaciales consideradas, los estimadores de FIS 

tendieron a ser mayores para MC que para NC (Tabla 5). Sin embargo, comparativamente  
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Tabla 4. Valores de FST calculados para animales de Mar de Cobo (MC) y de Necochea (NC). Se indican las escalas espaciales a 

través de las cuales se calcularon dichos valores.  

 

FST     MC    NC 

Entre localidades 

 Todos    0,236* (69)   0,062* (49) 

 Hembras   0,247* (39)   0,082* (26) 

 Machos   0,230* (30)   0,040   (23) 

Entre grillas               

 Todos              -0,100* (45)             -0,080  (25) 

 Hembras   0,029* (23)             -0,023  (11) 

 Machos             -0,176   (22)             -0,168  (14) 
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   MC1   MC2   NC1   NC2 

Entre clusters  0,076* (26)  0,075* (19)  0,066 (13)  0,042 (12) 

   0,098   (13)  0,096* (10)  0,065  (6)            -0,053  (5) 

             -0,032  (13)  0,005    (9)  0,068  (7)            -0,035  (7) 

 

Los asteriscos denotan los valores de FST que son significativamente distintos de cero. Los tamaños muestrales son presentados entre 

paréntesis.  
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menos estimadores de FIS fueron significativamente distintos de cero y todos ellos 

correspondieron a valores obtenidos en MC (Tabla 5). Dos de estos cuatro valores fueron 

obtenidos en los análisis de todos los individuos residentes en un mismo cluster (hembras 

y machos combinados). El FIS también resultó significativo entre machos dentro de una 

misma grilla de muestreo y entre todos los adultos dentro de una localidad de muestreo. 

Por lo tanto, la reducción de la heterocigosis debida a endogamia fue más evidente entre 

miembros de la población de MC que entre aquellos de NC. 

Cuando los datos de ambos sexos fueron combinados, más del 74 % de la variación 

genética total en cada población de estudio fue contenida dentro de la escala espacial de 

la grilla de muestreo (ΦST, Tabla 6). Aunque el porcentaje de variación genética total 

mantenida entre localidades fue aproximadamente tres veces mayor para MC que para 

NC, los estimadores de ΦCT no resultaron significativos para ninguna de las poblaciones 

(Tabla 6). En todos los análisis, los estadísticos Φ para animales de MC fueron mayores 

que los obtenidos para NC, lo cual sugiere que la subestructura genética fue más 

pronunciada en MC. Cuando los datos de hembras y machos fueron examinados 

independientemente, más del 69% de la variación genética total para cada sexo se 

encontró dentro de las grillas de muestreo (ΦST, Tabla 7). En NC, el particionamiento 

espacial de la variación genética fue similar para ambos sexos (Tabla 7). Por el contrario, 

en MC, la variación genética entre localidades fue mayor para hembras que para machos 

(Tabla 7). Aunque el ΦCT no resultó significativo para machos ni para hembras, el ΦST 

fue significativo para ambos sexos (Tabla 7), sugiriendo que la subdivisión espacial de la 

variación genética difirió entre machos y hembras en MC. Entre las localidades de MC, el 

valor del índice medio de asignación (AI) para hembras fue significativamente mayor que 



Capítulo 1: Estructuración del parentesco                                            Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 34

Tabla 5. Valores de FIS calculados para animales de Mar de Cobo (MC) y de Necochea (NC). Se indican las escalas espaciales a 

través de las cuales se calcularon dichos valores.  

 

FST     MC    NC 

En localidades 

 Todos    0,106*(69)   0,012 (49) 

 Hembras   0,114  (39)             -0,013 (26) 

 Machos   0,090  (30)   0,022 (23) 

En grillas               

 Todos              -0,030   (45)              0,065  (25) 

 Hembras   0,108   (23)              0,015  (11) 

 Machos              0,440* (22)              0,148  (14) 
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   MC1   MC2   NC1   NC2 

En clusters  0,162* (26)  0,226* (19)  0,068 (13)            -0,070 (12) 

   0,201   (13)  0,210   (10)            -0,103  (6)             0,074  (5) 

              0,105  (13)  0,239    (9)  0,317  (7)             0,029  (7) 

 

Los asteriscos denotan los valores de FIS que son significativamente distintos de cero. Los tamaños muestrales son presentados entre 

paréntesis.  
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Tabla 6. Resultados del test de AMOVA para individuos adultos de Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC), dividido por sexo. 
 
 
     MC       NC 
 
Componentes de la varianza  g.l. %  Φ  P  g.l. %  Φ   P 
 
 
Entre localidades (ΦCT)    
 
 Hembras   2 30,18  0,302  0,18    2  4,24  0,042  0,18  
  
 Machos   2   6,78  0,068  0,16    2  3,71  0,037  0,17 
 
Entre grillas en localidades (ΦSC)   
 
 Hembras   1   0,78  0,011          < 0,0001    1  4,73  0,049          < 0,0001  
 
 Machos   1   2,09  0,022            < 0,01    1  4,11  0,043          < 0,01 
  
 
En grillas (ΦST)            
 
 Hembras             76  69,04  0,310          < 0,01  48 91,04  0,09             < 0,0001  
 
  Machos            66  91,13  0,089          < 0,0001  46 92,19  0,078           < 0,0001  
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La columna de porcentajes indica la porción de la varianza total que es explicada por cada uno de las escalas espaciales, de una forma 

jerárquica. Los valores de P fueron obtenidos mediante comparaciones de los valores observados con aquellos generados por 

permutación al azar en el ARLEQUIN 2000. g.l. representa los grados de libertad en cada análisis. Los estadísticos Φ son análogos a 

los estadísticos F de Wright e identifican el grado de correlación entre alelos en cada uno de los niveles jerárquicos. 

 

Tabla 7. Resultados del test de AMOVA para individuos adultos de Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC). 
 

 
       MC         NC 
 
Componentes de la varianza   gl      %           Φ             P         gl       %        Φ      P 

 
 
Entre localidades (ΦCT)             2      23.5 0.235      0.16                2       7.71       0.077           0.17  
  
Entre grillas  
en localidades (ΦSC)               1      1.98  0.026   <0.0001            1        0.58      0.006          <0.0001 
  
 
En grillas (ΦST)             134         74.52 0.255     <0.0001          94      91.71      0.083          <0.0001 
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para machos (n hembras = 39, n machos = 30, promedio de AIhembras: 0,875; AImachos: -

1.000, P = 0,036), lo cual indica que las hembras fueron asignadas más frecuentemente a 

su área natal de muestreo (Fig. 1) sobre la base de sus genotipos. Aunque la varianza de 

AI para hembras fue menor que para machos, esta diferencia no fue significativa (N 

hembras = 39, n machos = 30, varianza AIhembras: 9,29; varianza AImachos = 12,21; P = 

0,737). Entre las localidades de NC, tanto el promedio como la varianza de AI resultaron 

menores para las hembras, aunque ninguna de estas diferencias resultó significativa (n 

hembras = 26, n machos = 23; promedio AIhembras: -0,583; promedio AImachos: 0,364; P = 

0,793; varianza de AIhembras: 6,52; varianza AImachos: 7,42; P = 0,441). Debido a que los 

valores de AI se basan en las diferencias genotípicas entre las áreas muestreadas, estos 

resultados sugieren que, en MC, la subestructura genética entre las localidades de 

muestreo es mayor para hembras que para machos. Por el contrario, la ausencia de 

diferencias significativas en el promedio y la varianza de AI en NC implican que, para 

esta población, el grado de subestructura genética entre localidades de muestreo no difirió 

entre los sexos. La subestructura puede surgir a partir de la limitada movilidad de los 

individuos entre localidades de muestreo y, por lo tanto, las diferencias interpoblacionales 

observadas en el grado de subestructura sugieren que la dispersión se encuentra más 

desviada hacia los machos en MC. 
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DISCUSIÓN 

Las diferencias significativas en el grado de subestructura genética entre las dos 

poblaciones de Ctenomys talarum en MC y NC fueron evidentes. Por ejemplo, el análisis 

de los estimadores de FST reveló una subestructura genética significativa en MC en cada 

una de las escalas espaciales consideradas (clusters de cuevas, grillas y localidades). Por 

el contrario, para NC, se obtuvieron valores significativos de FST sólo a las mayores 

escalas espaciales analizadas (entre localidades). Los estimadores de FST entre localidades 

de NC, aunque significativamente diferentes de cero, fueron sustancialmente menores 

que los valores comparables de MC, indicando que, aun a la misma escala espacial, la 

estructuración genética fue más evidente en MC. En forma similar, todos los estimadores 

significativos de fueron de datos provenientes de MC, sugiriendo que los cambios en los 

niveles de heterocigosis debidos a endogamia también fueron más pronunciados en esta 

población. Finalmente, los AMOVAS revelaron que, cuando todos los adultos fueron 

considerados en forma conjunta, los valores de Φ fueron mayores para MC que para NC 

en todas las escalas espaciales consideradas. Por lo tanto, en general, la variación 

genética se encontró más estructurada espacialmente en MC que en NC.  

Esta diferencia en el grado de estructura genética fue asociada con evidencia 

significativa de distintos niveles de estructuración del parentesco de acuerdo al sexo entre 

las poblaciones de estudio. En parte, este resultado se debe a que los niveles de 

parentesco (valores de r, prevalencia de parientes cercanos) fueron consistentemente 

mayores para hembras de MC. Al mismo tiempo, se encontró evidencia significativa de 

parentesco entre machos y hembras de MC; por el contrario, no se verificaron niveles de 



Capítulo 1: Estructuración del parentesco                                            Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 40

parentesco comparables entre individuos de sexos opuestos de NC. Por lo tanto, la 

estructuración del parentesco más acentuada en MC es el resultado de mayores niveles de 

parentesco en dos categorías distintas de individuos. De acuerdo a esto, mientras que los 

coeficientes de parentesco entre hembras decrecieron significativamente con la distancia 

geográfica entre individuos en ambas poblaciones, sólo en MC se encontró una 

correlación negativa significativa entre distancia geográfica y coeficiente de parentesco 

entre individuos de sexos opuestos.  

Un factor que podría haber contribuido a las diferencias en los niveles de parentesco 

y de estructuración genética es que los tamaños muestrales obtenidos en MC fueron 

consistentemente mayores que para NC. La densidad de C. talarum en MC es 

marcadamente mayor que en NC (Busch et al. 1989, Malizia et al. 1991) y, a pesar de la 

diferencia en el tamaño de las grillas entre los sitios de muestreo (0,5 ha. para MC vs. 1,0 

ha. para NC), esta mayor densidad resultó en mayores tamaños muestrales para MC en 

todos los análisis. Como resultado, el poder de detectar estructuración genética y del 

parentesco pudo haber sido mayor para MC. Sin embargo, en ciertos análisis, se obtuvo 

evidencia significativa de parentesco entre hembras de NC, sugiriendo que los resultados 

de este estudio no se deben únicamente a diferencias en el poder estadístico. Aunque las 

comparaciones realizadas en este estudio entre localidades deberían tener en cuenta la 

variación en los tamaños muestrales (ver Hurlbert 1984), las diferencias en el grado de 

estructuración genética y del parentesco reportadas aquí reflejan diferencias demográficas 

reales entre las poblaciones de estudio. 

Implicancias para la dispersión.- La estructura genética es influida por los patrones 

de movimiento individuales y por las características de la  reproducción (Austin et al. 
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2003, Fraser et al. 2004). Dentro de las poblaciones, se espera que la subestructura 

genética aumente a medida que la distancia media de dispersión decrece (Perrin y 

Mazalov 2000). Mientras que la frecuencia de dispersión (porcentaje de individuos que 

dejan el sitio natal) también afectará al grado de subestructura, esta variable debería ser 

capturada en las estimaciones de las distancias de dispersión. A medida que la distancia 

recorrida desde el área natal decrece, los animales que comparten material genético 

debido a que tienen un ancestro en común tenderán a agruparse espacialmente, resultando 

este proceso en la formación de agregados espaciales de individuos dentro de una 

población (Perrin y Mazalov 2000). Por lo tanto, el grado de estructura genética dentro de 

una población puede proveer información crítica sobre los patrones de dispersión. 

Cuando esta información es combinada con datos sobre la estructura genética, estos 

análisis pueden ser empleados para generar hipótesis explicitas sobre los patrones de 

dispersión, a la vez que para explorar los posibles factores demográficos y ecológicos que 

subyacen a las diferencias encontradas en las características de la dispersión entre co-

específicos.  

Basados en los resultados de los análisis de parentesco y estructura genética de C. 

talarum obtenidos en este trabajo, predecimos que, en promedio, los machos de las 

poblaciones de estudio se dispersan a mayores distancias que las hembras. Todas las 

medidas consideradas coinciden en que la estructura genética es más pronunciada entre 

las hembras de cada población, sugiriendo que los movimientos de los miembros de 

dicho sexo son más limitados que los de los machos. Esta predicción es consistente con la 

tendencia general verificada en mamíferos de que la dispersión natal se encuentra sesgada 

hacia los machos (Greenwood 1980, Dobson 1982). Aunque el presente estudio parece 
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contradecir los resultados de trabajos previos, donde estudios de extirpación verificaron 

que en NC números similares de machos y hembras se dispersaron hacia las áreas 

artificialmente vaciadas (Malizia et al. 1995), dichos análisis no monitorearon el origen 

de los inmigrantes y, por lo tanto, las distancias recorridas por los machos durante la 

dispersión hacia el área experimental podrían haber sido mayores que las de las hembras. 

Por otro lado, los patrones de dispersión pueden diferir entre individuos que colonizan un 

área “vacía” en vez de un sitio en el cual ya existen residentes presentes (Dobson 1981). 

Los movimientos hacia el área experimentalmente vaciada en MC fueron sesgados hacia 

los machos significativamente (Malizia et al. 1995); estos datos coinciden con nuestros 

análisis de estructura genética en cuanto a que sugieren que las diferencias en la 

dispersión entre machos y hembras  son más extremas en esta población que en NC. 

Entre los factores que podrían afectar el grado de subestructura genética observada 

en poblaciones naturales se encuentran los de naturaleza histórica (ver Matocq 2004). Por 

ejemplo, la prevalencia de una línea materna puede contribuir a una mayor subestructura 

mientras que un período de mortalidad puede “filtrar” dicho parentesco. Sin embargo, 

como se demostrará en detalle en el capítulo 2 de esta tesis, es poco probable que se 

hayan producido reducciones en el tamaño poblacional efectivo de MC y NC en un 

pasado reciente. En forma similar, en el siguiente capítulo concluye que tampoco es 

probable que hayan ocurrido eventos históricos de expansión poblacional en MC y NC, 

considerando los resultados arrojados por los análisis que comparan la heterocigosis 

esperada bajo equilibrio Hardy-Weinberg con la esperada bajo el equilibrio de mutación-

deriva (Cornuet y Luikart 1996).  
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Comparando los patrones de parentesco y estructura genética en las poblaciones de 

estudio, se predice que, para cada sexo, los animales de NC se dispersan a mayores 

distancias que los de MC. Entre las hembras, la evidencia de estructuración genética y del 

parentesco fue consistentemente mayor para MC, sugiriendo que las distancias relativas 

de dispersión son menores para las hembras de esta población. Aunque ninguna de las 

poblaciones estudiadas reveló una estructuración genética significativa entre los machos, 

dicha estructura fue detectada entre individuos de sexos opuestos de MC.  Para que este 

patrón espacial ocurra, la dispersión de los machos de MC debe producirse, en promedio, 

a menores distancias que en NC. Los estudios de campo detallados en el capítulo 3 de 

esta tesis, ponen a prueba predicciones acerca de los patrones de dispersión en dichas 

poblaciones mediante el seguimiento de individuos marcados. 

Identificar los factores selectivos que favorecen la dispersión natal representa un 

desafío, en parte debido a las dificultades de distinguir causa y efecto. Frecuentemente, el 

evitamiento de la endogamia y de la competencia local por recursos son postulados como 

los dos factores preponderantes que subyacen a la dispersión natal (Hamilton 1967, 

Clarke 1978, Pusey 1987, Clutton-Brock 1989, Pusey y Wolf 1996).   Las comparaciones 

entre los datos de comportamiento y genéticos de MC y NC sugieren que la importancia 

relativa de estos factores puede variar entre las poblaciones de estudio. Por ejemplo, la 

mayor estructura del parentesco entre individuos de sexos opuestos en MC sugiere que la 

reproducción de individuos cercanamente emparentados podría ser más común en esta 

población, lo cual podría indicar, a su vez, que los mecanismos de evitamiento de la 

endogamia se encuentran más relajados en esta población que en NC. Al mismo tiempo, 

la densidad poblacional es mayor, los niveles de agresión entre machos son más altos y el 
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grado de poliginia es aparentemente mayor en MC (Zenuto 1999, Zenuto et al. 1999a, b, 

2002), sugiriendo que la competencia local por parejas es prevalente en esta población. 

Por el contrario, la densidad poblacional es menor, la agresión macho-macho es menos 

extrema, la poliginia parece ser menos pronunciada (Zenuto 1999, Zenuto et al. 1999a, b, 

2002) y no existe estructura genética significativa entre individuos de sexos opuestos en 

NC, todo lo cual sugiere que la competencia local por parejas es menos extrema en esta 

población. Mientras que se requiere continuar los estudios para elucidar los factores que 

subyacen a los patrones de dispersión en C. talarum, estas diferencias interpoblacionales 

en comportamiento y estructura genética sugieren que las bases adaptativas de la 

dispersión pueden variar entre poblaciones de co-específicos.  

Estructura del parentesco en especies solitarias.- En las poblaciones de estudio de 

C. talarum se observó una estructuración genética significativa en el espacio, indicando 

que existe estructura del parentesco en esta especie de roedor solitaria. No se conoce que 

los adultos de C. talarum se involucren en interacciones sociales regulares fuera del 

período reproductivo (Zenuto et al. 2002) y, por lo tanto, la distribución espacial de 

individuos emparentados no debería ser influida por procesos asociados a la selección por 

parentesco o por otros beneficios adaptativos que requieren la proximidad espacial de 

parientes. En cambio, la estructuración del parentesco en C. talarum probablemente surge 

debido a la distribución de las distancias de dispersión individuales alrededor de una 

media específica de la población. Las distancias entre parientes cercanos en las 

poblaciones de estudio fueron consistentes con una distribución de Poisson. Asumiendo 

que dichas distancias reflejan los patrones de dispersión natal, es probable que la 

distribución espacial de individuos cercanamente emparentados siga una distribución 
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estadística conocida, dando lugar, por lo tanto, a relaciones predecibles entre distancia 

geográfica y grado de parentesco. 

Aunque se ha demostrado la existencia de estructura genética en otras especies de 

roedores solitarios (Patton y Feder 1981, Patton y Smith 1989), pocos estudios de taxa 

solitarios han examinado explícitamente los patrones de distribución espacial de 

individuos cercanamente emparentados (pero ver Peacock y Smith 1997, Kraaijeveld-

Smit et al. 2002). Sin embargo, la aparente relación entre dispersión y parentesco sugiere 

que estructuras genéticas similares a aquellas reportadas para C. talarum podrían ser 

comunes en otras especies (ver también Matocq 2004). La socialidad se considera como 

un continuo de relaciones espaciales y de comportamiento entre individuos (Lidicker y 

Patton 1987, Sherman et al. 1995, Lacey 2000); a medida que la distancia de dispersión 

desde el área natal decrece (ej. la filopatría natal aumenta), el grado de estructuración del 

parentesco y, presumiblemente, la estructura genética aumenta. En un extremo se 

encuentran las sociedades altamente sociales, fuertemente filopátricas y estructuradas por 

los niveles de parentesco, en las cuales la variación genética se encuentra marcadamente 

estructurada en el espacio (ej. ratas topo desnudas, Reeve et al. 1990, Faulkes et al. 1997). 

En el extremo opuesto, se encuentran las sociedades en las cuales todos los individuos se 

dispersan desde el sitio natal, por lo que no es evidente un patrón espacial del parentesco. 

Como se ha observado en el presente estudio sobre C. talarum, sin embargo, la 

estructuración del parentesco en estas sociedades puede estar presente y puede reflejarse 

en patrones de diferenciación genética entre co-específicos. Se espera que el grado en el 

cual la variación genética se encuentra distribuida dentro de las poblaciones sea afectado 

por la intensidad de de procesos tales como la deriva génica (Chesser et al. 1993) y, por 



Capítulo 1: Estructuración del parentesco                                            Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 46

lo tanto, aun en las especies solitarias la distribución espacial de individuos emparentados 

podría influir sobre patrones y procesos de cambio evolutivo. 
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CAPITULO 2 

 

 

VARIACIÓN INTRAESPECÍFICA EN EL TAMAŇO EFECTIVO 

POBLACIONAL DEL TUCO-TUCO DEL TALAR (CTENOMYS 

TALARUM): EL ROL DE LA DEMOGRAFÍA. 
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Variación intraespecífica en el tamaño efectivo poblacional del tuco-tuco del talar 

(Ctenomys talarum): El rol de la demografía. 

INTRODUCCIÓN 

El tamaño efectivo poblacional (Ne) es definido como el número de individuos en 

una población ideal que experimenta la misma magnitud de deriva génica que una 

población de tamaño real N (Wright 1931). Debido a su relación con la deriva génica, 

estimar Ne es un componente integral de aquellos estudios que intentan comprender los 

procesos que dan forma a la variación genética en poblaciones naturales. Numerosos 

factores pueden influir en el tamaño efectivo de una población, causando que éste difiera 

de su tamaño censal asociado. Para los estimadores demográficos, dichos factores 

incluyen fluctuaciones en el tamaño de la población, desviaciones de la proporción sexual 

1:1 y varianza en el éxito reproductivo individual (Frankham 1995, Frankham et al. 2002, 

Nunney y Elam 1994). Los estimadores genéticos, por su parte, se encuentran afectados 

no sólo por estos parámetros, sino también por el tamaño del vecindario (“neighborhood 

size”, ver Wright 1943, Slatkin y Barton 1989, Rousset 1997, 2000, Sumner et al. 2001), 

grado de subdivisión poblacional y cambios históricos en el tamaño de la población 

(Bouteiller y Perrin 2000, Dobson et al. 2004, Matocq et al. 2004). En general, los 

estimadores demográficos de Ne tienden a generar valores que son menores que los 

tamaños censales asociados, mientras que los estimadores genéticos de Ne tienden a ser 

sustancialmente mayores que los valores obtenidos por medio de censos (Bouteiller y 

Perrin 2000, Storz et al. 2002, Matocq et al. 2004). 
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 Dada la variedad de factores que pueden influir en las estimaciones de Ne, 

identificar las causas de las diferencias entre N y Ne resulta un desafío (Schwartz et al. 

1998, Crandall et al. 1999). Se considera que los atributos demográficos actuales de una 

población juegan un rol sustancial en la determinación del Ne (Nunney 1993, Nunney y 

Elam 1994, Nunney 1995). En este sentido, las comparaciones entre diferentes 

poblaciones de co-específicos proveen una herramienta muy útil para conocer las 

relaciones entre demografía actual y Ne (Foster et al. 1992, Foster y Endler 1999). A 

pesar de que numerosos estudios han estimado Ne  para poblaciones naturales (e.g. 

Nozawa 1970, Bartley et al. 1992, Gerber y Templeton 1996), sólo pocos han utilizado 

un acercamiento explícitamente comparativo para examinar las interacciones entre 

demografía, estructura genética y tamaño efectivo poblacional (pero ver Begon et al. 

1980, Husband y Barrett 1992, Bouteiller y Perrin 2000, Storz et al. 2002, Matocq 2004). 

Además, pocos estudios han explotado la existencia de variación intraespecífica en la 

estructura de las poblaciones con el fin de explorar las razones de las discrepancias 

evidentes entre estimadores demográficos y genéticos del Ne. 

 El tuco-tuco del talar (Ctenomys talarum) es un roedor subterráneo pequeño y 

solitario que exhibe una marcada variación inter-poblacional en aspectos de su 

demografía. Esta especie, como se ha mencionado en la introducción de esta tesis, ha sido 

objeto de estudio por más de 2 décadas de investigación en aspectos de su 

comportamiento, ecología y biología poblacional (Busch et al. 1989, Antinuchi y Busch 

1992, Vassallo et al. 1994, Busch et al. 2000, Zenuto et al. 2001). Estudios comparativos 

realizados a campo sobre C. talarum en dos poblaciones de esta especie de la Provincia 

de Buenos Aires (Mar de Cobo y Necochea) han revelado importantes diferencias 
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intraespecíficas en aspectos de su demografía (Busch et al. 1989, Malizia y Busch 1991, 

Malizia et al. 1991, Malizia et al. 1995, Malizia y Busch 1997, Zenuto et al. 1999a, 

1999b), Zenuto et al. 2002b) que se espera afecten su Ne. Específicamente, una 

proporción sexual adulta más desviada hacia las hembras y una mayor varianza en el 

éxito reproductivo de los machos en la población de Mar de Cobo conducen a predecir 

que la razón Ne /N debería ser menor para esta población que para Necochea. Por lo 

tanto, en este segundo capitulo se pone a prueba esta predicción empleando estimadores 

del Ne tanto genéticos como demográficos. En particular, comparando los valores 

obtenidos entre sí y con las medidas censales, se estudiará como los estimadores de Ne 

varían entre las poblaciones de estudio y de acuerdo a las características de los sets de 

datos empleados para generar dichos estimadores. Estos análisis representan un aporte 

importante para comprender cuál es la influencia que tienen los parámetros demográficos 

sobre el tamaño efectivo poblacional y, por lo tanto, en la estructura genética de 

poblaciones naturales de vertebrados. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Poblaciones de estudio.- Una detallada descripción de las características ambientales y 

demográficas de las poblaciones de estudio ya fue presentada en el capítulo 1. Las 

poblaciones de estudio, como ya se mencionó anteriormente, difieren marcadamente con 

respecto a la proporción sexual adulta y los patrones de competencia reproductiva entre 

machos, los cuales pueden a su vez influir sobre el Ne. Mientras que NC se caracteriza 

por un número aproximadamente igual de machos y de hembras adultos, la proporción 

sexual en Mar de Cobo se encuentra sesgada hacia las hembras en una relación cercana a 

3 hembras adultas por cada macho adulto (Busch et al. 1989, Malizia y Busch 1991, 

Malizia y Busch 1997). Varias líneas de evidencia sugieren que el grado de poliginia es 

también más extremo en MC. En particular, el dimorfismo sexual es más pronunciado y 

el tamaño relativo de los testículos es menor en esta población que en NC (Zenuto et al. 

1999b). Además, los machos de MC forman jerarquías de dominancia que determinan el 

acceso a las hembras receptivas; por el contrario, no se observan este tipo de jerarquías 

entre los machos de NC, sugiriendo que el acceso a las hembras es más equitativo en esta 

población (Zenuto et al. 2002b). Asumiendo que estas diferencias comportamentales 

impactan en la varianza del éxito reproductivo de los machos (Clutton-Brock 1989, 

Andersson 1994, Kruuk et al. 1999), entonces también podrían influir sobre los 

estimadores de Ne.  En conjunto, estas diferencias demográficas conducen a predecir que 

la razón Ne / N debería ser mayor para NC que para MC (Nunney 1993, Nuney y Elam 

1994). 

Recolección de las muestras.- Todos los individuos adultos de C. talarum residentes en 

un área total de 1.0 ha (Mar de Cobo) o 2.0 ha (Necochea) fueron capturados entre abril y 
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noviembre de 2002. Los tamaños de las áreas de muestreo fueron elegidos para ser 

consistentes con estudios previos y actuales sobre la ecología y demografía de estas 

poblaciones. Para asegurarse de que todos los individuos presentes en las grillas fueran 

capturados, se empleo la metodología descripta en el capitulo 1.  

Análisis de microsatélites.- Se analizaron la totalidad de las muestras de tejido colectadas 

de los adultos capturados en cada población de estudio con la misma metodología de 

laboratorio empleada en el capítulo 1, empleando los mismos 12 loci de microsatélites.  

Los cálculos de frecuencias alélicas, análisis de desequilibrio por ligamiento y las 

pruebas de Hardy-Weinberg fueron realizados empleando el software GENEPOP 3.4 

(http://wbiomed.curtin.edu.uu/genepop/index.htm; Raymond y Rousset 1995). La 

frecuencia de alelos nulos fue estimada utilizando CERVUS (Marshall et al. 1998). Las 

comparaciones inter-poblacionales del número de alelos por locus y de la heterocigosis 

media observada fueron realizadas mediante la prueba de Wilcoxon para muestras 

apareadas, como se implementa en el software STATISTICA 6.0 (Statsoft, Inc.). La 

posibilidad de eventos históricos de reducción del tamaño poblacional fue evaluada en 

tres formas. En primer lugar, se evaluó si las frecuencias alélicas observadas se desviaban 

significativamente de una distribución en forma de L (predominancia de alelos en bajas 

frecuencias) esperada en poblaciones que no han sufrido cuellos de botella en un pasado 

reciente. Este análisis fue llevado a cabo mediante en uso del software BOTTLENECK 

(Piry et al. 1999). En segundo lugar, se estimó el número de loci para los cuales la 

heterocigosis esperada bajo equilibrio Hardy-Weinberg (He) era mayor que la 

heterocigosis esperada bajo equilibrio deriva-mutación (Heq). Este análisis se basa en el 

supuesto de que, en poblaciones que no han sufrido cuellos de botella, aproximadamente 
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50% de los loci deberían exhibir un exceso de heterocigosis (He > Heq), mientras que el 

resto debería exhibir una insuficiencia de heterocigosis (He < Heq) (Cornuet y Luikart 

1996). Desviaciones significativas de dichos valores esperados fueron identificadas 

mediante la prueba de Wilcoxon para muestras apareadas, implementada en el software 

BOTTLENECK (Piry et al. 1999). Por último, la proporción media número de alelos/ 

rango de tamaño de alelos (M) fue calculada siguiendo los procedimientos de Garza y 

Williamson (2001). Debido a que los cuellos de botella pueden reducir el número de 

alelos sin afectar necesariamente el rango de tamaño de los mismos, valores pequeños de 

M deberían indicar reducciones históricas del tamaño poblacional. Se generaron 

intervalos de confianza para M utilizando las subrutinas de RESAMPLE y MONTE 

CARLO disponibles en POPTOOLS (Hood 2004, http: // www.cse.csiro.au/poptools). En 

conjunto, estos tres procedimientos proveen un medio para detectar reducciones 

históricas en el tamaño de poblaciones naturales (Garza y Williamson 2001). 

