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Resumen

RESUMEN

La diversidad genética es una medida del potencial evolutivo de las especies y
poblaciones ya que les permite adaptarse a cambios en su entorno, tanto naturales como
antropicos. En este sentido, este aspecto se relaciona con la vulnerabilidad de las especies y
poblaciones, y es util para evaluar el riesgo de extincion de las mismas. En poblaciones con
baja diversidad genética, el riesgo de extincion aumenta debido a su potencialmente limitada
capacidad para responder a los cambios en su entorno. De esta manera, estudiar los cambios
genéticos es Util, no sélo para la planificacion de la conservacion sino también para estudiar
el cambio evolutivo de las especies. A partir del analisis de ADN antiguo extraido de fosiles,
es posible estudiar de manera directa los cambios de diversidad genética de las poblaciones
a lo largo del tiempo y evaluar el efecto de los cambios ambientales sobre la evolucion de
las especies. En el noroeste de Patagonia, dos especies de roedores subterraneos del género
Ctenomys -C. sociabilis y C. haigi- proporcionan una oportunidad para evaluar los cambios
genéticos a una escala temporal y espacial amplia. Ambas especies se distribuyen en el valle
del rio Limay -entre el lago Nahuel Huapi y el rio Traful- bajo condiciones ambientales
similares. Debido a sus habitos subterraneos y a su similitud en cuanto a forma y tamafo
corporal en el contexto de los pequefios mamiferos, estas especies comparten varias
caracteristicas asociadas a la historia de vida. Sin embargo, sus poblaciones actuales difieren
marcadamente en cuanto a distribucion geografica y diversidad genética. C. sociabilis es una
especie endémica de la Sierra de Cuyin Manzano, al oeste del rio Limay en el Parque
Nacional Nahuel Huapi, provincia del Neuquén. Si bien en la actualidad sus poblaciones
muestran una ausencia de variabilidad genética en el gen que codifica el citocromo b,
muestras fosiles recuperadas del yacimiento arqueologico Cueva Traful I (CTI) indican una
mayor variabilidad genética durante parte del Holoceno en esa localidad. En contraste, C.
haigi se distribuye ampliamente al este del rio Limay, provincia de Rio Negro. En CTI, las
muestras fosiles de esta especie no evidencian pérdida de diversidad genética durante el
Holoceno. Estas especies difieren también en el uso del habitat y comportamiento. C.
sociabilis es endémica del ecotono, principalmente en los bordes de mallin y areas arbustivas
con amplia cobertura de hierbas y gramineas y es la tnica especie del género con habitos
gregarios. En cambio, C. haigi se distribuye ampliamente en casi todos los habitats de la

estepa y el ecotono -parapatricamente respecto a C. sociabilis- y muestra un comportamiento
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solitario. En esta tesis se utilizan muestras fosiles de dos depdsitos paleontologicos
novedosos, Arroyo Corral (ACo) y Cueva del Caballo (CdC) -ambos emplazados en el valle
del rio Limay- para analizar mediante el uso de ADN antiguo los cambios en la variabilidad
genética de C. sociabilis (n =26) y C. haigi (n = 23). Los datos obtenidos son comparados
con los disponibles para CTI (C. sociabilis, N = 34; C. haigi, N = 31) y, ademas, se
complementaron con datos de ADN actual de especimenes de C. sociabilis (n=9)y C. haigi
(n = 18) capturados en las inmediaciones de los sitios estudiados. De esta forma se logré un
muestreo moderadamente razonable en cobertura espacial y temporal para evaluar la
evolucion de la variacién genética del citocromo b durante los Gltimos 12 mil afios. Para
esto, se construyd un marco cronolégico robusto mediante 28 fechados radiocarbonicos. Por
otra parte, se explora la potencial vinculacion entre los patrones de diversidad genética y los
cambios ambientales ocurridos durante el Pleistoceno mas tardio-Holoceno. Los datos
genéticos de C. sociabilis de los sitios ACo, CdC y CTI mostraron evidencias directas de
disminucion de abundancia relativa y pérdida de variabilidad genética a nivel haplotipico y
nucleotidico durante el Holoceno. Estos resultados indican que la variabilidad genética en
esta especie se vio afectada en multiples localidades de su rango geografico. Por el contrario,
para C. haigi los datos genéticos sugieren que esta especie ha aumentado su abundancia
relativa y no muestra evidencias de pérdida de variabilidad genética. Para estudiar las causas
de la pérdida de variabilidad genética y disminucion de abundancia relativa de C. sociabilis
se evaluaron tres hipdtesis: (1) se vinculan con cambios ambientales catastroficos
(erupciones volcanicas y caida de tefras asociadas), (2) se vinculan con competencia
interespecifica entre C. sociabilis y C. haigi, o (3) se vinculan con cambios ambientales
graduales (variaciones en la precipitacion media y consecuente cambio en el limite del
ecotono). Mediante los fechados radiocarbonicos se pudo determinar que entre los sitios
analizados la pérdida de variabilidad genética de C. sociabilis ocurrid en diferentes
segmentos temporales. Ademas, que la misma resulta previa al mayor evento de lluvia de
tefras y que tampoco parece vincularse con la presencia de C. haigi. Todo esto permitid
descartar las hipdtesis (1) y (2). El patrén de cambio en los niveles de variabilidad genética
de C. sociabilis fue mas consistente con un proceso de cambio ambiental gradual. Los
cambios de habitat asociados con la evolucion climatica del Holoceno en Patagonia serian
la explicacion mas plausible para la declinacion detectada en C. sociabilis. Las diferencias
en el uso del habitat y comportamentales entre estas especies estan asociadas con diferencias
interespecificas sustanciales en la demografia (e.g. dispersion y flujo genético). En

consecuencia, los distintos patrones de variabilidad genética detectados a lo largo del tiempo
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podrian ser explicados por una respuesta diferencial de cada especie a los cambios de habitat.
Este estudio demuestra que incluso especies con altos niveles de variabilidad genética
pueden ser afectadas significativamente ante un escenario de cambio ambiental gradual

cuando las restricciones en el uso del habitat y demograficas limitan su adaptabilidad.
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Abstract

ABSTRACT

Genetic diversity is a measure of the evolutionary potential of species and
populations that allows them to adapt to changes in their environment, both natural and
anthropogenic. In this manner, this aspect is related to the vulnerability of species and
populations and is useful for evaluating their risk of extinction. In populations with low
genetic diversity, the risk of extinction is enhanced due to their potentially limited capacity
to respond to environmental changes. For this reason, study the genetic changes is useful not
only for conservation planning but also for understanding evolutionary change. Analyses of
ancient DNA extracted from fossils make it possible to study directly changes in the genetic
diversity of populations over time and to evaluate the effects of environmental changes on
the evolution of those species. In northwestern Patagonia, two species of subterranean
rodents in the genus Ctenomys —C. sociabilis and C. haigi- provide an opportunity to
evaluate changes in genetic diversity over large temporal and spatial distances. Both species
occur in the Limay River Valley between Lago Nahuel Huapi and Lago Traful, where they
experience similar environmental conditions. As small mammals with the same subterranean
lifestyle and similar morphologies and body sizes, these species share multiple life history
characteristics. Nevertheless, their extant populations differ markedly in their geographic
distribution and genetic diversity. C. sociabilis is endemic to the Sierra de Cuyin Manzano,
to the west of the Rio Limay in Parque Nacional Nahuel Huapi (Neuquén Province).
Although extant populations of this species lack genetic variability at the cytochrome B
locus, fossil samples recovered from the archaeological deposit Cueva Traful 1 (CTI)
indicate a higher level of cytochrome b variability at this location during part of the
Holocene. In contrast, C. haigi is widely distributed to the east of the Rio Limay (Rio Negro
Province). At CTI, fossil specimens of this species do not reveal a loss of genetic diversity
during the Holocene. These two species also differ in their habitat use and behavior. C.
sociabilis is endemic to the ecotone, occurring primarily along the borders of wet meadows
and shrubby areas characterized by abundant herb and grass cover; it is the only species in
the genus that has been shown to be group living. In contrast, C. haigi, which is parapatric
to C. sociabilis, is widely distributed in nearly all steppe and ecotone habitats and is solitary.
This thesis uses analyses of ancient DNA from fossil samples collected at two novel

paleontological deposits, Arroyo Corral (ACo) and Cueva de Caballo (CdC) -both located
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in the Limay River Valley- to analyze changes in genetic variability in C. sociabilis (N = 26)
and C. haigi (N =23). These results are compared to available data from CTI (C. sociabilis,
N =34; C. haigi, N =31) as well as to genetic data from modern specimens of C. sociabilis
(N =9) and C. haigi (N = 18) collected in the vicinities of the study sites. These samples
generate reasonable spatial and temporal coverage for evaluating cytochrome b diversity
over the past 12,000 years. To do this, a robust chronological framework consisting of 28
radiocarbon dates was constructed. Further, potential links between patterns of genetic
diversity and environmental changes during the Pleistocene and late Holocene were
explored. Genetic data for C. sociabilis from ACo, CdC and CTI revealed direct evidence of
a decrease in the relative abundance of this species and loss of genetic variability at the
haplotype and nucleotide levels during the Holocene. These results indicate that genetic
variability in this species was affected on multiple localities of its geographic range. By the
contrary, genetic data for C. haigi suggest that this species increased in relative abundance,
with no evidence of a loss of genetic variability. To study the causes of the loss of genetic
variability and decrease in relative abundance in C. sociabilis, three hypotheses were
evaluated, specifically that these changes were linked to: (1) catastrophic environmental
changes (volcanic eruptions and associated ashfall), (2) interspecific competition between
C. sociabilis and C. haigi, and (3) gradual environmental changes (variation in mean rainfall
and resulting changes to the limits of the ecotone). Through radiocarbon dating, it was
determined that among the sites analyzed, the loss of genetic variability in C. sociabilis
occurred at different time points. Further, this loss occurred prior to the main ashfall event
during this period and was not associated with the presence of C. haigi. Collectively, this
information contradicts hypotheses (1) and (2). Instead, the pattern of loss of genetic
variability in C. sociabilis was most consistent with a gradual process of environmental
change. Habitat changes associated with climatic modifications during the Holocene in
Patagonia provide the most plausible explanation for the decline detected for C. sociabilis.
The differences in habitat use and behavior between the study species are associated with
substantial interspecific differences in demography (e.g. dispersal and gene flow). As a
result, the distinct patterns of genetic variability detected over time may represent a
differential response by these species to habitat changes. This study demonstrates that even
species with high levels of genetic variability can be significantly affected by gradual
environmental change when constraints on habitat use and demography limit their

adaptability.
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Capitulo 1: Introduccién general

INTRODUCCION GENERAL

La diversidad genética tiene un papel importante en la supervivencia de las especies
y las poblaciones. Cuando las condiciones del entorno se alteran, ya sea por cambios
climaticos, contaminacién y fragmentacion de habitat, introduccion de especies exoticas,
enfermedades, plagas o parasitos, las poblaciones deben adaptarse a las nuevas condiciones,
cambiar su rango de distribucion o afrontar la extincion (Lacy 1997; Frankham y Kingslover
2004; Bradshaw y Holzapfel 2006; Allendorf et al. 2013). En poblaciones con escasa
diversidad genética es muy poco probable que ocurran cambios en la composicion genética;
por lo tanto, su adaptabilidad resulta a primera vista pobre y, en consecuencia, su riesgo de
extincion aumenta debido a su limitada capacidad de responder a las nuevas condiciones. Es
por esto que la pérdida de diversidad genética significa un riesgo para las poblaciones y
especies (Lacy 1997; Landweber y Dobson 1999). En este sentido, la investigacion de los
cambios en la variabilidad genética a través del tiempo proporciona un contexto adecuado
para comprender las implicancias evolutivas de estas perturbaciones. Al mismo tiempo,
permite hacer predicciones respecto a la respuesta de la poblacion frente al cambio climatico
global, bajo una perspectiva evolutiva (van Tuinen et al. 2004; Prost et al. 2013).

El estudio de los patrones de variacion genética de los organismos en relacion a su
distribucion geografica se ha convertido en un poderoso medio para deducir los mecanismos
evolutivos que modelaron la disposicion espacial de los linajes de genes entre las especies y
poblaciones actuales utilizando secuencias de ADN de los organismos vivos (Avise 1998,
2009). Estos estudios también se han utilizado para inferir sobre procesos demograficos,
reconstruccion histérica poblacional y efectos de cambios ambientales pasados sobre las
poblaciones contemporaneas (e.g. Himes et al. 2008; Cosacov et al. 2010; Lessa et al. 2010;
Mapelli et al. 2012a; Palma et al. 2012). Sin embargo, la informacién genética actual es un
balance de los procesos evolutivos poblacionales ocurridos en el tiempo y muy
probablemente esta reflejando eventos ocurridos recientemente, ocultando procesos del
pasado (Ramakrishnan y Hadly 2009). Con las mejoras en las técnicas de extraccion de ADN
de los ultimos afios, ahora es posible recuperar fragmentos nucleotidicos a partir de restos
fosiles, en particular de huesos y dientes, para tener un conocimiento mas preciso sobre el
pasado evolutivo de las especies (Péédbo et al. 1989; Cooper y Poinar 2000; Hofreiter et al.

2001). La investigacion del ADN antiguo junto con datos genéticos actuales nos permite
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reconstruir la historia de las poblaciones utilizando informacion genética temporal,
incluyendo cambios en la variacion genética, niveles de flujo genético y relaciones
interpoblacionales en tiempo real a lo largo de cientos de miles de generaciones (Drummond
et al. 2003; Ramakrishnan et al. 2005; Barbujani 2010). Estos estudios pueden, ademas, ser
vinculados a los cambios climaticos, proporcionando informacién clave para implementar

estrategias de conservacion.

El género Ctenomys

Ctenomys Blainville, 1826 (Blainville 1826) es un género de roedores subterraneos
que constituye uno de los elementos mas diversificados de fauna endémica de América del
Sur (Lacey et al. 2000; Woods y Kilpatrick 2005; Patton et al. 2015). Se trata del tinico
género viviente de la familia Ctenomyidae y es, sin dudas, el género mas especioso de
roedores subterraneos -con 63 especies reconocidas como validas (Bidau 2015)- y uno de
los géneros mas especiosos de mamiferos (Reig et al. 1990; Mascheretti et al. 2000; Castillo
et al. 2005).

Los tuco-tucos, como se los conoce vulgarmente en algunas regiones por su tipica
vocalizacion "tuc-a-tuc", ocupan una gran variedad de habitats, desde pastizales y praderas
himedas a estepas arbustiva, desiertos y montafias (Reig et al. 1990). Se distribuyen a lo
largo de la mitad austral de América del Sur, desde el extremo sur de Brasil y Pert hasta el
extremo insular de Argentina y Chile, extendiéndose desde el nivel del mar hasta el Altiplano
andino (Reig et al. 1990; Lacey et al. 2000). Como sucede en la mayoria de los roedores
subterraneos, la distribucion espacial de los tuco-tucos ocurre por lo general en parches de
habitat, donde el costo energético de la excavacion y obtencion de alimento no supere los
beneficios energéticos brindados por ese habitat (Reig et al. 1990; Busch et al. 2000). La
distribucidn fragmentada de los hébitats favorables hace que sus poblaciones se distribuyan
en unidades genéticamente diferentes (Steinberg y Patton 2000) y, en muchos casos, se cree
que este factor ha generado grandes variaciones a nivel molecular y de cariotipo, lo cual ha
sido destacado como el principal factor de la radiacion especifica del grupo (Reig 1989;
Patton y Smith 1990; Smith 1998; Lessa y Cook 1998). Junto con la tendencia de ocupar
ambientes fragmentados, estos animales se caracterizan por una baja tasa de dispersion
asociada principalmente con el habito de vida subterraneo que los caracteriza. Estas
condiciones han facilitado también la diversificacion del género mediante la diferenciacion,

en términos evolutivos, de pequefios grupos o demes aislados que caracterizan la estructura
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poblacional de muchas de sus especies (Reig et al. 1990; Wlasiuk et al. 2003; Gongalves y
de Freitas 2009; Mirol et al. 2010; Mapelli et al. 2012b; Mora et al. 2013).

Comportamiento y estructura genética poblacional

Los tuco-tucos construyen sistemas de tiineles y madrigueras subterraneas, las cuales
mantienen de manera exclusiva durante toda su vida. Esta actividad se ve reflejada en el
comportamiento altamente territorial de estos animales, que a su vez estaria relacionado con
la tendencia de la gran mayoria de las especies a vivir de manera solitaria (Nevo 1979; Lacey
2000). Debido a esto, como ocurre en otros mamiferos subterraneos, la distribucion
geografica de las especies de Ctenomys generalmente no se solapan (Nevo 1979; Reig et al.
1990) aunque se han documentado casos de simpatria o parapatria a escalas espaciales muy
pequeiias (Cutrera et al. 2010; Kubiak et al. 2015).

La tendencia a mantener territorios exclusivos a nivel individual junto con la limitada
capacidad de dispersion favorece la ocurrencia de patrones de estructuracion genética
poblacional pronunciados, que se caracterizan por una baja variacidn genética
intrapoblacional y una elevada divergencia entre poblaciones (Sage et al. 1986; Steinberg y
Patton 2000; Lacey 2001). Por otro lado, la distribucion espacial de la variacion genética
esta influenciada no so6lo por las restricciones ecologicas sino también por la estructura social
de las especies (Lacey 2000; Cutrera et al. 2005).

Uno de los factores que afecta la variacion genética de las poblaciones naturales es
la tendencia de los individuos emparentados a vivir agrupados (Dobson 1998; Storz 1999;
Lacey y Wieczorek 2004). Esta conducta tiene consecuencias importantes en el
comportamiento social, el comportamiento reproductivo y la dispersion de los individuos y,
por lo tanto, es de esperar que influya notablemente en la estructura genética de las
poblaciones (Lacey 2000; Dobson 2007). En general, como resultado de este
comportamiento, la variacion genética entre grupos sociales aumenta a medida que los
individuos del grupo estan mas emparentados. Diversos estudios realizados en mamiferos
que viven en grupos demuestran que dentro de una poblacidn, los grupos sociales son
genéticamente diferentes y reflejan en buena medida su estructura social (e.g. Dobson et al.
1998; Richardson et al. 2002; Spong et al. 2002; Lacey y Wieczorek 2004; Arnold y
Wilkinson 2015).



Capitulo 1: Introduccién general

Modelo de estudio

Este estudio esta enfocado en dos especies del género Ctenomys: Ctenomys sociabilis
Pearson y Christie, 1985 (Pearson y Christie 1985) y Ctenomys haigi Thomas, 1919 (Thomas
1919), conocidas cominmente con el nombre "tuco-tuco colonial" (o sociable) y "tuco-tuco
patagonico”, respectivamente (Figura 1.1). Ambos son roedores de tamafio pequeflo a
mediano (peso medio de adultos, C. sociabilis: 265 g; C. haigi: 145 g) y se distribuyen en el
ecotono y la estepa de la Patagonia, entre los 39° y 42° de latitud sur. Ctenomys sociabilis
es una especie endémica del Parque Nacional Nahuel Huapi, distribuida en un area
aproximada de 700 km? en la Sierra de Cuyin Manzano, provincia del Neuquén (Tammone
et al. 2012), esta declarada en peligro critico por la UICN (Bidau et al. 2008). Ctenomys
haigi estd ampliamente distribuida en el noroeste de la Patagonia y declarada de
preocupacion menor por la UICN (Bidau et al. 2008). Ambas especies se encuentran
separadas por el rio Limay en el tramo comprendido entre el lago Nahuel Huapi y el rio
Traful, con poblaciones de C. sociabilis al oeste y de C. haigi al este del rio (Pearson y
Christie 1985; Lacey y Wieczorek 2003; Tammone et al. 2012). A ambos lados de esta via
fluvial, de ~100 m de ancho, las condiciones ambientales a las cuales estan sujetas las
poblaciones de Ctenomys son similares; sin embargo y pese a que las dos especies ocupan
nichos ecoldgicos semejantes, utilizan microhabitats diferentes. C. sociabilis se distribuye
exclusivamente en el ecotono en bordes de mallin y areas arbustivas con cobertura de hierbas
y gramineas (Tammone et al. 2012), mientras que C. haigi se distribuye tanto en la estepa y
la precordillera como en el ecotono, en areas con variada composicion vegetal incluyendo
bordes de mallin, estepas arbustivas y matorrales (Lacey y Wieczorek 2003).

Estos Ctenomys también exhiben marcadas diferencias demograficas,
comportamentales y genéticas (Lacey y Wieczorek 2003). Ctenomys sociabilis vive en
grupos con multiples individuos por sistema de madrigueras, los cuales se forman por
filopatria natal de hembras (Lacey et al. 1997; Lacey y Wieczorek 2004), mientras que los
individuos de C. haigi son solitarios con un tnico individuo por sistema de madrigueras
(Lacey et al. 1998). Aunque actualmente las poblaciones de C. sociabilis manifiestan una
ausencia casi completa de variabilidad genética en algunos segmentos de su genoma (Lacey
2001; Hadly et al. 2003; Chan et al. 2005), en el pasado la situacion fue diferente.
Especimenes fosiles recuperados de un depdsito de restos producido por la actividad trofica
de lechuzas muestran que durante el Holoceno esta especie tuvo una variabilidad genética

considerablemente mayor, proporcionando asi la evidencia de una pérdida sustancial de la
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variacion genética hacia el Holoceno tardio (Chan et al. 2005). En forma contrastante, el
parapatrico y ampliamente distribuido C. haigi no muestra evidencias de una pérdida de
variacion genética comparable durante el mismo segmento temporal (Chan y Hadly 2011).
Las hipotesis propuestas para explicar la pérdida de variacion genética en C.
sociabilis incluyen cambios en el habitat, vulcanismo y competencia con C. haigi (Chan et
al. 2005). Sin embargo, hasta la fecha, la capacidad para inferir las bases causales de esta
pérdida son limitadas debido a que todos los datos histéricos de esta especie provienen de
una tnica localidad. En este contexto, resulta decisivo ampliar la base factica sumando otros
depositos de la region para discutir con una mayor profundidad y, llegado el caso, optar por

alguna de estas hipotesis a la hora de explicar el empobrecimiento genético de C. sociabilis.

Figura 1.1. Apariencia externa de Ctenomys sociabilis (izquierda) y Ctenomys haigi
(derecha) fotografiados en libertad en el norte de Patagonia. Notese la diferencia de

coloracion [Fotografias: Anand Varma y Mauro Tammone, respectivamente].
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Objetivo general

El objetivo general de esta tesis doctoral es determinar la amplitud geografica de la
pérdida de variabilidad genética de Ctenomys sociabilis y explorar las hipdtesis en su
respecto a partir del analisis de material 6seo y dentario de fosiles de Ctenomys recuperado
en varios depdsitos arqueologicos con adecuada cobertura geografica y temporal. Asimismo,
mediante la combinacion de datos de variabilidad genética y abundancia relativa de
Ctenomys sociabilis 'y Ctenomys haigi, esta tesis permitira comparar los patrones de
variacion genética en relacion a los cambios ambientales regionales ocurridos durante el
Holoceno y evaluar el papel de las diferencias en el uso del habitat, la demografia y el
comportamiento en la persistencia de las poblaciones a lo largo de escalas temporales

amplias.

Preguntas que motivaron esta tesis

1) {Qué factor o factores determinaron la pérdida de diversidad genética en C. sociabilis?

2) (El empobrecimiento genético ocurrid en diferentes localidades, afectando todo el rango de

la especie o de forma local?

3) ¢(Por qué el factor o los factores que afectaron la diversidad genética en C. sociabilis no
afectaron la diversidad genética en C. haigi, dado que ambas especies ocupan ambientes

similares y son parapatricas?
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AREA DE ESTUDIO

El area de estudio se ubica al noroeste de la Patagonia, especificamente en el valle
del rio Limay desde su nacimiento en el lago Nahuel Huapi hasta la confluencia del rio
Traful, tributario de su margen norte. Se extiende hacia el este y al oeste del valle,
aproximadamente 10 km dentro de la provincia de Rio Negro y del Neuquén (Figuras 1.2,
1.3y 1.6).

Regionalmente, se trata de un paisaje de influencia predominantemente fluvial con
numerosos valles con perfil transversal pronunciado. A lo largo de los grandes valles, los de
los rios Limay y Traful, se aprecian las huellas de los diferentes periodos glaciares, a través
de morrenas frontales y dos pisos de morrenas laterales colgadas respecto al fondo de valle
actual.

El area de estudio corresponde al Distrito Fitogeografico Patagonico Occidental
denominado precordillera de la provincia Patagonica, desde el limite de los bosques andino-
patagdnicos hasta la isohieta de los 300 mm (Cabrera y Willink 1980; Bran 2000). En su
fisonomia predominan las estepas bajas de pequefios arbustos y coirones, con Festuca
pallescens (St.-Yves) Parodi (coiron dulce), Pappostipa speciosa (Trin. y Rupr.) Romasch.
(coirdén amargo), Mulinum spinosum Pers. (neneo) y Acaena splendens Hook. y Arn. (cepa
caballo) como especies dominantes; hacia el extremo norte y occidental aparece un
importante componente de ambiente ecotonal, siendo comun el ingreso de formaciones de
bosquecillos monoespecificos de Austrocedrus chilensis (D. Don) Pic. Serm. y Bizzarri
(ciprés) o matorrales mixtos de A. chilensis, Lomatia hirsuta (Lam.) Diels (radal), Maytenus
boaria Molina (maitén), Discaria chacaye (G. Don) Tortosa (chacay) y D. articulata Kuntze
(espino negro); a mayores alturas son frecuentes los bosque caducifolios de Nothofagus
pumilio (Poepp. y Endl.) Krasser (lenga) (Leon et al. 1998; Bran 2000; Mermoz et al. 2009).

Biogeograficamente, el ecotono o bosque de transicion es relevante porque al ser un
area de engranaje entre dos biomas tan diferenciales, en este caso el bosque y la estepa,
genera un incremento de la diversidad, tanto de formas como de ambientes (Barnosky et al.
2001; Mermoz et al. 2009).

El area se encuentra asociada a un clima arido a semidrido con una isoterma media
anual que no supera los 8°C. Las precipitaciones oscilan entre los 1000 mm anuales en su

extremo occidental, hasta los 500 mm anuales al este concentrandose alrededor del 65%
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entre los meses de mayo y agosto, periodo en el que se destaca un importante aporte niveo

principalmente en las alta cumbres (Mermoz et al. 2009).

Figura 1.2. Area de estudio y ubicacion de los depsitos fosiliferos estudiados (triangulos).

Los rangos de distribucion de C. sociabilis (en rojo) y C. haigi (en azul) se indican de

acuerdo a Pearson y Christie (1985).
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METODOLOGIA GENERAL

Depositos fosiliferos

Se analiz6 el material fosil de Ctenomys spp. recolectado en dos sitios arqueologicos
y paleontoldgicos, denominados Arroyo Corral y Cueva del Caballo (Hajduk et al. 2007;
Arias Cabal et al. 2013; Tammone et al. 2014). También se incorporaron en el estudio los
datos publicados sobre fosiles de C. sociabilis y C. haigi para el sitio Cueva Traful I (Crivelli
Montero et al. 1993; Pearson y Pearson 1993; Chan et al. 2005; Chan y Hadly 2011). Arroyo
Corral se emplaza dentro del rango geografico actual de C. sociabilis, mientras que Cueva
del Caballo lo hace dentro del rango geografico actual de C. haigi. Este es un aspecto
importante ya que los datos obtenidos en Cueva Traful I provienen de un area en donde -en
la actualidad- ninguna de las especies esta presente (Figura 1.2).

Los depositos de Arroyo Corral y Cueva del Caballo fueron excavados durante los
aflos 2006 a 2012 por un grupo binacional integrado por el Equipo de Arqueologia y
Etnohistoria del Museo de la Patagonia “Francisco Pascasio Moreno” (CONICET-APN, S.
C. de Bariloche, Rio Negro, Argentina) y el equipo de arqueologia del Instituto Internacional
de Investigaciones Prehistoricas de Cantabria (IIIPC, Universidad de Cantabria, Santander,
Espafia).

Para la excavacion de los yacimientos se empled cucharines y pinceles y se procedid
por niveles (= artificiales) de 10 cm de espesor, tratando de respetar en la medida de lo
posible las unidades estratigraficas (= naturales). El sedimento se extrajo en cubetas de
plastico y se tamizo en el campo usando un cernidor con una luz de malla de 2 mm. De esta
forma se elimind el sedimento mas fino, mientras que en forma manual se descartaron del
tamiz los clastos mayores. La muestra concentrada en el cernidor se guardo en bolsas de
plastico etiquetadas con su correspondiente procedencia estratigrafica para su posterior
procesamiento. Durante las excavaciones se utilizé una estacion total Leica TCRM 1205
para registrar la topografia de cada nivel.

A continuaciéon se describen los depdsitos analizados y se brinda informacion

respecto a la excavacion, estratigrafia y relaciones cronoldgicas.
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Arroyo Corral

El sitio Arroyo Corral (de ahora en mas, ACo) incluye los depositos Arroyo Corral I
(de ahora en mas, ACo I, 40°55'52"S, 71°03'19"W, WGS84; 820 m snm) y Arroyo Corral
II (de ahora en mas, ACo 11, 40°56'06"S, 71°03°06"W, WGS84; 860 m snm). Esta localidad
se encuentra unos 33 km al noreste de S. C. de Bariloche, sobre la margen sur del arroyo
Carboén, a 1,5 km de su desembocadura en el rio Limay, en campos de la Estancia La Lonja,
Parque Nacional Nahuel Huapi, provincia del Neuquén, Argentina (Figuras 1.3 Ay B). A lo
largo de la tesis, cuando se indica ACo debe entenderse como una referencia para ambos
yacimientos, ACo Iy ACo IL.

ACo I es un abrigo rocoso abierto al norte a media altura de la vertiente meridional
(sur) del arroyo Corral. Esta desarrollado en forma de cueva con una altura de techo de ca.
3 my dos lobulos bastante desarrollados (Figura 1.4 A). Sobre la entrada principal se planted
una cuadricula de 3 m x 2 m, la cual se excavo en 7 niveles sedimentarios naturales
denominados estrato I a VII (Figura 1.4 B). La excavacion se extendio hasta los 2,80 m de
profundidad donde se alcanzé la roca de caja. Los fechados radiocarbdnicos indican que el
deposito de ACo I comenzé a formarse en el Ultimo Méaximo Glacial (~23000-19000 afios
AP) al final del Pleistoceno (Tammone et al. 2014). La capa basal es un estrato arenoso de
probable origen fluvial, en el que se han documentado abundantes materiales
paleontoldgicos, que incluyen megafauna extinta (Mylodontinae) y abundantes restos de
Ctenomys y otros pequefios mamiferos (estratos VII a V). En el transito al Holoceno se
constata ocupacion antropica, a través de los restos liticos y 0seos, en los estratos [V a Il y
posterior registro de ceramica en el estrato I.

ACo II es un gran abrigo rocoso orientado al norte, localizado en la parte alta de la
vertiente meridional (sur) del arroyo Corral, 40 m por encima de ACo I (Figura 1.3 B). Su
amplia abertura, de unos 22 m de alto y 45 m de ancho, le confiere una forma de alero. Las
excavaciones se centraron en dos zonas opuestas del abrigo (Figura 1.5 A): una cuadricula
en el extremo occidental, donde se excavo una superficie de 9 m? (cuadricula 1) y otra
cuadricula en la zona mas profunda del abrigo en su parte oriental, en la que se abrio una
superficie de 3 m? (cuadricula 2). Los perfiles expuestos proporcionaron una secuencia
estratigrafica de 6 estratos naturales (I-VI). La roca de base se alcanzé a una profundidad de
1,32 m en la cuadricula 1 y de 1,50 m en la cuadricula 2 (Figura 1.5 A-C). De acuerdo con
las interpretaciones arqueoldgicas y las caracteristicas de los estratos sedimentarios se

establecid una correlacién entre las dos cuadriculas de excavacidn. Posteriormente, se

11
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confirmo la relacion entre las cuadriculas excavadas mediante fechados radiocarbonicos.
Seglin éstos, la historia sedimentaria de ACo II comienza entre el Pleistoceno tardio y el
Holoceno temprano (ca. 12000 afios cal AP) donde ya se aprecian las primeras ocupaciones
humanas y se extiende hasta la actualidad. La acumulacion de restos de pequefios mamiferos
(roedores y marsupiales) es regular a lo largo de todo el deposito y se puede atribuir a
egagrdpilas de lechuzas (Tammone et al. 2014); el lugar sigue siendo hoy en dia frecuentado
por la Lechuza del Campanario (7yto furcata; Nijman y Aliabadian 2013), de la cual se ha

avistado un ejemplar durante la excavacion.

Cueva del Caballo

Cueva del Caballo (de ahora en mas, CdC; 40°45'36"S, 71°05'56"W, WGS84, 830
m snm) esta ubicado sobre la margen derecha del rio Limay, ca. 62 km al noreste de S. C.
de Bariloche, en el area conocida como Valle Encantado, provincia de Rio Negro, Argentina
(Figura 1.6 A). El paisaje regional muestra numerosas formaciones rocosas de origen
volcanico (Figura 1.6 C). CdC es un amplio abrigo formado en una brecha cuya boca se
orienta al noreste; mide aproximadamente unos 13 m de ancho por 8 m de profundidad.
Internamente adquiere forma de cueva compuesta por dos 16bulos. En una de estas camaras,
durante los meses de noviembre y diciembre de 2008, el mismo grupo de arquedlogos que
trabajo en ACo, excavd una cuadricula de 2 m x 1 m (Figura 1.7 A). La excavacién se
completd en 16 niveles estratigraficos naturales alcanzando la roca de base a los 3,68 m de
profundidad. Siguiendo las caracteristicas sedimentarias y los fechados radiocarbonicos, la
estratigrafia se ordend en 7 unidades para los propositos analiticos de esta tesis (Figura 1.7
B). El depdsito es principalmente de origen volcanico y bioldgico, compuesto por diferentes
capas de ceniza mezclada con sedimento, arena y clastos. La presencia de elementos
esqueletarios de pequefios mamiferos resultd recurrente a lo largo de toda la secuencia; de
hecho, estos elementos constituyen el componente organico principal del deposito (Figura
1.8). La ocupacion humana fue escasa e irregular. De acuerdo con los fechados
radiocarbdnicos, el relleno basal comienza su deposicion durante el Holoceno temprano (ca.
12000 afios cal AP). y continua hasta el presente. En el sitio hay al menos 3 posaderos de
lechuzas, actualmente activos, situacion que sumado a otros rasgos del depdsito y su
contenido sugieren que la incorporacion de restos de pequefios vertebrados tuvo su origen

en la accidn trofica de aves rapaces estrigiformes.
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Cueva Traful 1

Cueva Traful I (de ahora en mas, CTI; 40°42'55"S, 71°06'30"W, WGS84, 730 m
snm) fue excavado por los arquedlogos Eduardo Crivelli Montero y Mario Silveira durante
los afios 1978 a 1983 (Crivelli Montero et al. 1993). Se ubica sobre la margen sur del rio
Traful, ca. 2 km de su confluencia con el rio Limay, provincia del Neuquén, Argentina
(Figura 1.6 B). Se trata de una cueva con escasa iluminacion natural, situada a unos 5 km al
norte de CdC y a unos 25 km al norte de ACo I-II y presenta una superficie de relleno de 15
m x 7 m la cual fue excavada en su totalidad, alcanzando una profundidad promedio de 2 m.
Se identificaron 21 estratos sedimentarios que, de acuerdo con los fechados radiocarbonicos,
representan un segmento temporal que va desde el Pleistoceno tardio y el Holoceno
temprano (ca. 12000 afios cal AP) hasta la actualidad (Crivelli Montero et al. 1993; Chan
et al. 2005; Pardifias y Teta 2013). El deposito muestra la recurrente ocupacion de grupos
humanos durante todo el Holoceno a través de la presencia de numerosos instrumentos liticos
y restos de fauna consumida (Crivelli Montero et al. 1993). Otro componente importante y
extendido casi constantemente a lo largo de la secuencia sedimentaria son los restos de
pequeiios mamiferos producto de la actividad tréfica de buhos y lechuzas (Pearson 1987;

Pearson y Pearson 1993; Pardifias y Teta 2013).
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3= . I ! . .
Provincia del Provincia de
Rio Negro

Figura 1.3. A) Ubicacion geografica de los depdsitos Arroyo Corral I (ACo I) y II (ACo II)
sobre la base de una imagen satelital. B) Paisaje regional de los sitios en direccién sur. La

forestacion corresponde a plantaciones aloctonas de alamo y pino [Fotografia: Adan

Hajduk].
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Holoceno

Ultimo Méximo Glaciar
(Pleistoceno)

Figura 1.4. A) Vista en planta del yacimiento Arroyo Corral I (ACo I). Area de excavacion
indicada en recuadro gris. B) Secuencia estratigrafica esquematica del pozo de excavacion,

perfil este. [Digitalizacion: Luis C. Teira Mayolini]

Holoceno

Figura 1.5. A) Vista en planta del yacimiento Arroyo Corral II (ACo II). Areas de
excavacion indicadas en gris. B) Secuencia estratigrafica del pozo de excavacion cuadricula
2, perfil norte. C) Secuencia estratigrafica esquematica del pozo de excavacion de la

cuadricula 1, perfil este. [Digitalizacion: Luis C. Teira Mayolini].

15



Capitulo 1: Metodologia General

!

}Pr'ovim'ia de
Rio'Negro

Provinciadel 7,
enqaén .

Figura 1.6. A) Ubicacién geografica de los yacimientos Cueva del Caballo (CdC) y Cueva
Traful I (CTI) sobre una imagen satelital. Paisaje local de los sitios B) CTI y C) CdC. La

forestacion corresponde a bosques naturales de ciprés. [Fotografias: Mauro Tammone].
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Holoceno

o
Figura 1.7. A) Vista en planta del yacimiento Cueva del Caballo (CdC). Area de excavacion
indicada en recuadro gris. B) Secuencia estratigrafica esquematica del pozo de excavacion,

perfil este. [Digitalizacion: Luis C. Teira Mayolini].

Figura 1.8. Restos 0seos y dentarios de pequefios vertebrados, vista en planta, Cueva del

Caballo (CdC), estrato I'V. [Fotografia: Adan Hajduk].
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Procesamiento del material fosil

En el laboratorio, el sedimento concentrado en el tamiz se volcd en una bandeja y
mediante pinzas se separd todo el material 6seo y dentario de Ctenomys 'y de otros pequefios
vertebrados (Figura 1.9). Los componentes arqueologicos, de fauna media y mayor y el
carbon vegetal (envuelto en papel aluminio), se guard6 en bolsas de plastico rotuladas con
la denominacidn del deposito y su correspondiente procedencia estratigrafica. Los elementos
esqueléticos de Ctenomys y de otros pequeflos vertebrados se liberaron de sedimento
utilizando cepillos y pinza de diseccion. Los craneos, maxilares y mandibulas de los
pequefios mamiferos se determinaron a nivel de especie utilizando claves (Pearson 1995;
Fernandez et al. 2011) y material comparativo de la coleccion de mamiferos del Centro
Nacional Patagonico, Puerto Madryn, Chubut. El criterio taxondmico y sistematico general
adoptado en esta tesis corresponde a Patton et al. (2015). Dada la dificultad para identificar
las especies de Ctenomys utilizando las claves dicotdmicas, a partir del estudio de material
comparativo se identificaron cuatro indicadores morfolégicos para diferenciar Ctenomys
sociabilis y Ctenomys haigi (Figura 1.10). Los craneos, maxilares y mandibulas de todos los
taxones de pequefios mamiferos se cuantificaron y estos valores se utilizaron para estimar la
abundancia relativa de cada taxon por estrato sedimentario a partir del nimero minimo de
individuos (MNI'; Grayson 1984; Lyman 2008). Las estimaciones del MNI se basaron en la
frecuencia del elemento esquelético mas abundante entre craneo, maxilar y mandibula,
teniendo en cuenta lateralidad. Los valores totales de MNI analizados fueron para ACo =
2513 y para CdC = 9085. A cada elemento craneodentario de Ctenomys spp. se le asign6 un
numero de referencia y se lo guardd en bolsas individuales con cierre tipo ziploc (Figura
1.11). Los elementos esqueléticos postcraneales se conservaron en bolsas de plastico
rotuladas con el nombre del deposito y la procedencia estratigrafica a los fines de estudios
tafondmicos ulteriores. Para la identificacion taxondmica y el andlisis tafondémico, el

material se observo bajo lupa estereoscopica con 40 aumentos.

Tafonomia

En los depdsitos fosiles de pequefios mamiferos, el andlisis tafonémico permite

determinar si el conjunto taxondmico estudiado (tanatocenosis) preserva de manera precisa

! Del inglés, Minimum Number of Individuals.
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la estructura de la comunidad (biocenosis) durante el lapso temporal que abarca la secuencia
(Lyman 2008; Terry 2008). Un factor clave es determinar si el depredador responsable de la
acumulacion dsea y dentaria se ha mantenido constante a lo largo de la historia deposicional
del sitio, ya que diferentes depredadores pueden imponer sellos diferenciales a la estructura
de la muestra, principalmente si exhiben diferentes patrones de actividad y seleccion de
presas (Grayson 1981; Andrews 1990; Terry 2007). Los depdsitos fosiles de pequefios
mamiferos son mayormente producidos por la acciéon depredatoria de aves rapaces o
mamiferos (Andrews 1990; Pardifias 1999a). Cada tipo de depredador produce una
proporcién de elementos esqueléticos de las presas y un grado de corrosion digestiva que
permite distinguir diferentes tipos de depredadores (Andrews 1990; Terry 2007). En este
estudio se analizd el material fosil para determinar el origen de su acumulacion utilizando
dos indicadores: proporcion de elementos esqueléticos y grado de corrosion digestiva en
superficies Oseas.

En cada deposito y para cada unidad estratigrafica, se tomaron al azar submuestras
de los elementos esqueléticos. Para determinar la proporcion de elementos esqueléticos se
calcul6 la abundancia relativa de 9 elementos (maxilar, mandibula, escapula, humero, radio,

pelvis, fémur, tibia y calcaneo) utilizando la siguiente formula (Andrews 1990):

Ri = Ni/ (Ei xMNI)x100,
donde:
Ri = abundancia relativa de elemento 1 en la submuestra; Ni = numero del elemento i en la
submuestra; Ei = nimero esperado del elemento i por individuo; MNI = numero minimo de
individuos.