Estimadores genéticos de Ne.- En primer lugar, los estimadores genéticos del 

tamaño efectivo poblacional (Nge) fueron generados  utilizando la siguiente ecuación 

(Hartl y Clark 1997; ecuación 3.15), basada en la relación entre H y θ (= 4Nµ): 

 

Nge = H / 4µ (1 – H)    (1) 

 

en la cual H es el valor promedio de heterocigosis esperada de todos los loci de 

microsatélites empleados (calculada de acuerdo a Nei 1987) y µ es la tasa de mutación 

estimada (1 x 10 -3, Weber y Wong 1993, Bouteiller y Perrin 2000, Matocq 2004). 
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En segundo lugar, se empleó θ para obtener estimaciones de Nge. Este 

procedimiento emplea datos de frecuencias alélicas. El patrón de mutación por pasos 

(“stepwise mutation model”, SMM) que se propone caracteriza a los loci de 

microsatélites (Valdés et al. 1993) sugiere que la información sobre la variación en el 

tamaño de los alelos puede emplearse para estudiar los determinantes históricos (e.g., 

cuellos de botella) del Ne. Por lo tanto, para explorar este aspecto del tamaño efectivo, 

también estimamos Nge mediante el uso de las varianzas relativas en el tamaño de los 

alelos (Valdes et al. 1993), como es descrito por Hambuch y Lacey (2002). Este 

procedimiento se basa en el supuesto de que, para loci homólogos, la razón θpop1 / θpop2 

debería reflejar la diferencia relativa en Ne entre las dos poblaciones (Moran 1975, 

Kimmel y Chakraborty 1996).  Los estimadores de θ basados en la heterocigosis esperada 

pueden ser altamente variables (Schwarts et al. 1998) y, por lo tanto, se utilizaron las 

subrutinas de RESAMPLE (100 iteraciones con reemplazo) y MONTE CARLO 

disponibles en el POPTOOLS (Hood 2004, http: // www.cse.csiro.au/poptools) para 

generar intervalos de confianza del 95 % para las medidas de Nge basadas en este 

estadístico. Aunque los estimadores de Nge basados en θ son relativos, en vez de 

absolutos, reflejan determinantes tanto históricos como demográficos del tamaño efectivo 

poblacional. Las comparaciones de las varianzas específicas del tamaño de los alelos por 

locus y de los estimadores por locus del Ne relativo fueron realizadas mediante la prueba 

de Wilcoxon para muestras apareadas, como se implementa en el STATISTICA 6.0 

(Statsoft, Inc.). 

Estimadores demográficos de Ne.- Los estimadores demográficos del tamaño 

efectivo poblacional (Nre) fueron generados utilizando la ecuación de Nunney (1993): 
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Nre= [4r (1-r) NT] / {[Am (1-r) + Af r] - (2r / bf) + [Ibm (1-r) + Ibf r] + [Am IAm (1- r) + Af IAf 

r]}    (2) 

 

en la cual r = proporción sexual adulta, T = tiempo generaciónal, A = promedio de vida 

por sexo, bf = fecundidad promedio de las hembras, Ibf = la varianza estandarizada del 

éxito reproductivo de cada sexo (varianza/media2) y IAf = varianza en el promedio de vida 

de cada sexo. El tiempo generaciónal fue estimado como T = M -1 + A, donde M = 

tiempo de maduración (Nunney y Elam 1994). Este procedimiento asume que los 

animales alcanzan la madurez sexual a la edad de 1 año, lo cual es apropiado para C. 

talarum (Malizia y Busch 1991). Este modelo es relativamente robusto a la variación en 

el tamaño poblaciónal de adultos y a la variación en la fecundidad y la supervivencia 

relacionada con la edad (Nunney 1993, Nunney y Elam 1994), lo cual incrementa su 

utilidad para comparaciónes inter-poblacionales de Nre/N. Los parámetros enfatizados en 

este análisis – proporción sexual adulta y sistema de apareamiento – han sido 

identificados como importantes determinantes del Ne (Frankham 1995, Frankham et al. 

2002). Por otro lado, ambos atributos demográficos han demostrado ser sustancialmente 

diferentes entre las poblaciones de estudio, lo que hace a este modelo particularmente 

apropiado para realizar análisis comparativos del tamaño poblacional efectivo 

demográfico en C. talarum. 

Los datos sobre proporción sexual adulta en cada población de estudio fueron 

obtenidos de Busch y col. (1989) y Malizia y col. (1997). Típicamente, los animales de 

MC y NC comienzan a aparearse cuando tienen aproximadamente 1 año de vida (Malizia 
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y Busch 1991). Los datos sobre el promedio de vida fueron obtenidos de Pearson y col. 

(1968) y Busch y col. (1989). Debido a que no se reportan en dichos trabajos diferencias 

en longevidad entre los sexos, se empleó para este estudio el mismo estimador del 

promedio de vida para ambos sexos; el supueso de que la longevidad de machos y 

hembras es comparable en C. talarum no debería sesgar sistemáticamente los estimadores 

de Nre a menos que los patrones de supervivencia difirieran entre las poblaciones de 

estudio. Debido a que Busch y col. (1989) presentan información sobre la longevidad de 

los tuco-tucos de MC únicamente, dicha estimación fue utilizada para ambas poblaciones. 

Este procedimiento debería ser conservador ya que se espera que la mortalidad de 

machos se incremente con el grado de poliginia (Daly y Wilson 1983); como resultado, 

nuestros análisis podrían subestimar las diferencias en Nre/N entre las poblaciones de 

estudio. Los estimadores de fecundidad de las hembras y de varianza en el éxito 

reproductivo de las mismas en la población de MC fueron obtenidos del trabajo de 

Zenuto y col. (2002a); una vez más, debido a que los mismos datos no se encuentran 

disponibles para NC, las mismas estimaciones fueron utilizadas para ambas poblaciones 

de estudio. Las estimaciones de la varianza en el éxito reproductivo de los machos para 

cada población fueron obtenidas a partir de análisis de paternidad mediante el uso de la 

técnica de ADN fingerprinting llevados a cabo por Zenuto y col. (1999a). 
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RESULTADOS 

Variabilidad de microsatélites.- El tamaño censal (número total de animales 

capturados) fue de 72 para MC y 62 para NC. No se detectó evidencia de desequilibrio 

por ligamiento entre los loci analizados (todos los p > 0,05). Luego de la correción de 

Bonferroni (Rice 1989), se detectaron desvíos significativos del equilibrio Hardy-

Weinberg en 4 loci (Tabla 1). La heterocigosis obrevada para uno de los loci, Soc 5, se 

desvió significativamente de lo esperado en ambas poblaciones de estudio. Por el 

contrario, el resto de los desvíos significativos del equilibrio Hardy-Weinberg se 

limitaron a una única población por locus (MC: Hai 3; NC: Soc 1, Soc 7). Cada uno de 

estos loci fue excluido de los análisis posteriores. A pesar de que los 3 loci restantes se 

caracterizaron por presentar frecuencias de alelos nulos superiores a +0.02 (Marshall et 

al. 1998) en una o en ambas poblaciónes, ninguna de las muestras falló en la 

amplificación de estos loci. Además, comparaciones realizadas de 22 pares de individuos 

cuyas relaciones progenitor-descendencia habían sido identificadas independientemente 

por Zenuto y col. (1999a) no revelaron ninguna discordancia genotípica. En conjunto, 

estos datos no proveen evidencia directa de la presencia de alelos nulos (Callen et al. 

1993). En consecuencia, estos loci fueron empleados en nuestros análisis, dando lugar a 

un set final de datos que consistió en genotipos de 8 loci de microsatélites.  

La variabilidad genética fue mayor en NC que en MC. El número de alelos por 

locus varió entre 2 y 6 en MC y entre 2 y 8 en Necochea (Tabla 1). Aunque todos los loci 

fueron variables, se verificó una tendencia significativa en la que la variación alelica fue 

mayor en NC (Wilcoxon de 2 colas, T = 0,0, n = 8, p = 0,043). El número de loci  
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Tabla 1.-  Resumen de la variación de loci de microsatélites en poblaciones de C. talarum de Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC), 

Provincia de Buenos Aires, Argentina.  Un total de 72 adultos de MC y 62 adultos de NC fueron examinados en la totalidad de los 

loci.  Se indica el número de alelos por locus, al igual que las heterocigosis esperada  (He) y observada (Ho).  Se presentan además los 

resultados de los tests de Hardy-Weinberg y las frecuencias estimadas de alelos nulos en cada locus.  

 
 
  # de H-W Frecuencia de 
Locus Población alelos He Ho valor de p alelos nulos 
 
 
Soc 1 MC 2 0.460 0.409 0.256 0.068 
 NC 8 0.647 0.590 0.001 * 0.118 
 
Soc 2 MC 4 0.137 0.144 1.000   -0.028 
 NC 5 0.390 0.471 0.929   -0.120 
 
Soc 3 MC 6 0.611 0.689 0.165   -0.062 
 NC 6 0.546 0.547 0.729 0.014 
 
Soc 5 MC 3 0.600 0.494 0.001 * 0.119 
 NC 9 0.790 0.612 0.001 * 0.145 
 
Soc 6 MC 2 0.040 0.040 0.033 0.251 
 NC 7 0.490 0.468 0.975 0.009 
 
Soc 7 MC 3 0.408 0.381 0.018 0.051 
 NC 9 0.831 0.413 0.001 * 0.319 
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Tabla 1.  Continuación. 
 
 
  # de H-W Frecuencia de 
Locus Población alelos He Ho valor de p alelos nulos 
 
 
Soc 8 MC 5 0.500 0.432 0.006 0.168 
 NC 5 0.760 0.667 0.028 0.065 
 
Hai 3 MC 4 0.477 0.191 0.001 * 0.442 
 NC 4   0.460        0.404             0.738                        0.079 

Hai 4 MC 5 0.567 0.539 0.011 0.050 
 NC 7 0.620 0.723 0.350 -0.081 
 
Hai 9 MC 5 0.400 0.480 0.072 -0.053 
 NC 6 0.692 0.865 0.005 -0.110 
 
Hai 11 MC 3 0.284 0.310 0.442 -0.050 
 NC 6 0.814 0.767 0.117  0.012 
 
Hai 12 MC 2 0.490 0.573 0.275 -0.068 
 NC 2 0.340 0.319 0.672  0.012 
 
 
* Desvío significativo de los esperado según el equilibrio Hardy-Weinberg; corrección de Bonferroni α = 0.004.   
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polimórficos (criterio del 95%) fue también mayor para esta población (NC: 8/8; MC: 7/8 

loci). En forma concordante, la heterocigosis observada fue mayor para NC en 6 de los 8 

loci considerados; aunque dicha tendencia no resultó significativa (Wilcoxon de 2 colas, 

T = 5,0, n = 8, p = 0,069). Esto sugiere que la variabilidad genotipica es mayor en la 

población de NC. No se detectó evidencia significativa de que los tamaños de los alelos 

de NC fueran mayores que los de MC (Wilcoxon de 2 colas, T = 11,0, n = 8, p = 0,327), 

sugiriendo que las diferencias observadas en la variabilidad no se deben a desvíos 

consistentes en el tamaño de los microsatélites.  

Reducciones historicas en el tamaño poblacional.- Los histogramas de distribución 

de frecuencias alélicas fueron similares en ambas poblaciones de estudio. En aquellas 

poblaciones que han experimentado cuellos de botella recientes, el número de alelos de 

frecuencias intermedias (0,11-0,90) debería exceder el número de alelos a bajas 

frecuencias (< 0,10; Luikart et al. 1998). Las frecuencias alélicas en las poblaciones de 

este estudio no coincidieron con este escenario. En NC, 52,2% de los 44 alelos detectados 

se encotraba en frecuencias < 0,10; para MC, este valor fue de 61,1% de los 32 alelos 

detectados en esta población. De acuerdo con estos resultados, los análisis empleando 

BOTTLENECK indicaron que ninguno de los histogramas de frecuencias alelicas difirió 

significativamente de la distribución en forma de L característica de las poblaciónes que 

no han experimentado un cuello de botella reciente. Para NC, el número de loci en los 

cuales He > Heq no difirió significativamente del número esperado bajo condiciones de 

equilibrio (Wilcoxon, p = 0,074, supuesto: SMM), lo cual no provee evidencia directa de 

reducciones históricas en el tamaño poblacional. Por el contrario, en MC, el número de 

loci para los cuales He > Heq fue significativamente mayor que lo esperado en 
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condiciones de equilibrio (Wilcoxon, p = 0,020, supuesto: SMM), lo cual podría indicar 

un evento de cuello de botella. Sin embargo, las estimaciones medias (± 1 SD) de M no 

difirieron significativamente entre las poblaciones (NC: 0,56 ± 0,31; NC: 0,61 ± 0,25, 

Wilcoxon de 2 colas, T = 0,0, n = 8, p = 0,753) y aunque los valores promedio de M 

resultaron menores que los valores límites indicadores de un cuello de botella reciente 

(Garza y Williamson 2001), los intervalos de confianza del 95% para cada media (NC: 

0,387-0,767; MC: 0,45-0,765) incluyeron a dicho valor. Por lo tanto, 2 de los 3 

procedimientos utilizados para detectar reducciones históricas no revelaron evidencia 

significativa de cuellos de botella en ninguna de las poblaciones estudiadas.  

Estimadores de Ne.- La heterocigosis esperada promedio de los 8 loci examinados 

fue de 0,58 para NC y de 0,42 para MC. Basados en estos valores, los estimadores 

genéticos absolutos del tamaño efectivo poblacional (Nge) fueron mayores para NC (181 

+ 56;  95 % I.C. = 73 – 261) que para MC (345 + 71; 95 % I.C. = 224 – 593; Tabla 2). 

Los estimadores de Nge basados en la varianza en el tamaño de loci de microsatélites 

revelaron la misma tendencia. Dicha varianza fue mayor para NC en 7 de los 8 loci 

examinados (Wilcoxon de 2 colas, T = 3, n = 8, p = 0,036), al igual que la razón entre los 

tamaños poblacionales efectivos genéticos relativos (Nge
MC: Nge

NC = 1: 5,3). 

Los resultados de los análisis demográficos de Ne (Nre) fueron similares. Tanto las 

proporciones sexuales de individuos adultos registradas en este estudio (Necochea: 

1M:1H; Mar de Cobo: 1M:1.6H) como los datos publicados (Busch et al. 1989; Malizia 

et al. 1991) indicaron que la población de MC se encuentra más sesgada hacia las 

hembras; debido a que los datos publicados previamente se basan en tamaños muestrales 

mayores y a que estos se basan en muestreos de múltiples años, dichas proporciones  
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Tabla 2.-  Valores de los parámetros utilizados para estimar Nre en las 

poblaciones de C. talarum de Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC).  Las 

definiciones de los parámetros se realizaron de acuerdo a Nunney (1993).  Los 

detalles de los procedimientos empleados para estimar cada uno de los 

parámetros se encuentran en el texto.   

   
 
 Valor población-especifico 
 
Parámetro Estimador MC NC 
 
 
 
Tamaño censal N  72  62 
(# adultos) 
 
Proporción sexual adulta r 0.37 0.50 
(macho: hembra) 
 
Tiempo generacional T 1.33 1.33 
(años) 
 
Promedio de vida adulta A 1.75 1.75 
(años) 
 
Variación de promedio de 
vida Ia 0.004 0.004 
(varianza estandarizada) 
 
Fecundidad de hembras bf 4.55 4.55 
( # de descendientes  
promedio) 
 
Varianza del éxito 
reproductivo de hembras Ibf 0.08 0.08 
(varianza estandarizada) 
 
Varianza del éxito  
reproductivo del macho Ibm 1.83 1.07 
(varianza estandarizada) 
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Tiempo de maduración  M 0.58 0.58 
(años) 
 
 
  

(Necochea: 1M:1H; Mar de Cobo: 1M:3H) fueron empleadas en el cálculo del Nre (Tabla 

3). Basados en los análisis de paternidad de Zenuto y col. (1999a), se estimó la varianza 

estandarizada en el éxito reproductivo de los machos (NC: 1,07; MC: 1,83). Utilizando el 

promedio de vida adulta (A) de 1,8 años y el tiempo de maduración sexual de 1 año, se 

estimó el tiempo generacional (T) en las poblaciones de estudio en 1,3 años (Tabla 3). Al 

aplicar estos valores a la ecuación 1, se reveló que el Nre fue mayor en NC que en MC 

(Tabla 2).  

Los estimadores de Ne variaron claramente con el tipo de datos empleados en la 

cuantificación del tamaño efectivo poblacional. En ambas poblaciónes, los valores de Nge 

fueron mayores que los de N, mientras que los estimadores de Nre fueron menores que los 

de N (Tabla 2). Entra las poblaciones, los estimadores de Ne/N fueron consistentemente 

mayores para NC, aunque la magnitud de dicha diferencia varió con el set de datos 

empleados. Específicamente, mientras que Nre/N fue 1.4 veces mayor para NC que para 

MC, Nge/N fue 2.2 veces mayor para NC (Tabla 2). Por lo tanto, las diferencias inter-

poblacionales en Ne/N fueron mayores para los estimadores genéticos del tamaño 

efectivo poblacional. 
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Tabla 3.-  Tamaños poblacionales censales y efectivos estimados para C. 

talarum en Mar de Cobo (MC) and Necochea (NC).  Se presentan los 

estimadores del tamaño efectivo poblacional demográficos (Nre) y los 

genéticos (Nge), al igual que las proporciones del tamaño efectivo poblacional 

demográfico/ tamaño censal (Nre/N) y el tamaño efectivo poblacional 

genético/tamaño censal (Nge/N).    

   
 
 Valor poblacional-específico 
 
Parámetro Estimador MC NC 
 
 
 
Tamaño censal adulto N  72  62 
(# adultos) 
 
Tamaño poblacional Nre    32    39 
efectivo demografico 
 
Tamaño poblacional Nge 181  345 
efectivo genético 
 
 
 
Proporción del tamaño             Nre/N                               0.4                  0.6    
poblacional efectivo  
demográfico/tamaño 
censal 
 
Proporción del tamaño             Nge/N                              2.5                  5.6                                  
Poblacional efectivo 
genético/tamaño 
censal 
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DISCUSIÓN 

Todos los estimadores de Ne examinados apoyan la predicción de que Ne/N es 

mayor para NC que para MC. La variación alélica entre los loci de microsatélites 

estudiados es mayor en NC que en MC, al igual que la heterocigosis de dichos loci. Estas 

diferencias en la variabilidad no se encontraron asociadas a desvíos detectables en la 

estructura de los microsatélites (e.g., tamaño de los alelos), sugiriendo que, por el 

contrario, éstas reflejan diferencias demográficas actuales o históricas entre las 

poblaciones de estudio. Debido a que los estimadores de Nre y Nge fueron generados 

utilizando diferentes sets de datos, esto provee una evidencia convincente de que la 

proporción Ne/N realmente difiere entre las poblaciones de estudio. Al mismo tiempo, la 

magnitud de dichas estimaciones difiere claramente, siendo los estimadores de Nre 

menores y los de Nge sustancialmente mayores que los tamaños censales. En parte, estas 

diferencias pueden reflejar el uso de sets de datos y algoritmos estadísticos diferentes 

para estimar Ne. Las variables que influyen sobre los estimadores de Ne genéticos versus 

los demográficos no son idénticas y, por lo tanto, las discrepancias entre N, Nge y Nre 

podrían indicar el grado en el cual diferentes variables afectan a la población. Por lo 

tanto, además de poner a prueba predicciones sobre los efectos de las diferencias 

conocidas en la estructura poblacional, el uso de múltiples estimadores de Ne puede 

generar nuevos aportes sobre cuales son las variables demográficas actuales e históricas 

que determinan el tamaño poblacional efectivo.  

Debido a que los mismos valores de tiempo generacional, promedio de vida y 

varianza en el éxito reproductivo de las hembras fueron empleados para MC y NC, la 
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diferencia en la estimación de Nre/N para estas poblaciones se debe principalmente a la 

variación en el éxito reproductivo  de los adultos de ambos sexos y a los patrones de éxito 

reproductivo de los machos. Como resultado, estos estimadores podrían no capturar 

completamente las diferencias en el tamaño poblacional efectivo demográfico entre las 

poblaciones de estudio. Sin embargo, la proporción sexual y la varianza en el éxito 

reproductivo se encuentran entre los determinantes más importantes del Ne (Frankham 

1995; Frankham et al. 2002) y, por lo tanto, enfatizar dichas variables es apropiado. 

Además, resulta más probable que estos atributos varíen significativamente entre 

poblaciones de co-específicos que parámetros básicos de historia de vida, como son el 

tiempo generacional y el promedio de vida (Charnov 1990). Por ultimo, la variación en el 

éxito reproductivo de los machos típicamente excede a la de las hembras, en particular en 

una especie poligínica (Clutton-Brock 1989), sugiriendo que el éxito reproductivo de las 

hembras debería jugar un rol menos importante en la determinación del Ne. En 

consecuencia, mientras que los estimadores de Nre presentados en este estudio pueden no 

representar medidas completas del tamaño poblacional efectivo demográfico, constituyen 

un medida de información adecuada sobre los factores que afectan Ne/N. 

Diferencias intraespecíficas en Ne/N.- Los factores demográficos que influyen sobre 

el Ne incluyen fluctuaciones temporales en el tamaño poblacional promedio, desviaciones 

de la proporción sexual 1:1 y variación en el éxito reproductivo individual (Wright 1938, 

Frankham et al. 2002). Para aquellas poblaciones que varían temporalmente en tamaño, 

se espera que el Ne se aproxime a la media armónica del número de adultos por 

generación (Frankham 1995). Debido a que los datos de este estudio fueron obtenidos en 

el transcurso de 10 meses, no fue posible evaluar cambios en el tamaño poblacional a 



Capítulo 2: Tamaño efectivo poblacional                                                     Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 66

través de múltiples años (generaciones). Entonces, los estimadores de Ne obtenidos en 

este estudio representan valores puntuales que pueden estar sujetos a variación en el 

tiempo. Sin embargo, las densidades de las poblaciones de los sitios de estudio han 

permanecido relativamente constantes (ver Malizia et al. 1995, Capítulo 1) desde que 

comenzó la recolección de datos sobre Mar de Cobo (1985: Busch et al. 1989) y 

Necochea (1987: Malizia et al. 1991) sugiriendo que la variación temporal en el tamaño 

poblacional no ha contribuido sustancialmente a diferencias intraespecíficas observadas 

en Ne/N. 

Por el contrario, la proporción sexual adulta y la varianza en el éxito reproductivo 

de los machos parecen tener una marcada influencia en el tamaño efectivo de las 

poblaciones de estudio. Se espera que los desvíos de la proporción sexual 1:1 reduzcan el 

Ne, lo mismo que una variación sustancial en el número de descendientes por individuo 

(Wright 1969, Frankham 1995, Frankham et al. 2002). Ambas situaciones son típicas de 

los sistemas de apareamiento poligínicos, en los cuales la reproducción es dominada por 

un número limitado de machos adultos en la población (Clutton-Brock 1989). En 

consecuencia, se espera que cuanto más extremo el grado de poliginia, mayor sea la 

reducción de Ne con respecto a N. Se ha reportado variación intraespecífica en el grado 

de poliginia en varias especies de roedores, incluyendo a la rata topo común (Cryptomys 

hottentotus; Bishop et al. 2004) y a los voles de la pradera (Microtus ochrogaster); 

Roberts et al. 1998). Con respecto a las poblaciones de este estudio, los datos genéticos y 

de comportamiento indican que la poliginia es más pronunciada en la población de Mar 

de Cobo que en la de Necochea (Zenuto et al. 1999a, 1999b, Zenuto et al. 2002b). Las 
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diferencias intraespecíficas en Ne/N reportadas en este trabajo son consistentes con el 

grado aparentemente mayor de poliginia en Mar de Cobo.  

Las diferencias intraespecíficas en Ne/N potencialmente tienen profundas 

implicancias en los patrones de estructura genética y cambio evolutivo. Debido a que la 

diversidad genética debería declinar a una tasa de 1/(2Ne), las diferencias en Ne pueden 

resultar en niveles marcadamente distintos de variación genética dentro de poblaciones de 

la misma especie (Schwartz et al. 1998, Crandall et al. 1999).  En forma concordante, a 

medida que el Ne decrece, el grado en el cual una población es influida por procesos 

aleatorios como la deriva génica aumenta (Wright 1969). Como resultado, los procesos 

evolutivos que conducen al cambio genético en poblaciones caracterizadas por Nes 

pequeños podrían ser muy diferentes de los experimentados por co-específicos en 

poblaciones con tamaños efectivos mayores. Como este estudio sugiere, los parámetros 

demográficos como la proporción sexual y la varianza en el éxito reproductivo pueden ser 

determinantes importantes de las diferencias intraespecíficas en Ne/N. La variación 

intraespecífica en la proporción sexual y en el sistema de apareamiento es común entre 

los vertebrados (Emlen y Oring 1977, Foster and Endler 1999) y, por lo tanto, diferencias 

en el Ne mediadas por la demografía pueden constituir importantes determinantes de las 

tasas y patrones de cambio evolutivo en este grupo de animales. 

Diferencias entre estimadores de Ne.- Mientras que los estimadores de Nre pueden 

ser influidos por la proporción sexual adulta, el promedio de vida y la varianza en el éxito 

reproductivo (Nunney 1993), los estimadores de Nge no solo están afectados por estos 

parámetros sino también por factores como el tamaño del vecindario (“neighborhood 

size”, ver Sumner et al. 2001), grado de subdivisión poblacional y severidad en los 
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eventos históricos de reducción poblacional (Bouteiller y Perrin, 2002, Storz et al. 2002, 

Matocq 2004). Como resultado, las discrepancias entre N, Nre y Nge pueden brindar 

información importante con respecto a los determinantes de la estructura genética de 

poblaciones naturales de vertebrados. Para ambas poblaciones de estudio, los estimadores 

de Nge fueron sustancialmente mayores que los estimadores de Nre o N, lo que indica que 

el tamaño del vecindario, la subdivisión y los cuellos de botella históricos podrían ser 

componentes significativos de la estructura poblacional de C. talarum. Debido a que la 

magnitud de dichas diferencias varía entre las poblaciones de estudio, los análisis 

comparativos de Mar de Cobo y Necochea pueden proveer información sobre la 

importancia de los factores mencionados en la determinación del tamaño poblacional en 

esta especie.  

Las reducciones históricas en el tamaño poblacional pueden dar lugar a estimadores 

de Nge pequeños en comparación con los actuales tamaños censales (Storz et al. 2002). Se 

considera que los eventos históricos han contribuido significativamente en los patrones de 

variabilidad genética de varias especies de Ctenomys. Por ejemplo, reducciones históricas 

en el tamaño poblacional han estado implicadas en el mantenimiento del inusual 

polimorfismo de color del pelaje de C. rionegrensis (Wlasiuk et al. 2003), en los bajos 

niveles de variabilidad detectados en C. lami (El Jundi and Freitas 2004) y en la 

ocurrencia de marcadas diferencias interespecíficas en la variabilidad genética de C. haigi 

y C. sociabilis (Lacey 2001). Existe además evidencia directa de las consecuencias 

genéticas de la reducción en el tamaño poblacional, la cual fue provista por Gallardo y 

Köhler (1994) and Gallardo y col. (1995), quienes reportaron un marcado descenso en la 

variación genética de C. maulinus brunneus luego de una erupción volcánica en el sur de 
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Chile, que resultó en una reducción de un 91% en el tamaño poblacional de esta especie. 

En conjunto, estos estudios sugieren que los factores históricos pueden contribuir 

sustancialmente en los actuales estimadores de Ne en al menos algunas especies de 

Ctenomys. 

Los análisis realizados en este trabajo, sin embargo, no revelaron evidencia de 

recientes reducciones en el tamaño poblacional par alas poblaciones de C. talarum en 

Mar de Cobo y en Necochea. Aun más importante, los análisis no sugieren que dichas 

poblaciones hayan sido diferencialmente afectadas por eventos históricos. Aunque para 

Mar de Cobo se verificó un exceso de loci con heterocigosis mayores a las esperadas, los 

estimadores de M no difirieron significativamente entre ambas poblaciones y no se 

encontraron significativamente por debajo del valor límite indicador de un cuello de 

botella. Debido a que se espera que M recoja evidencia de reducciones históricas en el 

tamaño poblacional a través de períodos más prolongados que los análisis basados en 

frecuencias alélicas (Garza and Williamson 2001), este estadístico podría ser 

particularmente informativo respecto de las historias comparativas de las poblaciones de 

estudio. Entonces, aunque no se puede rechazar la posibilidad de que una o ambas de las 

poblaciones hayan estado sujetas a antiguas reducciones de su tamaño poblacional, 

análisis específicos con microsatélites (el mismo marcador empleado para estimar Nge) no 

sugieren que el mayor valor de Nge/N obtenido para Necochea se deba a diferencias ínter 

poblacionales en la severidad de un cuello de botella reciente. 