En las submuestras se identifico el grado de corrosion digestiva sobre los fémures y
humeros, clasificindola en base a cuatro clases, segin el porcentaje de huesos afectados
(Andrews 1990; Fernandez et al. 2012; Fernandez-Jalvo et al. 2014), (1) ligera: entre el 6%
y 20%, desgaste restringido a la superficie articular y ocasionalmente sobre la epifisis del
hueso, que casi nunca estan fracturados, (2) moderada: entre el 25% y 50%, el desgaste
afecta completamente la epifisis y se extiende parcialmente a la diafisis, aparecen huesos
fracturados con bordes redondeados, (3) fuerte: entre el 60% y 100%, el desgaste afecta todo
el hueso, la mayor parte de los mismos estan fracturados con bordes completamente
ondulados, (4) extrema: 100%, el desgaste es completamente ondulado, todos los huesos

estan fracturado.
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Ambos indicadores -abundancias relativas y marcas de corrosion- fueron
consistentes con las caracteristicas de las acumulaciones de presas generadas por aves
rapaces (Andrews 1990). El patrén general de abundancia relativa de los elementos
esqueléticos fue constante a lo largo del tiempo -entre unidades estratigraficas- y similar
entre los depositos (Figura 1.12) lo cual indica la accion del mismo depredador y su
constancia en el tiempo. El grado de corrosion observado en fémures y humeros (>50%
ligera en todos los casos) robustece esta interpretacion (Tabla 1.1). De acuerdo con estas
observaciones se puede considerar a Tyto furcata como principal agente que formé las
concentraciones de materiales esqueléticos en los yacimientos estudiados (ver Pearson y
Pearson 1993; Pardifias 1999a, 2000; Teta et al. 2005; Fernandez et al. 2012; Pardifias y Teta
2013; Tammone et al. 2014).

Figura 1.9. Seleccion de elementos esqueléticos de pequefios vertebrados, sedimento

concentrado de Cueva del Caballo (CdC).
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basiesfenoides

basioccipital

C coronoides

ol

Figura 1.10. Rasgos anatémicos (indicados con flechas) diferenciales en craneo y mandibula

entre C. sociabilis (izquierda) y C. haigi (derecha): A) desarrollo de bula timpanica (en
norma lateral) y morfologia de la sutura yugal-maxilar; B) morfologia y desarrollo del

basioccipital; C) desarrollo del proceso coronoides. Escala = 10 mm.
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Figura 1.11. Especimenes fosiles de C. sociabilis (arriba) y C. haigi (abajo) recuperados de
los depositos Arroyo Corral II (ACo II) y Cueva del Caballo (CdC). Los dientes incisivos de
estos materiales fueron utilizados para la extraccion de ADN. Los especimenes fueron
catalogados utilizando el acronimo del depdsito seguido de un nimero de orden para el

espécimen.
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Figura 1.12. Abundancia relativa de los elementos esqueléticos de las unidades

estratigraficas de Arroyo Corral (ACo) y Cueva del Caballo (CdC).
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Tabla 1.1. Representacion de las distintas categorias de corrosion en el material esqueletal
de pequefios mamiferos de los depositos Arroyo Corral (ACo) y Cueva del Caballo (CdC).
Valores expresados en porcentaje sobre el total de la muestra. Entre paréntesis se indica el

tamafio de muestra.

Clases de digestidon sensu Andrews (1990)

Ligera Moderada Fuerte Extrema
Arroyo Corral % (n) % (n) % (n)

VAV Fémur 78,5 (44) 16 (9) 5,5 (3) -
Hamero 84,3 (43) 15,7 (8) - -
LIV Fémur 77,8 (63) 8,6 (7) 13,6 (11) -
Humero 75,4 (49) 12,3 (8) 12,3 (8) -
- Fémur 66,4 (75) 24,8 (28) 8,8 (10) -
Humero 83,3 (75) 7,8(7) 8,9 (8) -

Cueva del Caballo
VIV Fémur 58,3 (88) 30,5 (46) 11,2 (17) -
Humero 58,7 (78) 31,5 (42) 9,8 (13) -
vy Fémur 63,9 (110) 33,7 (58) 2,4 (4) -
Humero 73,3 (96) 22,9 (30) 3,8(5) -
- Fémur 77,1 (108) 15,1 (21) 7,8 (11) -
Humero 90,4 (28) 6,4 (2) 3,2 (1) -

Cronologia

Un prerrequisito esencial para cualquier estudio paleoecoldgico es contar con un
marco cronologico robusto de las secuencias estratigraficas incluidos en el analisis (Blaauw
2010; Parnell et al. 2011). Esto permite relacionar temporalmente los estratos de los
diferentes depdsitos, comparar espacialmente el curso temporal de eventos y evaluar la
respuesta de poblaciones naturales a estos eventos prehistoricos en un contexto temporal
preciso. Para depdsitos Cuaternarios, la cronologia se construye a partir de dataciones o
fechados por radiocarbono de elementos esqueléticos, carbon vegetal o material orgénico.
En el contexto estratigrafico se asume que los materiales de cada estrato sedimentario tienen
la misma antigiiedad, lo que permite inferir la edad de un material a partir del fechado de
otro material. A su vez, el principio de superposicion de estratos -que establece que los
estratos sedimentarios se depositan en una secuencia temporal- proporciona una herramienta
para determinar el grado de perturbacion del depodsito. La asociacion de las fechas
radiocarbonicas con la abundancia relativa y las secuencias de ADN permite la calibracion

de tasas evolutivas poblacionales (Lambert et al. 2002).
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Dataciones radiocarbonicas

La datacion radiocarbonica es el método mas utilizado en la actualidad para estimar
la fecha en la cual ocurrié la muerte de un organismo (el momento en el cual el objeto quedo
sepultado). Este método se basa en la tasa de decaimiento de la concentracion del is6topo
inestable Carbono 14 ('*C).

En la naturaleza existen 3 is6topos de carbono, dos son estables el Carbono 12 ('2C)
y el Carbono 13 (13C), mientras que el '“C es inestable (radioactivo) y con el paso del tiempo
se desintegra en un producto estable. El '*C es generado en la atmdsfera mediante la reaccion
entre neutrones generados por la incidencia de rayos cosmicos y atomos de Nitrégeno 14
("*N) dando como resultado dioxido de carbono '*COz (Currier 2004). El 4tomo radioactivo
14C es incorporado por las plantas durante el proceso de fotosintesis y a través de las plantas
pasa a los animales por via alimenticia. Cuando los organismos mueren dejan de incorporar
el isétopo radioactivo '“C y a partir de ese momento la concentracion del is6topo comienza
a disminuir a medida que se transforma en el producto estable '“N por decaimiento
radioactivo.

La tasa de decaimiento radioactivo del '*C, medida por primera vez por Libby et al.
(1949), permite estimar la fecha en la cual el organismo muri6 calculando la cantidad de '*C
que contiene la muestra y sabiendo que la "vida media" del '*C (el tiempo en el cual la mitad
del "C que contiene una muestra se transforma) es de 5568 afios + 30 afios (Libby et al.
1949). La fecha estimada es la edad absoluta en afios radiocarbdnicos que equivale a los afios
transcurridos desde la muerte del organismo hasta el afio 1950 de nuestro calendario,
establecido por convencion en honor a la fecha de descubrimiento del método. La fecha se
expresa en "afios antes del presente (de ahora en mas, afios '*C AP)". Asi, por ejemplo una
fecha radiocarbonica de 2000 afios '*C AP equivale a 50 afios antes de Cristo. Sin embargo
y dado a que la concentracion de '*C en la atmosfera no fue constante en el tiempo es
necesario hacer lo que se conoce como “calibracion” de la fecha radiocarbonica (Reimer

et al. 2009).
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Figura 1.13. Calibraciéon de una fecha radiocarbonica. El eje Y muestra en rojo la
distribucion normal de la fecha radiocarbonica de la muestra (1300 = 60 afios “C AP.), el
eje X muestra en gris la fecha expresada en afios calibrados AP. En azul se grafica la curva
de calibracion para el hemisferio sur (SHCall3). El valor calibrado se expresa en rango de

20. En este ejemplo, 1297-1002 afios cal AP.

Calibracion de fechas radiocarbonicas

El método de estimacion de la fecha radiocarbdnica de una muestra asume que la
concentracion de "*C en la atmosfera es constante. Sin embargo, luego del descubrimiento
del método se conocid que la concentracion del *C no es estable en el tiempo (de Vries
1958) incluso el mismo Libby habia mencionado la supuesta constancia del '*C atmosférico
era probablemente incorrecta. Este problema se resuelve utilizando curvas de calibracion
construidas principalmente a partir del andlisis dendrocronolégico de los anillos de
crecimiento de arboles y también de valvas de moluscos. La calibracion se realiza
interceptando la curva de distribucidn normal de la fecha radiocarbdnica de la muestra con
la curva de calibracién dendrocronologica (Figura 1.13), para obtener asi una fecha
expresada en "aflos calibrados antes del presente (de ahora en mas, afios cal AP)".

Debido a que las condiciones atmosféricas en el Hemisferio Norte y Sur son

diferentes existen curvas de calibracion especifica para cada hemisferio y por lo tanto la
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calibracion es mas precisa si se utiliza una curva de calibracion derivada del hemisferio del
cual provienen las muestras (McCormac et al. 2004; Hogg et al. 2013).

En la Tabla 1.2 se muestran los valores calibrados (afios cal AP) y no-calibrados
(afios '*C AP) de las muestras datadas usadas en esta tesis. Para la calibracion se utilizé la
curva del Hemisferio Sur, SHCall13 (Hogg et al. 2013) con un intervalo de calibracion del
95,4% (20). Las calibraciones se realizaron con el programa de calibracion OxCal 4.2 (Bronk
Ramsey 2009). Las dataciones fueron realizadas utilizando dos métodos, espectrometria de
centelleo liquido (LSC?) en el Laboratorio de Tritio y Radiocarbono (LATYR) de La Plata
y espectrometria de masa (AMS?) en el Laboratorio de AMS de Arizona y en la Unidad de
AMS de Oxford.

2 Del inglés, Liquid Scintillation Counting.
3 Del inglés, Accelerator Mass Spectrometry.
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Modelado de edad basado en profundidad

Idealmente, para estudiar una secuencia estratigrafica, se busca datar todos los
niveles de la excavacion, pero esto rara vez se logra debido a los elevados costos del servicio
de datacion radiocarbdnica o a la potencial carencia de material datable. Alternativamente,
se pueden aplicar modelos de edad en funcion de la profundidad del sedimento, utilizando
una serie de dataciones radiocarbonicas (Bennett 1994; Blaauw 2010). Estos modelos se
construyen para estimar la edad de los estratos sedimentarios de un deposito de fecha
desconocida (no datados) a partir de una serie de estratos que fueron datados, siguiendo el
supuesto de superposicion de estratos sedimentarios, el cual establece que los estratos mas
antiguos estan por debajo de los estratos mas modernos (Harris 1989). En esta situacién, por
lo general se selecciona una serie de muestras de diferentes niveles estratigraficos y se datan
por radiocarbono; preferentemente en la serie se incluye el estrato de base, uno de la parte
media y otro superficial. Luego se relaciona la profundidad de las fechas radiocarbonicas
obtenidas con el perfil estratigrafico completo para estimar la edad de cada uno de los niveles
de la secuencia estratigrafica segiin su profundidad, mediante el modelado de la acumulacion
del sedimento a través del tiempo.

Para generar los modelos, en esta tesis se utilizo el programa CLAM* (Blaauw 2010)
en el entorno de programacion para analisis estadisticos y graficos R version 3.0.3 (R Core
Team 2014). A diferencia de otros programas, CLAM, en su proceso de modelado utiliza las
edades calibradas y considera su error asociado, ademads, proporciona un grafico de las
edades y el intervalo de confianza estimadas por el modelo en funcién de las profundidades
estratigraficas. Dado que las fechas calibradas en general resultan en curvas de probabilidad
bastante amplias, asimétricas y con multiples cimas (Figura 1.13), reducir la curva de
probabilidad a un tnico valor pueden resultar en fechas poco probables (Telford et al. 2004).
Para evitar esto, CLAM utiliza todos los valores de la curva de probabilidad de las fechas
calibradas mediante un muestreo iterativo en el cual, la probabilidad de muestreo de un valor
es proporcional a su altura en la distribucion de densidad, en cada repeticion selecciona un
valor de cada curva y construye un modelo (Blaauw 2010). En esta tesis, los modelos se
realizaron con graficos de lineas suavizadas® mediante un muestreo Monte Carlo de 10000
repeticiones. El mejor modelo, que representa la cronologia final utilizada en cada depdsito,
se determind calculando para cada profundidad la media ponderada de todas las fechas

muestreadas. Las cronologias resultantes se muestran en la Figura 1.14.

4 Del inglés, Classic Age-depth Modelling.
5 En inglés, smoothing splines.
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Figura 1.14. Modelos de edad/profundidad generados con CLAM para los depdsitos Arroyo
Corral I (ACol), Arroyo Corral II (AColl) y Cueva del Caballo (CdC).
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Analisis genéticos

Para estudiar los cambios en la variacion genética poblacional de Ctenomys sociabilis
y C. haigi a través del tiempo, se realizaron extracciones de ADN mitocondrial de individuos
actuales y fosiles que en combinacion abarcan aproximadamente los tltimos 10 mil afios.
En la Tabla 1.3 se resumen las muestras analizadas en esta tesis. Los analisis de ADN actual
se realizaron en el Laboratorio de Genética Evolutiva del Museo de Zoologia de
Vertebrados, Universidad de California, Berkeley, Estado Unidos. Los analisis de ADN
antiguo se realizaron en el Laboratorio de ADN antiguo de Elizabeth Hadly, Departamento

de Biologia, Universidad de Stanford, Stanford.

Muestras actuales

Las muestras actuales fueron obtenidas de individuos capturados vivos en el campo
durante 2008 y 2014. Debido a la diferencia en el comportamiento exhibido entre las dos
especies de Ctenomys, fue necesario utilizar dos métodos de captura (Figuras 1.15 A y B).
Para C. sociabilis, se utilizaron lazos fabricados con cordones de algodén, armados sobre el
perimetro de la entradas de madrigueras para enlazar a los animales al momento que emergen
de estas para alimentarse (Lacey et al. 1997). En el caso de C. haigi se utilizaron trampas de
tubo, colocadas en las entradas de madrigueras activas mediante la remocién del tapon de
tierra fresca que estos animales utilizan en las entradas de forrajeo de uso diario (Lacey et
al. 1998). El tubo se ubicé de manera horizontal sobre el suelo del tunel y se cubrio con tierra
para simular una entrada tapada. Las trampas fueron revisadas cada 1-2 horas. Para ambas
especies, se registro el peso, la edad (juvenil o adulto), el sexo y el estado reproductivo de
las hembras adultas (lactante o no lactante) de todos los animales capturados. Utilizando un
alicate esterilizado se removid 1-2 mm distales del dedo posterior externo de la pata derecha
de cada individuo (Cutrera et al. 2005). Las muestras de tejido se conservaron en DMSOs-
EDTA (Seutin et al. 1991) para analisis genéticos subsecuentes. Los métodos de captura y
remocioén de tejido ha sido utilizado en varios estudios de Ctenomys sin resultados negativos
para los animales (Lacey et al. 1997, 1998; Zenuto et al. 2002; Cutrera et al. 2005; Fasanella
et al. 2013). Luego de la remocion del digito se aplicé antiséptico de uso topico sobre la
herida y el animal fue liberado en la misma entrada de madriguera donde habia sido

capturado. Todos los procedimientos utilizados durante la captura y manipulacion de los

31



Capitulo 1: Metodologia General

animales fueron basados en las recomendaciones de la Sociedad Americana de
Mastozoologia para el uso de mamiferos salvajes en la investigacion (Sikes et al. 2011).

La variabilidad genética actual se evaluo a partir de un total 27 Ctenomys capturados
en la vecindad de los sitios ACo (n =9, todos C. sociabilis), CdC (n = 8, todos C. haigi)y 5
km noroeste de CTI (n = 10, todos C. haigi) (Tabla 1.3).

Figura 1.15. Lazos utilizados para capturar C. sociabilis (izquierda). Trampas de tubo

utilizadas para capturar C. haigi (derecha).

Muestras fosiles

Las muestras fosiles de Ctenomys spp fueron obtenidas de materiales recuperados en
los sitios arqueologicos ACo y CdC. La extraccion de ADN se realizo a partir de elementos
craneales y mandibulares. Dada la fragmentacion de los especimenes, para asegurar que los
individuos muestreados fueran diferentes dentro de cada nivel estratigrafico, se utilizé un
procedimiento de seleccion de muestras basado tanto en la disponibilidad de

hemimandibulas completas (provistas de sus dientes incisivos y molares) y la seleccion de
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hemimandibulas de la misma lateralidad. De acuerdo con esto, se seleccionaron
hemimandibulas izquierdas, aunque en algunos niveles estratigraficos, debido a Ia
fragmentacion y la presencia de materiales edéntulos, se utilizaron hemimandibulas derechas
o fragmentos de craneos. En los casos en los que se incluyeron tanto hemimandibulas de
ambos laterales como craneos en un mismo nivel estratigrafico, se examino la coincidencia
morfologica de los materiales 6seo: sinfisis mentoniana, tamafio de los especimenes y de los
incisivos, desgaste molar y coloracion del hueso. Este examen permitid descartar elementos
asignables a un mismo individuo. Para la extraccion de ADN se utilizaron los dientes
incisivos y/o molares de dichos elementos. El peso promedio de cada muestra fue de 0,139
+ 0,067 g (rango: 0,407-0,044 g, n = 49).

Se seleccionaron 89 especimenes de ambos depositos (ACo y CdC) para la extraccion
de ADN, de los cuales solo 49 amplificaron producto ADN (55% de extracciones positivas),
26 C. sociabilis y 23 C. haigi (Tabla 1.3). Los restantes 40 especimenes no mostraron
producto de ADN, a pesar de que se probaron diferentes condiciones de extraccion y de

amplificacion.
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Tabla 1.3. Muestras fosiles y actuales de Ctenomys utilizadas para los analisis genéticos.

. . Elemento / Fecha radiocarbdnica / .
Espécimen Sitio . Especie
muestra estimada (95% IC)
ACo II-105 Arroyo Corral HM* Derecha 824 (Cl 621-954) C. sociabilis
ACo 11-051 Arroyo Corral HM Izquierda 1198 (Cl 1100-1273) C. sociabilis
ACo I1-046 Arroyo Corral HM lzquierda 1367 (Cl 1256-1452) C. sociabilis
ACo 11-040 Arroyo Corral Craneo 1725+ 49 C. sociabilis
ACo I-169 Arroyo Corral Craneo 2524 + 48 C. sociabilis
ACo 11-038 Arroyo Corral Craneo 4167 (Cl 4037-4293) C. sociabilis
ACo I-159 Arroyo Corral HM Izquierda 4905 = 59 C. sociabilis
ACo 1-160 Arroyo Corral HM lIzquierda 4905 + 59 C. sociabilis
ACo I-161 Arroyo Corral HM lIzquierda 4905 + 59 C. sociabilis
ACo II-146 Arroyo Corral Craneo 5056 + 67 C. sociabilis
ACo 1-157 Arroyo Corral HM lIzquierda 6100 + 65 C. sociabilis
ACo II-119 Arroyo Corral Craneo 7117 £ 76 C. sociabilis
CdC-001 Cueva del Caballo HM lIzquierda 10620 + 100 C. sociabilis
CdC-002 Cueva del Caballo HM Derecha 10621 + 100 C. sociabilis
CdCc-003 Cueva del Caballo HM Derecha 10622 + 100 C. sociabilis
CdC-005 Cueva del Caballo HM lIzquierda 9720+ 100 C. sociabilis
CdC-007 Cueva del Caballo HM lIzquierda 9720+ 100 C. sociabilis
CdC-008 Cueva del Caballo HM lIzquierda 9720+ 100 C. sociabilis
CdC-010 Cueva del Caballo HM lIzquierda 9720+ 100 C. haigi
CdC-013 Cueva del Caballo HM Derecha 5510 £ 100 C. sociabilis
Cdc-014 Cueva del Caballo HM Derecha 5510 £ 100 C. sociabilis
CdC-020 Cueva del Caballo HM lIzquierda 5510+ 100 C. haigi
CdC-047 Cueva del Caballo HM Derecha 5510 £ 100 C. sociabilis
CdC-066 Cueva del Caballo HM lIzquierda 5510+ 100 C. haigi
Cdc-081 Cueva del Caballo HM Derecha 5510 £ 100 C. sociabilis
CdC-093 Cueva del Caballo HM lzquierda 4976 (Cl 4844-5073) C. haigi
CdC-104 Cueva del Caballo HM lzquierda 4976 (Cl 4844-5073) C. haigi
CdC-137 Cueva del Caballo HM lzquierda 3920+ 60 C. haigi
CdC-153 Cueva del Caballo HM lzquierda 3920+ 60 C. haigi
CdC-160 Cueva del Caballo HM lzquierda 3920 + 60 C. sociabilis
CdC-184 Cueva del Caballo HM Derecha 3920 £ 60 C. haigi
CdC-204 Cueva del Caballo HM lzquierda 3920 + 60 C. haigi
CdC-288 Cueva del Caballo HM Izquierda 2740 £ 50 C. haigi
CdC-303 Cueva del Caballo HM lzquierda 2740+ 50 C. haigi
CdC-304 Cueva del Caballo HM Izquierda 2740 £ 50 C. haigi
Cdc-310 Cueva del Caballo HM Izquierda 2740+ 50 C. haigi
CdC-378 Cueva del Caballo HM Izquierda 2740 £ 50 C. sociabilis
CdC-429 Cueva del Caballo HM lzquierda 2740 + 50 C. sociabilis
CdC-443 Cueva del Caballo HM lzquierda 2740+ 50 C. sociabilis
CdC-528 Cueva del Caballo Craneo 1976 (Cl 1893-2105) C. haigi

* HM = hemimandibula.
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. . Elemento / Fecha radiocarbdnica / .
Espécimen Sitio . Especie
muestra estimada (95% IC)
Cdc-621 Cueva del Caballo HM* Izquierda 1300 £ 60 C. haigi
CdC-685 Cueva del Caballo HM Derecha 1300 £ 60 C. haigi
CdC-712 Cueva del Caballo HM lzquierda 1300 £ 60 C. haigi
CdC-735 Cueva del Caballo HM Izquierda 1300 + 60 C. haigi
CdC-765 Cueva del Caballo HM Izquierda 51040 C. haigi
CdC-766 Cueva del Caballo HM Izquierda 51040 C. haigi
CdC-767 Cueva del Caballo HM Izquierda 51040 C. haigi
CdC-769 Cueva del Caballo HM lzquierda 510 £ 40 C. haigi
CdC-776 Cueva del Caballo HM Izquierda 51040 C. haigi
LL-1 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-2 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-3 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-4 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-5 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-6 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-7 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-8 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
LL-9 Arroyo Corral Digito 5to actual C. sociabilis
VE-1 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-2 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-3 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-4 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-5 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-6 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-7 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
VE-8 Cueva del Caballo Digito 5to actual C. haigi
RT-1 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-2 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-3 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-4 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-5 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-6 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-7 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-8 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-9 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi
RT-10 5 km N rio Traful Digito 5to actual C. haigi

* HM = hemimandibula.
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Eleccion del marcador molecular

Para los analisis moleculares se utilizd el gen mitocondrial que codifica para el
citocromo b, una proteina de membrana que desempefia una funcién vital en la generacion
de energia celular. Esta proteina es un componente del complejo citocromo bei involucrado
en el trasporte de electrones durante el proceso de respiracion celular, en la membrana
interna mitocondrial. A pesar de su importancia funcional que supone una alta estabilidad
de su secuencia de aminoacidos, esta molécula es uno de los marcadores mas empleados en
filogenia y filogeografia de mamiferos (Irwin et al. 1991), y particularmente es muy qtil
dentro del género Ctenomys para resolver relaciones filogenéticas (e.g. Lessa y Cook 1998;
D’Elia et al. 1999; Mascheretti et al. 2000; Parada et al. 2011), y en conjunto con otros
marcadores moleculares para estudios de variacion intraespecifica y estructura poblacional
(Wlasiuk et al. 2003; Gongalves y de Freitas 2009; Fasanella et al. 2013). Debido a que en
las células el material genético mitocondrial, incluido el del citocromo b, es miles de veces
mas abundante que el material genético nuclear; cuando se extrae ADN de una muestra la
cantidad de ADN mitocondrial (ADNmt) es mucho mayor que el ADN nuclear.
Considerando este factor y dado que el ADN de las muestras fosiles esta altamente
fragmentado y, dependiendo de las condiciones de conservaciéon de las muestra, muy
degradado, las secuencias de ADNmt son mas probables de sobrevivir en muestras de ADN
antiguo, material genético extraido de muestras fosiles o subfosiles (Hofteiter et al. 2001;
Rizzi et al. 2012). Debido a estas caracteristicas, el ADNmt ha sido utilizado con éxito en
una gran variedad de estudios de reconstruccion filogenética basado en ADN antiguo y para
investigar la historia genética poblacional (Rizzi et al. 2012 y las referencias alli citadas;
Ramakrishnan y Hadly 2009). Por otro lado, los datos genéticos existentes de ADN antiguo
de muestras fosiles de C. sociabilis y C. haigi de CTI estan basados en el mismo gen
mitocondrial (Chan y Hadly 2011) y, por lo tanto, utilizar este mismo marcador permite

establecer las comparaciones requeridas en este proyecto de investigacion.

Extraccion de ADN de tejido actual

La extraccion de ADN de tejido actual se realizo usando el kit de extraccion DNeasy
Blood and Tissue de QIAGEN (Qiagen Inc., Valencia, California). El protocolo se describe
a continuacion. En un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL se colocaron entre 20 mg y 25 mg

de tejido (digito 5%) cortado en pequefios trozos con bisturi junto con 180 pL de buffer ATL.
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Luego de agitar 10 s se agregaron 20 pL de Proteinasa K para la digestion de las proteinas.
La mezcla se dejo en incubadora a 56°C sobre una plataforma rotadora durante toda la noche.
Luego de la incubacion, los tubos se agitaron durante 15 s, se agregaron 200 pL de buffer
AL a cada tubo, se mezclo y se agregaron 200 pL de etanol (96-100%). La mezcla se agito
durante 10 s. Utilizando una pipeta se pas6 la mezcla de cada tubo a una columna DNeasy
colocada en un tubo de recoleccion 2 mL. La columna se centrifugd a 8000 rpm durante 1
min. El tubo de colecta con el sobrenadante fue descartado. La columna DNeasy se ubicé en
un nuevo tubo de recoleccion de 2 mL. A continuacion se agregaron 500 pL de buffer AW1
y se centrifugd a 8000 rpm durante 1 min; el tubo de recoleccion con el sobrenadante fue
descartado. Este paso se repitid pero utilizando 500 puL de buffer AW2 y un centrifugado de
14000 rpm durante 3 min para secar la membrana de la columna DNAeasy. Luego del
centrifugado, la columna DNeasy se colocoé en un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL
agregando 200 pL de buffer AE directamente sobre la membrana para liberar el ADN. Luego
de 1 min, la columna con el tubo de microcentrifuga se centrifugd a 8000 rpm por 1 min para
extraer el ADN de la membrana. Este paso se repitié con un nuevo tubo de microcentrifuga

de 1,5 mL. Los tubos con el stock de ADN se guardaron a -20 °C.

Extraccion de ADN de tejido fosil

Los estudios basados en ADN antiguo son técnicamente muy dificiles de realizar
debido principalmente a dos factores: (1) la baja concentracion y degradacion del ADN
endogeno y (2) la presencia de contaminantes exdgenos (Cooper y Poinar 2000; Willerslev
y Cooper 2005). Especificamente, durante los pasos sucesivos del procedimiento de
extraccion de ADN, se siguieron protocolos especificos para asegurar la obtencidén de
secuencias nucleotidicas auténticas (Figura 1.16). Los principales criterios aplicados fueron

los siguientes (Cooper y Poinar 2000; Hadly et al. 2003; Gilbert et al. 2005):

e El procedimiento de extraccion de ADN se realizd en una sala aislada de la sala de
amplificacion de ADN y dedicada exclusivamente para el estudio de ADN de baja
preservacion.

e No se permiti6 el ingreso a la sala de extracciéon de ADN antiguo a ninguna persona
que hubiera estado en la sala de amplificacion en las ultimas 24 horas.

e La contaminacion se monitoreé mediante controles negativos, en la extraccion y

amplificacidn, para detectar contaminantes en cualquier etapa del proceso.
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e Antes de cada extraccion de ADN antiguo, todas las superficies de la sala se
limpiaron con lavandina al 10%, incluidas las pipetas y las superficies de
instrumentales.

e Lasala de extraccion, todos los instrumentales y los reactivos se irradiaron con Luz-
Ultravioleta (UV) durante un tiempo minimo de 12 horas (Figura 1.16).

e La extraccion y preparacion de las mezclas para amplificacion se realizaron en una
campana de flujo laminar Clase II provista de luz-UV.

e En el laboratorio no se extrajo ni se amplifico previamente ADN actual de Ctenomys.

e Se utilizaron primers diseflados exclusivamente para Ctenomys.

e Durante todo el proceso de extraccion, el operador utilizé indumentaria descartable
(cofia, barbijo, guantes, protector de calzados y guardapolvo).

e Las extracciones que amplificaron producto de ADN (i.e. mostraron bandas en el gel

de agarosa) fueron secuenciadas dos veces.

Para la extraccion de ADN de material fosil se utilizé el kit de purificacion QIAquick
PCR purification kit con columnas de silica de QIAGEN (Qiagen Inc., Valencia, California)
siguiendo los protocolos de Yang et al. (1998) y Hadly et al. (2003) como se describe a
continuacion. La extraccion se realizo en lotes de 5 muestras por vez, mas 2 controles
negativos. Antes de la extraccion, los especimenes (craneo y mandibulas) seleccionados para
la extraccion se fotografiaron. A cada espécimen se le retiro un incisivo o 2 molares, se
registro el peso de la muestra y se la colocd en un tubo de microcentrifuga rotulado. En este
paso se agregd un control negativo (tubo de microcentrifuga sin muestra) para detectar
posibles contaminantes durante el proceso de extraccion. Los guantes, los materiales y las
superficies de trabajo se limpiaron con lavandina al 10% entre el procesamiento de cada
muestra.

Cada muestra se envolvio en papel aluminio, se ubicd en un mortero de porcelana
(uno por muestra) (Figura 1.16), donde se vertid nitrogeno liquido hasta que la muestra
quedo sumergida. Una vez que el nitrogeno liquido se evaporo, utilizando un pilon de
porcelana (uno por muestra), la muestra se pulverizé presionando el papel aluminio con el
pilon. El papel aluminio se abrié cuidadosamente dentro de un embudo y la muestra

pulverizada se depositd dentro de un tubo de microcentrifuga SAFELOCK utilizando 300
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uL de buffer de digestion proteica Proteinasa K°. Este procedimiento se repitio para las 5
muestras y para la muestra control negativo. Los tubos se agitaron y se incubaron a 55°C
sobre una plataforma rotadora durante toda la noche. Los morteros y pilones se dejaron
sumergidos en lavandina al 10% durante la noche para su limpieza. Luego se enjuagaron con
agua destilada y se dejaron secar para utilizar en extracciones ulteriores.

Luego de la incubacidn, los tubos se centrifugaron a 10000 rpm por 1 min. Utilizando
una pipeta, el sobrenadante se pasé a un tubo de microcentrifuga de 1,5 mL y se centrifugd
a 10000 rpm por 5 min. Para cada muestra, una columna de silica QIAquick se ubicé dentro
de un tubo de recoleccion. Se agregaron 625 pL de buffer PB dentro de la columna seguido
de 125 pL de sobrenadante, mezclando con la pipeta cuidadosamente sin tocar la membrana
de la columna. Luego de 1 min, la columna y el tubo de recoleccion se centrifugaron a 10000
rpm por 1 min. El sobrenadante se descartd. La columna de silica se coloco nuevamente en
el tubo de recoleccion, se agregaron 750 puL de buffer PE dentro de la columna. Luego de 1
min, la columna y el tubo de recoleccidon se centrifugaron a 10000 rpm por 1 min. El
sobrenadante se descartd. La columna de silica se colocd nuevamente en el tubo de
recoleccién y se centrifugé a 11000 rpm por 1 min. El sobrenadante y el tubo de recoleccion
se descartaron. La columna de silica se colocd en un tubo de microcentrifuga recubierto de
silicona de 1,5 mL. La silicona previene que el ADN se adhiera a la pared del tubo.
Cuidadosamente, se agregaron 38 puL de buffer TE a 55°C en el centro de la membrana de
la columna para extraer el ADN atrapado en la membrana de silica. Luego de 5 min, la
columna y el tubo se centrifugaron a 12000 rpm por 1 min. El fluido contenido en el tubo de
microcentrifuga contiene el stock de ADN. Esto se repitio con otros 38 pL de buffer TE
utilizando otro tubo de microcentrifuga para extraer un segundo stock de ADN. Las
extracciones de ADN se guardaron a -20°C.

Durante el procedimiento de extraccidn, los guantes y las superficies de trabajo se
limpiaron repetidamente utilizando lavandina al 10%. Luego de cada extraccion, la

indumentaria del operario se descarto y reemplazo por otra nueva.

¢ Bl buffer de digestion proteica Proteinasa K se prepard mezclando 30 puL de dodecilsulfato sédico (SDS) al
10%, 24 uL de Proteinasa K y 2346 pL de acido etildiaminotetraacético (EDTA) 0,5 M. Se prepar6 un buffer
nuevo para cada lote de extraccion de 5 muestras mas la muestra control negativo.
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Figura 1.16. Sala de extraccion de ADN antiguo del laboratorio de Elizabeth Hadly
(Universidad de Stanford): se muestra la luz UV (izquierda). Instrumental y materiales
usados para la extraccion de ADN luego de la exposicidon a luz UV dentro de la campana
(derecha); se muestra el papel aluminio y los morteros utilizados para moler las muestras y

otros materiales.

Amplificacion de ADN

Se amplificé un fragmento de 136 pares de bases (de ahora en mas, pb; excluyendo
los primers) del gen mitocondrial citocromo b utilizando los primers, Ctenomysl 5' CTT
TGG CTCTTT ATT AGG AGT ATG_3'y Ctenomys2 5' GGA GCA TCA ATATTCTTC
ATT TTC 3' (Hadly et al. 2003). Los primers fueron disefiados por Hadly et al. (2003)
mediante el analisis de secuencias nucleotidicas de citocromo b de Ctenomys y Octodon
depositadas en GenBank, seleccionando el fragmento mas informativo para separar C.
sociabilis y C. haigi. La posicion del fragmento dentro del gen es entre las bases 96 y 279
(incluidos los primers). La amplificacion se realizd mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR”) en un volumen total de 25 uL y 10 pL para las muestras actuales y fosiles,
respectivamente. Los volimenes se preparan bajo campana de flujo laminar y se trasladaron
a la sala de PCR. En cada reaccién de PCR se incluyo un segundo control negativo (sin
ADN) para detectar posibles contaminantes en los componentes de la reaccion, por lo que
cada reaccion de PCR consistio en 7 reacciones individuales (5 muestras y 2 controles
negativos, extraccion y PCR). La reaccion de PCR se realizé usando termocicladoras BioRad

iCycler para las muestras actuales y Eppendorf Mastercycler® pro para las muestras fosiles.

7 Del inglés, Polymerase Chain Reaction.
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Los componentes para la reaccion y las condiciones de PCR se detallan en las Tablas 1.4y
1.5 para las muestras actuales y fosiles, respectivamente.

Luego de la reaccion de PCR, 3,6 uL del producto de cada reaccion fue sembrado en
gel de agarosa 2%, en buffer TBE 1X, junto con un marcador de 100 pb y un control positivo
(muestra que amplificé previemente). El gel se corrio a 170 volts, se tifio con bromuro de
etidio y se documentd con camara digital (Figura 1.17). Las reacciones que arrojaron bandas
del tamafio adecuado se conservaron a -20°C hasta el proceso de secuenciacion. Ninguno de
los controles negativos produjo bandas visibles en el gel de agarosa. En una oportunidad se

observaron bandas multiples.

Figura 1.17. Gel de agarosa 2% en buffer TBE 1X corriendo ADN antiguo, se observan 5
bandas de ~200 pb. La primera calle corresponde al marcador de 100 pb, la segunda al
control negativo -sin banda- (blanco). Con rotulo los especimenes que rindieron producto de

ADN fechados entre 2749-1300 afios '“C AP.
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Tabla 1.4. Componentes para la reaccion y condiciones de PCR utilizadas para las muestras

actuales.
Reaccién de PCR (x muestra)
Componente Volumen (uL)  Concentracién final
H20 14,3
dNTP’s (10mM c/u) 2,5 1mM c/u
Platinum Buffer 10x 3,5 1,4x
MgCI2 (25mM) 0,6 0,6mM
Primer1 (10uM) 0,55 0,22uM
Primer2 (10uM) 0,55 0,22uM
Platinum® Taq (5U) 0,30 1,5U
ADN molde 3
Volumen total x reaccidn 25
Condiciones de PCR
Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94 2 min
Desnaturalizacion 94 30s
35 ciclos| Annealing 48 30s
Extension 72 1 min
Extensidn final 72 5 min
Final 4 oo

Tabla 1.5. Componentes para la reaccién y condiciones de PCR utilizadas para las muestras

fosiles.
Reaccién de PCR (x muestra)
Componente Volumen (uL)  Concentracién final
H20 5
BSA (13mg/mL) 1,2 1,56mg/mL
dNTP’s (10mM c/u) 0,38 0,38mM c/u
Gold Buffer 10x 1,15 1,15x
MgCI2 (25mM) 1,15 2,8mM
Primerl (10uM) 0,21 0,21uM
Primer2 (10uM) 0,21 0,21uM
AmpliTag Gold® 360 (5U) 0,50 0,25U
ADN molde 0,7
Volumen total x reaccion 10
Condiciones de PCR
Paso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacién inicial 95 10 min
Desnaturalizacion 95 30s
45 ciclos| Annealing 48 30s
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min
Final 4 oo
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Secuenciacion

Los fragmentos de ADN actuales se purificaron utilizando el tratamiento
enzimatico con Exonucleasa I y Fosfatasa alcalina ExoSap-IT® (USB Corporation,
Cleveland, Ohio). Luego se realizo el ciclo de secuenciacion estandar del kit BigDye®
Terminator v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, California). El producto se limpi6 con
Sephadex G-50. Los fragmentos de ADN se secuenciaron utilizando el secuenciador ABI
3730 (Applied Biosystems, Foster City, California). La purificacion y secuenciacion se
realizd en el Laboratorio de Genética Evolutiva del Museo de Zoologia de Vertebrados,
Universidad de California, Berkeley, California.

Los fragmentos de ADN antiguos que amplificaron se purificaron y secuenciaron
en ambas direcciones (forward y reverse) por el servicio de secuenciacion de Elim
Biopharmaceuticals, Inc., Hayward, California.

Las secuencias se alinearon manualmente utilizando el programa Sequencher®
(versién 3.1.1, Gene Code Corporation, Ann Arbor, Michigan). Las secuencias alineadas
se compararon con la base de datos de secuencias nucleotidicas de GenBank utilizando
el programa BLAST®® (Altschul et al. 1990, 1997; Johnson et al. 2008) para deteccion de
la secuencia disponible mas similar. Todas las secuencias, fosiles y actuales, se

identificaron con Ctenomys sociabilis o Ctenomys haigi.

8 Del inglés, Basic Local Alignment Search Tool.
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INTRODUCCION

El analisis de los patrones de variacion de las secuencias de ADN en organismos
vivos es utilizado actualmente en la genética de la conservacion para mapear la distribucion
contemporanea de la variacion genética en el espacio (Avise et al. 1987; Avise 2009). Esta
informacidn es muy qutil, en particular para especies raras y en peligro de extincion, ya que
sirve para evaluar los niveles de diversidad genética dentro y entre poblaciones, identificar
poblaciones genéticamente diferentes e inferir sobre las consecuencias evolutivas probables
a corto plazo (Allendorf et al. 2013). Hoy en dia, con los avances tecnologicos en la
extraccion y analisis de ADN antiguo es posible obtener datos sobre los niveles de
variabilidad genética de poblaciones durante el pasado y compararlos con los que se registran
actualmente. A partir de estos analisis es posible estimar de manera directa pardmetros
poblacionales tales como tamafio efectivo poblacional y niveles de flujo genético (Shapiro
et al. 2004; Barbujani 2010), asi como la tasas de cambio evolutivo a nivel poblacional
(Lambert et al. 2002). Estas caracteristicas poblacionales son importantes para el desarrollo
apropiado de planes de manejo y estrategias de conservacion (Leonard 2008), ya que
permiten conocer las relaciones interpoblacionales a través del tiempo y detectar
interrupciones recientes de conectividad o poblaciones con historia evolutiva independiente
(e.g. Miller y Waits 2003, Kuhn et al. 2010). Estos analisis temporales -en conjunto con
datos paleoambientales- pueden servir ademas para evaluar la respuesta de las poblaciones
a los cambios ambientales, brindando informacidn valiosa para la proteccion de las especies
frente a cambio futuros (Van Tuinen et al. 2004).

Una de las principales virtudes del estudio del ADN antiguo, combinado con el del
ADN actual, es que nos permite, ademas de cuantificar directamente los niveles de variacion
genética en una poblacion, detectar cualquier pérdida de diversidad genética mediante la
combinaciéon de analisis moleculares y dataciones radiocarbonicas. Estos estudios
proporcionan, a su vez, un conocimiento mas preciso acerca de la historia poblacional y
evolutiva de las especies y ayudan a resolver hipdtesis sobre los procesos que moldearon los
cambios genéticos a través del tiempo (e.g. Dalén et al. 2007; Prost 2009; Campos et al.
2010a; b; Kuhn et al. 2010; Chan y Hadly 2011). Cuando los datos genéticos antiguos estan
disponibles para multiples puntos geograficos, también es posible determinar si los procesos

que afectaron el patrén genético fueron de escala local o regional y al mismo tiempo detectar
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extinciones locales y/o avances geograficos recientes (e.g. Dalén 2005; Collins et al. 2013,
2014; Prost et al. 2013). El estudio de ADN antiguo permite potencialmente explorar la
respuesta de las especies a los cambios ambientales y eventos naturales del pasado,
proporcionando informacidon para evaluar como podrian reaccionar las poblaciones a
cambios futuros.

Los analisis de ADN antiguo de especimenes fosiles de C. sociabilis y C. haigi del
sitio Cueva Traful I (CTI) indican que C. sociabilis sufrié una pérdida de diversidad genética
entre los 3000 a 5000 afios AP, mientras que durante el mismo periodo C. haigi no mostrd
cambios genéticos importantes (Chan et al. 2005; Chan y Hadly 2011). Segun estos
resultados y en combinacion con la ausencia de variabilidad genética actual de C. sociabilis,
a lo largo de su distribucion geografica, Chan et al. (2006) concluyeron que C. sociabilis ha
pasado por uno o varios cuellos de botella, probablemente como resultado de eventos
catastréficos naturales. Si esto fuese correcto, la pérdida de diversidad genética deberia
también detectarse en otros sitios dentro de la distribucion actual de C. sociabilis y proximos
a CTI. Para poner a prueba la hipotesis adelantada por Chan et al. (2006) es necesario
analizar nuevos sitios fosiliferos y estudiar si la pérdida de diversidad de C. sociabilis fue un
evento extendido espacialmente, lo cual a la vez, proporcionara nuevos datos sobre la
dinamica espacial y temporal de la diversidad genética en esta especie.