Las poblaciones locales que se encuentran subdivididas en múltiples unidades 

reproductivas pueden dar lugar a estimadores de Nge mayores que N (Sugg et al. 1996, 

Dobson et al. 1998, Dobson et al. 2004, Matocq 2004).  Como se desarrolló en el 
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Capítulo 1 de esta tesis, análisis previos de microsatélites han revelado que la estructura 

espacial genética es más pronunciada en Mar de Cobo que en Necochea, lo cual sugiere 

que, si la subestructura poblacional es uno de los determinantes principales del Ne en C. 

talarum, entonces el valor de Nge/N podría encontrarse sobreestimado con respecto al 

valor de Necochea. En este sentido, los estimadores de Nge/N para las poblaciones de 

estudio deberían ser más similares entre sí que los estimadores de Nre/N. Por el contrario,  

los análisis indican que los estimadores demográficos de Ne fueron más similares entre sí 

que los genéticos. Por lo tanto, mientras que la subdivisión poblacional puede haber 

conducido a valores aumentados de Nge en MC, este factor por sí solo no parece capaz de 

explicar la gran discrepancia entre los estimadores genéticos de Ne (versus los 

demográficos) y los tamaños censales de ambas poblaciones de estudio. 

Por último, el tamaño del vecindario y los movimientos inter-poblacionales pueden 

haber contribuido a que el Nge exceda al N. Si el tamaño del vecindario, definido como la 

extensión espacial de un demo (Sumner et al. 2001, Matocq 2004), excede el área de 

muestreo utilizada para determinar el tamaño censal, entonces el conjunto de individuos 

que contribuyen a la variabilidad genética en la población será mayor que aquel que se ha 

muestreado (Storz et al. 2002), lo que conduce potencialmente a estimadores de Ne 

mayores de lo esperado. Aunque los tamaños de vecindario para las poblaciones de 

estudio no son conocidos, los análisis genéticos indican que la subestructura poblacional 

es más pronunciada en Mar de Cobo (ver Capítulo 1), lo cual podría reflejar movimientos 

más limitados de los individuos y, por lo tanto, un tamaño de vecindario menor 

comparado con el de Necochea. Esta posible diferencia podría, a su vez, contribuir al 

tamaño relativamente menor de Nge obtenido para Mar de Cobo. Los estudios de 
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marcado-recaptura y de radiotelemetría realizados en Necochea y Mar de Cobo como 

parte de esta tesis, brindan información respecto de los patrones de dispersión y los 

tamaños de vecindario para estas poblaciones. Cuando estos análisis son combinados con 

caracterizaciones moleculares más extensivas de la historia poblacional de C. talarum, 

brindan información importante sobre los roles de factores demográficos actuales e 

históricos en la determinación del tamaño efectivo poblacional.  
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VARIACIÓN DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE 
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Variación del Complejo Principal de Histocompatibilidad (MHC) del tuco-tuco del talar (Ctenomys 

talarum): La influencia de la demografía sobre la selección. 

 

INTRODUCCION 

Comprender los factores que dan forma a la variación genética es uno de los objetivos 

fundamentales del campo de la biología evolutiva (Lewontin 1974, Gillespie 1991, Ford 

2002). Para loci no funcionales, es decir, selectivamente neutrales, se considera que el 

flujo génico y la deriva son las fuerzas principales que dan afectan los niveles de 

diferenciación genética (Hartl y Clark 1997, Avise 2004). Para aquellos loci que son 

funcionales, la selección también puede contribuir a dar forma a los patrones de 

variabilidad observados (Meyers y Bull 2002, Storz y Nachman 2003). En conjunto, los 

tres procesos pueden verse influidos por factores demográficos (Nunney y Elam 1994, 

Dobson et al. 2004, Penn y Potts 1999; revisado por Endler 1992, Avise 2004), 

sugiriendo que la estructura poblacional es un determinante crítico de la estructura 

genética. Mientras que numerosos estudios en vertebrados han examinado los patrones de 

diferenciación genética en loci presumiblemente neutros (Ej.,, Sugg et al. 1996, Gompper 

et al. 1998, Matocq et al. 2000, Storz et al. 2002; pero ver Nachman et al. 1996), es 

considerablemente menor la cantidad de datos disponibles sobre loci que se encuentran 

sujetos a selección positiva (Storz y Nachman 2003). Como resultado, las relaciones entre 

demografía, selección diversificadora y estructura genética permanecen relativamente 

poco exploradas en poblaciones naturales de vertebrados (Meyers y Bull 2002). 

El complejo principal de histocompatibilidad (MHC son sus siglas en inglés) consiste 

en un grupo de genes cercanamente ligados y constituye el componente genético más 
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importante del sistema inmunitario de mamíferos (Klein 1986). El MHC codifica para 

glicoproteínas de la superficie celular que se unen a antígenos derivados de patógenos o 

parásitos y los presentan a los linfocitos T, los cuales disparan la respuesta inmune 

correspondiente. Se pueden distinguir dos grandes grupos de genes de MHC: 

 Los genes de la clase I juegan un rol esencial en la defensa inmune frente a 

patógenos intracelulares, por medio de la unión a péptidos que derivan 

principalmente de proteínas virales y de células cancerosas infectadas. Estos 

genes se expresan en la superficie de todas las células somáticas nucleadas 

(Sommer 2005). 

 Por el contrario, los genes de la clase II se encuentran involucrados 

predominantemente en el monitoreo del ambiente extracelular, mediante la 

presentación a las células T de péptidos principalmente provenientes de 

parásitos (ej., bacterias, nematodes, cestodes, Klein y Horejsi 1997; Dengjel 

et al. 2005). Estos genes se expresan fundamentalmente en la superficie de las 

células presentadoras de antígenos pertenecientes al sistema inmune, como 

las células B y los macrófagos. 

Los genes del MHC proveen un sistema ideal para examinar el impacto de la 

demografía sobre selección y variación genética. Además de estar sujetos a selección 

balanceadora (Klein et al. 1993, Takahata et al. 1992; pero ver Satta et al. 1994), estos 

loci se encuentran relativamente bien estudiados en cuanto a su rol en la respuesta 

inmune de vertebrados (Apanius et al. 1997, Edwards y Hedrick 1998, Patterson et al. 

1998). Se postula que las principales fuerzas selectivas que afectan a estos genes son la 

exposición a patógenos y la depresión por endogamia (Hughes et al. 1994, Penn y Potts 
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1999, Bernatchez y Landry 2003). Por un lado, la variabilidad de las moléculas de MHC 

se encuentra correlacionada con la diversidad de receptores de linfocitos T, lo cual a su 

vez determina la resistencia de un organismo a enfermedades y parásitos, y en 

consecuencia puede influir sobre la probabilidad de supervivencia a largo plazo de una 

población (Paterson et al. 1998; Hedrick et al. 2001a, 2001b; Langefors et al. 2001). Por 

otro lado, los genes del MHC constituyen regiones hipervariables que podrían funcionar 

como marcadores de parentesco, disminuyendo de esta manera las probabilidades de 

apareamientos entre parientes cercanos (Potts y Wakeland 1993; Brown y Eklund 1994). 

Se espera que la exposición a patógenos se incremente con el aumento de la densidad 

poblacional del hospedador, particularmente para aquellos patógenos que son 

transmitidos directamente entre hospedadores (Anderson y May 1979, Coté y Poulin 

1995, Arneberg 2002). Como ya se discutió en el primer capítulo de esta tesis, el nivel de 

parentesco entre potenciales parejas reproductivas es influido fundamentalmente por la 

distribución espacial de los individuos relacionados (Emlen 1991, Solomon 2003, Matocq 

y Lacey 2004) y, de acuerdo a ello, la probabilidad de endogamia debería incrementarse a 

medida que el grado de estructura genética dentro de la población aumenta (Keane 1990, 

Koenig et al. 1996). Dadas las relaciones expuestas, la intensidad de selección y la 

diversidad en genes del MHC deberían variar con la demografía. 

Mientras que numerosos estudios han examinado la variación en el complejo de MHC 

en poblaciones que han sufrido cambios históricos pronunciados (ej., cuellos de botella 

severos) debidos a factores antropogénicos (ej. Hoelzel et al., 1999, Hedrick et al. 1999, 

2000, van der Walt et al. 2001, van Den Bussche et al. 2002, Lukas et al. 2004, Weber et 

al. 2004), pocos trabajos han explorado los efectos de la demografía sobre la variabilidad 
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del MHC en poblaciones que no han experimentado dichos eventos. Entre los estudios, 

que han examinado la variación del MHC en poblaciones no sujetas a disturbio humano, 

análisis recientes en tuco-tucos (Rodentia: Ctenomyidae) y en ratas topo africanas 

(Rodentia: Batiergidae) sugieren que la estructura social es un importante correlato de la 

selección que actúa sobre los loci de este complejo (Hambuch y Lacey 2002, Kundu y 

Faulkes 2003). La densidad poblacional y el grado de filopatría son componentes 

fundamentales de la estructura social (Travis et al. 1995, Maher y Lott 2000, Solomon 

2003) y, por lo tanto, las comparaciones interespecíficas mencionadas proveen 

interesantes sistemas para evaluar los efectos de la demografía sobre la variación del 

MHC. Sin embargo, idealmente, los esfuerzos por comprender el impacto de la densidad 

y del grado de filopatría en genes del MHC deberían explotar diferencias intraespecíficas 

en dichos parámetros, evitando de esta manera, los efectos de otras diferencias 

interespecíficas, relacionadas con aspectos del comportamiento, de la estructura 

poblacional y de patrones asociados de endogamia y exposición a patógenos. 

En los dos primeros capítulos de esta tesis, se examinaron las relaciones entre 

demografía, variabilidad genética neutral y estructura genética en dos poblaciones del 

roedor subterráneo Ctenomys talarum. Este capítulo da inicio a la segunda sección de esta 

tesis, donde se indaga sobre la interacción entre factores demográficos, estructura 

genética, los patrones de evolución de y la intensidad de selección sobre los loci de 

MHC. Específicamente, en este tercer capítulo, se comparan los patrones de variabilidad 

genética en las dos poblaciones de estudio de Ctenomys talarum, empleadas para los 

análisis de los capítulos 1 y 2, con el fin de explorar los efectos de la demografía sobre la 

selección que opera sobre la variabilidad del MHC. Como ya fuera mencionado, las 
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poblaciones de Mar de Cobo difieren significativamente en su densidad poblacional y, 

como fuera detallado en el primer capítulo de esta tesis, en el grado de estructuración 

espacial del parentesco genético, lo cual provee una oportunidad ideal para comprender 

las relaciones entre estas variables, selección y estructura genética en loci del MHC. En 

particular, se pondrá a prueba la predicción de que la mayor densidad y el mayor nivel de 

endogamia verificados en la población de Mar de Cobo se encuentran asociados con una 

más alta variabilidad y mayor intensidad de selección en dos loci de MHC. Debido a que 

la variación en loci de MHC es influida por procesos que determinan también la 

variabilidad de la totalidad de genoma (ej., cuellos de botella: Seddon y Baverstock 1999; 

tamaños efectivos poblacionales pequeños: Seddon y Ellegren 2001, Miller y Lambert 

2004), se emplearon análisis de marcadores de microsatélites, no funcionales, para 

evaluar el rol de procesos selectivamente neutrales (ej., deriva génica) en la 

determinación de los patrones de polimorfismo de MHC observados en las poblaciones 

de estudio. Las comparaciones realizadas entre los niveles de variabilidad de regiones de 

microsatélites y de intrones presumiblemente neutrales con los de exones de dos loci de 

Clase II (DRB y DQA) revelaron diferencias entre las poblaciones que sugieren que la 

demografía es un determinante importante de las presiones selectivas que dan forma a la 

variación de MHC en poblaciones naturales de vertebrados.  
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METODOS 

Poblaciones de estudio.- Una detallada descripción de las características ambientales 

y demográficas de las poblaciones de estudio en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC) ya 

fue presentada en el capítulo 1. En la Tabla 1, se resumen las características demográficas 

y de estructura genética neutral que difieren entre MC y NC. Probablemente más 

relevante para los análisis de variación del MHC, la densidad y la estructuración del 

parentesco genético también difieren entre las poblaciones. La recolección de datos a 

través de 18 años de estudio (Busch et al. 1989, Malizia et al. 1991, 1995, Cutrera y 

Zenuto, datos no publicados) indica que MC presenta una mayor densidad (t de Student, 

g.l. = 8, t = 13,62; P < 0,001) que NC. Al mismo tiempo, la dispersión juvenil se 

encuentra más desviada hacia los machos en MC, conduciendo a un mayor grado de 

estructuración del parentesco genético y mayor endogamia aparente en esta población 

comparada con NC, como ya fue detallado en el primer capítulo de esta tesis.  

Recolección de muestras.- Se obtuvo el genotipo de treinta adultos  por población, los 

cuales fueron capturados vivos en MC y NC entre agosto y noviembre de 2002, siguiendo 

el protocolo detallado en el capítulo 1. Como ya fue mencionado en los capítulos 

anteriores, C. talarum es solitario, lo cual significa que los adultos no comparten sistemas 

de cuevas (Busch et al. 1989). Como resultado, las relaciones de paternidad y de 

parentesco son difíciles de determinar sin el uso de datos moleculares (ver Capítulo 1). 

En consecuencia, se recolectaron muestras de tejido de múltiples clusters de cuevas 

distribuidos en áreas de 1-2 ha para evitar que la evaluación de los patrones de 

variabilidad de MHC a nivel poblacional pudieran estar basados en análisis realizados 

sobre un subgrupo de individuos cercanamente emparentados. 
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Análisis genéticos: loci de MHC.- Se estudió la variabilidad de dos loci de MHC 

Clase II. Se seleccionaron para dicho análisis el exón 2 del locus DRB y el exón 2 del 

locus DQA debido a que se conoce que estas secuencias contienen las regiones de unión 

a péptidos (“peptide binding region”, PBR) de las moléculas de MHC asociadas, y que 

constituyen las porciones de estos genes que están sujetas típicamente a mayores niveles 

de selección balanceadora (Brown et al. 1993, Hughes y Hughes 1995). Se extrajo ADN 

de alto peso molecular de todas las muestras de tejido colectadas empleando el protocolo 

descripto en el capítulo 1. Para DRB, un fragmento de 273 pares de bases del exón 2 fue 

amplificado utilizando los primers GH46 y GH50 (Scharf et al. 1988). Para DQA, un 

fragmento de aproximadamente 600 pares de bases que contiene el exón 2 (177 pares de 

bases), el intrón 2 (309 pares de bases) y una porción del exón 3 fue amplificado 

utilizando los primers DQA1 y DQA2 (Slade et al. 1993, 1994). Las mezclas de PCR 

para ambos loci fueron preparadas de acuerdo a Sommer et al. (2002). Las condiciones de 

reacción para todas las amplificaciones consistieron en un paso de desnaturalización 

inicial de 5 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos de desnaturalización por 1 min a 94 °C, 

alineado del primer (annealing) por 1 min a 57 °C y extensión por 1 min a 72 °C, con una 

extensión final de 10 min a 72 °C. 

Los fragmentos de MHC amplificados fueron clonados y secuenciados para 

caracterizar la variación alélica de los genes DRB y DQA. El clonado se realizó 

utilizando el kit de clonado TA con células competentes Inv α-F (Invitrogen, Inc.). Para 

verificar que los productos de clonado se ajustaban al tamaño de inserto esperado, el 

ADN de colonias bacterianas positivas (de color blanco) fue amplificada por PCR 

utilizando los primers T7 y M13 reverso específicos para el vector de clonado TA. Cada 
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reacción de 10 ul consistió en 4,8 ul de agua doblemente destilada, 1 ul de buffer 

Thermopilic DNA Poly 10 X buffer (Promega ®), 0,3 ul de dNTP 10 mM cada uno, 0,9 

ul de solución de MgCl2 25 mM y 1,5 ul de solución de cada primer 10 uM. Los 

templados de ADN para cada reacción fueron obtenidos tocando el borde de una colonia 

blanca con un palillo de madera autoclavado, luego introduciendo dicho palillo en la 

mezcla de PCR y revolviendo los contenidos de la reacción. La misma se sometió a 10 

min iniciales a 100 °C para desnaturalizar el templado y el vector de ADN. Una segunda 

mezcla de PCR que consistía en 4,35 ul de agua doblemente destilada, 0,5 ul de 

Thermophilic DNA Poly 10x buffer (Promega ®) y 0,15 ul de polimerasa Taq (Promega 

®) fue preparada y agregada a cada reacción. Las condiciones de PCR consistieron en 

una desnaturalización inicial de 4,5 min a 94 °C, seguido de 30 ciclos de 30 seg de 

desnaturalización a 94 °C, alineado del primer por 30 seg a 57 °C y una extensión por 30 

seg  a 72 °C, con una extensión final a 72 °C por 2 min.  

Los productos de amplificación que contenían insertos del tamaño correcto fueron 

utilizados como templado para la adición de dNTPs fluorescentes empleando el kit de 

secuenciación Big Dye ® Terminator versión 3.1 (Applied Biosystems, Inc.). Luego de 

esta reacción, los productos dicha reacción fueron corridos en un secuenciador 

automático ABI 3730. Se secuenciaron 5-6 clones positivos por individuo; este número 

de productos de clonado fue suficiente para determinar el genotipo de cada animal y para 

evitar errores de lectura o secuencias recombinantes generadas durante las 

amplificaciones de PCR (Bradley y Hillis 1997). Cada alelo nuevo detectado fue 

secuenciado en ambas direcciones para confirmar pares de bases diagnósticos.  Las 

secuencias que diferían sólo en una sustitución única fueron consideradas alelos distintos 
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si cada variante ocurría en (1) múltiples individuos y/o (2) múltiples productos de 

clonado por individuo (obtenidos de al menos dos reacciones de PCR diferentes y dos 

rondas de clonado distintas).  

Análisis de microsatélites.- Los análisis de microsatélites fueron idénticos a aquellos 

descriptos en los capítulos 1 y 2.  

Análisis de los datos.- Los tamaños muestrales típicos empleados en varios estudios 

de vertebrados en condiciones naturales hacen difícil la detección de la selección 

(Hedrick et al. 2000). Consecuentemente, se emplearon tests a nivel molecular y 

poblacional para detectar desvíos de la neutralidad de los exones de los loci DRB y DQA. 

Mientras que los procesos de flujo génico y de deriva deberían afectar todos los loci, se 

espera que la selección influya solo sobre una porción del genoma (Nielsen 2001). Como 

resultado, las comparaciones de variabilidad entre loci neutrales y de MHC pueden ser 

utilizadas para distinguir selección de otras fuentes de diversificación genética (Garrigan 

y Hedrick 2003). Para proveer información sobre la variación neutral a nivel poblacional, 

se utilizaron datos de los 8 loci de microsatélites empleados en el capítulo 2 para calcular 

la heterocigosis media observada en estos marcadores. En forma similar, se examinó la 

variabilidad del intrón 2 de DQA presumiblemente neutral como parte de los análisis a 

nivel poblacional de estructura genética (ver más adelante). 

Tests de selección basados en frecuencias alélicas.- Para detectar evidencia de 

selección actual sobre loci de MHC (Garrigan y Hedrick 2003), se usaron tests de Hardy-

Weinberg para determinar si los niveles de heterocigosis observada para DRB (exón 2) y 

DQA (exón 2 e intrón 2) excedían significativamente aquellos esperados, basados en las 

frecuencias alélicas de cada población. Para detectar evidencia de selección a lo largo de 
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periodos más prolongados, se realizaron tests de Ewens-Watterson (Ewens 1972, 

Watterson 1978, Garrigan y Hedrick 2003). Ambos tests, además de los análisis de 

desequilibrio por ligamiento, fueron realizados empleando el ARLEQUIN 2000 

(Schneider et al. 2000). Como un acercamiento alternativo para explorar la evidencia de 

selección a nivel poblacional, se calcularon los D de Tajima para cada una de las 

poblaciones de estudio utilizando el DNAsp 4.0 (Rozas et al. 2003). Este estadístico 

emplea la diferencia normalizada entre θ (estimada a partir del número de sitios que 

segregan, S) y el número promedio de pares de bases distintas en comparaciones de a 

pares entre secuencias (K) para determinar si las frecuencias intermedias de alelos se 

encuentran sobre-representadas, como se esperaría bajo selección balanceadora (Tajima 

1989). Aunque cada uno de los tests puede arrojar resultados significativos debido a otros 

factores no relacionados con la selección, desvíos consistentes de la neutralidad en 

múltiples tests provee información convincente de la acción de la selección sobre los loci 

DRB y DQA.  

Tests de selección basados en composición nucleotídica de los alelos.- Para detectar 

evidencia de selección, también se emplearon los cálculos de las tasas de sustituciones no 

sinónimas (dN) a sinónimas (dS) de acuerdo a Nei y Gojobori (1996) para DRB (exón 2) y 

DQA (exón 2) empleando el DNAsp 4.0 (Rozas et al. 2003). Debido a que se espera que 

las secuencias neutrales acumulen ambos tipos de sustituciones a tasas similares, un 

exceso de cambios no sinónimos (dN/dS > 1.0) se considera como indicador de selección 

positiva (Hughes y Nei 1989). De acuerdo a ello, para ambos exones examinados, se 

espera encontrar un exceso de cambios no sinónimos. La significancia de los desvíos de 
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la condición de neutralidad para las proporciones dN/dS fue evaluada utilizando MEGA 

2.1 (Kumar et al. 2001).  

Debido a que el algoritmo de Nei y Gojobori (1986) estima dN/dS empleando el set 

entero de codones secuenciados, las proporciones resultantes pueden incluir codones que 

estén sujetos s diferentes formas de selección (ej., balanceadora vs. purificadora). Por lo 

tanto, se empleó el método de máxima verosimilitud de Goldman y Yang (1994) para 

evaluar la existencia de proporciones dN/dS variables entre codones de la misma 

secuencia. Este procedimiento está basado sobre un modelo explícito de sustitución de 

codones que considera tanto la proporción transición/transversión observada (K) y la 

distribución observada de pares de bases en cada posición del codón al estimar ω, el cual 

es equivalente al dN/dS (Goldman y Yang 1994). Los estimadores de ω fueron generados 

siguiendo el protocolo de Yang et al. (2000). Para cada comparación de a pares de alelos 

(todos los alelos del mismo locus y de la misma población), el test de proporción de 

verosimilitud fue empleado para determinar si el valor de ω calculado difería 

significativamente de 1.0 (el valor esperado de ω bajo condiciones de neutralidad; Yang 

et al. 2000). 

Para identificar los codones sujetos a selección positiva (ω > 1.0) y para determinar si 

la selección varía entre codones de la misma secuencia, los valores observados de ω 

fueron comparados con cuatro modelos de distribución para el estimador utilizando la 

subrutina CODEML del PAML (Yang 1997). Las cuatro distribuciones examinadas 

fueron M0 (una proporción única), la cual asume que los codones son conservados (ω = 

0) o neutrales (ω = 1.0), M2 (selección), la cual incorpora una tercera clase de codones 

con valores no restringidos de ω (ej., ω > 1.0) y M3 (discreto), la cual estima la 
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proporción de codones en cada clase (conservados, neutrales, no restringidos) a partir de 

los datos. Los tests de verosimilitud fueron utilizados para comparar M0 y M3, así como 

para comparar valores de M1 y M2. De acuerdo a Yang et al. (2000), los valores de M2 y 

M3 indicadores de codones con ω > 1, pueden ser interpretados como evidencia de 

selección positiva. En forma concordante, las comparaciones de M0 y M3 pueden ser 

usadas para detectar la presencia  de valores variables de ω entre codones de la misma 

secuencia. Una vez que los estimadores de los parámetros de los modelos de máxima 

verosimilitud fueron obtenidos, las probabilidades bayesianas posteriores fueron 

calculadas para evaluar si ciertos codones específicos eran conservados, neutrales o 

sujetos a selección positiva (Nielsen y Yang 1998). 

Estimación de la intensidad de selección.- La intensidad de selección sobre cada exón 

fue estimada de acuerdo al método de Satta et al. (1994), el cual emplea la evidencia a 

nivel molecular (dN/dS) de los desvíos de la neutralidad. Para incorporar potenciales 

diferencias en la estructura genética neutral entre poblaciones de estudio, los estimadores 

de s fueron divididos por 2Ne (Satta et al. 1994); los estimadores del tamaño efectivo 

poblacional de MC y NC se basan en los análisis de microsatélites realizados en las 

poblaciones de estudio, tal como fueron detallados en el capítulo 2. 
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RESULTADOS 

Todas las muestras dieron lugar a una única banda bien resuelta cuando fueron 

amplificadas empleando los primers para DRB y DQA. Luego del clonado, no se 

detectaron más de dos secuencias por individuo en ninguno de los loci, sugiriendo que 

sólo una copia del gen fue amplificada. Las comparaciones de las secuencias de MHC 

con aquellas publicadas en Genbank revelaron más del 80 % de identidad entre DRB y 

DQA de C. talarum y el de otros taxa de mamíferos. No se detectaron inserciones ni 

deleciones entre las secuencias obtenidas y, cuando éstas fueron traducidas a secuencias 

proteicas, no se detectaron codones de stop en ninguno de los exones estudiados de C. 

talarum. En conjunto, estos resultados sugieren que los datos obtenidos en este estudio no 

fueron afectados por la presencia de pseudogenes. 

Niveles de variabilidad en DRB y DQA.- En general, la variabilidad de los dos exones 

de MHC examinados tendió a ser mayor en Mar de Cobo que en Necochea (Fig. 1). Un 

total de 16 variantes alélicas fue detectado en el exón 2 del locus DRB, de las cuales tres 

fueron compartidas entre las poblaciones de estudio (Tabla 2). El número de alelos, la 

heterocigosis observada y la diversidad nucleotídica y haplotípica fueron mayores en MC 

(Tabla 3). Un total de 4 variantes alélicas fue detectado en el exón 2 del locus DQA, tres 

de las cuales fueron compartidas  entre las poblaciones de estudio; sólo la población de 

MC contuvo una variante alélica de DQA específica (Tabla 2). Mientras que el número 

de alelos, heterocigosis observada y diversidad haplotípica fueron mayores para MC, la 

diversidad nucleotídica de DQA fue mayor para Necochea (Tabla 3).  

Comparaciones con marcadores neutrales.- En contraste con los resultados obtenidos 

para los exones de MHC, la variabilidad del intrón 2 del locus DQA tendió a ser mayor  
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FIGURA 1.- Comparación de la variación de microsatélites y de MHC en poblaciones de C. talarum de Mar de Cobo (MC) y 

Necochea (NC), Argentina. Se examinaron 30 adultos por población. Se presentan los datos de heterocigosis observada (Ho) en 8 loci 

de microsatélites, como así también los datos observados en heterocigosis de los exones 2 de DRB y DQA y del intrón 2 del locus 

DQA.  
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Tabla 1.- Resumen de las diferencias demográficas principales entre las poblaciones de Ctenomys talarum en Mar de Cobo y 

Necochea, Provincia de Buenos Aires, Argentina.  

 

 
                            Densidad           Proporción     Patrones de      Parentesco entre       Fis 
       Población  (# adultos/ha ± SD)*,1,2,3   sexual1,4        dispersión      potenciales  parejas**,5  
 
 

    MC 57 ± 6                    3:1            juveniles,                        0.15 †                    0.106 † 
                                                                                      mayoria machos 
      

    NC 15 ± 4                    1:1            juveniles,                        0.06        0.012 
                                                ambos sexos     

 
 
 

* n = 5 años 

**  medido como el coeficiente de parentesco (r) entre potenciales parejas reproductivas, determinado a partir del análisis de 12 

loci de microsatélites (ver capitulo 1). 

† desvío significativo del valor esperado (ver capítulo 1).   

1Busch et al. 1989, 2 Malizia et al. 1995, 3 Zenuto unpubl. data, 4 Malizia et al. 1997, 5 Cutrera et al. 2005.  
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para NC (Fig.1). Un total de 4 variantes alélicas fue detectado para esta porción del gen 

de DQA, las cuales fueron compartidas entre las poblaciones de estudio (Tabla 2). 

Aunque el número de alelos detectados fue el mismo para MC y NC, la heterocigosis 

observada y la diversidad haplotípica y nucleotídica fue mayor para NC (Tabla 3). Estos 

resultados son consistentes con análisis de la variación de microsatélites en las 

poblaciones de estudio (Fig.1), lo cual indica una tendencia significativa hacia una mayor 

cantidad de alelos por locus en NC (ver capítulo 2). Como ya fue detallado en el capítulo 

2, la heterocigosis de regiones de microsatélites fue generalmente mayor para NC, 

aunque esta tendencia no resultó significativa (ver capítulo 2). Así, tanto los datos de 

microsatélites como los del intrón 2 del locus DQA sugieren que, en contraste con los 

patrones de variación de los exones de MHC examinados, la variación genética neutral 

tendió a ser mayor que NC (Fig. 1).  