En este capitulo se analizaran, mediante el estudio de ADN antiguo, los cambios
ocurridos en la variacidon genética y la abundancia relativa de Ctenomys sociabilis y
Ctenomys haigi durante el Pleistoceno tardio-Holoceno utilizando fosiles de dos depdsitos
arqueologicos novedosos, Arroyo Corral (de ahora en mas, ACo; incluye los depositos ACo
Iy ACo II) y Cueva del Caballo (de ahora en mas, CdC). Estos datos son analizados y
confrontados con los datos ya existentes para ambas especies en el sitio Cueva Traful I (de
ahora en mas, CTI; Chan et al. 2005; Chan y Hadly 2011). De este modo este analisis
permitira estudiar los cambios en la variabilidad genética poblacional de Ctenomys spp. en
una escala geografica y temporal amplia. A su vez permitira evaluar si la pérdida de
variabilidad genética observada en CTI para C. sociabilis fue un proceso poblacional

especifico del sitio o fue un hecho general que sucedid en otras poblaciones.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras analizadas

Para cuantificar los niveles de abundancia relativa y de variacion genética de C.
socabilis y C. haigi a través del tiempo se utilizaron muestras fosiles recolectadas en los
depositos ACo y CdC y muestras actuales colectadas de animales vivos trampeados en las
proximidades de los yacimientos mencionados (ver Capitulo 1). El material f6sil de ambos
depositos fue recolectado por un equipo de arquedlogos mediante excavaciones sistematicas,
llevando un registro preciso de los datos de procedencia estratigrafica (ver Capitulo 1). Para
cada depdsito se identificaron todos los restos craneo-mandibulares de Ctenomys spp. Los
especimenes se catalogaron utilizando un codigo de letras y niimeros y se almacenaron en
bolsas con cierre hermético. Las muestras actuales se obtuvieron de individuos capturados
con trampas de tubo y lazo (Lacey et al. 1997, 1998; Figura 1.15 A y B) a los cuales se les
tomo una muestra de 1-2 mm distales del digito 5to (Cutrera et al. 2005). Las muestras se
conservaron en buffer de DMSO4-EDTA (Seutin et al. 1991). El andlisis se complementd
con los datos obtenidos Chan y Hadly (2011) para los restos fosiles de C. sociabilis y C.
haigi del sitio CTI.

Cronologia

Debido a que los datos provienen de diferentes depdsitos, se combind la informacion
estratigrafica de cada deposito con dataciones radiocarbénicas ('*C) y modelos de edad-
profundidad (Blaauw 2010) para generar un contexto cronoldgico general e identificar, si
existieran, cambios sincronicos extendidos espacialmente. Se evaluaron 28 dataciones
radiocarbonicas (Capitulo 1: Tabla 1.2) de las cuales 11 fueron fechados-taxon sobre
especimenes de Ctenomys que a su vez fueron analizados genéticamente. Las dataciones
restantes fueron fechas de nivel estratigrafico (datacion de carbdn vegetal u otro material
organico del nivel).

Una vez establecida la cronologia, esta fue dividida en 4 intervalos temporales (Tabla
2.1). Los intervalos fueron utilizados para analizar los datos en cada uno de los depositos.

Esta metodologia permiti6 controlar los cambios genéticos de manera precisa
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(Ramakrishnan y Hadly 2009). Los intervalos temporales fueron definidos siguiendo las
fechas estimadas para los principales cambios ambientales identificados para el area de
estudio (Villarosa et al. 2006; Whitlock et al. 2006; Iglesias et al. 2012a), segun el detalle
que se brinda en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Definicion de intervalos temporales y sus principales caracteristicas ambientales.
También se proporciona el numero de secuencias de ADN analizadas de cada especie de
Ctenomys para cada sitio. ACo = Arroyo Corral, CdC = Cueva del Caballo, CTI = Cueva
Traful I. * = Datos tomados de Chan y Haldly (2011).

C. sociabilis C. haigi

Intervalo Temporal Caracteristicas ambientales
ACo CdC CTI* CdC CTI*

A actual (0-500 AP) Impacto antrépico actual 9 - - 8 10
Vulcanismo sobre los 2500 AP, posterior
avance de bosque Austrocedrus y 5 3 - 14 8
Nothofagus

Holoceno tardio
(500-3000 AP)

Avance de Nothofagus, desplazamiento del
ecotono al este, establecimiento de 5 5 16 8 20
Austrocedrus

Holoceno medio
(3000-6000 AP)

Post glacial, abundante vegetacién
arbustiva y esteparia, bosques abiertosde 2 6 18 1 3
Nothofagus

Holoceno temprano
(6000-12000 AP)

Analisis moleculares

Para evaluar el cambio en la variacion genética de C. sociabilis y C. haigi se
utilizaron secuencias de ADN mitocondrial extraidas de especimenes fosiles y actuales de

los sitios ACo, CdC y CTI, dentro del rango de distribucion de ambas especies.

ADN antiguo

Para la extraccion de ADN antiguo, se seleccionaron al azar 89 especimenes fosiles
a lo largo de la secuencia estratigrafica, 51 del deposito ACo y 38 del depdsito CdC. Los
especimenes utilizados fueron aquellos mejor conservados y con mayor cantidad de dientes
in situ (incisivo y molares). Preferentemente, se utilizaron hemimandibulas izquierdas
excepto en algunos niveles donde este elemento fue muy escaso, siendo entonces remplazado
por hemimandibulas derechas y/o fragmentos de craneos. Todos los especimenes fueron

fotografiados y pesados previamente a su procesamiento.
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Para la extraccion y amplificacion de ADN antiguo se siguieron pautas y protocolos
especificos, los cuales se pueden consultar en la metodologia general (ver Capitulo 1). Los
analisis se focalizaron en un fragmento de 136 pares de bases (de ahora en mas, pb) del gen
mitocondrial que amplifica para citocromo b (bases 96 a 279 incluyendo los primers). Los
especimenes que dieron productos de ADN (n = 49) fueron secuenciados y luego alineados
con el programa Sequencher® (version 3.1.1, Gene Code Corporation, Ann Arbor,
Michigan).

Se utiliz6 el programa BLAST® (Altschul et al. 1990, 1997; Johnson et al. 2008) para
comparar la secuencia nucleotidica de cada fosil contra la base de datos de secuencias
nucleotidicas disponibles en GenBank. Este procedimiento permitié determinar la calidad
de las secuencias fosiles y la presencia de contaminacion, a la par que identificar

taxonomicamente el fragmento amplificado mediante similitud con los datos disponibles.

Identificacion taxonomica de las muestras fosiles

Para comprobar la identificacidén taxonomica de los especimenes fosiles determinada
con BLAST® segtin su similitud con las secuencias de GenBank, se analizaron las secuencias
nucleotidicas del citocromo b utilizando un método filogenético en el programa PAUP* 4.0
(Swofford 2003). Se construy6 un arbol filogenético utilizando el método de agrupamiento
del vecino mas proximo, (NJ°; Saitou y Nei 1987) segun la matriz de distancia genética
basada en la proporcion de sitios que difieren (p-distance'?) entre los pares de secuencia para
los 136 pb del citocromo b de las 49 secuencias fosiles. En el analisis se incluyeron 11
secuencias obtenidas de GenBank, a saber: C. sociabilis (HM544129), C. haigi (AF007063,
HM?777476), otras especies de Ctenomys con distribucion en Patagonia (C. magellanicus,
HM777479; C. maulinus, AF370702; C. mendocinus, HM777480; C. sericeus, HM777496),
C. talarum (HM777498) y dos secuencias de Ctenomys fésiles de Cueva Traful I (C.
sociabilis, IN629090.1 y C. haigi, GU433043.1). Se utiliz6 como grupo externo a Octodon
degus (AF007058). Luego de generar el arbol NJ se realizé un analisis de bootstrap de 1000

réplicas para verificar el soporte de los agrupamientos que incluyen a los fosiles.

° Del inglés, Neighbor-Joining.
10 Proporcidn de sitios que difieren entre dos secuencias (Felsenstein 1988).
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ADN actual

Se analizaron 27 secuencias de ADN actual (C. sociabilis n =9, C. haigi n = 18) del
mismo fragmento obtenido para los especimenes fosiles. Las secuencias de ADN se
obtuvieron a partir de muestras del extremo distal del Sto digito de individuos capturados en
las inmediaciones de los sitios arqueoldgicos (ACo: n =9, CdC: n =8, CTI'!: n = 10; Tabla

1.3). Los individuos fueron fotografiados y liberados en el lugar de captura.

Abundancia relativa

La fragmentacion de los restos fosiles de mandibulas y maxilares de Ctenomys en
ambos depositos dificulto la determinacion taxondémica de los especimenes sobre la base de
indicadores morfoldgicos. Los rasgos anatomicos que se usaron para distinguir entre
individuos de C. sociabilis y C. haigi (e.g. desarrollo de bula timpanica y del proceso
coronoides, Capitulo 1: Figura 1.10) generalmente no se pueden verificar en los fosiles, ya
que implican estructuras anatémicas delicadas (e.g. proceso coronoides) cuya pérdida por
fragmentacion es usual durante el ciclo tafonémico (Pardifias 1999b). En consecuencia, para
estimar la abundancia relativa de cada especie en los depdsitos estudiados, se utilizo la
identificacion taxondmica obtenida a partir de las secuencias de ADN antiguo.

En cada depdsito (ACo y CdC) se calculd, para cada intervalo temporal, la
abundancia relativa de C. sociabilis y C. haigi basada en el conjunto de especimenes fosiles
identificados taxondmicamente a partir de las secuencias de ADN antiguo. De esta manera,
se obtuvo un valor de abundancia relativa para cada especie dentro de cada intervalo
temporal, respecto al valor total del nimero minimo de individuos (MNI, Capitulo 1: pag.
18) de Ctenomys spp. Este procedimiento fue utilizado con el mismo propoésito por Chan y
Hadly (2011) para los datos de Ctenomys spp. de CTI. De este modo fue posible comparar
directamente las abundancias relativas de cada especie de Cfenomys entre los tres depositos:
ACo, CdCy CTL

Para estimar la abundancia relativa actual (intervalo temporal A) se colectaron
egagropilas frescas de Tyto furcata de la superficie de cada uno de los yacimientos durante
el periodo 2010 a 2013. Se calculd el valor de MNI de cada especie de Ctenomys presente

en las egagropilas sobre la base de los rasgos anatdmicos indicados en las Figura 1.10 (ver

1'5 km al norte de CTI.
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Capitulo 1). Dado que la acumulacion del material fosil de pequefios mamiferos de ACo,
CdC y CTI ha sido atribuida a la acumulacion de restos esqueletarios producida por la
actividad trofica de las aves rapaces (Pearson y Pearson 1993; Pardifias y Teta 2013;
Tammone et al. 2014 y datos no publicados), la estimacion de la abundancia relativa actual
a través de egagrdpilas proporciond un parametro equivalente para comparar muestras
actuales y fosiles.

Dado que el esquema temporal definido en esta tesis difiere ligeramente del esquema
utilizado por Chan y Hadly (2011), los datos de abundancia relativa se analizaron utilizando

ambos esquemas temporales en los tres sitios (ACo, CdC y CTI).

Variabilidad genética espacial y temporal

El analisis de la variabilidad genética de una especie en el espacio puede dar indicios
acerca de la historia de las poblaciones y sus relaciones evolutivas. La posibilidad de
combinar estos datos con datos de variabilidad genética de diferentes puntos en el pasado, a
través del analisis de ADN antiguo, permite detectar los cambios de variabilidad genética y
ordenarlos en una escala cronoldgica.

Para estudiar la variabilidad genética temporal de ambas especies de Ctenomys se
utilizaron las secuencias de ADN extraidas de las muestras fosiles de ACo y CdC. Los
analisis se realizaron para el fragmento de 136 pb del gen mitocondrial que amplifica para
citocromo b. Las secuencias fueron estudiadas utilizando dos tipos de analisis, (1) variacion
a nivel de haplotipos, para identificar y representar graficamente el patrén de la variacion y
(2) variacion a nivel de nucleotidos, para cuantificar la variacion a partir de medidas de
diversidad genética. Ambos métodos dan informaciéon diferente y, por lo tanto, pueden
reflejar procesos evolutivos distintos (Goodall-Copestake et al. 2012). En el analisis se
incluyeron las secuencias fosiles de Ctenomys para el sitio CTI disponibles en GenBank, a
saber: C. sociabilis (nimeros de acceso JIN629090-JN629094 y DQ402060-DQ402066), C.
haigi (GU433041-GU433046; Chan y Hadly 2011), restringiendo el uso de estas secuencias
al mismo fragmento de 136 pb.

Se calculd también la divergencia genética para el conjunto completo de secuencias
de C. sociabilis y C. haigi, tanto fosiles como actuales, en forma intraespecifica e
interespecifica. El calculo de divergencia se realizo con el programa DnaSP v5.00 (Libardo
y Rozas 2009) segun el numero promedio de sustituciones nucleotidicas por sitio entre los

grupos analizados con la correccion de Jukes y Cantor (K(JC), Nei 1987).
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Variacion genética a nivel de haplotipos

Para analizar la variabilidad genética a nivel de haplotipos, a partir de los fragmentos
alineados se identificaron los haplotipos utilizando el programa DnaSP v5.00. Mediante la
construccion de redes de haplotipos se calculd el nimero y la frecuencia relativa de los
haplotipos y su relacion dentro de cada poblacién (ACo, CdC y CTI). Para evaluar la
trayectoria temporal de los haplotipos a lo largo de los intervalos definidos, en cada
poblacion se utilizaron redes temporales mediante el uso de figuras en tres dimensiones en
donde cada haplotipo es identificado con un color distinto, las redes de cada intervalo
temporal de muestreo son ubicadas en niveles horizontales, mientras que los haplotipos
compartidos entre intervalos son conectados en columnas verticales (Prost y Anderson
2011). Ademas, para evaluar la relacion y la trayectoria espacial y temporal de los haplotipos
de C. sociabilis, se elabor6 una red de haplotipos a lo largo del tiempo incluyendo todas las
secuencias nucleotidicas. Las redes temporales de haplotipos se construyeron
implementando el analisis de parsimonia estadistica (Templeton et al. 1992) con el script de

R TempNet v1.4. (Prost y Anderson 2011).

Variacion genética a nivel de nucleotidos

La variabilidad genética a nivel de nucledtidos se cuantificéd para cada intervalo
temporal utilizando las siguientes medidas de diversidad genética: nimero de sitios variables
(S), diversidad haplotipica (H) y diversidad nucleotidica (Pi), todos calculados con el
programa DnaSP v5.00. Debido a que las muestras fosiles dentro de un intervalo temporal
de analisis pueden tener diferente antigiiedad también se calculé la diversidad nucleotidica

corregida por heterocronia (Pin) utilizando la siguiente formula (Depaulis et al. 2009,

formula 1):
H
N Z Idz'.j
Pih= z.j=l.z.fjn
nn — 1)/2 + > =g
Lj=1i=j
donde:

52



Capitulo 2: Materiales y Métodos

dij =namero de diferencias entre las secuencias i y j; #i- ;= suma de la diferencia de tiempo
(calibrado) entre pares de secuencias; n = numero de secuencias incluidas en el intervalo

temporal de analisis.

Evaluaciéon del tamaiio de muestra

El analisis de tamafios muestrales pequefios puede subestimar la variabilidad genética
de una poblacion (Pruett y Winker 2008; Goodall-Copestake et al. 2012). Esto puede afectar
los resultados de variabilidad genética cuando se comparan poblaciones con tamafios
muestrales diferentes. En este sentido, debido a que el sitio CTI presentd un tamafio de
muestra mayor que los de ACo y CdC, se realizo un remuestreo sobre el tamafio de muestra
original de CTI. El remuestreo consistio en reducir el tamafio de muestras de CTI al valor
del sitio CdC mediante el método de Bootstrap con 1000 repeticiones (con reposicion)
utilizando un script en R (e.g. Mondol et al. 2013). Para cada repeticion se calculd el nimero
de haplotipos y las medidas genéticas S, H y Pi. El mismo método se utilizd para comprobar
si la frecuencia relativa de cada haplotipo en los intervalos temporales resulté afectado por

una reduccion en el tamafo de muestra.
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RESULTADOS

Se extrajo exitosamente ADN mitocondrial de 49 especimenes fosiles de Ctenomys
de los depositos arqueologicos ACo (n=12) y CdC (n = 37). Los restantes 40 especimenes
no brindaron producto amplificable. A partir del ADN extraido se amplificd y secuencié un
fragmento de 136 pb de la region que codifica para el gen citocromo b. Estos datos se
complementaron con secuencias de ADN mitocondrial del mismo fragmento de 27 animales
actuales provenientes de las inmediaciones de los depositos arqueologicos ACo (n=9), CdC
(n=28)y 5 km noroeste de CTI (n=10). En la Tabla 2.1 se detalla el nimero de especimenes

secuenciados para cada intervalo temporal segun fueron definidos en esta tesis.

Identificacion taxonémica de las muestras fosiles

Los anélisis realizados en BLAST® identificaron a las secuencias fosiles, o bien con
secuencias de C. sociabilis, o bien con secuencias de C. haigi; en ningiin caso se obtuvo
concordancia con otras especies de Ctenomys disponibles en GenBank (numero de especies
representadas ~45). El analisis filogenético de las secuencias fosiles resultd congruente con
las determinaciones alcanzadas en BLAST®. En el cladograma obtenido (Figura 2.1) se
observa que, de las 49 secuencias fosiles, 26 se agruparon con C. sociabilis y 23 con C. haigi,
con valores de soporte de Bootstrap del 98% y 65%, respectivamente. Las secuencias fosiles
de C. sociabilis se obtuvieron tanto en ACo (n = 12) como en CdC (n = 14), mientras que
las secuencias fosiles de C. haigi sélo estuvieron presentes en CdC (n = 23).

La divergencia genética entre el conjunto completo de secuencias de C. sociabilis y
de C. haigi fue de 13,64%. Este porcentaje de divergencia se mantuvo entre las especies
tanto entre las secuencias fosiles como entre las actuales, y entre actuales y fosiles (Tabla
2.2). La divergencia genética entre las secuencias fosiles y actuales de C. sociabilis fue de
1,22%, mientras que en C. haigi la divergencia fue de 0,61%. Estos resultados se ven
reflejados en el analisis de NJ, el cual indica claramente que las secuencias fosiles asignadas
a cada especie forman grupos monofiléticos con las secuencias actuales conocidas para C.
sociabilis y C. haigi (Figura 2.1). La topologia muestra dos clados para C. sociabilis, uno
constituido por especimenes de CdC (001-003, 005, 007) que, de acuerdo con los fechados,

corresponderia a un grupo mas antiguo extinto. El otro clado incluye los restantes
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especimenes fosiles junto con el espécimen actual y uno fosil de CTI. Para C. haigi el grupo
monofilético incluye al espécimen actual de Bariloche y uno fosil de CTI, mientras que el
espécimen de El Maitén (topotipo de C. haigi) se encuentra por fuera de este grupo. Estos
resultados sugieren que el estatus taxondmico de los Ctenomys considerados como C. haigi
deberia ser reconsiderado tal como lo sugirié Parada (2007). Sin embargo, esto ha estado
fuera del alcance de los objetivos de esta tesis. Los porcentajes de divergencia
interespecificos e intraespecificos obtenidos para las especies de Ctenomys estudiadas se
encontraron dentro de los valores reportados para otros Ctenomys (D’Elia et al. 1999;
Mascheretti et al. 2000; Parada et al. 2011) asi como para otras especies de mamiferos (Johns
y Avise 1998; Bradley y Baker 2001). El mayor porcentaje de divergencia genética hallado
entre los especimenes de C. sociabilis (fosiles y actuales) refleja los dos clados identificados

para esta especie (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Arbol NJ basado en la proporcion de sitios variables de los 136 pb del citocromo

b. En azul, las secuencias fosiles identificadas con C. haigi (resaltado). En rojo, las

secuencias fosiles identificadas con C. sociabilis (resaltado). Los ntimeros sobre ramas

indican el soporte de Bootstrap para los nodos que contienen las secuencias fosiles.
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Tabla 2.2. Divergencia genética entre las secuencias fosiles y actuales de C. sociabilis 'y C.

haigi.
Fosil Actual
C. sociabilis C. haigi C. sociabilis C. haigi
. C. sociabilis - - - -
Fosil o
C. haigi 13,729 - - -
C. sociabilis 1,223 13,690 - -
Actual o
C. haigi 13,404 0,615 13,381 -

Abundancia relativa

La relacion de abundancia relativa de ambas especies de Ctenomys a lo largo del
tiempo es similar en los sitios CdC y CTI (Figura 2.2 A). En ambos, el registro fosil indica
que la abundancia relativa de C. sociabilis supera a la de C. haigi en los niveles mas antiguos,
intervalo temporal D (12000-6000 afios AP), siendo del 85,7% en ambos casos. Durante el
intervalo temporal C (6000-3000 afios AP) se verifica un incremento de C. haigi, que supera
el 50% tanto en CdC (61,5%) como en CTI (55,5%). Durante el intervalo temporal B (3000-
500 afios AP) C. haigi alcanza el 82,4% en CdC, mientras que en CTI resulta exclusivo (i.e.,
el 100% de los individuos identificados genéticamente son de esta especie). En la actualidad,
las egagrdpilas de Tyto furcata analizadas (CdC: MNI = 1007, CTI: MNI = 229) muestran
que en ambos sitios C. haigi comprende el 100% de la abundancia. C. sociabilis esta ausente

1'2. En ACo, la relacion de

en la actualidad en las inmediaciones de los sitios CdC y CT
abundancia relativa es diferente a la descripta para estos dos sitios (Figura 2.2 A). En este
yacimiento la abundancia de C. sociabilis es del 100% durante todo el periodo abarcado en
el deposito (12364-824 afios cal AP), incluyendo los intervalos temporales D-B, mientras
que en la actualidad la abundancia relativa representada por las egagrdpilas de Tyro furcata
(n = 178) indican que C. sociabilis es la especie dominante (70%) aunque no exclusiva, ya
que el 30% restante corresponde a C. haigi.