Evidencia de selección.- La evidencia de selección obtenida a partir de tests basados en 

frecuencias alélicas difirió entre loci pero no entre las poblaciones de estudio. Para el 

exón 2 del locus DRB, las frecuencias genotípicas no se desviaron significativamente de 

lo esperado bajo condiciones de equilibrio Hardy-Weinberg en ninguna de las 

poblaciones de estudio (MC: n = 30, p = 0,356; NC: n =30, p = 0,950). En forma similar, 

los tests de Ewens-Watterson no revelaron desvíos significativos de los valores esperados 

para MC (F = 0,205, Watterson P = 0,796, Slatkin’s Exact P = 0,951) o NC (F = 0,409, 

Watterson P = 0,637, Slatkin’s Exact P = 0,866). Los estimadores del D de Tajima 

resultaron positivos para ambas poblaciones (MC: D = 1,20; NC: D = 0,615), sugiriendo 

un exceso de alelos con frecuencias intermedias, aunque ninguno de dichos estimadores 
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fue significativamente distinto de aquellos esperados bajo condiciones de neutralidad 

(ambos 
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Tabla 2.- Frecuencias alélicas para los loci de MHC clase II DRB y DQA (exón 2),y el intrón 2 de DQA. Los estimadores se basan en 

una muestra de 30 adultos de Ctenomys talarum por población para cada población de estudio en Mar de Cobo (MC) y Necochea 

(NC), Argentina.  El nombre de los alelos y cada uno de sus números de acceso en el Genbank son detallados. 

       
          
     Frecuencia en la población 
    
    
Locus   Alelo  MC NC Número de acceso 
     
     
DRB exón 2  
 
 DRBCta0101  -- 0.017 DQ380445 

 DRBCta0102 0.050 0.450 DQ380431 (MC), DQ380444 (NC) 

 DRBCta0103 0.220 0.450 DQ380432 (MC), DQ380446 (NC) 

 DRBCta0104  -- 0.050 DQ380447 

 DRBCta0105  -- 0.017 DQ380448 

 DRBCta0106 0.017 0.017 DQ380433 (MC), DQ380449 (NC) 

 DRBCta0107 0.080  -- DQ380434 

 DRBCta0108 0.017  -- DQ380435      
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     Frecuencia en la población 
    
    
Locus   Alelo  MC NC Número de acceso 
     
     
 
    
     

 DRBCta0109 0.120  -- DQ380436 

 DRBCta0110 0.400  -- DQ380437 

 DRBCta0111 0.017  -- DQ380438 

 DRBCta0112 0.017  -- DQ380439 

 DRBCta0113 0.017  -- DQ380440 

 DRBCta0114 0.017  -- DQ380441 

 DRBCta0115 0.017  -- DQ380442 

 DRBCta0116 0.017  -- DQ380443 
 

 
DQA exón 2  
 DQACta0101 0.280 0.360 DQ380450 (MC), DQ380454 (NC) 

 DQACta0102 0.280 0.460 DQ380451 (MC), DQ380455 (NC) 

 DQACta0103 0.340 0.180 DQ380452 (MC), DQ380456 (NC) 

 DQACta0104 0.100   -- DQ380453 
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 Frecuencia en la población 
 
    
Locus   Alelo  MC NC Número de acceso 
     
     
DQA intrón 2 

 

 DQACta0105 0.910 0.160 DQ380457 (MC), DQ380461 (NC) 

 DQACta0106 0.030 0.770 DQ380458 (MC), DQ380462 (NC) 

 DQACta0107 0.030 0.040 DQ380459 (MC), DQ380463 (NC) 

 DQACta0108 0.030 0.040 DQ380460 (MC), DQ380464 (NC) 
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Tabla 3.-  Diversidad de MHC en poblaciones de C. talarum en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC), Argentina.  Se presentan los 

datos de número de alelos, heterocigosis observada (Ho), promedio de diferencias nucleotídicas de a pares (k), diversidad nucleotídica 

(Pi) y diversidad haplotípica (Hd) para los exones 2 of DRB y DQA y el intrón 2 de DQA.  Las muestras consistieron en 30 adultos 

por población de C. talarum.  Los asteriscos denotan las heterocigosis que se apartaron significativamente de lo esperado bajo 

condiciones de equilibrio Hardy-Weinberg. 

 
  
Locus  Población # alelos Ho He      # de sitios                k               Pi  Hd 
            polimórficos   (± SD)          (± SD) 
 
 
DRB             MC     13  0.80 0.81       13                  4.28 0.011  0.765 
(exon 2)           (0.001)           (0.037) 
 
 
                    NC       6  0.63 0.60        8                  3.53 0.008  0.605 
                         (0.001)            (0.037)  
 
 
 
DQA      MC               4  0.745* 0.60        3                  1.35 0.008  0.730 
(exon 2)                                (0.001)            (0.018) 
 
 
      NC                   3  0.649* 0.583        3                  1.45 0.008  0.640 
                      (0.001)           (0.027)  
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 Locus  Población # alelos Ho       He       # de sitios                  k               Pi  Hd 
              polimórficos            (± SD)          (± SD) 
 
 
DQA             MC         4  0.188 0.207        4                   0.31  0.001  0.181 
(intron 2)                      (0.001)            (0.090) 
 
 
                    NC         4  0.383 0.389        4                   0.70           0.010  0.406 
                       (0.001)             (0.101)  
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p > 0,1). En resumen, los análisis a nivel poblacional no revelaron evidencia significativa 

de selección  sobre el locus DRB.  

Por el contrario, los tests de Hardy-Weinberg revelaron que los niveles de 

heterocigosis observados en el exón 2 del locus DQA fueron significativamente mayores 

que lo esperado bajo equilibrio Hardy-Weinberg en las dos poblaciones (ambos n = 30, 

ambos p < 0,0001). En forma similar, los tests de Ewens- Watterson indicaron desvíos 

significativos de las condiciones de neutralidad en el exón DQA en ambas poblaciones de 

estudio (MC: F = 0,28, Watterson P = 0,011, Slatkin’s Exact P = 0,015; NC: F = 0,36, 

Watterson P = 0,029, Slatkin’s Exact P = 0,031). Los estimadores del D de Tajima fueron 

positivos y significativamente mayores que 0 en ambas poblaciones de estudio (MC: D = 

2,204; NC: D = 2,48, MC y NC p < 0,05), indicando un exceso de alelos en frecuencias 

intermedias relativo a lo esperado bajo neutralidad. En conjunto, estos análisis sugieren 

que, al contrario de DRB, existe evidencia de selección sobre el exón 2 del locus DQA. 

Como se esperaba, los análisis realizados sobre el intrón 2 del locus DQA no 

revelaron evidencia de selección. Por un lado, los niveles de heterocigosis observados no 

se desviaron significativamente de lo esperado bajo equilibrio Hardy-Weinberg en 

ninguna de las poblaciones (MC: p = 1,00; NC: P = 0,271). Por otro lado, los tests de 

Ewens-Watterson no revelaron desvíos significativos de las condiciones de neutralidad 

(MC: F = 0,82, Watterson P = 0,92, Slatkin’s Exact P = 0,88, NC: F = 0,62, Watterson P 

= 0,92, Slatkin’s Exact P = 0,88; NC: F = 0,62, Watterson P = 0,73, Slatkin’s Exact P = 

0,61). Contrario a nuestros análisis de los exones de MHC, los estimadores del D de 

Tajima para el intrón 2 de DQA fueron negativos, aunque estos valores no difirieron 

significativamente de 0 en ninguna de las poblaciones de estudio (MC: D = -1,74, P > 
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0,05; NC: D = -0,185, P > 0,05). Por lo tanto, la variabilidad en el intrón 2 fue consistente 

con la presunta neutralidad de esta porción del locus DQA. 

Para ambos exones examinados, la evidencia de selección obtenida a partir de tests 

basados en la composición nucleotídica de los alelos fue consistentemente mayor para 

MC. Para DRB, el exón de 273 pb se tradujo en 91 aminoácidos, incluyendo 16 sitios 

posibles de unión a péptidos extraños y presentación de los mismos (Brown et al. 1993). 

En MC, 5 (50%) de los 10 residuos aminoacídicos variables se encontraban localizados 

dentro del PBR; los residuos restantes se encontraban localizados en forma 

inmediatamente adyacente al PBR. Los valores de dN/dS fueron calculados para el exón 

completo, así como también para las subregiones del PBR, la hélice α y la lámina β de 

dicho exón. En todos los casos, los valores de dN/dS para MC fueron mayores que para 

NC (Tabla 4). Sólo la hélice α de Mar de Cobo, sin embargo, presentó desvíos 

significativos de lo esperado por neutralidad (Tabla 4). Los tests de verosimilitud de las 

proporciones no revelaron diferencias significativas en el ajuste de los modelos M0 y M3 

para NC; aunque el M3 presentó un mayor ajuste para MC, la diferencia entre los 

modelos tampoco resultó significativa (Tabla 5), lo cual arrojó evidencia negativa de que 

los estimadores de ω diferían entre los codones de la misma secuencia. Los análisis de los 

modelos M2 y M3 sugirieron la presencia de dos codones positivamente seleccionados en 

MC (codones 46 y 63, ambos p < 0,05), pero no se detectaron codones seleccionados 

positivamente entre las secuencias de NC (Tabla 5).  

Para DQA, el exón de 177 pb se tradujo en una secuencia de 59 aminoácidos. En 

ambas poblaciones de estudio, el único residuo variable se encontró en la región que se 

considera asociada con la unión a péptidos extraños (ver Brown et al. 1988). La  
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Tabla 4.- Estimadores de la proporción tasas de sustituciones no sinónimas (dN) a 

sinónimas (dS) en dos loci de MHC Clase II. Los datos fueron obtenidos de las muestras 

colectadas de C. talarum en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC), Argentina.  Treinta 

adultos por población fueron muestreados.  N es el número de codones examinados para 

cada exón.  Los valores de P provienen de los tests de z que comparan los dN/dS 

observados con una proporción de 1.0, el valor esperado bajo neutralidad.  Los datos en  

(A) provienen del exón 2  del locus DRB.  Los valores de dN/dS fueron calculados para el 

fragmento entero de 273 pb secuenciado, así como también para las subregiones de dicho 

exon (Brown et al. 1988, 1993) indicadas mas abajo.  Los datos en (B) son para el exón 

del locus DQA. Los valores de dN/dS fueron calculados para el fragmento entero de 177 

pb secuenciado. 

 

A.  DRB (exón 2)     

 
   
 Porción    
Población del exón N dN/dS  P 
 
 
 
MC todo 91 1.68 ns 
  
 Lamina β 56 0.72 ns 
  
 Helice α1 25   ∞  0.04 
  
 PBR 16 1.00 ns 
 
 
 
NC todo 91 0.50 ns 
  
 Lamina β 56 0.47 ns 
  
 Helice α2 25 0.00  -- 
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 PBR2 16  --  -- 
 
 
 

B.  DQA (exón 2) 

 
   
 Porción    

Población del exón N dN/dS  P 
 
 
 

MC all 59 0.64 ns 
  
   

NC all 59 0.54 ns 
 
 
  
1 Sólo sustituciones no sinónimas fueron detectadas en esta subregión. 

2 No se detectaron sustituciones en esta subregión. 
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Tabla 5.- Resultados de los tests de verosimilitud que comparan diferentes modelos de tasas de sustitución de codones de loci de 

MHC en C. talarum..  Los datos fueron obtenidos de poblaciones de C. talarum en Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC), Argentina (n 

= 30 adultos por población).  Los modelos de sustitución de codones examinados fueron M0 (modelo de proporción única), M1 

(modelo neutral), M2 (modelo de selección) y M3 (modelo discreto); los tests de a pares de modelos fueron realizados de acuerdo a 

Yang et al. (2000).  Para cada comparación, se presenta el estadístico de verosimilitud de la proporción (2∆l), como también los 

valores de P de los tests de Chi- cuadrado realizados de acuerdo a Yang et al. (2000).       

 

 Población     
  MC       NC 
       

 
   Modelos 2∆l g.l. Pχ2  2∆l g.l. Pχ2  
Locus comparados 
 
DRB (exón 2) M0 vs. M3 3.88  4 n.s. 0.23 4 n.s. 

 M1 vs. M2 4.70  2 n.s. 0.24 2 n.s. 

 

DQA (exón 2) M0 vs. M3 0.00  4 n.s.           0.00          4          n.s. 

 M1 vs. M2 0.00  2          n.s.               0.00          2                   n.s.  
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Tabla 6. Intensidades de selección estimadas en dos loci clase II de MHC.  Los datos 

provienen de poblaciones de C. talarum en  Mar de Cobo (MC) y Necochea (NC), 

Argentina. Se muestrearon 30 adultos por población. Los estimadores de Ne fueron 

obtenidos a partir de análisis de microsatélites detallados en el capítulo 2. Los 

estimadores de S fueron generados de acuerdo a Satta et al. (1994) y luego fueron 

divididos por 2Ne para corregir dicha estimación por las diferencias observadas en el 

tamaño efectivo poblacional en las poblaciones de estudio.    

 
         
 DRB exón 2 DQA exón 2  

    
  
 Población  Ne    S  sNe (%)    S  sNe (%)  
     
 
  MC   181  2.19  0.60  0.22  0.06 
     
 
  NC   345  0.30  0.04  0.24  0.03 
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estructura del exón de DQA no ha sido tan detalladamente caracterizada como la del exón 

de DRB (Meyer y Thompson 2001) y, por lo tanto, no fue posible identificar subregiones 

específicas en la secuencia de DQA (ej., hélice α) para un análisis más exhaustivo de la 

variación a nivel molecular. Como resultado, se calcularon los valores de dN/dS 

únicamente para el exón entero. El valor de dN/dS obtenido para MC fue mayor que aquel 

calculado para NC, aunque ninguno difirió significativamente de lo esperado bajo 

neutralidad (Tabla 4). Los tests de verosimilitud no revelaron diferencias significativas en 

el ajuste de los modelos M0 y M3 para ninguna de las poblaciones de estudio (Tabla 5), 

lo cual no brindó evidencia de que ω difirió entre los codones de este exón. En forma 

similar, los análisis de los modelos M2 y M3 no detectaron ningún codón del exón 2 de 

DQA que estuviera sujeto a selección positiva (Tabla 5). 

Intensidad relativa de selección.- La  intensidad de selección (s) estimada para el 

exón 2 del locus DRB fue 7,2 veces mayor para MC que para NC (Tabla 6). Cuando las 

diferencias en los tamaños efectivos poblacionales de las poblaciones de estudio 

(estimados a partir de los datos de variación en regiones de microsatélites, ver capítulo 2) 

fueron considerados, la intensidad de selección corregida (sNe) para MC fue 15,0 veces 

mayor que para NC (Tabla 6). Los análisis del exón 2 del locus DQA revelaron 

estimadores similares de s para ambas poblaciones de estudio (Tabla 6). Cuando estos 

fueron corregidos por las diferencias en el tamaño poblacional efectivo, sNe fue 2,0 veces 

mayor para MC que para NC (Tabla 6). Por lo tanto, en conjunto, los estimadores de s 

basados en datos a nivel molecular indicaron que la intensidad de selección fue mayor 

para MC.  
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DISCUSION 

Los patrones de variación a nivel poblacional de los dos exones del MHC examinados 

difirieron de aquellos observados para las regiones de microsatélites y el intrón 

considerados. Como era esperado, los loci de microsatélites ni el intrón 2 de DQA 

mostraron desvíos significativos de lo esperado bajo neutralidad. Por el contrario, se 

detectaron desvíos significativos de la neutralidad en el exón 2 de DQA y, los tests 

basados en la composición nucleotídica de los alelos, registraron evidencia de 

apartamiento de la neutralidad para el exón 2 del locus DRB.  Al mismo tiempo, los D de 

Tajima, revelaron un exceso significativo de alelos en frecuencias intermedias en el exón 

de DQA, pero sugirieron un exceso de alelos a bajas frecuencias para el intrón 2 de DQA. 

Finalmente, mientras que la variabilidad de los exones de DRB y DQA tendió a ser 

mayor para MC, la población de mayor densidad y mayor estructuración del parentesco, 

la variación en regiones de microsatélites y en el intrón de DQA fue mayor para NC. En 

conjunto, estas diferencias en niveles de variabilidad de marcadores funcionales y 

presumiblemente neutros examinados sugieren que, en C. talarum, las fuerzas que 

mantienen la variación de los exones de MHC difiere de aquellas que actúan sobre los 

microsatélites y los intrones de MHC. 

La selección y la historia poblacional pueden tener efectos similares sobre la 

estructura genética (Nielsen 2001), haciendo difícil la distinción entre los resultados de 

dichos procesos. Los resultados de regiones de microsatélites previamente analizados en 

el capítulo 2 de esta tesis, sin embargo, no evidenciaron que las poblaciones de estudio 

difirieran con respecto las reducciones históricas en la variabilidad (ej., cuellos de 
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botella). En forma similar, aunque los D de Tajima revelaron una tendencia hacia un 

exceso de alelos a bajas frecuencias en el intrón de DQA, ni MC ni NC se desviaron 

significativamente de lo esperado bajo neutralidad, lo cual no generó evidencia de que 

dichas poblaciones difieran con respecto a la probabilidad de que hayan sufrido 

expansiones históricas. Sumados, estos análisis sugieren que las diferencias observadas 

en niveles de variabilidad neutral entre MC y NC reflejan las diferencias demográficas 

bien documentadas entre estas poblaciones (Busch et al. 1989, Malizia y Busch 1991, 

Zenuto et al. 1999a, 1999b, Zenuto et al. 2002). 

Ambos exones examinados se consideran típicamente sujetos a selección 

balanceadora (Satta et al. 1994, Meyer y Thomson 2001). Aunque estos análisis 

representaron evidencia estadística limitada de selección sobre DRB, este resultado 

podría reflejar restricciones impuestas por el tamaño muestral, en vez de ausencia de 

selección sobre este locus. La selección es usualmente difícil de detectar para tamaños 

muestrales que son típicos de estudios en poblaciones naturales de vertebrados (Satta et 

al. 1994, Hedrick et al. 2000). Tomando en cuenta este problema, se emplearon múltiples 

análisis a dos escalas, poblacional y molecular, para examinar la existencia de desvíos de 

la neutralidad. La consistencia en las tendencias identificadas por estos análisis, sumada a 

las diferencias marcadas en la variabilidad de loci neutrales y de MHC sugiere que, a 

pesar de lo limitado del soporte estadístico para demostrar selección sobre DRB, los 

exones examinados se encuentran sujetos a selección (ver también Hambuch y Lacey 

2002, Wegner et al. 2003). Los estimadores de la intensidad de selección fueron 

consistentemente mayores para MC, indicando que las diferencias demográficas entre las 



Capítulo 3: Variación del MHC en C. talarum                                    Tesis Doctoral 
________________________________________________________________________ 

 103

poblaciones de estudio podrían haber contribuido a generar los patrones observados en la 

variación de los loci de MHC considerados.  

Comparaciones entre loci.- Los análisis de este trabajo revelaron diferencias 

marcadas entre DRB y DQA con respecto a la variabilidad y a la intensidad de selección 

estimada, siendo ambos parámetros mayores para DRB.  Este tipo de relación positiva 

entre la intensidad de selección y la variabilidad alélica se espera bajo un modelo de 

selección balanceadora (Satta et al. 1994, Richman 2000). Mientras que sólo se verificó 

evidencia de selección positiva para DRB a partir de los tests basados en el cálculo de 

dN/dS y en los cocientes de máxima verosimilitud, la evidencia de selección obtenida a 

través de tests basados en frecuencias alélicas se limitó a DQA. En parte, esta diferencia 

podría reflejar los algoritmos estadísticos empleados en estos análisis. Por ejemplo, 

detectar la acción de la selección  se vuelve más difícil a medida que el número de alelos 

de un locus aumenta, particularmente para aquellos tests basados en frecuencias 

genotípicas (Satta et al. 1994). Como resultado, puede haber resultado más difícil detectar 

evidencia de selección en DRB, el cual se caracteriza por tener al menos el doble de 

alelos por población que DQA.  Aunque esta tendencia podría haber contribuido a la falta 

de evidencia significativa de selección a nivel poblacional sobe DRB, no explica la razón 

por la cual la variabilidad y la intensidad de selección fueron consistentemente mayores 

para este locus, sugiriendo que otros factores han contribuido a las diferencias observadas 

entre DRB y DQA. 

También han sido reportadas diferencias en variabilidad alélica entre estos loci en 

humanos (Satta et al. 1994, Salamon et al. 1999), elefantes marinos (Weber et al. 2004), 

tamarindos (Gyllensten et al. 1994), lobos (Seddon y Ellegren 2002) y perros (Kennedy et 
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al. 2000, 2001); en cada caso, la variabilidad alélica fue mayor para DRB. La intensidad 

de selección también tendió a ser mayor para DRB, particularmente para humanos (Satta 

et al., 1994), sugiriendo una base consistente y, probablemente, funcional para la 

diferencias de variabilidad entre estos loci. Se considera que ambos exones examinados 

en este estudio se encuentran involucrados en la unión a péptidos extraños (Brown et al. 

1993, Hughes y Hughes 1995). Aunque las distribuciones de sustituciones no sinónimas a 

sinónimas detectadas en este trabajo son consistentes con las de moléculas de MHC 

inmunológicamente activas (Brown et al. 1988, 1993), las funciones específicas de dichos 

genes permanecen poco caracterizadas. Por lo tanto, las diferencias locus-específicas en 

actividad o en la naturaleza de los péptidos detectados pueden contribuir a generar las 

diferencias en variabilidad y selección en dichos genes. Además, estudios que indican 

que alelos individuales de MHC de clase II pueden estar asociados con resistencia o 

susceptibilidad a patógenos específicos (Patterson et al. 1998, Froeschke y Sommer 2005, 

Schad et al. 2005) sugieren que estos aspectos de la diversidad del MHC pueden variar en 

respuesta a condiciones ambientales y / o demográficas. A medida que aumente el 

número de estudios que examinan la variabilidad en múltiples loci de MHC, el 

conocimiento sobre las diferencias locus-específicas en función y respuesta a selección 

también debería aumentar.  

Comparaciones entre poblaciones.- Las comparaciones de las poblaciones de estudio 

revelaron que las medidas de selección y de variabilidad en loci de MHC fueron 

típicamente mayores para MC. Esto es consistente con las predicciones basadas en las 

diferencias demográficas entre dichas poblaciones, en particular con respecto a la mayor 

densidad y mayor grado de endogamia características de MC. La densidad poblacional es 
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considerada como uno de los factores determinantes del grado de exposición a patógenos 

(Anderson y May 1979, Coté y Poulin 1995, Arneberg 2002); a medida que la densidad 

aumenta, la exposición a patógenos debería aumentar también, conduciendo 

potencialmente a una selección más intensa a favor de diversidad en los loci de MHC 

(Hughes et al. 1994, Penn y Potts 1999, Bernatchez y Landry 2003). Simultáneamente, a 

medida que el grado de estructura del parentesco genético aumenta, el potencial de 

endogamia debería aumentar también (Perrin y Mazalov 1999); si la endogamia reduce el 

fitness, mayor parentesco entre potenciales parejas reproductivas debería  llevar a una 

mayor selección a favor de la diversidad de MHC, como un mecanismo de evitamiento de 

apareamientos entre parientes cercanos (Penn y Potts 1999). La densidad puede afectar la 

acción de la selección a través de su efecto sobre el tamaño poblacional total, el 

comportamiento de dispersión y el grado de conectividad entre las poblaciones, los 

cuales, a su vez, deberían impactar en el tamaño efectivo poblacional (Frankham 1995, 

Nunney y Elam 1994). Específicamente, las diferencias en Ne podrían afectar los patrones 

de variación de loci presumiblemente neutrales, afectando, por lo tanto, la interacción 

entre selección débil y deriva; a medida que el Ne se vuelve mayor, la acción de la 

selección, aunque débil, debería ser más importante (Hartl y Clark 1997). Entonces, las 

diferencias demográficas entre las poblaciones de estudio podrían haber contribuido a 

generar las diferencias observadas en los niveles de selección operando en DRB y DQA 

de múltiples maneras.  

Las comparaciones intraespecíficas proveen una herramienta poderosa para explorar 

los efectos de la demografía sobre la selección debido a que es menos probable que 

dichos análisis sean afectados por diferencias en la historia filogenético de los grupos 
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(Avise 2004). La mayoría de los estudios de variación del MHC en vertebrados de vida 

libre, sin embargo, se han centrado en escalas taxonómicas y geográficas mayores (Boyce 

et al. 1996, Kim et al. 1999, Landry y Bernatchez 2001), haciendo difícil la evaluación de 

la importancia relativa de las influencias actuales versus las históricas sobre dichos loci. 

Por el contrario, debido a que este estudio explota las diferencias intraespecíficas en 

estructura poblacional, ofrece evidencia particularmente interesante de que la demografía 

podría ser importante en la determinación de la selección sobre los loci de MHC. En 

particular, los resultados obtenidos de que la variabilidad y la selección sobre DRB y 

DQA fueron consistentemente mayores para MC sugieren que los parámetros 

demográficos mencionados influyen en las fuerzas selectivas que actúan sobre la 

variabilidad inmunogenética de los tuco-tucos de los talas. Análisis adicionales de 

poblaciones de esta especie, sin embargo, son requeridos para poner a prueba la 

generalidad de las relaciones aparentes entre densidad poblacional, grado de endogamia y 

patrones de variación genética neutral y no neutral. Al mismo tiempo, los estudios de la 

variación de DRB y DQA en múltiples especies del género Ctenomys deberían contribuir 

a generar una perspectiva evolutiva sobre los roles de la demografía y de la selección 

balanceadora en este género. Esta metodología será aplicada en los dos capítulos 

siguientes.  
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CAPITULO 4 

 

 

EL ROL DE LA DEMOGRAFÍA HISTÓRICA EN EL MODELADO 

DE LA VARIACIÓN DEL COMPLEJO PRINCIPAL DE 

HISTOCOMPATIBILIDAD (MHC) DEL TUCO TUCO DE LOS 

MÉDANOS (CTENOMYS AUSTRALIS) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

AGRADECIMIENTOS: A Mati por su gran ayuda durante las tareas de campo, por 

capturar los individuos de C. australis y ceder parte de los tejidos para los análisis de este 

capítulo; al grupo del Evolutionary Genetics DNA Lab (MVZ-UC Berkeley), por su 

asesoramiento y por el entrenamiento brindado en las técnicas de secuenciación y 

clonado. 



Capítulo 4: Variación del MHC en C. australis                                           Tesis Doctoral  

 106

El rol de la demografía histórica en el modelado de la variación del Complejo Principal de 

Histocompatibilidad (MHC) del tuco-tuco de los médanos (Ctenomys australis). 

 

INTRODUCCIÓN  

 La distribución y el mantenimiento de la diversidad genética dentro del rango 

geográfico de una especie refleja tanto la historia de sus poblaciones como procesos 

ecológicos y características demográficas actuales de dicha especie. En particular, 

eventos de colonización recientes de nuevos hábitats o extensos períodos de aislamiento 

geográfico pueden tener efectos duraderos sobre los patrones de variación genética 

(Matocq et al. 2000). Aunque este balance ha sido intensamente estudiado por medio del 

uso de marcadores neutrales (e.g. Su et al. 2001; Banks et al. 2005;  Knowles y Richards 

2005), todavía resta realizar trabajos extensivos que empleen loci funcionales, sobre los 

cuales la selección natural también juega un importante papel en la modificación de los 

niveles y patrones de variabilidad.  

El grupo más variable de genes funcionales, como fuera mencionado en el 

capitulo anterior, es el de aquellos que forman parte del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC), el cual es responsable de la identificación y presentación de 

péptidos extraños para que sean reconocidos por el sistema inmune (Apanius et al. 1997; 

Edwards y Hedrick 1998; Patterson et al. 1998). La selección balanceadora ha sido 

propuesta como una de las fuerzas principales que mantienen este nivel tan alto de 

variabilidad en los loci de MHC (Hughes y  Yeager 1998), asociada a la magnitud de la 

exposición a parásitos y la depresión por endogamia (Penn y Potts 1998; revisión 

realizada por Bernatchez y Landry 2003). En poblaciones de gran tamaño y que no sufren 

problemas de endogamia, esta forma de selección puede mantener numerosos alelos y 
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una alta divergencia de secuencias aminoacídicas, así como también altos niveles de 

heterocigosis, más allá de los esperados bajo condiciones de neutralidad (Hedrick y 

Thomson 1983; Klein et al. 1993; Garrigan y Hedrick 2003). Sin embargo, la selección 

balanceadora puede no siempre ser la fuerza predominante que da forma a la variación 

del MHC; particularmente en pequeñas poblaciones, la dinámica de la variabilidad del 

MHC puede ser afectada mayormente por la deriva génica, asociada con eventos 

demográficos como los cuellos de botella (Mikko y Andersson 1995; Seddon y 

Baverstock 1999; Seddon y Ellegren 2004). Por el contrario, otros estudios han 

documentado que la selección balanceadora puede ser un mecanismo lo suficientemente 

intenso como para mantener la variación del MHC en poblaciones naturales, a pesar de 

una deriva génica pronunciada (Aguilar et al. 2004). Numerosos estudios han examinado 

la variación del MHC en poblaciones naturales que han sufrido cambios históricos 

pronunciados (e.g. cuellos de botella severos), la mayoría de ellos asociados a factores 

antropogénicos (e.g. Hoelzel et al. 1999; Hedrick et al. 1999; 2000; van der Walt et al. 