El patrén general de variacion en la abundancia relativa de ambos taxones fue el
mismo usando ya fuera el esquema temporal definido por esta tesis o aquel de Chan y Hadly

(2011). En los tres sitios, la abundancia relativa de C. sociabilis disminuye mientras que la

de C. haigi aumenta desde los intervalos antiguos hacia la actualidad (Figura 2.2 A 'y B).

12 Este resultado es apoyado por los muestreos de campo realizados en esta tesis, como asi también por los
realizados por Pearson (1987), Pearson y Christie (1985) y Pearson y Pearson (1993).
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Figura 2.2. Abundancia relativa de los especimenes de C. sociabilis y C. haigi identificados

genéticamente sobre el valor total de MNI de Ctenomys spp. en cada sitio. A) intervalos

temporales definidos en esta tesis. B) intervalos temporales utilizados por Chan y Hadly

(2011). Los numeros dentro de las barras indican el nimero de especimenes: intervalos B-C

identificados genéticamente; intervalo A identificados morfologicamente. Los datos de

Cueva Traful I corresponden a Chan y Hadly (2011).
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Variabilidad genética del conjunto de muestras

Para el fragmento de 136 pb se detectaron, para C. sociabilis incluyendo las
secuencias fosiles y actuales de ACo (n = 12 fésiles, n = 9 actuales), CdC (n=14) y CTI (n
= 3413), un total de 12 mutaciones (11 transiciones y 1 transversion) y 12 sitios variables, 6
de estos sitios fueron parsimoniosamente informativos'*. En el mismo fragmento, para las
muestras fosiles y actuales de C. haigi, incluyendo CdC (n = 23 fésiles, n = 8 actuales) y
CTI (n = 31 fosiles, n = 10 actuales'), se detectaron 10 mutaciones (7 transiciones y 3
transversiones) y 10 sitios variables, 7 de los sitios fueron parsimoniosamente informativos.
Para el conjunto completo de datos, incluyendo todas las secuencias de C. sociabilis y de C.
haigi (n = 141), se detectaron 30 mutaciones y 28 sitios variables, de las cuales 21 fueron

parsimoniosamente informativos (Tabla 2.3).

13 Datos de Chan y Hadly (2011).
14 Posicion nucleotidica en la cual hay como minimo dos nucle6tidos que estan presentes al menos dos veces.
155 km al norte de CTL
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Variacion genética a nivel de haplotipos

El numero total de haplotipos (antiguos y actuales) para el fragmento (136 pb) de
citocromo b analizado fue de 13 para C. sociabilis y 4 para C. haigi (Tabla 2.3). Para C.
sociabilis, de los 13 haplotipos, 12 fueron haplotipos inicos'® (92,3%), con la siguiente
distribucién espacial: 7 en CTL, 3 en ACo y 2 en CdC. Solamente un haplotipo fue comun
entre los tres sitios y, a su vez, es el presente en las poblaciones actuales en los sitios con
presencia de la especie (haplotipo azul en Figuras 2.3 y 2.4). Los haplotipos exclusivos de
C. sociabilis en ACo y CdC son 5 haplotipos nuevos respecto a los reportados por Chan y
Hadly (2011) en CTL. En el caso de C. haigi, de los 4 haplotipos registrados, 2 fueron tinicos
de CdC, 1 exclusivo de CTIy 1 fue compartido entre los dos sitios (haplotipo rojo en Figuras
2.3y 2.5). Los 2 haplotipos exclusivos de C. haigi en CdC representan haplotipos nuevos
respecto a los reportados por Chan y Hadly (2011) en CTI. En resumen, en los sitios donde
cada especie estuvo presente, se encontrd un unico haplotipo distribuido ampliamente en
todas las poblaciones, mientras que los restantes haplotipos fueron tnicos de alguna de las
poblaciones estudiadas.

La trayectoria de los haplotipos a través del tiempo fue mas compleja para C.
sociabilis que para C. haigi (Figuras 2.4 y 2.5). Durante los intervalos temporales mas
antiguos D-C, las poblaciones de C. sociabilis mostraron un cambio en la frecuencia de los
haplotipos, expresado a través de la pérdida y la aparicion de variantes haplotipicas en todos
los sitios (Figura 2.3). En el intervalo temporal B, en ACo y CdC se detectd una pérdida casi
completa de haplotipos (haplotipos extintos) indicado por la presencia de una unica variante
haplotipica, la cual persiste en ACo hasta la actualidad (Figuras 2.4 y 2.6). La falta de datos
para C. sociabilis en los intervalos B-A en CTI y en el intervalo A en CdC se debe a la
ausencia de esta especie en el registro fosil de los sitios. En C. haigi no se observaron grandes
cambios en el nimero y la frecuencia de los haplotipos durante todo el segmento temporal,
excepto la aparicion en la actualidad de un haplotipo mas divergente que los anteriores

(Figura 2.5).

16 Haplotipos que estan presente (inicamente en una poblacion.
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Figura 2.3. Porcentaje de abundancia relativa de los haplotipos para cada sitio y cada
intervalo temporal. Los colores representan haplotipos diferentes para cada especie. Los

numeros dentro de las barras indican el numero de secuencias analizadas.
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Ctenomys haigi Cueva Traful | Cueva del Caballo

Intervalo tempaoral A
500 - 0 afos AP

Intervalo temporal B
3000 - 500 anos AP

Intervalo temporal C
6000 - 3000 afios AP

Intervalo temporal D
12000 - 6000 afios AP

Figura 2.5. Red temporal de haplotipos (136 pb) de C. haigi en CTI y CdC. Los circulos
de colores representan haplotipos, su area indica la frecuencia haplotipica. Circulos sin
relleno indican haplotipos ausentes. Las lineas entre circulos indican una sustitucion
nucleotidica, sustituciones adicionales se indican con punto. Las lineas verticales unen
haplotipos presentes en mas de un intervalo temporal. Los numeros indican secuencias
que comparten haplotipos. Las secuencias de CTI fueron tomados de Chan y Hadly
(2011).
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Intervalo temporal A
500 - 0 afios AP

Intervalo temporal B
3000 - 500 afios AP

Intervalo temporal C
6000 - 3000 afios AP

Intervalo temporal D
12000 - 6000 afios AP
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Figura 2.6. Red temporal de haplotipos (136 pb) para el conjunto completo de datos de C.

sociabilis. Los circulos representan un haplotipo, su area indica la frecuencia haplotipica y

el color la localidad. Circulos sin relleno indican haplotipos ausentes. Las lineas entre

circulos indican una sustitucion nucleotidica, sustituciones adicionales se indican con punto.

Las lineas verticales unen haplotipos presentes en mas de un intervalo temporal. Las

secuencias de CTI fueron tomadas de Chan y Hadly (2011).
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Variacion genética a nivel de nucleotidos

De acuerdo con las medidas de diversidad genética analizadas, en los tres sitios la
variabilidad genética a nivel nucleotidica fue mayor para C. sociabilis que para C. haigi en
los intervalos temporal mas antiguos D-C (Tabla 2.4), mientras que en los intervalos mas
recientes B-A se verifica lo contrario. A nivel de especie, en el intervalo temporal D las
medidas de diversidad genética de C. sociabilis fueron mas altos en ACo, mientras que en
el intervalo temporal C los valores mas altos se registraron en CTI. En estos dos intervalos
los valores encontrados en CdC fueron los mas bajos. En el intervalo temporal B, en ACo y
CdC, C. sociabilis muestra una pérdida completa de variabilidad genética tanto en diversidad
haplotipica como nucleotidica, mientras que para el mismo segmento temporal esta especie
desaparece del registro fosil de CTI. En la actualidad (intervalo temporal A), la ausencia de
variabilidad de C. sociabilis detectada durante el Holoceno tardio en ACo se sigue
manteniendo, mientras que en CdC la especie se extingue localmente (Tabla 2.4). En C.
haigi, no se observan cambios importantes en los niveles de variabilidad genética excepto
para el sitio CdC en el cual se detectd un ligero aumento en los intervalos temporales B y A.
Comparativamente, los cambios en la variabilidad genética fueron mayores en C. sociabilis
que en C. haigi. La relacion entre estos resultados y los cambios ambientales que definen el
esquema temporal analizado se trata en la discusion de este capitulo y, con mayor detalle, en

el Capitulo 3.
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Evaluacion del tamaiio de muestra

Los mayores valores en los indices de diversidad genética y el patrén mas complejo
de estructura haplotipica detectada en CTI para C. sociabilis podrian ser atribuidos al mayor
numero de muestras (i.e., secuencias analizadas) en este sitio respecto al de ACo y CdC. Sin
embargo, el andlisis de remuestreo sugiere que este resultado no estaria afectado por el
mayor tamafio muestral en CTI, dado que no se observd variacidon en las frecuencias de los
haplotipos en los intervalos temporales C y D de CTI utilizando el niimero de muestra total
(n = 34) y un nimero de muestra reducido (n = 15) similar al de ACo y CdC calculado a
partir del remuestreo (Tabla 2.5). Del mismo modo, los valores de los indices de diversidad
haplotidico y nucleotidico no sugieren un efecto dependiente del nimero muestreal para los

numeros de muestra evaluados (Tabla 2.6).

Tabla 2.5. Efecto del tamafio de muestra sobre la frecuencia de haplotipos en los datos de

CTL

Intervalo . Muestra original Remuestreo (100 bootstrap)
Haplotipos
temporal # muestra % frec. # muestra % frec.
4 25 1,5+0,93 23,14
5 31,25 2,2+1,15 32,8
C S6 1 6,25 0,4+0,50 6,75
3000 - 6000 1 6,25 0,4+0,48 5,27
afios AP S8 4 25 1,6 £0,99 25,27
1 6,25 0,4+0,49 6,77
total 16 100 6,6 +£1,42 100
16,7 1,3+0,86 18,4
D 1 5,55 0,4+0,49 5,7
6000 - 12000 11 61,1 4,3+1,38 59,1
afios AP 2 11,1 0,8+0,68 11,6
S13 1 5,55 0,3+0,48 5,2
total 18 100 7,31+1,42 100

Tabla 2.6. Efecto del tamafio de muestra sobre las medidas de diversidad genética para el

conjunto total de datos fosiles de CTI.

Sitio # muestra # Haplotipos S H Pi
ACo 12 4 3 0,56061 0,00646
Cdc 14 3 3 0,58242 0,00832
CTI 34 8 8 0,75401 0,01392
CTl remuestreo 14 5,52+ 1,00 569+1,13 0,76+0,07 0,01+0,00
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DISCUSION

Los resultados de este capitulo proporcionan nuevas evidencias en relacion a la
variabilidad genética y la abundancia relativa de C. sociabilis y C. haigi durante el
Pleistoceno tardio y Holoceno en la region del Nahuel Huapi. A partir del analisis de las
muestras fosiles y actuales de los sitios ACo, CdC y CTI, este estudio demuestra que la
pérdida de variacidn genética en C. sociabilis fue espacialmente extendida, mientras que
en C. haigi se mantuvo estable y congruente con los valores actualmente conocidos para
otras especies de Ctenomys (Mora et al. 2007; Gongalves y de Freitas 2009; Mapelli et al.
2012a). Por lo tanto, para C. sociabilis la pérdida de variabilidad genética detectada
originalmente por Chan et al. (2005) en CTI no constituye un fenomeno local y exclusivo.
En este sentido, los datos genéticos de ACo y CdC analizados en esta tesis proporcionan
evidencias concretas de disminucion y pérdida de diversidad genética en C. sociabilis a
nivel haplotipico y nucleotidico in situ, culminando con la supervivencia de un nico
haplotipo en las poblaciones actuales. Estos resultados, combinados con los de CTI
indican que en C. sociabilis la variabilidad genética se vio afectada en multiples sitios.
Por el contrario, para la especie congenérica C. haigi los datos genéticos de CdC
presentados en esta tesis, al igual que los de CTI (ver Chan y Hadly 2011), sugieren una
estabilidad genética durante el mismo periodo temporal. Ademas del diferente patron de
variabilidad genética observado entre estas especies durante los tltimos 12000 afios cal
AP, también se observéd un patron diferente de cambio de abundancia relativa. Para C.
sociabilis el registro fosil y los analisis de egagrdpilas de Tyfo fircata indican una
disminucion de su abundancia relativa hacia la actualidad, mientras que para C. haigi
estos datos indican un aumento de su abundancia relativa.

Si bien los resultados de esta tesis muestran diferentes patrones de variabilidad
genética y abundancia relativa entre las especies de Ctenomys, ciertos factores tales como
diferencias en los tamafios muestrales podrian estar afectando los resultados (e.g.
Goodall-Copestake et al. 2012; Mondol et al. 2013). El analisis de remuestreo, sin
embargo, indico que los valores mas altos hallados en los indices de diversidad genética
para C. sociabilis en CTI no se debieron al mayor tamafio muestral de este sitio. Al reducir
el tamafio muestral en CTI la frecuencia y diversidad haplotipicas asi como la diversidad

nucleotidica no se vieron afectados. Por lo tanto, los mayores niveles de diversidad
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genética hallados en C. sociabilis no fueron un resultado de diferencias en los tamafios
muestrales. Por otro lado, el cambio en la proporcion de C. sociabilis y C. haigi hallado
en los especimenes secuenciados a lo largo del registro fésil tampoco se debid a un efecto
de muestreo. En este caso, la seleccion al azar de los especimenes sin considerar rasgos
morfoldgicos interespecificos reflejo el patron de abundancia relativa experimentado por
estas especies. Por ultimo, el conjunto de datos utilizados en esta tesis, el cual incluye
ademas del registro fosil, muestras actuales (egagropilas de lechuza y animales
capturados) para los tres yacimientos, permitié confirmar el patrén revelado por los datos
fosiles. En conjunto, lo expuesto en este parrafo permite afirmar que el patrén genético
temporal y de abundancia relativa registrado en esta investigacion refleja un proceso
biologico real y no sesgos metodologicos.

Por otro lado, los bajos niveles de variabilidad genética encontrados para C. haigi
podrian estar relacionados con el fragmento (136 pb) del gen de citocromo b que fue
secuenciado. Si bien este fragmento presentd valores de divergencia interespecifica
dentro del rango reportado para el gen completo (1140 pb) en Ctenomys (D’Elia et al.
1999; Castillo et al. 2005; Parada et al. 2011), la baja divergencia intraespecifica (i.e.
bajos niveles de variabilidad nucleotidica) observada entre los intervalos temporales
podrian ser el resultado de que el fragmento secuenciado es menos variable en C. haigi
que en C. sociabilis. El analisis de diversidad genética a nivel de citocromo b de C. haigi
respecto a otras especies de Ctenomys, como asi también de otros fragmentos y de otros

genes aportaria informacion relevante en este aspecto.

Patrones genéticos historicos: posibles explicaciones

Los distintos patrones de variabilidad genética y abundancia relativa detectados a
través del tiempo entre C. sociabilis y C. haigi podrian ser atribuidos a distintos factores:
diferencias en la tasa de evolucién molecular del citocromo b, diferencias en el ambiente
en el cual estas especies se distribuyen y/o diferencias en el uso del habitat y la
demografia. Si bien se ha observado que diferentes patrones y tasas de mutacion pueden
afectar los niveles de diversidad genética entre especies congenéricas (Johns y Avise
1998; Sunyaev et al. 2003; Strandberg y Salter 2004), en este estudio el numero de
mutaciones detectadas fue similar entre las dos especies de Ctenomys. Esto sugiere que
los diferentes niveles de variabilidad genética observados en el fragmento de citocromo

b analizado no estan asociados con diferencias en su tasa de mutacion entre estas especies.
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Por otro lado, diferencias en las condiciones ambientales generales (e.g.
temperatura y precipitacion) pueden causar distintos patrones de diversidad genética en
especies y poblaciones debido a procesos adaptativos y/o estocasticos (Pamilo 1988). No
obstante, dada la proximidad geografica de C. sociabilis y C. haigi en el area de estudio
(se encuentran separadas por el cauce del rio Limay ~100 m; Pearson y Christie 1985;
Lacey y Wieczorek 2003) estas especies han estado expuestas a las mismas condiciones
ambientales generales y eventos naturales durante todo el periodo temporal examinado
en este estudio. En consecuencia, las diferencias entre estas especies en los patrones de
diversidad genética tampoco parecen estar relacionadas con diferentes presiones
ambientales experimentadas por estas especies. Ademas, es razonable esperar que
cualquier tipo de cambio en las condiciones ambientales generales hubiera tenido un
impacto semejante en especies de tamafio corporal similar y con los mismos hébitos de
vida, en este caso subterraneos (Nevo 1979).

Ctenomys sociabilis y C. haigi muestran diferencias en el uso del hédbitat y en su
demografia (Lacey et al. 1997, 1998; Lacey y Wieczorek 2003; Tammone et al. 2012);
estas diferencias se consideran relevantes en los niveles poblacionales de variacion
genética de estas especies (Lacey 2001). Ambos aspectos estarian asociados con los
diferentes patrones genéticos observados. Ctenomys sociabilis se distribuye
exclusivamente en el ecotono de la region del Nahuel Huapi, principalmente en los bordes
de mallin y areas arbustivas con amplia cobertura de hierbas y gramineas, mientras que
C. haigi se distribuye ampliamente en casi todos los habitats de la estepa y el ecotono por
fuera de la distribucién de C. sociabilis (Pearson y Christie 1985; Lacey y Wieczorek
2003; Tammone et al. 2012). Estas diferencias en el uso del héabitat probablemente estan
asociadas con diferencias interespecificas sustanciales en la demografia, incluyendo
patrones de dispersidon y flujo genético entre poblaciones locales. Especificamente, la
distribucidn espacial irregular de los habitats utilizados por C. sociabilis hace que la
dispersion esté restringida a los parches de habitats (Lacey y Wieczorek 2003; Tammone
et al. 2012), con el resultado de que el flujo de genes en esta especie deberia verse
reducido en comparacion a C. haigi. Estas diferencias demograficas, a su vez, se espera
que hubieran originado diferentes patrones de variabilidad genética histdricos en estas
especie, tal cual han sido reportadas en microsatélites (Lacey 2001). En consecuencia, la
variacion genética intrapoblacional en C. sociabilis es menor que en C. haigi. Sin
embargo, el flujo genético reducido tipicamente resulta en un incremento de la variacion

genética interpoblacional (Felsenstein 1976) y por lo tanto, la ausencia de variacion
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genética actual observada en C. sociabilis resulta inusual. En este sentido y considerando
la aparente ausencia de seleccion para el haplotipo actual de C. sociabilis, este resultado
parece mas probable que refleje la interaccion entre las frecuencias de haplotipos

historicas y los patrones demograficos en relacion al habitat.

Comportamiento social

Un aspecto demografico distintivo entre C. sociabilis y C. haigi, que ha sido
objeto de especial atencidn, es la diferencia pronunciada en la estructura social (Lacey et
al. 1997, 1998). Mientras que la vida solitaria es una caracteristica comun de casi todas
las especies de Ctenomys incluida C. haigi (Reig et al. 1990; Lacey y Ebensperger 2007),
C. sociabilis es una especie gregaria en la cual los grupos sociales surgen por filopatria
natal de hembras (Lacey y Wieczorek 2004). En este caso, la formacion de grupos
sociales en esta especie, constituye un fendmeno demografico que se espera que afecte la
variabilidad genética entre y dentro de las poblaciones. Particularmente, la formacion de
grupos sociales matriarcales por filopatria natal estaria asociado con altos niveles de
estructuracion genética interpoblacionales, particularmente en marcadores de herencia
materna como el citocromo b, generada por la agregacion de individuos emparentados
(Dobson 1998; Storz 1999).

Con el tiempo, la filopatria natal tendria al menos dos efectos importantes
sobre los niveles de variabilidad genética en C. sociabilis. Primero, un movimiento
reducido de individuos entre poblaciones locales que aumentaria las probabilidades de
ocurrencia de endogamia y segundo, como se menciono anteriormente, un flujo genético
reducido que conduciria a una mayor diferenciacion genética entre las poblaciones de esta
especie en funcion de las mutaciones y la deriva genética. Ambos aspectos darian como
resultado la presencia de diferentes combinaciones de haplotipos dentro de cada
poblacion. En los intervalos temporales mas antiguos, esto se vio reflejado en el alto
porcentaje de haplotipos exclusivos (92,3%) en las poblaciones de C. sociabilis. Sin
embargo, la persistencia de un unico haplotipo ampliamente distribuido en las
poblaciones actuales (ver también Chan et al. 2005) contradice esta prediccion y plantea
otros interrogantes sobre la falta de variabilidad genética entre las poblaciones modernas
de esta especie. Por el contrario, la vida solitaria de C. haigi, caracterizada por una alta

frecuencia de dispersion de individuos emparentados estaria relacionado con bajos
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niveles de divergencia entre poblaciones (i.e. bajos porcentajes de haplotipos exclusivos)
y un elevado flujo genético comparados con los de C. sociabilis (Lacey 2001).