2001; van Den Bussche et al. 2002; Lukas et al. 2004; Weber et al. 2004). Sin embargo, 

considerablemente menos cantidad de estudios han evaluado los efectos de la demografía 

sobre la variación del MHC en poblaciones naturales que han experimentado eventos 

históricos no necesariamente asociados a la acción humana (pero ver Hambuch y Lacey 

2002; Lacey en prep.). 

En este capitulo, se comparan los patrones de variabilidad genética en dos 

especies del género Ctenomys, C. australis (el tuco-tuco de las dunas) y C. talarum (el 

tuco-tuco de los Talas) con el fin de explorar los efectos de la demografía histórica y de 

la selección sobre la variabilidad del MHC. Estas especies de roedores subterráneos 
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habitan las dunas costeras de la costa atlántica de la Provincia de Buenos Aires, 

Argentina. Aunque se encuentran distribuidas en simpatría en el rango sur de la 

distribución de C. talarum (Contreras y Reig 1965), parecen encontrarse separadas a 

escala microespacial por diferencias en las preferencias de suelo (Vassallo  1994; 1998).  

En forma interesante, aunque estas especies de Ctenomys comparten parte de su 

distribución geográfica, parecen haber experimentado procesos históricos 

extremadamente distintos. Análisis de ADN mitocondrial (ADNmt) han provisto 

evidencia de que las poblaciones locales de C. talarum muestran un régimen de 

diferenciación estable por deriva génica  bajo un sistema de flujo génico limitado, 

habiendo alcanzado el equilibrio entre la diversidad nucleotídica y el tamaño poblacional 

(Mora et al. enviado). Este escenario ha sido corroborado por distribuciones “mismatch” 

erráticas que indican estabilidad a lo largo de un periodo sustancial en el pasado. A su 

vez, los patrones observados han sido asociados con la mayor flexibilidad de la especie 

en cuanto a preferencias de suelo, lo cual podría haber permitido ajustes locales de las 

poblaciones a niveles cambiantes del nivel del mar, manteniendo un patrón general de 

aislamiento por distancia (Mora et al. enviado). Una situación completamente diferente 

fue observada para el tuco-tuco de las dunas, el cual, contrariamente a lo que ocurre en C. 

talarum, exhibe una fuerte dependencia con respecto al ambiente inestable de las dunas 

costeras (Malizia et al. 1995; Zenuto y Busch 1995; 1998).  En particular, en base a 

evidencia molecular (región control de ADNmt) para C. australis ha sido propuesto un 

escenario de expansión demográfica reciente asociado a la formación del hábitat de dunas 

que ocupa esta especie, luego de las fluctuaciones del nivel del mar durante el Holoceno 

medio (Isla 1988, Isla et al. 2001). C. australis es un especialista estricto de este tipo de 
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hábitat y muestra una fuerte asociación con las condiciones inestables del sistema de 

dunas costeras (Malizia et al. 1991, Zenuto y Busch 1995, 1998); por lo tanto, las 

poblaciones de esta especie son al menos tan antiguas como el ambiente de dunas en la 

región. Por otro lado, no se han encontrado restos fósiles de esta especie fuera de su área 

de distribución actual (Contreras y Reig 1965), apoyando la hipótesis de un reciente 

colonización y expansión a lo largo de las dunas costeras (Mora et al. 2006). 

En el capitulo previo, se proporcionó evidencia sobre el papel de la demografía 

actual, principalmente la densidad de las poblaciones y la extensión de la filopatría, 

afectando tanto la variabilidad de los loci de MHC como la intensidad de la selección que 

actúa sobre ellos en poblaciones naturales de C. talarum. Con el fin de determinar si la 

variación en el MHC en C. australis ha sido mantenida por medio de selección natural a 

pesar de la intensa señal de expansión demográfica reciente que se evidencia en los 

patrones observados de variabilidad del ADNmt, en este capítulo se evaluó la 

variabilidad de dos loci de MHC clase II (exones 2 de DRB y DQA) y una región neutral 

(intrón 2 de DQA). Si la acción de la selección fue importante en la historia del tuco-tuco 

de las dunas, se espera encontrar una señal de selección positiva a nivel molecular, así 

como la presencia de linajes de alelos divergentes, considerando que al menos cierta 

variación alélica ha sido retenida a través de la contracción y posterior evento de 

expansión. Por otro lado, se espera que la heterocigosis de los exones de MHC sea mayor 

y que las frecuencias alélicas sean más balanceadas en C. talarum, dado que esta especie 

ha experimentado una historia demográfica más estable, probablemente asociada con una 

deriva génica menos intensa en relación a la acción de la selección natural. Finalmente, 

tanto para C. australis como para C. talarum, se espera que la variabilidad en los exones 
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de MHC de DRB y DQA sea mayor que aquella para el intrón 2 de DQA tanto a nivel 

molecular como poblacional. Asimismo, la variación en el intrón de MHC debería 

mostrar un patrón más similar al ya observado en las especies de ctenómidos estudiadas 

en este capítulo para marcadores de ADNmt, debido a que se espera que ambas regiones 

sean de naturaleza neutral. La variabilidad en los loci de MHC mencionados para C. 

australis fue comparada con los datos de variación para los mismos loci de la población 

de C. talarum de Necochea  detallados en el capítulo anterior, con el objetivo de estudiar 

el balance relativo entre la selección balanceadora y la deriva génica en el mantenimiento 

de la variación genética funcional en poblaciones naturales de especies relacionadas. 
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MÉTODOS 

Poblaciones de estudio y recolección de muestras.- Las localidades de muestreo 

para C. australis y C. talarum se encontraban situadas en Necochea (38º 33´ S, 38º 45´ 

W), Provincia de Buenos Aires, Argentina. En esta zona, las especies de estudio se 

encuentran distribuidas en forma simpátrida en los hábitats de dunas costeras 

caracterizados por la presencia de suelos arenosos; sobre las dunas mismas, la vegetación 

es escasa y dominada por Poa sp., Panicum racemosum y Calistelgia soldanella, 

mientras que los ambientes de interdunas se caracterizan por una vegetación más densa 

donde predominan Adesmia sp., Stipa tricotoma, S. neesiana y Bromus unioloides 

(Malizia et al. 1991). Durante el año 2003, se capturaron un total de 34 individuos de C. 

australis empleando cepos Oneida Victor nº 0, los cuales fueron recubiertos por goma 

para evitar lastimar a los animales. Cada animal capturado fue pesado, sexado y marcado 

individualmente con un anillo de metal en una de las pata posteriores. Se obtuvo una 

muestra de tejido, removiendo los 1-2 mm distales del dedo más externo de la pata 

posterior izquierda. Las muestras de tejido fueron conservadas en etanol 95% hasta el 

momento de ser analizadas. Para la captura de C. talarum, se empleó la misma 

metodología explicada en el capítulo anterior. Luego de finalizar estos procedimientos, el 

animal era liberado dentro de la cueva en la que había sido capturado. Todos los 

procedimientos de campo se realizaron conforme a las regulaciones de la American 

Society of Mammalogists para la captura, procesamiento y cuidado de los animales 

(Animal Care and Use Committee 1998). 

Análisis genéticos.- Los análisis genéticos se realizaron siguiendo la misma 

metodología detallada en el capítulo anterior. 
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Análisis de datos.- Como fuera mencionado en el capítulo anterior, los tamaños de 

muestra típicos de la mayoría de los estudios que trabajan con vertebrados hacen difícil la 

detección de la acción de la selección natural (Hedrick et al. 2000). Por lo tanto, en este 

estudio se combinan análisis basados tanto en la composición nucleotídica de los alelos, 

así como en las frecuencias de las diferentes clases alélicas, con el fin de detectar desvíos 

de la neutralidad en los exones 2 de DRB y DQA. Además de emplear análisis 

comparados de la variabilidad de los exones vs. la del intrón con el objetivo de detectar  

la influencia de la selección sobre la variabilidad de los primeros, como ya fuera 

detallado en el capítulo 3 de esta tesis, se evaluó el balance entre la selección 

balanceadora y la deriva génica en el mantenimiento de la variación genética de los loci 

de MHC a través de la comparación de los resultados obtenidos para C. australis con los 

ya detallados para C. talarum en la población de Necochea, ya que esta última especie 

muestra una historia de mayor estabilidad que C. australis (ver Mora et al. 2006). Esta 

situación representa una oportunidad excelente para investigar si la variación de MHC se 

correlaciona con la variación neutral afectada por eventos históricos recientes de cambio 

demográfico. Datos obtenidos de un fragmento parcial de la región control de ADNmt 

(403 pb) secuenciado previamente para ambas especies (Mora et al., en prensa) otorgaron 

información sobre la variación genética neutral a nivel poblacional y sobre los procesos 

históricos que afectaron a las poblaciones de estudio de C. australis y C. talarum. Se 

generaron Minimum Spanning Networks (MSN, Excoffier y Smouse 1994) para el exón 

2 de DRB, el exón 2 de DQA y el intrón 2 de DQA utilizando Arlequin v. 1.1 (Schneider 

et al. 2000) para C. australis y C. talarum. Los MST generados a partir de datos de 

ADNmt para ambas especies fueron obtenidos de Mora et al. (2006 y en prensa). 
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Tests de selección basados en frecuencias alélicasl.- Para esta sección, se 

emplearon los mismos tests estadísticos detallados en el capítulo anterior. Por otro lado, 

los polimorfismos genéticos pueden ser mantenidos por selección balanceadora por 

períodos extensos, de forma que el ancestro común más reciente de dos alelos puede ser 

más antiguo que el evento de especiación. El test de McDonald – Kreitman, así como el 

test de Tajima, comparan la tasa de variabilidad en sitios sinónimos y no sinónimos, pero 

lo hace tanto a nivel intra como interespecífico (McDonald y Kreitman 1991). Bajo un 

escenario de evolución completamente neutral, la variabilidad dentro de una especie y la 

tasa de evolución entre especies (i.e. la tasa de sustitución) se encuentran relacionadas 

linealmente a la tasa de mutación neutral. Bajo el modelo alternativo de evolución 

adaptativa de las proteínas, se espera que las sustituciones de reemplazo entre especies 

sean relativamente más abundantes que dichos cambios dentro de una misma especie 

(Kreitman 2000). En este capítulo, este test fue realizado comparando a C. australis y C. 

talarum. Aunque cada uno de los tests realizados para analizar los datos de variabilidad 

de loci de MHC puede proporcionar resultados significativos por otros factores que no 

sean la acción de la selección, desvíos consistentes de la neutralidad en múltiples tests 

proveen evidencia más robusta de la influencia de la selección natural sobre los patrones 

de variabilidad de DRB y DQA.  

Tests de selección basados en la composición nucleotídica de los alelos.- Para 

esta sección, se emplearon los mismos tests estadísticos detallados en el capítulo anterior. 
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RESULTADOS 

Para ambas especies de ctenómidos,  todas las muestras produjeron una única 

banda claramente resuelta cuando fueron amplificadas utilizando los primers para DRB y 

DQA. Luego de clonar, no se obtuvieron más de dos secuencias por individuo, sugiriendo 

que se amplificó una única copia de cada gen. Las comparaciones con las secuencias de 

MHC depositadas en el GenBank revelaron una similitud mayor al 80% entre otras 

secuencias de taxa de mamíferos y las secuencias de DRB y DQA obtenidas para C. 

australis. No se detectaron inserciones ni deleciones entre las secuencias obtenidas y, 

cuando éstas fueron traducidas a secuencias proteicas, no se encontraron codones de stop 

en los exones examinados. En forma conjunta, estos resultados sugieren que los datos no 

fueron afectados por la presencia de pseudogenes. 

Variabilidad de DRB y DQA.- Para C. australis, se detectó un total de 10 alelos del exón 

2 de DRB, mientras que se detectaron 9 variantes alélicas del exón 2 de DQA (Tabla 1). 

Para el intrón 2 de DQA, fueron encontrados 8 alelos; en general, el promedio de 

diferencias nucleotídicas apareadas, el número de sitios polimórficos y el grado de 

divergencia molecular entre alelos fue mayor para el exón 2 de DRB que para el exón 2 

de DQA, mientras que la heterocigosis observada fue mayor para este último. Además, 

ambos exones exhibieron mayores niveles de diversidad haplotípica, y el número de 

promedio de diferencias nucleotídicas apareadas fue más alto para los exones que para el 

intrón (Tabla 1). Para C. talarum, se detectaron 6 alelos del exón 2 de DRB y 3 variantes 

alélicas del exón 2 de DQA (Tabla 1). Por último, se encontraron 4 alelos del intrón 2 de 

DQA. En forma similar a C. australis, ambos exones exhibieron mayores niveles de 

diversidad molecular que el intrón 2 de DQA; en particular, las heterocigosidades  
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Tabla 1.-  Diversidad de MHC en C. australis y C. talarum en Necochea, Argentina. Se presentan los datos de número de alelos, 

heterocigosis observada (Ho), heterocigosis esperada (He), número promedio de diferencias nucleotídicas (k), diversidad nucleotídica 

(Pi) y diversidad haplotípica (Hd) para los exones 2 DRB y DQA y para el intrón 2 de DQA. Los tamaños muestrales consistieron en 

34 adultos de C. australis y 30 adultos de C. talarum (ver capítulo 3). 

Especie Locus  Número de  Ho He  Número de   Hd  Pi  k 
    alelos      sitios polimórficos 
 
 
C. australis DRB exón 2    10          0.265 0.274   27  0.249  0.003  0.823 
                       (0.07)            (0.002)   
 
  DQA exón 2     9          0.441 0.446   12  0.424  0.004  0.723 

(0.07) (0.003) 
   
  DQA intrón 2     8          0.206 0.223   10  0.197  0.001  0.352 
                       (0.065)            (0.005) 
 
 
C. talarum DRB exón 2     6          0.630 0.600    8  0.608  0.008  3.53 
                       (0.034)            (0.0004)  
 
  DQA exón 2     3          0.649 0.583    3  0.640  0.0082  1.45 

(0.29) (0.004) 
   
  DQA intrón 2     4          0.393       0.389    4  0.406  0.010  0.70 
                       (0.101)            (0.001)   
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observadas y las diversidades haplotípicas y nucleotídicas fueron mayores para los 

exones que para el intrón. 

Finalmente, mientras que el número de alelos fue mayor para el tuco-tuco de las 

dunas que para el tuco-tuco de las Talas, los niveles de heterocigosis obervados para los 

dos exones y el intrón fueron mayores para C. talarum. Asimismo, la diversidad 

haplotípica y la nucleotídica fueron más altas para el tuco-tuco de los talas. 

Evidencia de selección.- En general, los tests para detectar selección basados en 

frecuencias alélicas realizados para los exones de DRB y DQA no exhibieron evidencia 

significativa de la acción de la selección para C. australis (Tabla2).  En cambio, el exón 2 

de DQA exhibió evidencia significativa de selección balanceadora en C. talarum (Tabla 

2). De acuerdo a lo esperado, los análisis del intrón 2 del locus DQA no revelaron 

evidencia de selección en ninguna de las especies estudiadas (Tabla 2). Para C. australis, 

los estimadores del D de Tajima para ambos exones de MHC y para el intrón 2 de DQA 

fueron significativamente negativos (Tabla 2), sugiriendo un exceso de alelos a bajas 

frecuencias. Por el contrario, los estimadores del D de Tajima fueron positivos para 

ambos exones examinados en C. talarum, aunque únicamente el D calculado para el exón 

2 de DQA resultó significativamente diferente de cero. Asimismo, para esta especie, el 

estimador del D de Tajima obtenido para el intrón 2 de DQA, aunque no significativo, fue 

negativo. Por lo tanto, ambos exones y el intrón de los genes de MHC examinados 

exhibieron patrones coincidentes de variabilidad a nivel poblacional para C. australis, 

pero no para C. talarum. El test de McDonald – Kreitman no proporcionó evidencia 

significativa de desvíos con respecto a lo esperado bajo neutralidad para ninguno de los 

loci analizados (DRB: P Exacto de Fisher = 1; DQA: P Exacto de Fisher = 0.73). 
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Tabla 2.- Se presentan los resultados de los tests estadísticos aplicados para detector los efectos de la selección operando sobre loci de 

MHC a nivel poblacional. Las muestras consistieron en 34 adultos de C. australis (presente capítulo) y 30 adultos de C. talarum. (ver 

capítulo 3).Los asteriscos representan desvíos significativos de lo esperado bajo condiciones de neutralidad (*: p < 0.05, *, p < 0.001). 

 

 

Especie Locus    Test de selección a nivel poblacional 

 

   

Hardy –Weinberg Ewens-Watterson  Tajima 

 

C. australis DRB exón 2   n.s.   n.s.   D = -2.696** 
   

DQA exón 2   n.s.   n.s.   D = -2.000* 
   

DQA intrón 2   n.s.   n.s.   D = -2.255* 
 

 
C. talarum DRB exón 2   n.s.   n.s.   D = 0.615 
 
  DQA exón 2   **   *   D = 2.480* 
   
  DQA intrón 2   n.s.   n.s.   D = -0.185 
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Para C. australis y en ambos exones examinados,  la evidencia de la acción de 

selección positiva, basada en el cálculo de dN/dS y en los cocientes de máxima 

verosimilitud, fue mayor que aquella a nivel poblacional. Para DRB, el exón de 270 pb se 

tradujo en una secuencia proteica de 90 aminoácidos, incluyendo 16 posibles sitios de 

unión al antígeno (PBR, Brown et al. 1993). Seis (30%) de los 20 aminoácidos variables 

se encontraron localizados dentro del PBR, mientras que los residuos variables restantes 

se encontraban situados inmediatamente adyacentes a esta región. Los valores de dN/dS 

fueron calculados para el exón completo, así como también para el PBR, la hélice α y la 

lámina β (subregiones del exón de DRB, ver Tabla 3). Aunque el exón entero no presentó 

valores de dN/dS mayores que 1, la hélice α presento un valor mayor que 1. Sin embargo,  

este valor no fue significativamente diferente de lo esperado bajo neutralidad. Para este 

locus, los tests de cociente de verosimilitud (likelihood ratio tests: LRT) no revelaron 

diferencias en el ajuste de los distintos modelos (M0 y M3: 2∆L = 1.982, gl = 4, n.s.; M2 

y M3: 2∆L = 0, gl = 2, n.s., Tabla 4). Para DRB, los valores de dN/dS para C. talarum de 

la población de Necochea son reportados en el capítulo 3, siendo menores que para C. 

australis para ambos exones examinados. Además, los valores de LRT no mostraron 

diferencias significativas entre el ajuste de los diferentes modelos evaluados. La 

topología de las redes de alelos (MST) que conectan a los 10 alelos de DRB encontrados 

en C.australis reveló un único alelo en alta frecuencia, mientras que los 9 restantes fueron 

alelos únicos. De estos, 6 se encontraron separados del alelo más frecuente por 1-2 

sustituciones, mientras que los otros 3 diferían en 4-7 cambios mutacionales (Figura 1). 

C. talarum, por otro lado, presento una situación completamente distinta, con un menor 

numero de alelos con frecuencias similares en la  
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Tabla 3.- Se presentan las proporciones de tasas de sustitución no sinónimas (dN) a 

sinónimas (dS) de dos loci de MHC clase II. Los datos pertenecen a dos poblaciones 

simpátridas de C. australis (n = 34) y C. talarum (n = 30; capítulo 3) en Necochea, 

Argentina.  N representa el número de codones examinados para cada exón. Los valores 

de P provienen de los tests z empleados para comparer las proporciones dN/dS contra un 

valor de 1.0, esperado bajo neutralidad.  Los datos de (A) corresponden al exón 2 del 

locus DRB. Los valores de dN/dS fueron calculados para el fragmento de 270 pb 

secuenciado, así también como para las subregiones de este exón (Brown et al. 1988, 

1993) indicadas arriba.  Los datos en (B) corresponden al exón 2 del locus DQA. Los 

valores de dN/dS fueron calculados para el fragmento completo de 177 pb secuenciado. 

 

A.  DRB (exón 2)     

 
   
 Porción    
Especie del exón N dN/dS   P 
 
 
 
C. australis entero 900.25  ns 
  
 Lámina β 56 0.11  ns 
  
 Hélice α 25 ∞  ns 
  
 PBR 161.00  ns 
 
 
 
 
C. talarum entero 910.50  ns 
  
 Lámina β 56 0.47  ns 
  
 Hélice α1 25 0.00  -- 
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 PBR1 16  --  -- 
 
 
 
B.  DQA (exón 2) 

 
   
 Porción     
Especie del exón N dN/dS  P 

 
 
 
C. australis entero 590.83 ns 

  
   
C. talarum entero 590.54 ns 

 
 
  
1 No se detectaron sustituciones en esta subregión. 
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Tabla 4.- Se presentan los resultados de los tests de cociente de verosimilitud que comparan los diferentes modelos de tasas de 

sustitución de codones para los loci de MHC loci examinados en C. australis (presente capítulo; n = 34) y C. talarum (capítulo 3; n = 

30). Los modelos de sustitución de codones analizados fueron: M0 (modelo de único cociente), M1 (modelo neutral), M2 (modelo de 

selección) y M3 (modelo discreto); los tests pareados fueron realizados de acuerdo a Yang et al. (2000). Para cada una de las 

comparaciones, el estadístico asociado al cociente de verosimilitud (2∆L) es presentado, como también los valores de P de cada uno 

de los tests de  Chi cuadrado realizados de acuerdo a Yang et al. (2000). 

      Especies 
 
            C. australis                                                   C. talarum 
 
Locus        Comparación        P                 Locus               Comparación        
P 
 
 
DRB exón 2   M0 vs. M3         n.s.               DRB exón 2      M0 vs. M3         n.s. 
 
             M1 vs. M2         n.s.                               M1 vs. M2         n.s. 
 
 
DQA exón 2   M0 vs. M3         n.s.               DQA exón 2     M0 vs. M3         n.s. 
 
             M1 vs. M2         0.012 *                            M1 vs. M2         n.s. 
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población de Necochea y separados entre sí por 1-4 sustituciones, aunque los alelos más 

alejados entre sí se encontraron separados por 8 sustituciones. 

Para DQA, el exón de 177 pb se traduce en una secuencia de 59 aminoácidos. De 

estos, 9 resultaron residuos polimórficos. Dos de ellos (22%) se encontraban localizados 

en la región que se considera involucrada en la unión de péptidos extraños (ver Brown et 

al. 1988). La estructura del exón 2 de DQA no ha sido tan detalladamente caracterizada 

como la del exón 2 de DRB (Meyer y Thomson 2001) y, por lo tanto, no fue posible 

identificar las sub-regiones especificas de la secuencia de DQA (e.g. la hélice α) para un 

análisis mas exhaustivo de la variación de esta región a nivel molecular. Como resultado, 

el cálculo de dN/dS fue realizado únicamente para el exón 2 completo, el cual no se desvió 

significativamente de lo esperado bajo neutralidad. Los LRT no revelaron diferencias 

significativas en el ajuste de los modelos M0 y M3. Sin embargo, la comparación entre 

los modelos M1 y M2 revelaron que M2 se ajustó significativamente mejor a los datos 

obtenidos, sugiriendo que la selección actúa o ha actuado en este exón (Tabla 4). De 

acuerdo a esto último, los residuos 11 y 14 fueron identificados como sujetos a niveles 

significativos de selección positiva dentro del exón 2 de DQA. Las proporciones dN/dS 

del exón 2 de DQA para C. talarum en la población de Necochea son reportadas en el 

capítulo 3, las cuales resultaron menores que aquellas para C. australis y, contrario a lo 

observado para el tuco-tuco de los médanos, los tests de LRT para C. talarum no 

detectaron la acción significativa de la selección positiva actuando sobre la molécula del 

exón 2 de DQA. Finalmente, el MST que conecta a los 9 alelos del exón 2 de DQA 

encontrados para C. australis mostró una topología similar a la observada para el exón 2 
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de DRB, con un único alelo encontrado a una frecuencia relativamente alta (Figura 1). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 1a. -Minimum Spanning Tree para los alelos del exón 2 de DRB (1) de C. 

australis (a) y C. talarum (b). 

a b 

135 
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FIGURA 1b. -Minimum Spanning Tree para los alelos del exón 2 de DQA de C. 

australis (a) y C. talarum (b). 

 

a b 
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a b 

FIGURA 1c. -Minimum Spanning Tree para los alelos del intrón 2 de DQA de C. 

australis (a) y C. talarum (b). 
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FIGURA 2.- Minimum Spanning Trees construidos a partir de la evidencia reunida 

empleando marcadores de ADNmt (región control) para C. australis (a) and C. talarum 

(b), modificado de Mora et al. (2006,  en prensa). 

a b 
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Los 8 alelos restantes fueron encontrados a muy bajas frecuencias, la mayoría de 

ellos separados del alelo más frecuente por sólo 1-2 sustituciones. Por el contrario, 

Ctau_DQA0108 difirió del alelo más frecuente por 7 cambios nucleotídicos. Para C. 

talarum, en forma similar a lo observado para el exón 2 de DRB en esta especie, el patrón 

fue diferente al evidenciado por C. australis: el número de alelos fue menor y éstos se 

encontraron a frecuencias más balanceadas entre sí, mientras que las secuencias 

nucleotídicas  difirieron en 1-3 sustituciones.  

Para C. australis, la topología del MST observada para el exón 2 de DQA es muy 

diferente a la observada para el intrón 2 de este locus. Este último presentó una topología 

en “forma de estrella” más clara, con numerosos alelos únicos que solo diferían del más 

frecuente por 1-2 sustituciones (Figura 1); este patrón sugiere un posible evento de 

expansión demográfica, que concuerda con evidencia previa obtenida empleando un 

marcador de ADNmt (región control) para esta especie (Figura 2). Sin embargo, para C. 

talarum los resultados fueron diferentes; el intrón 2 de DQA mostró un MST con un 

número menor de alelos que para C. australis, sin una clara indicación de un evento de 

expansión demográfica en su pasado reciente. Por el contrario, el MST reconstruido para 

la población de C. talarum de Necochea a partir de la evidencia del intrón 2 de DQA 

sugiere un escenario histórico de mayor estabilidad.  
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DISCUSION 

Tanto los niveles como los patrones de diversidad de los loci de MHC observados 

en poblaciones naturales se encuentran influidos por la intensidad de la selección 

balanceadora y por la historia demográfica de dichas poblaciones. Los resultados del 

presente capítulo sugieren que una expansión demográfica reciente ha afectado los 

patrones de variación de MHC en C. australis, de acuerdo a lo previamente sugerido por 

Mora et al. (2006); sin embargo, la acción de la selección balanceadora sobre estos loci a 

través de periodos más extensos aun puede ser detectada en esta especie a nivel 

molecular.  

Evidencia de selección  para C. australis.- Los efectos esperados de la selección 

balanceadora, la cual es considerada la fuerza predominante que actúa sobre los loci de 

MHC (Klein et al. 1998), incluyen el mantenimiento de varios alelos a frecuencias 

similares en la población junto con altos niveles de heterocigosis (Hedrick y Thomson 

1983; Meyer y Thomson 2001). Ninguno de estos dos patrones esperados fue detectado 

para ninguno de los dos exones de MHC (exones 2 de DRB y DQA) examinados para C. 

australis. Por el contrario, los estimadores del D de Tajima resultaron significativamente 

negativos para ambos exones analizados, sugiriendo un exceso de alelos a bajas 

frecuencias, coincidente con un escenario evolutivo de expansión demográfica reciente o 

un evento de barrida selectiva (Harpending et al. 1998; Bertorelle y Slatkin 1995). 

Además, los patrones de variabilidad a nivel poblacional coincidieron para ambos exones 

y el intrón 2 de DQA examinado, sugiriendo que la variabilidad de estas tres regiones ha 

sido modelada esencialmente por las mismas fuerzas, siendo estas fundamentalmente de 

naturaleza neutral.  
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Existe evidencia adicional que apoya un efecto intenso de la deriva génica 

(asociada a eventos históricos) en el modelado de la variabilidad encontrada en los loci de 

MHC examinados, que proviene de las topologías de los MST. En general, ambos exones 

y el intrón mostraron patrones similares de organización de dicha variabilidad, con un 

único alelo común a frecuencias relativamente altas, conectado a varios alelos únicos 

separados de éste por un número reducido de sustituciones, patrón característico de un 

proceso de expansión demográfico reciente.  

En particular, en base a evidencia molecular (región control de ADNmt) para C. 

australis ha sido propuesto un escenario de expansión demográfica reciente asociado a la 

formación del hábitat de dunas que ocupa esta especie, luego de las fluctuaciones del 

nivel del mar durante el Holoceno medio (Isla 1988, Isla et al. 2001). C. australis es un 

especialista estricto de este tipo de hábitat y muestra una fuerte asociación con las 

condiciones inestables del sistema de dunas costeras (Malizia et al. 1991, Zenuto y Busch 

1995, 1998); por lo tanto, las poblaciones de esta especie son al menos tan antiguas como 

el ambiente de dunas en la región. Por otro lado, no se han encontrado restos fósiles de 

esta especie fuera de su área de distribución actual (Contreras y Reig 1965), apoyando la 

hipótesis de una reciente colonización y expansión a lo largo de las dunas costeras (Mora 

et al. 2006). 

Se espera que los cambios nucleotídicos en las secuencias de ADN, 

particularmente la diversidad de aminoácidos en sitios funcionalmente importantes, 

indiquen la intensidad de selección a través de escalas temporales evolutivas. En este 

estudio, el dN/dS para los sitios PBR a través de todos los alelos del exón 2 de DRB y de 

los del exón 2 de DQA no difirió significativamente de 1. Es necesario considerar en esta 
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etapa del análisis la falta de conocimiento detallado sobre la estructura de proteínas de 

MHC de la especie de estudio, que por lo tanto puede conducir a la identificación 

incorrecta de los sitios de PBR. En general, se asume que la posición de estos sitios es 

conservada y por lo tanto que su posición puede ser asignada en base a la estructura tri-

dimensional elucidada para la proteína de HLA-DRB1 de humanos (Brown et al. 1993). 

Sin embargo, esta estructura puede diferir de la estructura de esta molécula en otras 

especies de mamíferos. De hecho, se ha demostrado que la posición de estos sitios 

involucrados en la unión y reconocimiento de péptidos extraños puede variar incluso 

entre alelos diferentes del mismo locus (i.e. Freemont et al. 1998, Scott et al. 1998,  Latek 

et al. 2000). Además, aunque los estudios de estructura proteica pueden identificar 

acertadamente los sitios de PBR, no todos ellos se encuentran bajo la acción de la 

selección balanceadora. En este contexto, se vuelve particularmente útil el uso de 

modelos de máxima verosimilitud para evaluar el rol de la selección positiva y la 

presencia de sitios bajo distintos tipos de selección. Para este estudio en particular, a 

través de los tests de cociente de verosimilitud (LRT) realizados , fue posible identificar 

la acción de la selección positiva sobre el exón 2 de DQA pero no sobre el exón 2 de 

DRB para C. australis.  

Aunque fue previamente mencionado que los MST para ambos exones y el intrón 

de MHC examinados en este estudio presentaron en general un patrón similar, los exones 

de MHC difirieron del intrón 2 de DQA, ya que algunos alelos de cada exón fueron más 

divergentes con respecto al alelo mas común que la mayoría de los alelos restantes. A 

este respecto, en otros estudios que han involucrado al oryx de Arabia (Hedrick et al. 

2000) y  a los lobos de pelaje colorado (Hedrick et al. 2002) ha sido postulado que los 
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alelos de MHC que pasan a través de un cuello de botella y una posterior expansión 

demográfica son más diferentes que un grupo de alelos tomados al azar, sugiriendo que la 

selección ha favorecido el mantenimiento de alelos funcionalmente divergentes. De 

acuerdo a esto, en el presente estudio, la mayoría de los cambios nucleotídicos presentes 

en el alelo más divergente del exón 2 de DQA fueron no sinónimos (5 de 8) y 2 de los 4 

cambios en residuos aminoacídicos involucraron codones identificados como blanco de la 

acción de selección positiva por los LRT. Se observó un patrón similar para DRB, en 

donde los dos alelos más divergentes demostraron una mayoría de cambios no sinónimos 

y presentaron varios cambios aminoacídicos en el mismo codón (45), sugiriendo que este 

sitio podría ser funcionalmente importante.  

Existe otro escenario alternativo posible que podría explicar el patrón delineado 

anteriormente. Los cuellos de botella, al contrario de la expansión demográfica 

poblacional, pueden imitar la acción de la selección balanceadora manteniendo varios 

alelos o clases de alelos a lo largo de un período de tiempo extenso. Sin embargo, si esta 

fuera la situación para C. australis, la señal de un cuello de botella debería ser evidente 

también en el intrón 2 de DQA, lo cual no ocurre. Por lo tanto, estos resultados sugieren 

que una expansión poblacional reciente es un escenario más probable que un evento de 

cuello de botella para describir la historia demográfica de C. australis (coincidente con 

estudios previos  para esta especie, ver Mora et al. 2006); aunque este evento histórico ha 

impactado sobre los patrones de variabilidad de los loci de MHC examinados, la 

selección parece haber jugado un rol importante en el mantenimiento de varios alelos 

divergentes en la población estudiada.  
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Finalmente, no es posible descartar la hipótesis de que dichos alelos divergentes 

podrían haber arribado a la población por flujo génico desde poblaciones aledañas. Por lo 

tanto, se planean estudios futuros para examinar la conectividad entre poblaciones 

costeras de C. australis empleando regiones de microsatélites (Mora et al. enviado). Por 

otro lado, resta ser evaluada la influencia de características ecológicas y demográficas 

actuales de las poblaciones de C. australis sobre la intensidad de selección operando 

actualmente sobre los loci de MHC, asociando dichos rasgos con la diversidad de fauna 

parasitaria a la cual se encuentran expuestas dichas poblaciones. 

Comparaciones de los niveles y patrones de variabilidad de MHC entre C. 

talarum y C. australis.- A nivel poblacional, la variabilidad de los exones de MHC 

examinados fue mayor para C. talarum que para C. australis, los valores de heterocigosis 

fueron mayores en el tuco-tuco de los Talas y sólo en esta especie se detectó un exceso de 

heterocigosis significativo en el exón 2 de DQA, así como frecuencias alélicas más 

balanceadas que lo esperado bajo neutralidad (ver capítulo anterior). Por otro lado, 

contrario a lo observado en el tuco-tuco de los médanos, los estimadores del D de Tajima 

para C. talarum no resultaron significativamente diferentes de 0, excepto para el 

estimador del valor de D calculado para el exón 2 de DQA, que resultó significativamente 

positivo, sugiriendo un exceso de alelos a frecuencias intermedias. Aunque la evidencia 

de selección obtenida a partir de tests basados en el cálculo de frecuencias alélicas resultó 

más notable para el tuco-tuco de los Talas, se observó el patrón reverso en cuanto a la 

evidencia de selección obtenida a partir del dN/dS y de los tests de cocientes de máxima 

verosimilitud. Entre especies, la divergencia entre los alelos de los exones 2 de MHC de 

C. australis fue mayor que la observada en C. talarum. Únicamente en el tuco-tuco de las 
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dunas se observó un dN/dS mayor que 1 para DRB, y solamente para esta especie se 

detectó evidencia significativa de la acción de la selección positiva sobre codones 

específicos del exón 2 de DQA. Finalmente, las topologías de los MST observadas para 

las tres regiones (exones 2 de DRB y DQA e intrón 2 de DQA) en C. talarum mostraron 

una situación de equilibrio, con menos alelos que aquellos encontrados para C. australis 

pero presentes a frecuencias intermedias. Este patrón coincide con el escenario del pasado 

reciente propuesto para esta especie, que involucra un proceso de diferenciación por 

deriva génica y flujo génico limitado sugerido también a través del uso de marcadores de 

ADNmt (Mora et al. enviado). 

En resumen, entre las especies estudiadas, la variación del MHC medida a partir 

de niveles de heterocigosis y balance de las frecuencias alélicas parece ser mayor para C. 

talarum, mientras que la evidencia de selección obtenida a partir de dN/dS  y cocientes de 

máxima verosimilitud resulta más alta para C. australis. Este patrón sugiere que la 

selección diversificadora podría haber actuado con intensidad variable y a través de 

períodos de tiempos diferentes en estas especies. Los patrones actuales de variabilidad de 

MHC de los exones 2 de DRB y DQA en C. australis parecen haber sido modelados 

predominantemente por los eventos demográficos recientes (expansión), sin embargo, los 

niveles y patrones de diversidad molecular de los exones examinados sugieren que la 

acción de la selección ha actuado sobre estos loci a través de tiempos evolutivos. En 

particular, la evidencia de selección obtenida al explorar la composición nucleotídica de 

las diferentes clases alélicas fue significativa únicamente para C. australis, a pesar del rol 

significativo de la deriva génica asociado con el evento de expansión demográfica 

experimentado por esta especie. Esto sugiere que la intensidad de la selección 
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diversificadora que ha actuado sobre los loci de MHC a través de tiempos evolutivos ha 

sido probablemente mayor para el tuco-tuco de los médanos que para el tuco-tuco de los 

Talas.  

Finalmente, se ha propuesto que la exposición a patógenos es el factor principal 

asociado a la selección diversificadora que opera sobre los exones de MHC (Hughes y 

Yeager 1998). Poulin y Morand (1999) sugirieron que distancias filogenéticas y 

geográficas pequeñas entre poblaciones de diferentes especies podría incrementar la 

similitud entre los componentes de su comunidad parasitaria. Bajo esta hipótesis, las 

poblaciones simpátridas de C. australis y C. talarum deberían haber compartido uno o 

varios alelos de MHC, como consecuencia de estar sujetas a presiones de selección 

similares ejercidas por una fauna parasitaria similar. Este no es el caso para las 

poblaciones examinadas en este estudio, y podría estar asociado con la relativamente 

reciente colonización del ambiente de las dunas por parte de C. australis en comparación 

con C. talarum. En este momento, se encuentra bajo desarrollo un proyecto que tiene 

como objetivo comparar la diversidad de la fauna parasitaria de estas dos especies 

(Rossin et al., datos no publ.) que contribuirá a clarificar este punto. Por otro lado, para 

evaluar cuán similares son los alelos de MHC de estas dos especies, es necesario realizar 

este análisis en un contexto taxonómicamente más amplio, incluyendo otras especies del 

género Ctenomys, y analizando los patrones de evolución de los loci de MHC a través de 

este género. Este análisis es desarrollado en detalle en el siguiente capítulo de esta tesis.  
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Patrones de evolución del Complejo Principal de Histocompatibilidad en el género 

Ctenomys 

INTRODUCCIÓN 

Los genes contenidos en el complejo principal de histocompatibilidad (MHC), como 

he mencionado en los capítulos anteriores, se encuentran involucrados en el 

reconocimiento de antígenos extraños y su presentación a los linfocitos T y, por lo 

tanto, son esenciales en la activación de la respuesta inmune adaptativa (Klein 1986, 

Roitt 1997). Existen cuatro líneas de evidencia a favor de la hipótesis de que el alto 

polimorfismo de los genes de MHC es mantenido por selección balanceadora: 1) 

frecuencias alélicas balanceadas a nivel poblacional, 2) exceso de sustituciones no 

sinónimas en las regiones codificantes, 3) diferencias en el patrón de evolución de los 

exones e intrones y 4) mantenimiento de linajes alélicos en diferentes especies (Hughes 

2002). En cuanto a la última línea de evidencia, la retención de alelos entre especies por 

períodos más extensos que lo esperado bajo evolución neutral se denomina 

polimorfismo trans-específico (Klein 1980, 1987) y puede ser el resultado de la acción 

de la selección balanceadora a través de la historia evolutiva de un grupo de 

organismos, causando que los árboles de genes sujetos a este tipo de selección no 

provean una hipótesis precisa de las relaciones entre especies. Para especies 

cercanamente emparentadas, este patrón es explicado por la existencia de un ancestro 

común – la persistencia de linajes alélicos a través de eventos de especiación y su pasaje 

de una especie a otra (Klein 1980, 1987), mientras la presencia de aminoácidos 

compartidos en posiciones polimórficas entre especies lejanamente emparentadas ha 

sido explicado tanto por descendencia directa (involucrando la acción conjunta de 

recombinación intragénica y de selección balanceadora, ver Lundberg y McDevitt 1992) 

como por evolución convergente (también invocando la acción de la selección natural, 
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ver Gustaffson et al. 1990, Anderson et al. 1991, Kriener et al. 2000). En los mamíferos, 

ejemplos de este tipo de evolución han sido encontrados en carnívoros (Hedrick et al. 

2001a, Seddon y Ellegren 2002), ungulados (Van Den Bussche et al. 1999, Hedrick et 

al. 2001b, Schaschl et al. 2006), primates (Otting et al. 2002) y roedores (Figueroa et al. 

1988, Edwards et al. 1997, Seddon y Baverstock 1999, Musolf et al. 2004, Bryja et al. 

2006). 

La evolución de los loci de MHC se encuentra intrínsecamente ligada a la historia de 

los organismos en los cuales han evolucionado. Por lo tanto, para comprender mejor los 

mecanismos que han creado y mantenido los polimorfismos genéticos de los alelos de 

MHC, es necesario considerar cómo el modo y las tasas de especiación han dado forma 

a la evolución de los linajes alélicos, incluyendo en el análisis a aquellos grupos que han 

sufrido eventos de especiación relativamente recientes (ver Dixon et al. 1996) o en los 

cuales la historia evolutiva está bien documentada (ver Musolf et al. 2004). Por otro 

lado, los niveles de variabilidad de estos loci también pueden ser afectados por los 

atributos demográficos y las historias de cada una de las especies consideradas (i.e. 

Millar y Whitler 1997). En este sentido, la necesidad de extender los estudios sobre el 

MHC a especies no tradicionales y considerar la importancia de dichas fuerzas en la 

evolución de estos genes ha sido enfatizada en recientes revisiones realizadas por 

Bernatchez y Landry (2003) y Piertney y Oliver (2006). 

Como ha sido expuesto por Lessa (2000), los roedores subterráneos han sido el 

centro de gran controversia y debate sobre varios temas de la biología evolutiva, siendo 

uno de los de mayor importancia aquel que se enmarca dentro del campo de la genética 

evolutiva: el debate neutralismo-seleccionismo. En particular, la diversidad de especies 

del género Ctenomys ha sido el foco de numerosos estudios sobre tasas de 

diversificación y macroevolución (Vrba y Gould 1986, Cook y Lessa 1998, Lessa y 
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Cook 1998, Slamovits 2001, Castillo et al. 2005). Más de 56 especies forman parte de 

este género y se encuentran distribuidas en las zonas templadas de América del Sur, al 

sur del Río Amazonas. El gran número de especies de Ctenomys se propone ha sido el 

resultado de un proceso de diversificación explosivo en la historia temprana del género 

(hace aproximadamente 2 m.a.), revelado a partir de marcadores nucleares y 

mitocondriales (~ 1,2 – 1,3 m.a., Cook y Lessa 1998, Lessa y Cook 1998, Slamovits 

2001, Castillo et al. 2005) y de evidencia del registro fósil (2 - 3 m.a., Mones y 

Castiglioni 1979, Verzi 2002).  

Eventos de rápida diversificación como los propuestos para el género Ctenomys han 

sido invocados para explicar la persistencia de polimorfismo neutral a través de la fase 

de especiación en peces cíclidos (Nagl et al. 1998) en una forma que asemeja a la acción 

de la selección balanceadora. Al mismo tiempo, la diversificación evolutiva de este y 

otros grupos de roedores ha sido asociada con las características demográficas de los 

mismos, incluyendo su distribución en poblaciones relativamente pequeñas y la 

consecuente acentuada estructuración geográfica (Steinberg y Patton 2000). A su vez, se 

propone que estas características conducen a  niveles bajos de polimorfismo. 

Particularmente para el MHC, se ha propuesto que la demografía y la organización 

social juegan un rol preponderante en la modelación de la intensidad de selección 

actuando sobre estos loci en tuco-tucos (Hambuch y Lacey 2002) y ratas topo (Kundu y 

Faulkes 2004). 

Por lo tanto, el objetivo del presente capítulo es, por un lado, detectar evidencia de 

la acción de la selección sobre los exones de dos genes de la clase II de MHC a través 

de numerosas especies del género Ctenomys y, por otro lado, analizar si existe 

polimorfismo trans-específico y determinar si éste refleja la acción de la selección que 

resulta en la conservación de alelos que existían antes de los eventos de especiación de 
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los ctenómidos. Si ocurre polimorfismo trans-específico en los loci de MHC 

examinados, se espera que los alelos encontrados dentro de una especie dada se 

encuentren más cercanamente emparentados a alelos de otras especies que a otros alelos 

co-específicos. Este patrón puede ser el resultado de la acción de la selección 

balanceadora o simplemente del mantenimiento del polimorfismo a través de eventos 

recientes de rápida especiación. Si el polimorfismo trans-específico es el resultado de la 

acción de la selección balanceadora, se espera encontrar evidencia de la acción de 

selección diversificadora (positiva) a través del análisis de la composición nucleotídica 

y aminoacídica de las moléculas de MHC.  

Con el fin de explorar la interacción y complejidad de las fuerzas que han modelado 

la evolución de los loci de MHC en el género Ctenomys, se examinó la diversidad 

alélica en dos loci de MHC clase II (exones 2 de DRB y DQA) en 18 especies de tuco-

tucos y una especie del género Octodon, cercanamente emparentado.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Especimenes examinados.- Como parte de las comparaciones intraespecíficas detalladas 

en los capítulos 3 y 4 de esta tesis, se colectaron muestras de tejido de 60 individuos de 

Ctenomys talarum en Mar de Cobo y Necochea, así como de 34 individuos de C. 

australis de Necochea  y 35 individuos de C. sociabilis y de C. haigi (Lacey, datos no 

publicados) de Estancia Rincón Grande (Pcia. De Río Negro) y Estancia San Ramón 

(Pcia. De Neuquén) respectivamente. Muestras de tejido de hígado de 5 individuos de 

cada una de las siguientes especies fueron cedidas por el Laboratorio de Evolución, 

Universidad de la República, Montevideo, Uruguay: C. rionegrensis (números de 

acceso de la colección, NAC: EV 1072-76), C. torquatus (NAC: EV 1751-55) y C. 

pearsoni (NAC: EV 1450-1454). Además, se recibieron muestras de tejido de C. 

porteusi colectadas en Bonifacio, Buenos Aires por el Dr. Kittlein y el Lic. Mapelli, 

Laboratorio de Ecofisiología, UNMdP. Muestras de tejido de hígado de las siguientes 5 

especies fueron provistas por el Museum of Southwestern Biology,University of New 

Mexico como parte de análisis previos de MHC en Ctenomys (Hambuch 2000): 2 

especimenes de C. boliviensis (NAC: 12606, 12607),un C. frater (NAC: 14622), un C. 

goodfellowi (NAC:13029), 2 individuos de C. opimus (NAC: 11516, 11550), 2 C. 

conoveri (NAC: 12606, 12607) y 2 especimenes de C. steinbachi (NAC: 12133, 12134). 

Tejidos de corazón ye hígado de las siguientes especies fueron provistos por el Museum 

of Vertebrate Zoology, University of California, Berkeley: 2 individuos de C. 

argentinus (NAC: (5543, 5544), un C. maulinus (NAC: OPP 8093), un espécimen de C. 

mendocinus (NAC: 5507), un C. pearsoni (NAC: MFS 1363), un C. bonettoi (NAC: 

179148) y dos individuos de Octodon sp. (NAC: JLP 16533, 16534), que fueron 

empleados como grupo externo en los análisis filogenéticos, de acuerdo con Lessa y 

Cook (1998) y Castillo et al. (2005). Para aquellos sets de datos que provienen de  
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estudios poblacionales de variabilidad de MHC, sólo aquellos alelos más frecuentes 

fueron incluidos en los análisis de este capítulo, basados en las distribuciones de 

frecuencias alélicas del exón 2 de DRB, exón 2 de DQA  e intrón 2 de DQA de cada una 

de las especies involucradas. 

Extracción de ADN, amplificación, clonado y secuenciación.- Se empleó la misma 

metodología descripta en el capítulo 3 para analizar la variabilidad del exón 2 de DRB, 

el exón 2 de DQA  y el intrón 2 de DQA en las especies de Ctenomys mencionadas 

anteriormente. 

Detección de selección.- Los análisis para detectar selección fueron realizados con 

el programa CODEML, contenido en la versión 3.11 de PAML (Yang 2001), el cual ya 

fue descrito en los capítulos anteriores. Las seis distribuciones examinadas fueron: M0 

(one ratio: una proporción única), el cual asume la misma razón ω  para todos los 

codones, M1a, que asume que los codones son conservados (ω = 0) o neutrales (ω = 1), 

M2a (Selección Positiva), el cual incorpora una tercera clase de codones con valores 

irrestrictos de ω (e.g., ω > 1), M3 (discreto), el cual estima la proporción de codones 

conservados, neutrales e irrestrictos a partir de los datos, M7 (beta), el cual no permite 

sitios sujetos a selección (0 < ω < 1) y M8 (beta y ω), que adiciona una clase de sitios 

adicional al modelo beta, que considera aquellos bajo selección positiva (Yang et al. 

2000, los detalles de los modelos M1a y M2a son provistos por Yang et al. 2005). Los 

tests de razones de verosimilitud fueron empleados para comparar M0 con M3, M1a 

con M2a y M7 con M8. De acuerdo a Yang et al. (2000), cuando los modelos 

alternativos M2a, M3 y M8 sugieren la presencia de codones con ω > 1, esto puede ser 

interpretado como evidencia de selección positiva.  De acuerdo con esto, las 

comparaciones de M0 y M3 pueden ser empleadas para detectar la presencia de valores 

variables de ω entre codones de la misma secuencia. Una vez que los estimadores de 
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máxima verosimilitud para cada modelo han sido obtenidos, se emplean las 

probabilidades bayesianas (método incluido en los modelos M2a y M8) para analizar si 

codones específicos pueden ser conservados, neutrales o sujetos a selección positiva 

(Nielsen y Yang 1998). Si las probabilidades posteriores de ω para ciertas clases de 

sitios son > 1 (calculado como el promedio de ω a través de todas las clases de sitios 

pesadas por las probabilidades posteriores), entonces es probable que estos sitios se 

encuentren sujetos a selección positiva (Yang et al. 2005). 

Análisis filogenéticos.- Con el fin de analizar las relaciones entre los alelos de MHC 

considerando las relaciones históricas hipotéticas entre las especies de ctenómidos, los 

árboles filogenéticos construidos en base a las secuencias de MHC fueron comparados 

con un árbol construido en base a secuencias de 1140 pb de citocromo b mitocondrial. 

Las secuencias de este locus para todas las especies involucradas en los análisis de este 

capítulo fueron obtenidas del GenBank (números de acceso provistos por Lessa y Cook 

1998), excepto aquella de C. sociabilis que fue generada como parte de este estudio. 

Para los análisis filogenéticos que involucran a los genes de MHC, Octodon sp. fue 

empleado como grupo externo a los Ctenomys spp., mientras que para los análisis 

filogenéticos basados en citocromo b, Octodon sp  así como Tympanoctomys barrerare 

y Spalacopus cyanus fueron empleados como grupos externos, de acuerdo a Lessa y 

Cook (1998) y Castillo et al. (2005). Para todos los análisis filogenéticos realizados, se 

emplearon las técnicas de Markov-Chain Monte Carlo (MCMC) – Bayesianas 

implementadas en el programa Mr Bayes 2.0 (Huelsenbeck y Ronquist 2001). El 

procedimiento ModelTest (Posada y Crandall 2001) fue utilizado para elegir el modelo 

más ajustado de sustitución nucleotídica y de distribución de tasas de variación entre 

sitios nucleotídicos (invgamma para citocromo b y el exón 2 de DRB, gamma para el 

exón 2 y el intrón 2 de DQA). Cuatro cadenas separadas de MCMC (una fría y tres 
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calientes) fueron corridas por 1.0 x 106 generaciones y muestreadas cada 100 

generaciones para dar lugar a una muestra de 10000 árboles. Los scores de log-

likelihood de los puntos muestreados fueron graficados vs. el tiempo generacional para 

analizar el tiempo que tomaba alcanzar la estacionalidad de los scores (Huelsenbeck y 

Ronquist 2001). Los primeros 1000 puntos muestreados fueron descartados y los 

restantes 9000 fueron empleados para derivar el árbol consenso al criterio del 50% con 

las probabilidades posteriores de los clados. Además, se obtuvieron el/los árboles más 

parsimoniosos empleando PAUP versión 4.0b10 (Swofford 2002), con pesos 

equivalentes para todos los sitios, búsquedas heurísticas con 1000 réplicas y optando 

por “steepest descent” y  “tree-bisection reconnection (TBR)” para el algoritmo de 

intercambio de ramas. Los análisis de bootstrap fueron realizados en el PAUP 

empleando el mismo modelo con parámetros fijos que fuera determinado con el 

ModelTest, para resolver un árbol de máxima verosimilitud. Para los loci de MHC, los 

métodos bayesianos y de máxima verosimilitud no brindaron un buen soporte para 

ninguno de los clados propuestos. Por lo tanto, las relaciones entre los alelos de los 

exones de DRB y DQA y del intrón de DQA fueron representadas con el programa 

PAUP, empleando el criterio de “neighbor joining”; para cada una de las filogenias 

inferidas. Se realizó un análisis de bootstap (2000 réplicas) con el fin de determinar la 

confiabilidad del patrón de bifurcación. 

Detección de polimorfismo trans-específico.- Se empleó Arlequín (Schneider et al. 

2000) para realizar la búsqueda de secuencias nucleotídicas (alelos) compartidas entre 

especies y el programa MEGA (Kumar et al. 2001) para buscar secuencias 

aminoacídicas compartidas, construyendo una matriz de distancia, calculando las 

diferencias apareadas de residuos aminoacídicos. El promedio de las distancias 

apareadas entre secuencias nucleotídicas de MHC fueron calculadas utilizando el 
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modelo de dos parámetros de Kimura, mientras que para las secuencias aminoacídicas, 

se calculó la distancia corregida de Poisson, como se implementa en MEGA (Kumar et 

al. 2001). El test no paramétrico de Wilcoxon apareado fue aplicado para comparar el 

número de alelos del exón 2 de DRB y de DQA, así como también el número de alelos 

del exón 2 de DQA y el del intrón 2 de este loci (STATISTICA VERSIÓN 5.5, Statsoft 

Inc.). 

Detección de recombinación.- La recombinación a nivel molecular puede reducir los 

efectos de la estocasticidad evolutiva, promediando las historias genealógicas a través 

del genoma completo (Mc Vean et al. 2002). Al intercambiar fragmentos de las 

secuencias de interés, la recombinación debería hacer más cortas las distancias entre 

ellas, aumentando la similitud entre las mismas ((Schierup et al. 2001). Para los 

mamíferos, la evidencia que apoya la conversión génica (recombinación intra-locus) es 

equívoca (Richman et al. 2003a, b, Schaschl et al. 2005, 2006, Bryja et al. 2006). Se 

empleó el programa Geneconv versión 1.81 (Sawyer 1999) para detectar los fragmentos 

más probables de haber participado de eventos de recombinación / conversión génica 

entre secuencias de MHC de tuco-tucos (tanto de DRB como de DQA). Los valores de 

P son asignados comparando cada fragmento con el máximo que podría ser esperado 

para dicho par de secuencias en ausencia de conversión génica. Fueron realizados tests 

estadísticos globales y de a pares con 10.000 permutaciones. A pesar de que este 

método posee una de las más altas probabilidades de inferir correctamente la conversión 

génica cuando ésta ha ocurrido (Posada 2002), puede tener bajo poder en presencia de 

recombinación abundante. Por esta razón, también se estimó la tasa de recombinación (ρ 

= 4Ner) durante la historia de un set de secuencias alineadas en ambos loci de MHC 

examinados, asumiendo una tasa constante de recombinación para cada una de las 

regiones, empleando el “composite-likelihood approach” (Hudson 2001) contenido en 
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el programa LDhat (Mc Vean et al. 2002). Este programa estima el valor de 

recombinación (“composite likelihood recombination”, ρ) condicionado por la tasa de 

mutación por sitio (θ = 4Neµ), el cual es obtenido utilizando una versión de serie finita 

del estimador de Watterson. La influencia de la recombinación es evaluada a través de 

tests de permutación no paramétricos implementados en LDhat. La distribución de la 

medida de correlación (r2) entre desequilibrio por ligamiento, LD, y la distancia física 

entre regiones fue calculada  bajo permutación al azar de la posición física de los 

polimorfismos de nucleótidos únicos (1000 permutaciones). El valor observado 

proveniente de los datos no permutados fue comparado con esta distribución nula para 

poner a prueba la evidencia de una tasa de recombinación distinta de cero (McVean et 

al. 2002). 

Cuando algunos de los supuestos del modelo standard son violados, como la 

ausencia de selección, el programa Ldhat aun puede proveer estimadores precisos de la 

tasa de recombinación; sin embargo, ρ puede no ser un verdadero estimador de la tasa 

de recombinación poblacional (ver Schaschl et al. 2006). Por esta razón, también fue 

calculada la razón ρ / θ como un estimador de la recombinación relativa comparada con 

la tasa de mutaciones puntuales, la cual es robusta frente a desviaciones del modelo de 

coalescencia (Fearnhead and Donnelly 2001). Finalmente, también fue calculado el 

número mínimo de eventos de recombinación inferidos para los exones de DRB y DQA 

y para el intrón de DQA (Rm, Hudson y Kaplan 1985) utilizando el programa DnaSp 4 

(Rozas et al. 2003). Este estadístico puede ser interpretado como el mínimo número de 

posiciones diferentes en las cuales han ocurrido eventos de recombinación (ver Schaschl 

et al. 2006) 
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RESULTADOS 

Variabilidad y polimorfismo a nivel molecular.-  El número de alelos encontrado 

para cada especie es detallado en la Tabla 1. El número de alelos del exón 2 de DRB por 

especie no difirió significativamente del exón 2 de DQA (Wilcoxon apareado, n = 18, T 

= 30, z = 0,70, P = 0,48). Sin embargo, el número de alelos del exón 2 de DQA por 

especie fue significativamente mayor que el del intrón 2 de DQA (Wilcoxon apareado, n 

= 19, T = 0,00, z = 2,201, P = 0,027), como se esperaría bajo el modelo de selección 

diversificadora actuando sobre las regiones codificantes de la molécula de DQA. Los 

alelos de DRB y DQA encontrados en las especies de ctenómidos examinadas en este 

estudio mostraron un mayor porcentaje de divergencia al nivel aminoacídico (distancia 

de Poisson corregida) comparado con el nivel nucleotídico (distancia de dos parámetros 

de Kimura), sugiriendo que las sustituciones no sinónimas son más comunes que las 

sinónimas (Tabla 2), lo cual es esperado para aquellas moléculas que se encuentran 

evolucionando actualmente o que han evolucionado bajo selección positiva.  