Las marcadas diferencias en el uso del habitat, la demografia (e.g. dispersion) y la
estructura social estarian causando un impacto sustancial sobre los niveles de variabilidad
genética observados en estas especies de Ctenomys. Una vez que la sociabilidad (i.e. vida
en grupo) evoluciono, esta probablemente aumento las diferencias demograficas de las
especies debido a un aumento de la filopatria (disminucién de la frecuencia de dispersion)
favoreciendo la ocurrencia de diferentes patrones de estructura genética. Esto, combinado
con un uso del habitat mas restringido en la especie social, podria ser la base de
diferencias interespecificas en respuesta a cambios ambientales, es decir que, cualquier
cambio ambiental en el area de estudio afectaria a ambas especies y muy probablemente
cada una estaria respondiendo de manera diferente. En este sentido, los distintos patrones
de variabilidad genética detectados a lo largo del tiempo en C. sociabilis y C. haigi

podrian ser explicados por una respuesta diferencial especifica a los cambios externos.

Conclusiones

En resumen, los analisis desarrollados sugieren que C. sociabilis ha sufrido una
pérdida de variabilidad genética y un decrecimiento en su abundancia relativa en
diferentes localidades de su distribucion geografica. La cronologia, a su vez, sugiere que
estos cambios sucedieron previamente al impacto antrépico mas reciente, pero no
permitié determinar si el proceso ha pasado o continua sucediendo actualmente. Si bien,
en el Capitulo 3 de esta tesis se exploran algunas hipotesis que podrian haber disparado
la declinacion poblacional de C. sociabilis, ciertos aspectos de la biologia y la ecologia
de esta especie (e.i. uso del habitat, demografia y estructura social) estarian involucrados
en este proceso. Los datos temporales generados en esta tesis, combinados con modelos
poblacionales que incluyan procesos demograficos y microevolutivos aportarian
informacidn importante para entender por qué C. sociabilis y C. haigi muestran distintos
patrones temporales de variabilidad genética y abundancia relativa, como asi también
servirian para evaluar si estos factores representan una preocupacion para la conservacion

de estas especies.
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INTRODUCCION

Los procesos de extincion bioldgica!” son un tema de importancia en el ambito de la
biologia de la conservacion y la biologia evolutiva. El registro paleontoldgico junto con los
datos actuales sobre extincion de especies indican que la tasa de extincion actual es de al
menos dos 6rdenes de magnitud mayor que la tasa de extincion basal (Leakey y Lewin 1995;
Barnosky et al. 2011; Proenga y Pereira 2013). Para los mamiferos se reconoce que durante
el Cuaternario tardio (Holoceno y tiempo histdrico) se han extinguido alrededor de 255
especies (MacPhee y Flemming 1999; Turvey 2009), mientras que muchas otras se
encuentran ya extintas en la naturaleza y/o en peligro critico (Frankham et al. 2010; UICN
2015). En este sentido, el estudio de los procesos de extincion (i.e. determinar los factores
que se relacionan con la declinacion poblacional y/o extincién de especies), proporciona
informacion util para predecir futuros escenarios frente al cambio climatico global y para
elaborar estrategias de conservacion para especies amenazadas (Willis et al. 2010).

Las extinciones pueden ser la consecuencia de una combinacion de factores de tipo
deterministicos (pérdida de habitat, sobre explotacidn, introduccion de especies) y/o
estocasticos (genéticos, demograficos, ambientales y catastroficos; Lande 1999; Frankham
2005; Allendorf et al. 2013). La importancia de un tipo de factor sobre otro ha sido muy
discutida (Lande 1988; Spielman et al. 2004; Koch y Barnosky 2006); un ejemplo claro de
esto es el de las extinciones de la megafauna durante el Pleistoceno (e.g. Grayson y Meltzer
2003; Barnosky et al. 2004; Nogués-Bravo et al. 2010).

Sin duda, un aspecto importante en los procesos de extincion es la adaptabilidad o
habilidad de las especies para adaptarse a diferentes entornos en un ambiente natural (Lynch
y Lande 1993; Willi y Hoffmann 2009). Esta caracteristica es clave para la persistencia de
las poblaciones en un escenario de cambio ambiental como el actual (Bradshaw y Holzapfel
2006; Chevin et al. 2010; Chevin y Lande 2010). Aspectos relacionados con la biologia de
las especies, como por ejemplo las caracteristicas demograficas y estructura social, pueden
afectar las caracteristicas genéticas de las poblaciones y, por lo tanto, afectar la persistencia
de las poblaciones (Lande 1988; Willi y Hoffmann 2009). La adaptabilidad también esta

muy ligada a los procesos genéticos que sufrieron las poblaciones en el pasado, como por

17 Desaparicion definitiva de todos los individuos de una especie (MacPhee 2013).
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ejemplo una pérdida de variabilidad genética, ya que estos condicionan su capacidad de
poder enfrentar los cambios ambientales actuales y futuros (Chevin et al. 2010).

En general, los estudios moleculares en especies en peligro de extincion estan
orientados a determinar la variacion que presentan actualmente las poblaciones y, en menor
medida, la magnitud o la tasa de pérdida de variacion a través del tiempo. Este ultimo aspecto
ha recibido un énfasis limitado debido a la dificultad de detectar evidencias de cambios
temporales en la diversidad genética a partir de muestras actuales (Matocq y Villablanca
2001; Drummond et al. 2003; Ramakrishnan y Hadly 2009). El analisis de series temporales
de fosiles junto con sus datos genéticos permite inferir la historia evolutiva de una poblacion
o especie y detectar evidencias directas de cambios genéticos y demograficos en una escala
temporal amplia (Drummond et al. 2003; van Tuinen et al. 2004; Beadell et al. 2009).
Cuando nos enfrentamos con datos que sugieren tales cambios, es 1til, ademas de analizar
el registro fosil, estudiar la evolucion climatica y ambiental de la region con el fin de detectar
eventos que pudieran estar asociados con los cambios genéticos y demograficos observados
en el registro fosil de la poblacion o poblaciones (van Tuinen et al. 2004; Ramakrishnan y
Hadly 2009). Esto permite hipotetizar de qué manera la evoluciéon de una poblacion esta
impulsada por cambios en el ambiente (e.g. Hadly et al. 2004; Campos et al. 2010b; Brace
et al. 2012; Rawlence et al. 2012).

Dado que las caracteristicas ambientales limitan las areas en donde una especie puede
vivir y reproducirse, a nivel poblacional los cambios en los factores ambientales significan
un impacto que puede afectar tanto la distribucion geografica como la abundancia de los
individuos, e incluso provocar eventos de extincion (e.g. Chen et al. 2011; Brace et al. 2012;
Prost et al. 2013). Cuando se dispone de datos sobre la abundancia relativa y la variabilidad
genética de una especie en diferentes puntos en el tiempo y en el espacio, es posible poner a
prueba hipdtesis respecto a los procesos que moldearon la evolucién de las poblaciones
(Drummond et al. 2003; Ramakrishnan y Hadly 2009). Por ejemplo, si se considera que un
cambio ambiental catastrdfico (e.g. deforestacion, evento volcanico), ocasiond la pérdida de
haplotipos detectada en una especie cuya variacion genética era mayor en el pasado -en
comparacion con la observada actualmente- se puede predecir que el evento de disminucion
de haplotipos sera contemporaneo entre varias localidades. Contrariamente, si fue motivada
por un cambio ambiental gradual (e.g. cambios de hébitat producto de variaciones climaticas
no abruptas) se espera encontrar que la pérdida de variabilidad genética suceda de manera

progresiva y asincronica entre las localidades separadas espacialmente.
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Utilizando la informaciéon proporcionada por los datos de ADN antiguo y los
fechados radiocarbdnicos obtenidos de fosiles de Ctenomys en los sitios Arroyo Corral I 'y I1
(en conjunto, ACo, de ahora en mas) y Cueva del Caballo (CdC, de ahora en mas), este
capitulo explora, a partir de un analisis temporal, las posibles causas de la declinacion
poblacional y la pérdida de variabilidad genética para C. sociabilis durante el Holoceno,
originalmente detectada en el yacimiento Cueva Traful I (CTL, de ahora en mas; Chan et al.
2005; ver Capitulo 2).

En estos yacimientos, los datos genéticos de C. sociabilis muestran que durante el
Holoceno esta especie sufrio una disminuciéon en la abundancia relativa, pérdida de
diversidad genética y extinciones locales (ver Capitulo 2). Los estudios realizados por Chan
et al. (2005, 2006) en CTI sugieren que la pérdida de diversidad genética de C. sociabilis
ocurrié entre los 3292-850 afios '*C AP debido a un cuello de botella acaecido hace
aproximadamente 2600 afios cal AP. Estos autores propusieron las siguientes hipotesis para
explicar el cuello de botella detectado en C. sociabilis: (1) una erupcidon volcanica ocurrida
aproximadamente entre los 2350-2050 afios cal AP; (2) competencia y reemplazo geografico
con C. haigi; y (3) cambios ambientales (i.e. declinaciéon de los pastizales de estepa e
incremento de ambientes boscosos). Sin embargo, estas hipotesis no fueron contrastadas.

En este capitulo, las hipotesis enunciadas por Chan et al. (2005, 2006) fueron
reformuladas y puestas a prueba utilizando los datos combinados de C. sociabilis y C. haigi
de los tres yacimientos estudiados. Se comparo la cronologia de los datos paleogenéticos y
los registros paleoambientales a través de los sitios y las especies. Particularmente, se
examind la potencial relacion temporal de los cambios ambientales, ya fuere catastroficos o
graduales ocurridos durante el Pleistoceno tardio-Holoceno con el patrén de cambio genético
y abundancia relativa detectados en las dos especies de Ctenomys en ACo, CdC y CTI. Se

evalud también el papel de la competencia interespecifica entre ambas especies.
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HIPOTESIS 1: ERUPCIONES VOLCANICAS

La Zona Volcanica Sur (SVZ'8, de ahora en mas) de los Andes, en la region noroeste
de Patagonia, estd compuesta por un cinturén de volcanes activos entre los 33-46°S (Stern
2004). Su actividad volcanica es muy evidente en el registro geoldgico, principalmente al
este de los Andes, en Argentina, cuyo suelo estd compuesto en buena medida por andisoles,
resultado de la acumulacién de ceniza volcanica transportada por los vientos dominantes del
oeste (Villarosa et al. 2006; Corbella y Lara 2008; Daga et al. 2010). Los volcanes de la SVZ
han estado intensamente activos durante el periodo postglaciar (Gerlach et al. 1988;
Villarosa et al. 2006). Su 4rea de influencia ha cubierto con capas de tefra'® gran parte del
rango geografico de C. sociabilis y, en menor medida, C haigi, en la region del Nahuel Huapi
(Figura 3.1A). El Complejo Volcanico Puyehue-Coérdon Caulle (CVPCC, de ahora en mas)
es un centro de actividad volcéanica recurrente de la SVZ. El CVPCC presento registros de
actividad durante el Pleistoceno superior-Holoceno y tiempos historicos (Gerlach et al. 1988;
Lara et al. 2006), con una reciente erupcion el 4 de julio de 2011 (Collini et al. 2013). Gran
parte de las tefras que cubren la region al norte del lago Nahuel Huapi, incluidas las
correspondientes a las erupciones histdricas de 1921, 1960 y 2011, corresponden al CVPCC
(Villarosa et al. 2006; Singer et al. 2008; Daga et al. 2010).

Los cambios ambientales generados por la caida de tefra durante una erupcion
volcanica pueden ser desde leves a muy severos, segun sea su indice de explosividad
volcénica (VEI?, de ahora en mas). E1 VEI (Newhall y Self 1982) es un indice utilizado para
cuantificar la magnitud de un episodio eruptivo. De acuerdo al mismo, un VEI = 0
corresponde a una erupcion no explosiva, un VEI > 1, explosiva y asi en aumento en
magnitud hasta 10. En general, cuanto mayor es el tiempo entre erupciones, mas explosiva
y por lo tanto de mayor magnitud es la siguiente erupcidon (Simkin y Siebert 1994). En
Patagonia, la erupcion de los volcanes Hudson en 1991 y Chaitén en 2008 fueron VEI ~ 5,
causando dafios graves en la ganaderia y agricultura local y regional (Tilling 2009; Wilson
et al. 2011). Por su lado, la fauna nativa de mamiferos medianos y grandes, se vio poco

afectada y meses después de la erupcion, las poblaciones ya se encontraban en sus niveles

18 Del inglés, Southern Volcanic Zone

19 Fragmentos menudos de roca ignea volcanica expulsados por la columna eruptiva de un volcén en
erupcion. En el area de estudio se encuentran tefras de tipo ceniza (< 2 mm o) y lapilli (entre 2 y 64 mm o).

20 Del inglés, Volcanic Explosivity Index.
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demograficos normales; incluso la poblacion de pequefios mamiferos aumentd debido a la
ausencia de ganado, que habia sido diezmada por la ceniza (Pearson 1994; Saba y de Lamo
1994). Por el contrario, en diferentes poblaciones de Ctenomys se ha encontrado que la caida
de tefra provocada por las erupciones de los volcanes Hudson en 1991 y Lonquimay en 1988,
generaron una reduccion importante del tamafio efectivo poblacional y la variacion genética
alozimica en poblaciones proximas a estos volcanes (Gallardo y Kohler 1994; Gallardo et al.
1996).

Las capas de tefra depositadas al norte del lago Nahuel Huapi proporcionan
marcadores cronoldgicos que pueden ser utilizados para correlacionar eventos geologicos y
climaticos (Villarosa et al. 2006). En esta zona, una capa de tefra muy caracteristica es la
denominada Tefra Nahuel Huapi (NHT?!, de ahora en mas), constituida por lapilli pumiceo
blanco (Auer 1960; Laya 1977; Crivelli Montero y Silveira 1983). La tefra ha sido
identificada a partir de testigos sedimentoldgicos lacustres, perfiles estratigraficos de
excavaciones arqueologicas -incluyendo CTI- y perfiles de caminos. Esta tefra alcanza los 2
m de espesor en la frontera entre Chile y Argentina y se adelgaza rapidamente hacia el este
alcanzando ~ 0,2 m en el perfil estratigrafico de CTI (Crivelli Montero et al. 1993; Villarosa
et al. 2006). El grafico de isopacas®? de esta tefra sugiere que el foco eruptivo se encontraba
en el CVPCC (Figura 3.1 B). La correlacion de 9 dataciones radiocarbonicas obtenidas en
diferentes localidades para la tefra NHT permitio acotar el momento de su depositacion entre
un rango de edad probable de 2070-2325 afios cal AP (Villarosa et al. 2006; Villarosa 2008).
La presencia de la tefra NHT en CTI, junto con la estimacion de ocurrencia de un cuello de
botella en C. sociabilis ~ 2600 afios cal AP en este yacimiento y la subsecuente desaparicion
de esta especie en el registro fosil, llevaron a proponer a este episodio eruptivo como
responsable de la pérdida de diversidad genética en C. sociabilis (Chan et al. 2005; Chan y
Hadly 2011).

Considerando los resultados obtenidos a partir de los datos genéticos de esta tesis la

hipotesis es reformulada para los tres depositos, como sigue:

H1: La depositacion de la tefra NHT fue la causa del cuello de botella y de la pérdida de
diversidad genética de C. sociabilis observada en ACo, CdC y CTL

21 Del inglés, Nahuel Huapi Tefra.
22 Grafico de curvas trazadas uniendo puntos de igual espesor que muestran las potencias variables de una
unidad estratigrafica.
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P1: La pérdida de diversidad genética de C. sociabilis en los tres sitios ocurre de manera
sincronica y es temporalmente concordante o inmediatamente posterior a la fecha estimada

de depositacion de la tefra NHT.

Para poner a prueba esta hipotesis, los datos genéticos de C. sociabilis obtenidos en
este estudio fueron analizados sobre una escala temporal calibrada, determinada a partir de
las fechas radiocarbdnicas y los modelos cronolégicos de edad-profundidad elaborados para
cada deposito. La Figura 3.2 muestra, sobre la escala cronolégica, la distribucion temporal
de cada haplotipo del citocromo b de C. sociabilis en ACo, CdC y CTI, segln la fecha
radiocarbonica estimada para cada espécimen. A partir de estos analisis se determind que las
fechas estimadas entre los yacimientos para el evento de pérdida de diversidad genética en
C. sociabilis no resultan sincronicas. Ademas, en los tres sitios el rango de fechas mas
probable para la pérdida de diversidad genética fue previo a la fecha estimada de
depositacion de la tefra NHT (Figura 3.2).

Los datos genéticos de C. sociabilis para CTI indican que luego de los 3537 afios cal
AP (3293 + 43 afios '*C AP) la especie desaparece del registro fosil (Chan et al. 2005;
Figuras 2.2 y 3.2). En esta fecha se encontraron 3 haplotipos (sobre un n total de 4
especimenes de Ctenomys estudiados) co-ocurriendo, el haplotipo actual y 2 haplotipos
extintos (Figura 3.2). Estos datos, en combinacion con la ausencia de C. sociabilis en
trampeos realizados en la region y en las egagropilas frescas de individuos de Tyto furcata
colectadas en el sitio (Pearson y Pearson 1993; esta tesis) sugieren una extincion durante el
Holoceno tardio. La extincion, sin embargo, no se ve precedida por una pérdida de haplotipos
como se observa en el sitio vecino CdC (véase mas adelante). En ACo (~ 23 km al sur de
CTI) ubicado dentro del rango geografico actual de C. socibilis, los datos genéticos sugieren
que la pérdida de variabilidad ocurre entre los 4166-2546 afios cal AP. La escala cronologica
indica que hasta los 4166 afios cal AP los especimenes fosiles secuenciados (n = 7) mostraron
4 variantes haplotipicas, mientras que a partir de los 2546 afios cal AP y hasta los 966 afios
cal AP, los especimenes fosiles secuenciados (n = 5) mostraron el mismo haplotipo (i.e.
haplotipo actual) que los especimenes actuales (n = 9) que fueron capturados alrededor del
sitio. Esto sugiere que la pérdida de haplotipos de C. sociabilis en ACo es previa a los 2546
afios cal AP. Por otro lado, en la Figura 3.1 B, se puede observar que la ubicacion geografica
de ACo se emplaza por fuera de la estimacion maxima de dispersion actual de la tefra NHT
(Villarosa et al. 2006; Villarosa 2008), lo cual sugiere que las poblaciones de C. sociabilis

cercanas a ACo se habrian visto menos afectadas que las poblaciones de CTI y CdC,
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incluidas dentro del limite de dispersion de la tefra. Sin embargo, se observa pérdida de
haplotipos en los tres sitios (Figura 3.2).

La escala cronoldgica para los especimenes de CdC indica que la pérdida de variantes
haplotipicas sucede entre los 6223-4301 afios cal AP (Figura 3.2). Las secuencias
nucleotidicas de 10 especimenes ubicados temporalmente antes de los 6223 afios cal AP
mostraron 3 variantes haplotipicas, mientras que a partir de los 4301 y hasta los 2833 afios
cal AP, las secuencias de 4 especimenes seflalan unicamente la ocurrencia del haplotipo
actual. Luego de los 2833 afios cal AP, C. sociabilis desaparece del registro fosil de CdC,
indicando su extincion local, dado que tampoco se encuentra en las egagropilas de individuos
de Tyto furcata que actualmente habitan el sitio. Teniendo en cuenta el segmento temporal
donde se ubica la pérdida de variantes haplotipicas (6223-4301 afios cal AP) es posible
determinar que dicho evento sucedié en CdC aproximadamente 1000 afios antes (0 mas) que
en CTL El contraste temporal de este ultimo resultado, considerando la proximidad
geografica de los sitios CTl y CdC (~ 5 km; Figura 3.1 A), sugiere que es poco probable que
un cambio abrupto, como lo es una erupcion volcanica, haya sido la causa del cuello de
botella y subsecuente pérdida de diversidad genética observada en C. sociabilis.

Los datos genéticos de ACo, CdC y CTI, tomados en forma conjunta, sugieren que
la pérdida de haplotipos de C. sociabils ocurre en diferentes segmentos temporales entre los
sitios, en todos los casos, antes de la fecha estimada de depositacion de NHT, incluso las
extinciones locales detectadas para esta especie en CdC y CTI se ubican temporalmente antes
del evento téfrico. Estos resultados indican que los eventos volcanicos de 2070-2325 afios
cal AP, asociados con la tefra NHT no son concordantes con la pérdida de diversidad
genética de C. sociabilis, ni tampoco con las extinciones locales en CdC y CTI. Por lo tanto,
estos resultados contradicen tanto la H1 como la P1.