Detección de selección.- Empleando PAML 3.14, para el exón 2 de DRB todos los 

modelos que incluían selección positiva (i.e. M2a, M3 y M8) ajustaron a los datos 

significativamente mejor que los modelos más simples M1a, M0 y M7 (Tabla 3), el cual 

provee evidencia de la presencia del número de sitios bajo selección positiva. Un sitio 

resultó seleccionado positivamente en forma significativa bajo el modelo M2 y dos bajo 

el modelo M8 (Tabla 4). Para el exón 2 de DQA, los modelos M3 y M8 ajustaron a los 

datos significativamente mejor que los modelos M0 y M7, que no incorporan selección 

positiva (Tabla 3). Para este locus, dos sitios fueron identificados bajo selección 

positiva significativa.  
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Tabla 1.- Número de alelos de MHC clase II por locus para todas las especies de 

Ctenomys analizadas y para Octodon sp. N: número de especímenes analizado para cada 

una de las especies. 

 

 Especie      Locus   

   N  DRB exón 2 DQA exón 2 DQA intrón 2 

C. argentinus   2  2  1  1 

C. australis a  34  1  1  1 

C. boliviensis   2  1  3  2 

C. bonettoi   1  _b  1  1 

C. conoveri   2  1  1  1 

C. frater    1  2  3  2 

C. goodfellowi   1  1  2  2 

C. haigi a    2  1  1 

C. maulinus   1  1  4  4  

C. mendocinus   1  1  1  1 

C. opimus   2  2  3  2   

C. pearsoni   6  4  3  3 

C. porteousi   3  1  1  1 

C. rionegrensis  5  2  2  2 

C. sociabilis    1  1  1 

C. steinbachi   2  1  3  2 

C. talarum a  60  4  3  2 

C. torquatus   5  7  2  1 

Octodon sp.   2  1  2  2 
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a Debido a que estos datos provienen de estudios poblacionales (capítulo 3; Lacey 

unpubl. data), solo aquellos alelos de mayors frecuencias fueron incluidos en los 

análisis del presente capítulo. 

b La amplificación de DRB falló para esta especie. 



Capítulo 5: Evolución del MHC en Ctenomys                                            Tesis Doctoral  

 148

Tabla 2.- Número promedio de diferencias nucleotídicas y aminoacídicas de a pares , distancias de Kimura – 2 – parámetros y distancias 

corregidas de Poisson para los linajes alélicos del exón 2 de DRB, exón 2 de DQA 2 y el intrón 2 de DQA y los haplotipos de citocromo b 

mitocondrial calculados para 18 especies de Ctenomys empleando los algoritmos implementados en MEGA (Kumar et al. 2001). 

 

        Locus 

     DRB exón 2  DQA exón 2  DQA intrón 2   

 

-Diferencias nucleotidícas  10.071   15.62     27.56       

(distancia Kimura- 2 parámetros)  (0.041)    (0.104)     (0.248)    

-Distancias aminoacídicas    5.12      7.57                     --       

(distancia corregida de Poisson)   (0.063)             (0.144)      --     

 

 

 



Capítulo 5: Evolución del MHC en Ctenomys                                            Tesis Doctoral  

 149

Tabla 3.- Resumen de estadísticos para los tests de máxima verosimilitud para el  exón 2 de DRB y de DQA en 18 especies del género 

Ctenomys. Los asteriscos representan significancia al nivel de 0,05 (*) y al 0,001 (**).  

 

Locus    Modelos comparados df Estadístico Significancia 

DRB exón 2    M1a vs. M2a  2       13.3    0.0013*     

    M3 vs. M0  4       57.18  <0.001** 

    M8 vs. M7  2       13.28    0.0013* 

 

DQA exón 2   M1a vs. M2a  2         0.63    0.73     

    M3 vs. M0  4       40.86  <0.001** 

    M8 vs. M7  2         7.04    0.03* 
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Tabla 4.- Resultados de los modelos de máxima verosimilitud para los exones 2 de DRB y DQA de 18 especies de Ctenomys.  

Se empleó como input para el programa CODEML (incluido en el programa PAML 3.14) los alineamientos de 35 (exón 2 de DRB, A) y 38 

(exón 2 de DQA, B) secuencias obtenidas a partir de 18 especies de tuco-tucos. Las secuencias del exón 2 de DQA de Octodon fueron incluidas 

en los análisis debido a que se agruparon con otras secuencias de Ctenomys. Los sitios seleccionados positivamente fueron identificados 

mediante los modelos M2a y M8 a partir del procedimiento “Bayes empirical Bayes” (BEB, Yang et al. 2005). Los sitios en  los cuales se infirió 

la acción de selección positiva a un nivel de confianza del 99 % se presentan en negrita, y aquellos cuyo nivel de confianza es del 95% se 

presentan en itálica. P: Número de parámetros en la distribución de ω. 

A. DRB exón 2 

Modelo   P     Log-verosimilitud  Sitios seleccionados positivamente 

M0 (one ratio)   1 -681.48   Ninguno 

M1a (NearlyNeutral)  1 -659.59   No permitido 

M2a (PositiveSelection) 3 -652.94   33Q 

M3 (discrete)   5 -652.89   No permitido 

M7 (beta)   2 -659.59   No permitido 

M8 (beta y omega)  4 -652.95   33Q, 65D 
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Detección de polimorfismo trans-específico.- Se detectaron numerosas instancias de 

linajes alélicos e incluso alelos idénticos compartidos de loci de MHC clase II entre las 

especies de ctenómidos examinadas, siendo este fenómeno más pronunciado para el 

exón 2 de DQA que para el de DRB (Figuras 1 y 2). Este patrón también resultó 

evidente para el intrón 2 de DQA (Figura 3). Además, fueron observadas numerosas 

instancias en las cuales los alelos detectados en una especie se encuentran más cercanos 

filogenéticamente a aquellos detectados en otras especies que a alelos co-específicos 

(i.e. DRB_Ctri0101 y DRB_Ctri0102, Figura 1; DQA_Ctst0101, DQA_Ctst0102, 

CQA_Ctst0103, Figura 2). Para el exón 2 de DRB, varios polimorfismos o residuos 

compartidos fueron encontrados entre ciertas especies de Ctenomys, como el verificado 

en las posiciones nucleotídicas 102-104: Q, R y W (ver Apéndice). Para el exón 2 de 

DQA, también se detectaron varios ejemplos de motivos compartidos, como aquellos 

ubicados en las posiciones nucleotídicas 90-96: “IF” y 159-164: “VS” (ver Apéndice). 

Las relaciones filogenéticas entre alelos de citocromo b para las 18 especies de 

Ctenomys examinadas son presentadas en la Figura 4. 
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FIGURA 1.- Genealogía del exón 2 de DRB para 17 especies de Ctenomys y una 

especie de Octodon, obtenidos por neighbor joining method implementado en PAUP* 

(Swofford 1998), empleando la distancia de Kimura 2 –parámetros (Kimura 1980).  Se 

presenta una genealogía sin enraizar debido a que la localización de la raíz es incierta y 

porque su localización precisa no es esencial para el tipo de análisis presentado en el 

texto. Los números subrayados indican frecuencias de bootstrap ≥ 60%. Los números 

corresponden a los siguientes alelos: 1) Octo0101, 2) Ctbol0101, 3) Ctfr0101, 4) 

Ctfr0102, 5) Ctst0101, 6) Ctop0101, 7) Ctop0102, 8) Ctpe0101, 9) Ctgo0101, 10) 

Ctpe0102, 11) Ctpe0103, 12) Ctpe0104, 13) Ctpo0101, 14) Ctri0101, 15) Ctto0101, 16) 

Ctto0102, 17) Ctto0103, 18) Ctto0104, 19) Ctto0105, 20) Ctto0106, 21) Ctto0107, 22) 

Cta0102, 23) Cta0103, 24) Cta0109, 25) Cta0110, 26) Ctar0101, 27) Ctme0101, 

Ctri0102, Ctar0102, Ctco0101, Ctau0101, 28) Ctso0101, 29) Ctha0102, 30) Ctha0107, 

Ctma0101. Colores diferentes representan diferentes especies. Los números en negrita 

corresponden a los alelos compartidos por 2 o más especies. 
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FIGURA 2.- Genealogía del exón 2 de DQA para 18 especies de Ctenomys y una 

especie de Octodon, obtenidos por neighbor joining method implementado en PAUP* 

(Swofford 1998), empleando la distancia de Kimura 2 –parámetros (Kimura 1980).  Se 

presenta una genealogía sin enraizar debido a que la localización de la raíz es incierta y 

porque su localización precisa no es esencial para el tipo de análisis presentado en el 

texto. Los números subrayados indican frecuencias de bootstrap ≥ 60%. 
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FIGURA 3.- Genealogía del intrón 2 de DQA para 18 especies de Ctenomys y una 

especie de Octodon, obtenidos por neighbor joining method implementado en PAUP* 

(Swofford 1998), empleando la distancia de Kimura 2 –parámetros (Kimura 1980).  Se 

presenta una genealogía sin enraizar debido a que la localización de la raíz es incierta y 

porque su localización precisa no es esencial para el tipo de análisis presentado en el 

texto. Los números subrayados indican frecuencias de bootstrap ≥ 60%. 
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FIGURA 4.- Resultados de los análisis filogenéticos de máxima parsimonia (A), 

máxima verosimilitud (B) y bayesianos (C) para los tuco-tucos basados en secuencias 

de citocromo b, empleando a los octodontinos Octodon, Spalacopus and 

Tympanoctomys como grupos externos. Los valores de bootstrap mayores que 50% y las 

probabilidades posteriors mayores del  85% en los análisis de máxima verosimilitud y 

bayesianos respectivamente son presentados sobre las ramas de los correspondientes 

filogramas.  
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Figura 4C  
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Detección de recombinación.- Utilizando Geneconv 1.81, no se encontró evidencia 

de precombinación intra o interlocus en el alineamiento de las 35 secuencias del exón 2 

de DRB o en el alineamiento de 38 secuencias del exón 2 de DQA correspondientes a 

las 18 especies de Ctenomys y a Octodon sp. No se identificó evidencia significativa de 

conversión génica ni para DRB ni para DQA. Empleando LDhat, tampoco se obtuvo 

evidencia concluyente de recombinación (Tabla 5). Para ambos exones, la tasa de 

recombinación fue menor que la de mutación en Ctenomys. Los tests de permutación 

realizados para el exón 2 de DRB también apoyaron la ausencia de recombinación. Para 

el exón 2 de DQA, sin embargo, los tests de permutación rechazaron significativamente 

la hipótesis nula (ρ = 0) y brindaron cierta evidencia de recombinación en este locus 

(Tabla 5). Para ambos genes, las correlaciones negativas detectadas entre las medidas de 

desequilibrio por ligamiento y distancia física entre regiones no resultaron 

significativas. Sin embargo, el DnaSP 4 detectó eventos posibles de recombinación 

(Rm) en ambos exones examinados (DRB Rm = 7, DQA Rm = 11), ambos de los cuales 

mostraron un mayor número de posiciones posiblemente afectadas por eventos de 

recombinación que el intrón 2 de DQA (Rm = 3). 
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Tabla 5.- Estimadores de la tasa de mutación poblacional (Waterson θ = 4Nµ) y de la tasa de recombinación (ρ = 4Nr) obtenidas empleando el 

programa LDhat (Mc Vean et al. 2002) para los exones 2 de DRB y DQA. Los valores de significancia de ρ y r2 se basan en 1000 permutaciones 

y los valores de p < 0.05 se encuentran en negrita. N: número de sitios que segregan, r2: correlación entre desequilibrio por ligamiento y distancia 

física entre regiones del locus analizado.  

 

Locus   N    θ  ρ P (ρ)  ρ/θ  r2 P (r2) 

 

DRB exón 2  79 19.18  0 0.652     0  -0.00898 0.409  

DQA exón 2  39   9.28  2.68 0.027      0.29  -0.01909 0.346 
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DISCUSIÓN 

Los análisis filogenéticos realizados en este estudio sobre dos exones de MHC clase 

II (DRB y DQA) para 18 especies del género Ctenomys, en comparación con la 

filogenia reconstruida utilizando secuencias de citocromo b para este grupo de taxa, 

indicaron que los linajes alélicos de DRB y de DQA no siempre se ubicaron en el árbol 

de acuerdo a las relaciones filogenéticas de las especies en cuestión. Estos resultados, 

junto con la detección de codones bajo selección positiva en ambos exones de MHC, 

sugieren que la selección ha operado sobre estas regiones genéticas en algún momento 

de la historia evolutiva del género Ctenomys. 

Variabilidad y polimorfismo a nivel molecular.- Ambos exones de MHC 

examinados exhibieron similares números de alelos; sin embargo, la cantidad de alelos 

del intrón 2 de DQA fue significativamente menor que la del exón 2 de DQA, 

sugiriendo que aunque es posible que ambas regiones se encuentren bajo una situación 

de marcado desequilibrio por ligamiento, los niveles de variabilidad del exón 2 de DQA 

parecen haber sido impactados por la acción de la selección diversificadora en mayor 

medida. 

Además, los alelos del exón 2 de DRB encontrados en las especies examinadas del 

género Ctenomys mostraron mayor divergencia a nivel de las secuencias de 

aminoácidos que a nivel de las secuencias de nucleótidos, indicando la persistencia de 

un alto número de sustituciones no sinónimas, lo cual es esperado bajo la acción de la 

selección positiva. El mismo patrón fue observado para el exón 2 de DQA, cuyos linajes 

alélicos retenidos eran marcadamente divergentes, presentando una distancia promedio 

(corregida por Poisson) entre secuencias de aminoácidos de 14,4 %, mayor que la 

verificada para el exón 2 de DRB (6,3 %). Este resultado concuerda con el mecanismo 

de “ventaja del alelo divergente o raro” (Wakeland et al. 1990, Richman et al. 2001), el 
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cual propone que los individuos que presentan alelos divergentes, que codifican para 

moléculas de MHC diferentes, tienen una ventaja selectiva debido a que son capaces de 

responder a un abanico más amplio de patógenos. 

Evidencia de selección.- Una de las características de la evolución del MHC es la 

aparente naturaleza trans-específica del polimorfismo, el cual se hipotetiza que ha 

existido previo a los eventos de especiación y que luego pasa a las especies nuevas 

(Klein 1986). El hecho de que diferentes especies compartan alelos idénticos de MHC 

ha sido documentado únicamente en unos pocos casos, que predominantemente 

involucran primates (Kenter et al. 1992, Otting et al. 1992, 2002, Doxiadis et al. 2006) 

y, más recientemente, un rumiante (Bison bonasus, Radwan et al. 2006). Los datos del 

presente estudio documentan un alto número de alelos compartidos entre especies de 

ctenómidos, el cual se verifica en mayor medida para el exón 2 de DQA. Por el 

contrario, un estudio previo que examinó los patrones de diversidad interespecífica de 

MHC en el género Ctenomys encontró únicamente un ejemplo de un alelo idéntico del 

exón 2 de DQB compartido entre C. sociabilis y C. maulinus (Hambuch 2000). 

Persistencia histórica de alelos compartidos.- Una de las fuerzas invocadas para 

explicar la extensa persistencia de ciertos alelos de MHC a lo largo de la historia 

evolutiva de un grupo de taxa es la selección balanceadora (Takahata y Nei 1990), 

asociada con la exposición y resistencia a patógenos (Doherty y Zinkernagel 1975, 

Hedrick y Kim 2000). En este estudio, la evidencia de que la selección diversificadora 

ha operado en forma importante sobre los exones de DRB y DQA a lo largo de la 

historia evolutiva del género Ctenomys proviene de los análisis de máxima 

verosimilitud realizados empleando PAML 3.14, los cuales muestran que los modelos 

de sustitución de codones que incluyen  la acción de selección positiva ajustaron a los 

datos de manera significativamente mejor que otros modelos más simples. Además, los 



Capítulo 5: Evolución del MHC en Ctenomys                                            Tesis Doctoral  

 164

codones identificados como sujetos a selección positiva en DRB coincidieron 

mayormente con los sitios correspondientes al PBR, identificados en base al locus 

HLA-DRB 1 de humanos (Brown et al. 1993). Para DQA, la falta de un modelo 

detallado de la estructura proteica tridimensional impidió realizar este tipo de análisis. 

Otras fuerzas, como eventos de rápida especiación o expansiones demográficas, 

también pueden contribuir al mantenimiento de linajes alélicos neutrales a través de la 

historia evolutiva de un género. El supuesto detrás de ello es que, generalmente, la 

especiación se completa antes de que los alelos que segregan se fijen. Este fenómeno ha 

sido descrito para otros grupos de organismos en los cuales han ocurrido radiaciones 

adaptativas explosivas (peces cíclidos: Nagl et al. 1998) y se ha demostrado que es más 

frecuente de lo que se consideraba, especialmente si la radiación ha ocurrido 

recientemente, como ha sucedido en el género Ctenomys (Cook y Lessa 1998, Lessa y 

Cook 1998, Castillo et al. 2005). Sin embargo,  uno de los patrones esperados luego de 

este evento es que las especies más cercanamente emparentadas comparten alelos con 

mayor frecuencia que aquellas más lejanamente emparentadas. Aunque los tamaños 

muestrales empleados en este estudio son bajos, afectando por lo tanto la capacidad de 

discernir cuán ampliamente son compartidos los alelos en cuestión, los árboles 

filogenéticos de exones de MHC examinados y del intrón no proveen evidencia de que 

la distribución de residuos o de alelos idénticos compartidos se encuentre 

correlacionada con la proximidad filogenética de las especies analizadas. El presente 

estudio encontró numerosos alelos de los exones de DRB y DQA que se encontraban 

más cercanamente emparentados a alelos de otras especies que a otros alelos co-

específicos, sugiriendo que los patrones observados parecen ser el resultado de la acción 

predominante de la selección balanceadora actuando sobre los loci examinados. En 

particular, las secuencias de DQA de Octodon sp. , incluidas con el fin de ser empleadas 
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como grupo externo, no pudieron ser utilizadas para enraizar el árbol del intrón 2 y del 

exón 2 de este locus debido a que se agruparon junto con otras secuencias alélicas de 

especies de Ctenomys. Estos resultados sugieren que al menos el polimorfismo de DQA 

antecede a la radiación sufrida por el género Ctenomys en su historia temprana y, por lo 

tanto, la emergencia del polimorfismo de estas regiones de DQA ha precedido a la 

divergencia de los ctenómidos a partir de sus ancestros. 

Detección de recombinación.- Existe gran cantidad de evidencia que apoya la 

contribución de la conversión génica y el mantenimiento de diversidad alélica de MHC, 

sin embargo, el debate hoy se centra en el grado de contribución (para una revisión 

extensa, ver Martinsohn et al. 1999). Los resultados obtenidos en el presente estudio 

sugieren que la recombinación parece no jugar un rol preponderante en la evolución de 

los exones de DRB y DQA en el género Ctenomys. Por otro lado, fue detectada cierta 

evidencia, aunque ambigua, de recombinación en el exón 2 de DQA, en un patrón que 

se asemeja al observado para este mismo gen en voles (Bryja et al. 2006). 

Aunque ambos exones de MHC examinados mostraron un patrón de variación que 

coincide con el de la acción de la selección balanceadora (i.e. mayor variabilidad que 

para el intrón, acción significativa de la selección positiva sobre aminoácidos 

particulares), el grado en el cual diferentes especies comparten linajes alélicos o alelos 

idénticos parece ser mayor para el exón 2 de DQA. En este sentido, la recombinación, 

aun a tasas muy bajas, puede alterar significativamente la forma de los árboles de genes 

inferidos y puede causar subestimación tanto del tiempo entre los taxa y su ancestro 

común como del grado de reciente divergencia (Schierup y Hein 2000). Además, el 

proceso de recombinación pude dar lugar a polimorfismo aparentemente más antiguos 

(e.g. evolución trans-específica). Por lo tanto, el origen del polimorfismo del exón 2 de 

DQA en los ctenómidos estudiados puede ser más reciente que lo previamente sugerido. 
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Sin embargo, el hecho de que la evidencia de recombinación sea ambigua para dicho 

locus y que la evidencia de la acción de la selección haya sido obtenida por diferentes 

métodos, permiten inferir que la selección ha jugado un rol principal en la modelación 

de la variación de este locus. Por lo tanto, las diferencias entre los patrones de 

variabilidad entre DRB y DQA también pueden resultar de diferentes intensidades de 

selección, diferente grado de evolución convergente o ambas. Considerando que la 

variación de estos dos loci fue examinada a partir de la misma muestra de especimenes, 

las marcadas diferencias observadas en este estudio entre ellos puede tener también 

implicancias funcionales. 

Conclusiones.- Existen dos características comunes de los roedores subterráneos: su 

limitada movilidad debido a adaptaciones morfológicas relacionadas al cavado, y una 

distribución en parche de sus poblaciones locales, dictada por el tipo de suelo en el que 

habitan (Lacey et al. 2000). Estas características han sido asociadas con sus patrones de 

diversificación, relacionados a su vez con una alta estructuración geográfica y la 

organización de la variabilidad genética entre en vez de dentro de las poblaciones 

(Steinberg y Patton 2000). Asociado a ello, las poblaciones naturales de estos roedores 

se encuentran particularmente sujetas a una dinámica de extinción-recolonización que 

puede conducir a la pérdida al azar de variabilidad, tanto neutral como funcional. Por 

otro lado, sin embargo, la retención de polimorfismos ancestrales es más probable en 

especies del genero Ctenomys, debido a que los eventos de divergencia han sido rápidos 

y recientes. Por lo tanto, estos dos sistemas de  fuerzas han contribuido a dar forma  a 

los polimorfismos de MHC observados en tuco-tucos. 

La interpretación de patrones de polimorfismo trans-específico como aquellos 

verificados para los exones de DRB y DQA en este estudio puede variar. Una de las 

hipótesis es que la mayoría de los polimorfismos que se acumulan en una especie se 
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deben a mutaciones puntuales y a patrones de “parches” que pueden ser explicados por 

convergencia (O´hUigin 1995). Otros reconocen la existencia de linajes alélicos que 

preceden a los eventos de especiación, pero apuntan a la selección como fuerza 

promotora de la persistencia de alelos nuevos (Wakeland et al. 1990). Además, los 

extremadamente altos niveles de polimorfismo de los loci de MHC (Klein 1986) se 

consideran el resultado de selección balanceadora mediada por patógenos (revisado en 

Piertney y Oliver 2006). Como fuera reportado en este último capítulo, el origen de 

varios linajes alélicos de MHC parece anteceder a los eventos de rápida diversificación 

del género Ctenomys, otros, sin embargo, sólo son compartidos entre ciertas especies de 

tuco-tucos y han divergido considerablemente de aquellos presentes en el género 

hermano Octodon (i.e. DRB). Este patrón apoya la hipótesis de que los alelos presentes 

en las poblaciones fundadoras podrían haber sido adecuados para la supervivencia de 

dichas poblaciones ancestrales de tucos. Pero a medida que estos roedores se 

expandieron y colonizaron nuevos ambientes, fueron expuestos a diferentes clases de 

patógenos y parásitos, resultando en la pérdida de ciertos alelos ancestrales y la 

aparición y permanencia de nuevas variantes a través de una combinación e deriva 

génica y selección, similar a lo descrito para las tribus humanas de Sud Amerindios 

(revisado por Parham y Ohta 1996, Cadavid y Watkins 1997). En particular, las 

diferencias en los números de alelos y en la diversidad nucleotídica de los loci de MHC 

estudiados entre especies de Ctenomys (i.e., la variación de DRB en C. torquatus vs. C. 

rionegrensis) refleja la interacción entre la historia demográfica de dichas especies y la 

selección balanceadora. A partir del presente estudio, se encontró evidencia de la 

retención de polimorfismo alélicos ancestrales sen ciertas especies, y esta tendencia fue 

más pronunciada para el exón 2 de DQA.  
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Estudios futuros deberían examinar e identificar las especies de parásitos presentes 

exclusivamente en el género Ctenomys, las cuales podrían constituir candidatos 

potenciales para la modelación de la evolución del MHC en este grupo. Asimismo, 

intentaremos detectar las asociaciones entre resistencia / susceptibilidad a ciertos 

macroparásitos y variantes alélicas específicas de DRB y DQA en especies de tuco-

tucos.   
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CONSIDERACIONES FINALES 
 

Históricamente, los estudios en roedores subterráneos han jugado un rol 

importante en los esfuerzos por comprender los patrones y procesos de diversificación 

genética. Varios factores han contribuido a la popularidad de estos animales como 

objeto de estudio en investigación genética, incluyendo su tendencia a una limitada 

movilidad individual y la distribución en parches de sus poblaciones locales (Nevo 

1979, Reig et al. 1990, Busch et al. 2000). Se espera que estos atributos incrementen el 

grado en el cual la variación genética se encuentra contenida entre vs. dentro de las 

poblaciones (Steinberg y Patton 2000), aumentando, por lo tanto, las oportunidades de 

explorar la interacción entre deriva y flujo génico. 

Uno de los puntos salientes que ha emergido a partir de estudios de estructura 

genética en roedores subterráneos es el de la importancia relativa de la selección natural 

vs. procesos neutrales (por ejemplo, deriva) en la modelación d la variación genética. A 

través de esta tesis, se han comparado explícitamente los patrones de variación en 

regiones presuntamente neutrales vs. loci funcionales, a la luz de las características 

históricas y actuales de las especies y poblaciones de Ctenomys examinadas, con el fin 

de analizar las contribuciones relativas de dichos procesos a la estructuración genética 

en roedores subterráneos. El empleo conjunto de diferentes marcadores moleculares, 

múltiples escalas de análisis ( inter-poblacional, inter-específica y a través de numerosas 

especies del género) y de una mirada que engloba la demografía y la genética de 

poblaciones, hacen de este trabajo un acercamiento novedoso que ha permitido, por un 

lado, identificar los atributos demográficos que impactan directamente en el tamaño 

efectivo de las poblaciones naturales de Ctenomys talarum (ej., el desvío en el éxito 

reproductivo de los machos, el grado de movilidad espacial de los diferentes sexos 

durante la dispersión) y en la intensidad de la deriva que opera sobre ellas. Por otro 
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lado, ha hecho posible incorporar los datos necesarios para relacionar la evidencia de 

selección a presiones selectiva específicas, como la exposición a parásitos y el riesgo de 

apareamientos endogámicos, sobre loci involucrados en la respuesta inmune (genes del 

Complejo Principal de Histocompatibilidad: MHC) también en C. talarum, 

relacionando expresamente dichas presiones selectivas con parámetros demográficos 

actuales, como la densidad poblacional y el grado de filopatría de cada sexo.  

Además de la demografía actual, los eventos demográficos históricos, a través de 

su influencia sobre el balance entre deriva génica y selección, han jugado un papel 

crucial en el modelado de la variación de loci del MHC. De este modo, los patrones 

actuales de variabilidad de MHC en C. australis parecen haber sido el resultado de 

eventos demográficos recientes (expansión) predominantemente; sin embargo, los 

patrones de diversidad molecular de los exones examinados sugieren que la selección ha 

actuado sobre estos loci a través de tiempos evolutivos. Finalmente, los análisis 

filogenéticos de esta tesis realizados sobre loci de MHC para numerosas especies del 

género Ctenomys indicaron un patrón de polimorfismo trans-específico, sugiriendo que 

la selección ha operado sobre estos loci en diferentes momentos de la historia evolutiva 

del género, tanto en su historia temprana, incluso antes de los eventos de especiación, 

como también más recientemente, promoviendo evolución convergente. Nuevamente, 

las diferencias en los niveles de variabilidad de los loci de MHC estudiados entre 

especies de Ctenomys refleja la interacción entre la historia demográfica de dichas 

especies y la intensidad de la selección balanceadora. 

A pesar de que los modelos disponibles son numerosos y proveen predicciones  

explícitas, el rol de la estructura poblacional en la modelación de la selección que opera 

sobre los loci de MHC, y en general sobre genes funcionales, permanece poco 

explorado. Por lo tanto, será particularmente interesante incrementar nuestro 
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conocimiento de los factores que contribuyen a la selección sobre este grupo de genes a 

partir de la incorporación de más especies de ctenómidos en los análisis, sumando así al 

creciente marco comparativo de estudio de la estructura genética desarrollado en este 

linaje, y facilitando al mismo tiempo los estudios de la evolución del MHC a través de 

escalas geográficas mayores y escalas temporales más profundas. Asimismo, extender 

los análisis de variación del MHC y de otros genes funcionales a otras especies de 

roedores subterráneos que han evolucionado independientemente puede contribuir a 

comprender el rol de los “hábitos subterráneos” comunes en generar presiones de 

selección similares sobre estos taxa. Estos estudios jugarán un rol preponderante en la 

comprensión de las relaciones entre demografía, selección y variación de genes 

funcionales. 
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secuencias nuc DRBCA
Secuencias nucleotidicas de alelos del exon 2 de DRB para C. australis

DRB_Ctau0101 CGG ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAG TAT ATT AAG TGG GAG TGT CGT TTC TCC AAT GGG ACT GAG CAT
DRB_Ctau0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0106 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0107 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .AC ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0112 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0114 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0117 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0121 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0124 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0125 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ...

DRB_Ctau0101 GTT CAG ATG GTG GTC AGA CAC ATC TAC AAG CAG GAG GAG TTC TTA CGC TAC GAC AGT GAC CTG GGC AAG TAC CTG GCA
DRB_Ctau0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0106 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0107 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... G.. ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0112 ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G
DRB_Ctau0114 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0117 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0121 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0124 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0125 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.G ... ..T ... .A. ... ... ... ... ... ... ...

DRB_Ctau0101 GTG ACT GGG CTA GGG CGG CAG GAG GCA GAA GAC TGG AAC ACC AGG AAA GAC CTC CTG GAG CAG AGG CGT TCC CAG CTG
DRB_Ctau0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0106 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0107 ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0112 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0114 ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0117 ... ... ... ..G ..A ... ... ... ... ... ... ... .T. .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0121 ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ...
DRB_Ctau0124 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C.
DRB_Ctau0125 ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

DRB_Ctau0101 GAC ACC TTG TGC AGA CAC AAC TAC GGG GTT GGG GAG AA
DRB_Ctau0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0106 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0107 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0112 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0114 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0117 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0121 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0124 ... G.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..
DRB_Ctau0125 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..

Page 1



secuencias amioacidicas DRB_CA
Secuencias aminoacidicas de alelos del exon 2 de DRB para C. australis

DRB_Ctau0101 RILRVPTARF LEYIKWECRF SNGTEHVQMV VRHIYKQEEF LRYDSDLGKY LAVTGLGRQE AEDWNTRKDL LEQRRSQLDT
DRB_Ctau0102 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
DRB_Ctau0106 .......... ......G... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
DRB_Ctau0107 .......... ........H. .......... ......R... ....G..... .......... .......... ..........
DRB_Ctau0112 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
DRB_Ctau0114 .......... .......... .......... .......... .......... .........G ....K..... ..........
DRB_Ctau0117 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....II.... ..........
DRB_Ctau0121 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .G........
DRB_Ctau0124 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......P.A
DRB_Ctau0125 .......... .......... .......... .......... ....N..... .......... .......... ..........

DRB_Ctau0101 LCRHNYGVGE
DRB_Ctau0102 ..........
DRB_Ctau0106 ..........
DRB_Ctau0107 ..........
DRB_Ctau0112 ..........
DRB_Ctau0114 ..........
DRB_Ctau0117 ..........
DRB_Ctau0121 ..........
DRB_Ctau0124 ..........
DRB_Ctau0125 ..........
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DQA CA secuencias nucleotidicas
Secuencias nucleotidicas de alelos del exon 2 de DQA para C. australis

DQA_Ctau0101   GGA TCC CAG TAC ACC CAT GAA TTT GAT GGA GAT GAG CTG TAC TAC GTG GAC CTG GAT AAG AAA GAG ACT GTC CAT TGG
DQA_Ctau0113   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0118   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_ctau0119   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0159   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0176   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0185   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C..
DQA_Ctau0188   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ...
DQA_Ctau01130  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G .GA ... ... CC. C.. ... ... ..C .C. ... ... ... ... ... ... ...

DQA_Ctau0101   ATG CCT GGG CTT AAG GAA ATT GAA GGT TTT GAC CCA CAA GGT GCA CTG AAT AAC ATA GTC ATA TTG AAA CAC AAC TTG
DQA_Ctau0113   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0118   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_ctau0119   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C.
DQA_Ctau0159   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0176   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0185   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0188   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau01130  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

DQA_Ctau0101   AAC ATC CTT ATT AAA CGG TCG
DQA_Ctau0113   ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0118   ... ... ... ... ... ... ...
DQA_ctau0119   ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0159   ... ... .C. ... ... ... ...
DQA_Ctau0176   ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0185   ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau0188   ... ... ... ... ... ... ...
DQA_Ctau01130  ... ... ... ... ... ... ... 
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DQA CA secuencias aminoacidicas
Secuencias aminoacidicas de alelos del exon 2 de DQA para C. australis

DQA_Ctau0101   GSQYTHEFDG DELYYVDLDK KETVHWMPGL KEIEGFDPQG ALNNIVILKH NLNILIKRS
DQA_Cau0113    .......... .......... .......... .......... .......... .........
DQA_Ctau0118   .......... G......... .......... .......... .......... .........
DQA_Ctau0119   .......... .......... .......... .......... .......... .S.......
DQA_Ctau0159   .......... .......... .......... .......... .......... ....P....
DQA_Ctau0176   .......... .......... .......... .......... .......... .........
DQA_Ctau0185   .......... .......... .....R.... .......... .......... .........
DQA_Ctau0188   .......... .......... ....R..... .......... .......... .........
DQA_Ctau01130  .......... G..PH...A. .......... .......... .......... .........
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Secuencias Exon 2 de DRB
Cboliviensis_DRB0101  CGG ATC CTT CGT GTC CCC ACA GCA CGT TTC TTG GAA TAT ATT AAA TGG GAG TGT CAC TTC TCC AAT GGG ACT GAG CAT
Cfrater_DRB0101       T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cfrater_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Csteinbachi_DRB0101   T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cgoodfellowi_DRB0101  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0102     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0103     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0104     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cporteousi_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... .GT ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DRB0101 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0102    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0103    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0104    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0105    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0106    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0107    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0102      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0103      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0109      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0110      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DRB0102   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... .GT ... ... ... ... ... ... ...
Cconoveri_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... .GT ... ... ... ... ... ... ...
Cmendocinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... .GT ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DRB0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... .GT ... ... ... ... ... ... ...
Csociabilis_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Caustralis_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ..G ... ... ... .GT ... ... ... ... ... ... ...
Chaigi_DRB0102        ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Chaigi_DRB0107        ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cmaulinus_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Octodon_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ... ... ..C T.G ... .CA ... ... .T. ... ... ... ... ... ... .GC

Cboliviensis_DRB0101  GTT CAG ATG GTG GTC AGA CAC ATC TAC AAG CAG GAG GAG TTC CTG CGC TAT GAC AAT GAC CTG GGC AAG TAC CTG GCA
Cfrater_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cfrater_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Csteinbachi_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ..C ... .G. .G. ... ... ... ... ... ...
Cgoodfellowi_DRB0101  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0102     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ..C ... .G. .G. ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0103     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ..C ... .G. .G. ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0104     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... T.. ... ..C ... .G. .G. ... ... ... ... ... ...
Cporteousi_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ..C ... .G. A.. T.. ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DRB0101 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0102    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0103    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0104    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0105    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0106    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0107    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TG. ... ... ... ... ... ..C ... .G. .G. ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0102      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0103      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0109      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0110      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DRB0102   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Cconoveri_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Cmendocinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DRB0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Csociabilis_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Caustralis_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... T.A ... ..C ... .G. ... ... ... ... ... ... ...
Chaigi_DRB0102        ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Chaigi_DRB0107        ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cmaulinus_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Octodon_DRB0101       ..A AG. T.T C.. .AG .A. T.. ... C.. ..C ... ... ... AAT G.. ... .TC ... .G. ... G.. ..T G.. ... .GA ..G

Cboliviensis_DRB0101  GTG ACT GGG TTA GGG CGG CAG GAG GCA GAA GAC TGG AAC ACC AGG AAA GAC CTC CTG GAG CAG AGG CAT TCC CAG CTG
Cfrater_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cfrater_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Csteinbachi_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Copimus_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cpearsoni_DRB0101     ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cgoodfellowi_DRB0101  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0102     ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... A.A .C. ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cpearsoni_DRB0103     ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... A.. ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cpearsoni_DRB0104     ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... A.. ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cporteousi_DRB0101    ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Crionegrensis_DRB0101 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0101    ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0102    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0103    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0104    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0105    ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... A.. ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0106    ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... A.. ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctorquatus_DRB0107    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... A.. ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctalarum_DRB0102      ... G.. ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctalarum_DRB0103      ... G.. ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Ctalarum_DRB0109      ... G.. ... ..G ... ... ... ... ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0110      ... G.. ... ..G ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cargentinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cargentinus_DRB0102   ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cconoveri_DRB0101     ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cmendocinus_DRB0101   ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Crionegrensis_DRB0102 ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Csociabilis_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Caustralis_DRB0101    ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Chaigi_DRB0102        ... ... T.. C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Chaigi_DRB0107        ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Cmaulinus_DRB0101     ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ...
Octodon_DRB0101       ... ..C .A. C.G ... .T. .CT ..A ..C A.G TC. ... ... .G. CA. ..G ... ..G ... ... ... .A. .GC G.. ... G..

Cboliviensis_DRB0101  GAC ACC TTG TGC AGA CAC AAC TAC GGG GTT GGG GAG
Cfrater_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cfrater_DRB0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Csteinbachi_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0101       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Copimus_DRB0102       .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
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Secuencias Exon 2 de DRB
Cpearsoni_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cgoodfellowi_DRB0101  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0102     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0103     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DRB0104     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cporteousi_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DRB0101 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0102    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0103    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0104    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0105    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0106    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DRB0107    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0102      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0103      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0109      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctalarum_DRB0110      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DRB0102   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cconoveri_DRB0101     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cmendocinus_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DRB0102 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Csociabilis_DRB0101   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Caustralis_DRB0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Chaigi_DRB0102        ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Chaigi_DRB0107        .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cmaulinus_DRB0101     .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Octodon_DRB0101       ... .AT .AC ... ... ... ... ... ... ... ... ... 
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DRBaa
Cboliviensis_DRB0101  RILRVPTARF LEYIKWECHF SNGTEHVQMV VRHIYKQEEF LRYDNDLGKY LAVTGLGRQE AEDWNTRKDL LEQRHSQLDT
Cfrater_DRB0102       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
Cgoodfellowi_DRB0101  .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
Csteinbachi_DRB0101   W......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
Cfrater_DRB0101       W......... .......... .......... ......R... .......... .......... .......... ....R.....
Copimus_DRB0101       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....R.....
Copimus_DRB0102       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....R...G.
Chaigi_DRB0107        .......... .......... .......... ......R... .......... .......... .......... ....R...G.
Cmaulinus_DRB0101     .......... .......... .......... ......R... .......... .......... .......... ....R...G.
Crionegrensis_DRB0101 .......... .......... .......... ......R... ....S..... .......... .......... ....R.....
Cporteousi_DRB0101    .......... ........R. .......... ......R... ....SN.... .......... .......... ....R.....
Ctorquatus_DRB0101    .......... .......... .......... ......R... .......... .......... ....K..... ....R.....
Ctorquatus_DRB0105    .......... .......... .......... ......R... .......... .......... ....K...N. ....R.....
Ctorquatus_DRB0106    .......... .......... .......... ......R... .......... .......... ....K...N. ....R.....
Ctalarum_DRB0102      .......... .......... .......... ......R... ....S..... ...A...... .......... ....R.....
Ctalarum_DRB0103      .......... .......... .......... ......R... .......... ...A...... .......... ....R.....
Ctalarum_DRB0109      .......... .......... .......... .......... ....S..... ...A...... .......... ..........
Ctalarum_DRB0110      .......... .......... .......... .......... ....S..... ...A...... .......... ....R.....
Cargentinus_DRB0101   .......... .......... .......... ......R... .......... .......... .......... ....R.....
Cargentinus_DRB0102   .......... ........R. .......... .......... ....S..... .......... .......... ....R.....
Cconoveri_DRB0101     .......... ........R. .......... .......... ....S..... .......... .......... ....R.....
Cmendocinus_DRB0101   .......... ........R. .......... .......... ....S..... .......... .......... ....R.....
Crionegrensis_DRB0102 .......... ........R. .......... .......... ....S..... .......... .......... ....R.....
Csociabilis_DRB0101   .......... .......... .......... ......R... .......... .......... .......... ....R.....
Caustralis_DRB0101    .......... ........R. .......... .......... ....S..... .......... .......... ....R.....
Chaigi_DRB0102        .......... .......... .......... ......R... .......... ....W..... .......... ....R.....
Ctorquatus_DRB0103    .......... .......... .......... ......W... ....S..... .......... ....K..... ....R.....
Ctorquatus_DRB0104    .......... .......... .......... ......W... .......... .......... ....K..... ....R.....
Cpearsoni_DRB0101     .......... .......... .......... ......W... ....SG.... .......... .......... ....R.....
Cpearsoni_DRB0102     .......... .......... .......... ......W... ....SG.... .......... ....K...KP ....R.....
Cpearsoni_DRB0103     .......... .......... .......... ......W... ....SG.... .......... ....K...N. ....R.....
Cpearsoni_DRB0104     .......... .......... .......... ......W... ....SG.... .......... ....K...N. ....R.....
Ctorquatus_DRB0107    .......... .......... .......... ......W... ....SG.... .......... ....K...N. ....R.....
Ctorquatus_DRB0102    .......... .......... .......... ......W... .......... .......... ........N. ....R.....
Octodon_DRB0101       .........Y ...L.S..L. .....R.RFL EKY.HN...N V.F.S.V.E. R...E..LP. .KS..SQ... ...KRA.V.N

Cboliviensis_DRB0101  LCRHNYGVGE
Cfrater_DRB0102       ..........
Cgoodfellowi_DRB0101  ..........
Csteinbachi_DRB0101   ..........
Cfrater_DRB0101       ..........
Copimus_DRB0101       ..........
Copimus_DRB0102       ..........
Chaigi_DRB0107        ..........
Cmaulinus_DRB0101     ..........
Crionegrensis_DRB0101 ..........
Cporteousi_DRB0101    ..........
Ctorquatus_DRB0101    ..........
Ctorquatus_DRB0105    ..........
Ctorquatus_DRB0106    ..........
Ctalarum_DRB0102      ..........
Ctalarum_DRB0103      ..........
Ctalarum_DRB0109      ..........
Ctalarum_DRB0110      ..........
Cargentinus_DRB0101   ..........
Cargentinus_DRB0102   ..........
Cconoveri_DRB0101     ..........
Cmendocinus_DRB0101   ..........
Crionegrensis_DRB0102 ..........
Csociabilis_DRB0101   ..........
Caustralis_DRB0101    ..........
Chaigi_DRB0102        ..........
Ctorquatus_DRB0103    ..........
Ctorquatus_DRB0104    ..........
Cpearsoni_DRB0101     ..........
Cpearsoni_DRB0102     ..........
Cpearsoni_DRB0103     ..........
Cpearsoni_DRB0104     ..........
Ctorquatus_DRB0107    ..........
Ctorquatus_DRB0102    ..........
Octodon_DRB0101       Y......... 
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Secuencias Exon 2 de DQA

Csociabilis_DQA0101   TAC ACC CAT GAA TTT GAT GGG GAT GAG CTG TTC TAT GTG GAC CTG GAT AAG AAA GAG ACT GTC CAT TGG ATG CCT GGG
Chaigi_DQA0103        ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Ctalarum_DQA0101      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... ..A TT. ... ... ... ...
Ctalarum_DQA0102      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... ..A TT. ... ... ... ...
Ctalarum_DQA0103      ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... ..A TT. ... ... ... ...
Caustralis_DQA0101    ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0101     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0102     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A TT. ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0103     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0104     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cargentinus_DQA0101   ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cbonettoi_DQA0101     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cporteousi_DQA0101    ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... ... ... ... ... ... ... A.A .T. ... ... ... ...
Copimus_DQA0101       ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Copimus_DQA0102       ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Copimus_DQA0103       ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Cconoveri_DQA0101     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cgoodfellowi_DQA0101  ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cgoodfellowi_DQA0102  ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0101  ... ... ... ... ... ... ..A ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A TT. ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0102  ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0103  ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Csteinbachi_DQA0101   ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Csteinbachi_DQA0102   ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Csteinbachi_DQA0103   ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Cfrater_DQA0101       ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cfrater_DQA0102       ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cfrater_DQA0103       ... ... ... ... ... ... ..A ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..A TT. ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0101     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0102     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0103     ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Ctorquatus_DQA0101    ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Ctorquatus_DQA0102    ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Crionegrensis_DQA0101 ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DQA0102 ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Cmendocinus_DQA0101   ... ... ... ... ... ... ..A ... ... ... .A. ... ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Octodon_DQA0101       ... ... ... ... ... ... ..A ..C ... ... .A. ..C ..A ... T.. ... ... ... ... ... A.A TT. ... ... ... ...
Octodon_DQA0102       ... ... ... ... ... ... ..A ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

Csociabilis_DQA0101   CTT AAG GAA ATT GAA GGT TTT GAC CCA CAA GGT GCA CTG AAT AAC ATA GTC ATA GCG AAA CAC AAC TTG AAC AAC CTT
Chaigi_DQA0103        ... ..A ... GC. .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ..G ... ..T ... ..G ... ..A
Ctalarum_DQA0101      ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... .C. ... ... ... ... ... ... ..G ... ..A
Ctalarum_DQA0102      ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ..G ... ... ... ..G .T. ..A
Ctalarum_DQA0103      ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ..G ... ... ... ..G ... ..A
Caustralis_DQA0101    ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TT. ... ... ... ... ... .T. ...
Cmaulinus_DQA0101     ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cmaulinus_DQA0102     ... ... ... ... .G. A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0103     ... ..A .G. GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G .T. ..A
Cmaulinus_DQA0104     ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ...
Cargentinus_DQA0101   ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cbonettoi_DQA0101     ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cporteousi_DQA0101    ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .G. ..G ... ... ... ..G .T. ..A
Copimus_DQA0101       ... ..A .G. GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G .T. ..A
Copimus_DQA0102       ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G ... ..A
Copimus_DQA0103       ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G ... ..A
Cconoveri_DQA0101     ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cgoodfellowi_DQA0101  ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cgoodfellowi_DQA0102  ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0101  ... ... ... ... .G. A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0102  ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cboliviensis_DQA0103  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... .T. ...
Csteinbachi_DQA0101   ... ..A .G. GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G .T. ..A
Csteinbachi_DQA0102   ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G ... ..A
Csteinbachi_DQA0103   ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G ... ..A
Cfrater_DQA0101       ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. T..
Cfrater_DQA0102       ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ...
Cfrater_DQA0103       ... ... ... ... .G. A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0101     ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0102     ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... .T. T..
Cpearsoni_DQA0103     ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... .T. T..
Ctorquatus_DQA0101    ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G ... ..A
Ctorquatus_DQA0102    ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ..G ... ... ... ..G ... ..A
Crionegrensis_DQA0101 ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... TT. ... ... ... ... ... ... ...
Crionegrensis_DQA0102 ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ..G ... ... ... ..G ... ..A
Cmendocinus_DQA0101   ... ..A ... GCC .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... ... ..G ... ... ... ..G ... ..A
Octodon_DQA0101       ... ..A ... GCC .T. .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .C. ... .T. ..G ... ... ... ..G ... ..A
Octodon_DQA0102       ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ...

Csociabilis_DQA0101   ATT AAA CGG TCG
Chaigi_DQA0103        G.G TC. A.. ..C
Ctalarum_DQA0101      G.G TC. A.. ..C
Ctalarum_DQA0102      G.G TC. A.. ..C
Ctalarum_DQA0103      G.G TC. A.. ..C
Caustralis_DQA0101    ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0101     ... ... .A. ..A
Cmaulinus_DQA0102     ... ... ... ...
Cmaulinus_DQA0103     G.G TC. A.. ..C
Cmaulinus_DQA0104     ... ... ... ...
Cargentinus_DQA0101   ... ... .A. ..A
Cbonettoi_DQA0101     ... ... .A. ..A
Cporteousi_DQA0101    G.G TC. A.. ..C
Copimus_DQA0101       G.G TC. A.. ..C
Copimus_DQA0102       G.G TC. A.. ..C
Copimus_DQA0103       G.G TC. A.. ..C
Cconoveri_DQA0101     ... ... .A. ..A
Cgoodfellowi_DQA0101  ... ... .A. ..A
Cgoodfellowi_DQA0102  ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0101  ... ... ... ...
Cboliviensis_DQA0102  ... ... .A. ..A
Cboliviensis_DQA0103  ... ... ... ...
Csteinbachi_DQA0101   G.G TC. A.. ..C
Csteinbachi_DQA0102   G.G TC. A.. ..C
Csteinbachi_DQA0103   G.G TC. A.. ..C
Cfrater_DQA0101       ... ... .A. ..A
Cfrater_DQA0102       ... ... ... ...
Cfrater_DQA0103       ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0101     ... ... ... ...
Cpearsoni_DQA0102     ... ... .A. ..A
Cpearsoni_DQA0103     ... ... .A. ..A
Ctorquatus_DQA0101    G.G TC. A.. ..C
Ctorquatus_DQA0102    G.G TC. A.. ..C
Crionegrensis_DQA0101 ... ... ... ...
Crionegrensis_DQA0102 G.G TC. A.. ..C
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Cmendocinus_DQA0101   G.G TC. A.. ..C
Octodon_DQA0101       G.G TC. A.. ..C
Octodon_DQA0102       TA. ... .A. ..A
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DQA aa
Csociabilis_DQA0101   YTHEFDGDEL FYVDLDKKET VHWMPGLKEI EGFDPQGALN NIVIAKHNLN NLIKRS
Cmaulinus_DQA0104     .......... .......... .......... .......... .......... I.....
Cboliviensis_DQA0103  .......... .......... .......... .......... .......... I.....
Cfrater_DQA0102       .......... .......... .......... .......... .......... I.....
Caustralis_DQA0101    .......... Y......... .......... .......... ....L..... I.....
Cmaulinus_DQA0101     .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cargentinus_DQA0101   .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cbonettoi_DQA0101     .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cconoveri_DQA0101     .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cgoodfellowi_DQA0101  .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cboliviensis_DQA0102  .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cfrater_DQA0101       .......... .......... ........Q. .......... .......... IF..Q.
Cpearsoni_DQA0102     .......... .......... ........Q. .......... ....V..... IF..Q.
Cpearsoni_DQA0103     .......... .......... ........Q. .......... ....V..... IF..Q.
Octodon_DQA0102       .......... .......... ........Q. .......... .......... ..Y.Q.
Ctalarum_DQA0101      .......... Y......... .F.......A V......... ..A......K ..VS..
Ctalarum_DQA0102      .......... Y......... .F.......A V......... ..A......K I.VS..
Ctalarum_DQA0103      .......... Y......... .F.......A V......... ..A......K ..VS..
Chaigi_DQA0103        .......... Y......... IF.......A V......... ..A......K ..VS..
Copimus_DQA0102       .......... Y......... IF.......A V......... ..A.V....K ..VS..
Copimus_DQA0103       .......... Y......... IF.......A V......... ..A.V....K ..VS..
Cmaulinus_DQA0103     .......... Y......... IF......GA V......... ..A.V....K I.VS..
Copimus_DQA0101       .......... Y......... IF......GA V......... ..A.V....K I.VS..
Csteinbachi_DQA0101   .......... Y......... IF......GA V......... ..A.V....K I.VS..
Csteinbachi_DQA0102   .......... Y......... IF.......A V......... ..A.V....K ..VS..
Csteinbachi_DQA0103   .......... Y......... IF.......A V......... ..A.V....K ..VS..
Cporteousi_DQA0101    .......... Y......... IL.......A V......... ..A.G....K I.VS..
Ctorquatus_DQA0101    .......... Y......... IF.......A V......... ..A.V....K ..VS..
Ctorquatus_DQA0102    .......... Y......... IF.......A V......... ..A......K ..VS..
Crionegrensis_DQA0102 .......... Y......... IF.......A V......... ..A......K ..VS..
Cmendocinus_DQA0101   .......... Y......... IF.......A V......... ..A......K ..VS..
Octodon_DQA0101       .......... Y......... IF.......A VD........ ..A.V....K ..VS..
Cgoodfellowi_DQA0102  .......... .......... .......... .S........ .......... ......
Cpearsoni_DQA0101     .......... .......... .......... .S........ ....L..... ......
Crionegrensis_DQA0101 .......... Y......... .......... .S........ ....L..... ......
Cboliviensis_DQA0101  .........Q .......... .F........ GS........ ....L..... ......
Cmaulinus_DQA0102     .........Q .......... .F........ GS........ ....L..... ......
Cfrater_DQA0103       .........Q .......... .F........ GS........ ....L..... ......
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Octodon_DQA0101       AACTCTACTG CTGCTACCAA CGGTATGTTC TCACCATT-- ---CTGCCAC ACCTGACTGA ACTTTTCCCT TCACATTAGT
Octodon_DQA0102       .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Csociabilis_DQA0101   C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Chaigi_DQA0103        .......... .A........ .......... ........-- ---....... .......... ..C....... .....-....
Ctalarum_DQA0101      .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Ctalarum_DQA0102      .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Ctalarum_DQA0103      .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Caustralis_DQA0101    C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..A.
Cmaulinus_DQA0101     .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cmaulinus_DQA0102     C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..AC
Cmaulinus_DQA0103     C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..A.
Cmaulinus_DQA0104     .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Cargentinus_DQA0101   .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cbonettoi_DQA0101     .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cporteousi_DQA0101    .......... .......... .......... ........-- ---.....T. .......... .......... ........A.
Copimus_DQA0101       .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. .TC.....G. .....C..A.
Copimus_DQA0102       .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Copimus_DQA0103       .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Cconoveri_DQA0101     .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cgoodfellowi_DQA0101  .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cgoodfellowi_DQA0102  C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..A.
Cboliviensis_DQA0101  .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cboliviensis_DQA0102  .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cboliviensis_DQA0103  .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..A.
Csteinbachi_DQA0101   .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Csteinbachi_DQA0102   .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Csteinbachi_DQA0103   .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Cfrater_DQA0101       .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cfrater_DQA0102       C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cfrater_DQA0103       C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cpearsoni_DQA0101     C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..A.
Cpearsoni_DQA0102     .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Cpearsoni_DQA0103     .......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. .......... ..C....... .....C..A.
Ctorquatus_DQA0101    .......... .......... .......... ........-- ---......T .......... .......... ..........
Ctorquatus_DQA0102    .......... .......... .......... ........-- ---......T .......... .......... ..........
Crionegrensis_DQA0101 C......... .......... .....AA..T ........TT TCCTCA..T. ...----.-. ..C....... .....C..AC
Crionegrensis_DQA0102 .......... .......... .......... ........-- ---....... .......... .......... ..........
Cmendocinus_DQA0101   .......... .......... .......... ........-- ---....... C......... .......... .......GAC

Octodon_DQA0101       TTTCACATTC TTCTTTCCAA GGTAATTTCT GATGCTCTCT CTTCCCACAA ATTACATATT TCCATGCAAT ACAGG-TCCC
Octodon_DQA0102       .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Csociabilis_DQA0101   .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Chaigi_DQA0103        .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Ctalarum_DQA0101      .......... ..T....... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Ctalarum_DQA0102      .......... ..T....... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Ctalarum_DQA0103      .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Caustralis_DQA0101    .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cmaulinus_DQA0101     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cmaulinus_DQA0102     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cmaulinus_DQA0103     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cmaulinus_DQA0104     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Cargentinus_DQA0101   .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cbonettoi_DQA0101     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cporteousi_DQA0101    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Copimus_DQA0101       .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAG
Copimus_DQA0102       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Copimus_DQA0103       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Cconoveri_DQA0101     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cgoodfellowi_DQA0101  .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cgoodfellowi_DQA0102  .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cboliviensis_DQA0101  .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cboliviensis_DQA0102  .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cboliviensis_DQA0103  .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Csteinbachi_DQA0101   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Csteinbachi_DQA0102   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Csteinbachi_DQA0103   .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Cfrater_DQA0101       .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cfrater_DQA0102       .......... .....-.AC. ..-G.G.C.- -..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cfrater_DQA0103       .......... .....-.AC. ..-G.G.C.- -..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cpearsoni_DQA0101     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cpearsoni_DQA0102     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Cpearsoni_DQA0103     .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. A..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Ctorquatus_DQA0101    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Ctorquatus_DQA0102    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Crionegrensis_DQA0101 .......... .....-.AC. ..-G.G.C.. C..-....-. .C.-AG.GT. G-.-...TGA .G.-..TCCC TTCCCACAAA
Crionegrensis_DQA0102 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...A.G....
Cmendocinus_DQA0101   .......... .......... ..A....... .......... .......... .......... ......G... ...A.G....

Octodon_DQA0101       TGCATT-GTG TATTCATTAC -
Octodon_DQA0102       .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Csociabilis_DQA0101   .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Chaigi_DQA0103        ......-... .......... -
Ctalarum_DQA0101      ......-... .......... -
Ctalarum_DQA0102      ......-... .......... -
Ctalarum_DQA0103      ......-... .......... -
Caustralis_DQA0101    .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cmaulinus_DQA0101     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cmaulinus_DQA0102     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cmaulinus_DQA0103     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cmaulinus_DQA0104     ......-... .......... -
Cargentinus_DQA0101   .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cbonettoi_DQA0101     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cporteousi_DQA0101    ......-... .......... -
Copimus_DQA0101       .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Copimus_DQA0102       ......-... .......... -
Copimus_DQA0103       ......-... .......... -
Cconoveri_DQA0101     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cgoodfellowi_DQA0101  .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cgoodfellowi_DQA0102  .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cboliviensis_DQA0101  .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cboliviensis_DQA0102  .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cboliviensis_DQA0103  .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Csteinbachi_DQA0101   ......-... .......... -
Csteinbachi_DQA0102   ......-... .......... -
Csteinbachi_DQA0103   ......-... .......... -
Cfrater_DQA0101       .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cfrater_DQA0102       .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cfrater_DQA0103       .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cpearsoni_DQA0101     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cpearsoni_DQA0102     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Cpearsoni_DQA0103     .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
Ctorquatus_DQA0101    ......-... .......... -
Ctorquatus_DQA0102    ......-... .......... -
Crionegrensis_DQA0101 .TACA.ATCT CCA.TTAATG C
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Secuencias Intron 2 de DQA
Crionegrensis_DQA0102 ......-... .......... -
Cmendocinus_DQA0101   ......-... .......... -
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