La secuencia estratigrafica de los sitio ACo y CdC no sugieren otros eventos
volcanicos, al menos con registros preservados en las fechas donde se observa la pérdida de
haplotipos en estos sitios. Estas evidencias apoyan la idea de que la pérdida de variabilidad
genética en C. sociabilis no fue la consecuencia de erupciones volcanicas y depositacion de

tefras.
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Figura 3.1. A) Area de influencia de los volcanes activos del Holoceno (Villarosa 2008).
Las flechas sefialan la direccion de los vientos dominantes. Las elipses sefialan el area de
dispersion probable de la caida de cenizas. B) Isopacas de la NHT (Villarosa 2008). Poligono
rojo = area de distribucion actual de C. sociabilis; poligono azul = area de distribucion actual
de C. haigi. Los triangulos indican la ubicacion de los yacimientos estudiados. Figuras
modificadas de Villarosa 2008.
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Figura 3.2. Escala cronologica de distribucion de haplotipos de C. sociabilis en ACo, CdC
y CTl y su relacion con la depositacion de la tefra NHT. Los nlimeros por arriba y por debajo
de las lineas de puntos indican el nimero de especimenes secuenciados antes y después de
la fecha estimada de pérdida de haplotipos; entre paréntesis se indica el niimero de

haplotipos.
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HIPOTESIS 2: COMPETENCIA ENTRE C. SOCIABILIS Y C. HAIGI

Las poblaciones actuales de Ctenomys sociabilis presentan tamafio pequefio, las crias
hembras mayormente son filopatricas, son microendémicas y estan restringidas a habitats
himedos y arbustivos en el ecotono bosque/estepa en la Sierra de Cuyin Manzano?,
provincia del Neuquén (Lacey y Wieczorek 2003, 2004; Tammone et al. 2012). Estas
caracteristicas hacen que las poblaciones de esta especie sean mas vulnerables a sufrir
extinciones locales y pérdida de rango geografico, en comparacién con el parapatrico C.
haigi, cuyas poblaciones actuales son de mayor tamaiio, todas las crias se dispersan, son de
amplia distribucién y mas generalistas en las condiciones de habitat (Lacey y Wieczorek
2003, 2004). Las diferencias de uso del habitat y demograficas entre estas especies
probablemente aumenten la capacidad de C. haigi de encontrar y potencialmente invadir
nuevos habitats, y por lo tanto favorecerla competitivamente si la abundancia relativa de C.
sociabilis disminuye (e.g. Vassallo 1993). Consecuentemente, la disminucion de la
abundancia relativa (i.e. tamafio efectivo poblacional) de esta ultima tendria efectos
importantes sobre su diversidad genética (Patton y Yang 1977; Lande 1999). Algunos
estudios han demostrado en otras especies de Ctenomys (Vassallo 1993; Kubiak et al. 2015)
y mas generalmente de roedores subterraneos (Thaeler 1968), que la competencia en relacion
al uso del habitat es un componente importante en la estructuracion espacial de estos
animales y por lo tanto en los patrones de variacion genética (Steinberg y Patton 2000).

El incremento en la abundancia relativa de C. haigi 'y la disminucion de la abundancia
de C. sociabilis que se verifica en CTI durante el Holoceno, junto con su extincion local y
la ocurrencia cercana de C. haigi, llevaron a Chan et al. (2005) a proponer que la
competencia entre estas especies podria ser responsable del decrecimiento y pérdida de
diversidad en C. sociabilis. Sin embargo, por si solos, los datos de CTI no permiten distinguir
esta interaccion, incluso aplicando modelos demograficos (Chan y Hadly 2011). En este
sentido, los restos fosiles de C. sociabilis y C. haigi recuperados en ACo 'y CdC (ver Capitulo
2), en combinacion con los datos para CTI, proporcionan un rango espacial mas amplio y
permiten poner a prueba la hipotesis de exclusion competitiva, cuya reformulacion es como

sigue:

23 Muy recientemente se ha detectado una poblacion —representada por algunos pocos ejemplares
coleccionados y que aparentemente estaria extinta- en cercanias de El Maitén, Chubut (Tammone y Lacey
2014).

84



Capitulo 3: Competencia

H2: La pérdida de diversidad genética y declinacién poblacional de C. sociabilis esta

relacionada con la aparicion en su rango geografico del competidor C. haigi.

P2: La pérdida de diversidad genética de C. sociabilis se observa unicamente en los sitios

con co-ocurrencia sincronica de ambas especies de Ctenomys.

Para evaluar el papel potencial de la competencia interespecifica sobre la pérdida de
diversidad genética y la disminucion en la abundancia relativa de C. sociabilis se analizaron
ambos aspectos para las dos especies de Ctenomys a lo largo del registro fosil de los sitios
ACo y CdC. Para este proposito, se calculd la proporcion de cada especie sobre la escala
cronoldgica de cada depdsito a partir de la identificacion genética de los especimenes fosiles
secuenciados (ver Capitulo 2). En dicha escala, se ubico la fecha estimada para la ocurrencia
de la pérdida de haplotipos de cada sitio. El patrén de cambio de abundancias en ACoy CdC
fue comparado en el obtenido en CTI.

En CdC y CTI, la identificacion de los restos fosiles de Ctenomys realizada a partir
de las secuencias nucleotidicas muestra que durante el Holoceno C. sociabilis es
reemplazada totalmente por C. haigi y que en ambos sitios la pérdida de variabilidad genética
detectada en C. sociabilis podria asociarse a una disminucién de la proporcion de esta
especie y a un aumento en la proporcion de C. haigi (Figura 3.3). Por el contrario, en ACo,
las secuencias nucleotidicas de los restos fosiles de Ctenomys indican que todos los
especimenes (n = 12) corresponden a C. sociabilis. A partir de un relevamiento de campo se
determind que las poblaciones de Ctenomys, que se distribuyen actualmente en los
alrededores de ACo también corresponden a esta especie. Esto sugiere que la proporcion de
C. sociabilis se mantuvo constante en la vecindad del sitio durante todo el periodo temporal
abarcado por el depodsito (Pleistoceno tardio—Holoceno). En este sitio, la presencia de C.
haigi se detectd unicamente en las egagrdpilas frescas de Tyto furcata (Figura 3.3). Estos
especimenes son capturados por las lechuzas muy probablemente sobre la margen este del
rio Limay, 2 km al este del sitio (dentro del rango de caza de la lechuza) donde se verifican
poblaciones de C. haigi. Estos indica que la pérdida de variabilidad genética de C. sociabilis,
al menos en ACo, no puede vincularse ni con una disminucion en la abundancia relativa de
C. sociabilis ni con la presencia de C. haigi. Por lo tanto, estos resultados contradicen tanto

la H2 como la P2. Al mismo tiempo, esto sugiere que en CdC y CTI el cambio de
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proporciones de estas especies debe haber sucediendo por otro proceso que no es la
competencia.

Es importante destacar que en todas estas apreciaciones se debe tener en cuenta que
los registros fueron generados por la accion depredadora de lechuzas. Por lo tanto, cuando
aqui se efectiian indicaciones sobre presencia o ausencia, estan implicando circulos teoricos

que corresponden al radio de forrajeo de estas aves (alrededor de 2,5 km; Taylor 1994).
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Figura 3.3. Abundancia relativa estimada para C. sociabilis y C. haigi segun la proporcion
calculada a partir de las identificaciones genéticas de los especimenes fosiles secuenciados
en cada yacimiento. La proporcion de C. haigi en ACo se debe a su presencia en las

egagropilas actuales de Tyto furcata (ver pag. 85).
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HIPOTESIS 3: CAMBIOS AMBIENTALES

La historia ambiental de la region del Nahuel Huapi es, sin duda, un componente
importante en la evolucion de la flora y fauna del norte de Patagonia (Ruzzante y Rabassa
2011). Producto del fenémeno conocido como sombra pluvial de cordillera, la region esta
dominada por un gradiente extremo de precipitacion de oeste a este (-35 mm/km) que
actualmente produce un ecotono entre el bosque templado y la estepa patagonica (e.g.
Markgraf 1983; Ezcurra y Brion 2005; Mermoz et al. 2009; Bianchi y Ariztegui 2012). En
el ecotono, cambios sutiles de alguna condicion limitante (e.g. precipitacion) producen
respuestas significativas en la distribucion de especies dominantes y su comunidad asociada
(Kitzberger 2012). Por esto, los ambientes de ecotono estan probablemente entre las regiones
mas dinamicas del planeta y es en donde los cambios ambientales se hacen mas evidentes
(Kitzberger 2012).

El registro paleoecoldgico de la region del Nahuel Huapi indica que, a causa de las
variaciones histdricas en las precipitaciones y temperaturas, el ecotono ha sufrido cambios
significativos en la flora, distribucion de habitats y ensambles de pequefios mamiferos (e.g.
Markgraf 1983; Pearson 1987; Monjeau 1989; Bianchi et al. 1999; Pardifias 1999b; Premoli
et al. 2000; Heusser 2003; Iglesias et al. 2014; Tammone et al. 2014). De esta manera, los
cambios climaticos ocurridos durante el Holoceno muy probablemente afectaron el ambiente
donde vivieron las poblaciones de C. sociabilis y C. haigi. Sin embargo, la distribucion de
C. sociabilis exclusivamente en habitats de ecotono, en comparacion con los habitos mas
labiles de C. haigi (Lacey y Wieczorek 2003; Tammone et al. 2012) podrian haber
contribuido a que esta especie fuera mas afectada y, quizas, ser la causa de la pérdida de
diversidad genética observada.

En comparacion con las consecuencias inmediatas y mas localizadas causadas por
los cambios ambientales abruptos (i.e. catastréficos), como por ejemplo una erupcion
volcanica, los cambios ambientales de tipo climatico (e.g. variaciones en temperatura y
precipitacion) resultan mas graduales y generan gradientes ambientales extendidos en el
tiempo. Esta diferencia espacial y temporal podria gatillar procesos microevolutivos
aleatorios o adaptativos diferenciales dependientes de cual fuera el cambio ambiental. En
consecuencia, se espera que las poblaciones naturales muestren distintos patrones de cambio

en su rango geografico y en su diversidad genética, tanto espacialmente como
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temporalmente, segun el tipo de cambio experimentado en su entorno (Channell y Lomolino
2000; Chevin y Lande 2010; Pauls et al. 2013). Por ejemplo, bajo un escenario de cambio
ambiental gradual, se esperaria que la diversidad genética de una especie se vea afectada en
diferentes momentos en el tiempo en distintos sitios.

Para evaluar si los cambios climaticos estuvieron relacionados con la pérdida de
diversidad genética, las variaciones de abundancia relativa y las extinciones locales

observadas en C. sociabilis se propone la siguiente hipotesis:

H3: La pérdida de diversidad genética y la declinacidén poblacional de C. sociabilis se deben
a los cambios de habitat asociados con la variacion en las precipitaciones ocurridas durante

el Holoceno en el noroeste de Patagonia.

P3: Tanto la pérdida de diversidad genética como la disminucién poblacional de C. sociabilis
no necesariamente deben ser sincronicas entre sitios alejados espacialmente y son

coincidente con el avance y establecimiento de los bosques densos.

Para contrastar esta hipotesis, los tiempos estimados en que ocurre la pérdida de
haplotipos en cada sitio fueron analizados en relacion a la reconstruccion de las
precipitaciones medias de verano inferidas para el Holoceno (Markgraf et al. 2002). Por otro
lado, esta curva de precipitaciones se relacioné con la curva de abundancia relativa de C.
sociabilis y C. haigi para los sitios ACo y CdC. Para estos analisis, la proporcion obtenida
para las especies de Ctenomys a partir de los datos de ADN antiguo de cada sitio, se traslado
al total de MNI de Ctenomys respecto de todas las especies de pequefios mamiferos que se
encontraron en cada sitio (Tammone et al. 2014).

Como se indico anteriormente, la distribucion temporal de los haplotipos de C.
sociabilis en ACo, CdC y CTI muestra que la pérdida de haplotipos sucede en diferentes
segmentos temporales (Figuras 3.2 y 3.4). La continuidad y superposicion temporal de los
eventos de pérdida de diversidad entre los sitios estudiados sugiere que, a nivel regional,
estos habrian impactado —como maximo- en un segmento temporal de 4000 afios (6000-2000
afios cal AP; Figura 3.4). Si bien estos segmentos temporales individuales pueden estar
sobreestimados, el solapamiento parcial entre ACo y CTI y la ausencia de superposicion de
CdC, sugiere que la pérdida de diversidad genética ocurre de manera gradual y sucesional.
Este resultado ajusta con la prediccion P3. Por otro lado, la dindmica geografico-temporal

de la declinacion poblacional de C. sociabilis indica que las poblaciones del norte (CTI y
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CdC) del rango de distribucion de la especie fueron las mas afectadas, mientras que en ACo,
la localidad mas proxima al centro de distribucion geografica, la especie persistid (Figura
3.1). Esto podria estar relacionado con las diferencias en el grado de aislamiento y el tamafio
de las poblaciones de C. sociabilis en cada localidad. La aparicion de C. haigi en el registro
fésil de CdC y CTI (Figura 3.3) podria ser el resultado de dispersiones de poblaciones de
esta especie desde el este y, en consecuencia, las lechuzas comienzan a detectar esta presa

que asi se incorpora al registro.
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Figura 3.4. Segmento temporal estimado para la ocurrencia de la pérdida de diversidad
genética de C. sociabilis durante el Holoceno entre los sitios dispuestos en un orden norte -

sur. La estimacion en CTI corresponde a Chan et al. (2006).

La abundancia relativa de C. sociabilis en ACo y CdC sugiere una disminucion
poblacional sustancial durante el Holoceno medio; mientras que en ACo se habria perdido
un 60% de la poblacion, en CdC habria alcanzado un 70% (Figura 3.5). Esta disminucion,
sin embargo, se observa en diferentes segmentos temporales. Mientras que en ACo ocurre
entre los 7867 y los 5972 afios cal AP, en CdC se verifica entre los 6223 y los 4301 afios cal
AP. Este resultado también ajusta con la prediccion P3. De acuerdo con la reconstruccion de
las precipitaciones medias de verano (Markgraf et al. 2002), la disminucién poblacional y
pérdida de diversidad genética de C. sociabilis coincide con un incremento sostenido de las
precipitaciones a partir de los 8000 y hasta los 6000 afos cal AP, que duplica las
precipitaciones actuales (Figura 3.5). El registro polinico obtenido en multiples sitios entre
los 41° y 43° S indica que este incremento en las condiciones de humedad se relacionaria
con una elevada tasa de cambio de la composicion vegetal entre elementos boscosos y
esteparios, favoreciendo el desarrollo de bosques de Nothofagus dombeyi y Austrocedrus
chilensis en detrimento de areas esteparias de Poaceas y Asteraceas (Markgraf 1984;

Markgrafet al. 2002; Bianchi y Ariztegui 2012; Iglesias et al. 2014). El desarrollo de bosques
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densos de Nothofagus y en particular de Austrocedrus, con el consecuente desplazamiento
del ecotono hacia el este respecto a su posicion durante el Holoceno temprano (cf. Iglesias
et al. 2012b, 2014) habria generado una disminucién generalizada de los habitats abiertos
ocupados por C. sociabilis. Este efecto climatico sostenido en el tiempo hasta por lo menos
los 2000 afios cal AP habria provocado la declinacion poblacional de C. sociabilis debido a
la pérdida de habitat y posiblemente su extincion en CdC y CTI, favorecida en estos casos

por el aislamiento de estas localidades debido a sistemas orograficos y barreras fluviales.
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Figura 3.5. Reconstruccion de la precipitacion historica de verano segun el registro polinico
de Lago Moreno (Markgraf et al. 2002). Abundancia relativa estimada para cada especie de
Ctenomys en los depdsitos CdC y ACo segun la proporcion obtenida a partir de las
secuencias nucleotidicas de ADN antiguo. La curva de abundancia representa el valor total
de MNI estimado de Crenomys respecto al resto de todas las especies de mamiferos pequefios
que se encontraron en cada sitio. La flecha indica la fecha estimada de extincion de C.

sociabilis en CdC.
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CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados expuestos en este capitulo sugieren que los cambios climaticos que
afectaron el noroeste de Patagonia durante el Holoceno tuvieron efectos significativos en la
diversidad genética y la abundancia relativa de C. sociabilis. En contraste, indican que los
eventos volcanicos que provocaron la caida de la tefra NHT y la potencial competencia
interespecifica entre C. sociabilis y C. haigi no habrian estado relacionados con la
declinacion poblacional detectada en dicha especie.

Desde el Pleistoceno medio-tardio y hasta la actualidad, la region del Nahuel Huapi
se ha visto afectada por la actividad volcanica recurrente de la SVZ de los Andes (Lara et al.
2006; Villarosa et al. 2006; Singer et al. 2008). Esto sugiere que la caida de tefra producida
por esta actividad fue un elemento recurrente a lo largo de la historia evolutiva de las
poblaciones estudiadas de Ctenomys, siempre y cuando se asuma que las mismas habitan la
zona desde, al menos, el Plio-Pleistoceno. Sin embargo, los efectos de estos eventos —a nivel
de potencial impacto sobre las poblaciones- no se reflejan en el registro fosil estudiado,
incluso para el mas conspicuo que ha quedado preservado, la tefra NHT (Villarosa et al.
2006; Lirio 2011). Estudios preliminares sobre la reciente erupcién del CVPCC que afecto
el area de distribucion de C. sociabilis no sugieren efectos demograficos drasticos, mientras
que si se verificaron cambios en la dieta (Lacey et al. 2014). Estos datos sugieren cierto
grado de plasticidad fenotipica (e.g. cambios en los habitos alimenticios) a corto plazo que
podria favorecer la persistencia local de la especie. Por otro lado, los datos genéticos de C.
sociabilis en ACo permitieron inferir que la pérdida de diversidad genética detectada en esta
especie resulta independiente, al menos temporalmente, de la aparicion de C. haigi. Ademas,
teniendo en cuenta que la gran mayoria de las especies del género Ctenomys se distribuyen
de manera alopatrica (Reig et al. 1999; Lacey 2000; Kubiak et al. 2015), es posible concluir
que la competencia congenérica no tendria un efecto significativo en las poblaciones de
Ctenomys.

Los analisis realizados sugieren que la pérdida de diversidad genética de C. sociabilis
estaria relacionada con los cambios ambientales inferidos para el periodo abarcado en este
estudio. Durante los ultimos 10000 afios se registraron variaciones de temperatura y

precipitacion, cambios graduales en la posicion de los vientos dominantes del oeste y el
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establecimiento de la Oscilacion climética del Sur “El Nifio” (ENSO?%), en particular luego
de los 5000 anos cal AP (Moreno 1997; Lamy et al. 2001; Whitlock et al. 2007). Durante
este periodo, una tendencia climatica de aridez imperante durante la primera mitad del
Holoceno cambié hacia condiciones mas humedas durante el Holoceno tardio, es inferida
partir del registro polinico (e.g. Heusser y Streeter 1980). Al este de los Andes, a partir de
los 5000 afios cal AP se registran los valores mas altos de recambio de la composicion
vegetal (taxones bosque/estepa), especificamente un incremento en el polen de tipo
Nothofagus y Cupresaseas a expensas de Poaceas y otros taxones de estepa (Whitlock et al.
2006; Iglesias et al. 2012a, b, 2014). A largo plazo, este cambio climatico favorecio el
establecimiento y la expansion gradual de bosques densos de Nothofagus y particularmente
de Austrocedrus hacia el este y su avance sobre la estepa (Iglesias et al. 2014; Iglesias y
Whitlock 2014). A su vez, el avance del bosque habria proporcionado un incremento de
biomasa y material combustible permitiendo un progresivo aumento de los regimenes de
incendios favorecido por el comienzo del fendmeno ENSO durante el Holoceno tardio
(Whitlock et al. 2006; Iglesias y Whitlock 2014). Durante este periodo, la inestabilidad
ambiental junto con las condiciones microclimaticas y topograficas habrian provocado
cambios a nivel de paisaje (Kitzberger y Veblen 1999; Kitzberger 2012) que combinado con
el uso restringido del habitat de C. sociabilis habrian provocado su declinacion poblacional
en CdC y CTI. Las condiciones de aislamiento determinadas por barreras topograficas y
distancia geograficas habrian favorecido la extincion regional de esta especie. Para C. haigi,
en contraste, el uso mas generalizado del habitat y la capacidad de desplazamiento continuo
de individuos desde el este habrian permitido su supervivencia e incluso su expansion en el
area. Esto se ve reflejado en un aumento de su proporcion en la dieta de las lechuzas hacia

la actualidad.

24 Del inglés, El Nifio-Southern Oscillation
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Cambios de diversidad genética en Ctenomys durante el Holoceno

Como se ha demostrado en este estudio, los analisis comparativos de los datos
genéticos y de abundancia relativa de C. sociabilis y C. haigi en los depdsitos estudiados
permitieron identificar diferencias sustanciales respecto a los cambios en la diversidad
genética y la abundancia relativa de estas especies durante los ultimos 12000 afios.
Especificamente, durante el Pleistoceno mas tardio y Holoceno temprano (12000-6000 afio
cal AP) se detectaron altos valores de diversidad genética en C. sociabilis en comparacion
con los valores detectados en C. haigi. A partir del Holoceno medio (6000 afios cal AP) en
C. sociabilis se verifico una pérdida de diversidad genética y una disminucion de la
abundancia relativa que afecto a la especie en los tres yacimientos estudiados. Para C. haigi
no se detectaron cambios significativos en los niveles de diversidad genética, mientras que
si se verifican cambios en su abundancia relativa. De acuerdo con las hipdtesis evaluadas, se
concluye que la declinacion poblacional de C. sociabilis -pérdida de diversidad genética y
disminucion de rango geografico- estaria vinculada con la expansion y establecimiento de
los bosques de Austrocedrus y Nothotofagus en el noroeste de Patagonia durante la segunda
mitad del Holoceno debido a un incremento en las precipitaciones (Markgraf et al. 2002;
Whitlock et al. 2006; Iglesias et al. 2014). Los distintos patrones de diversidad genética y
abundancia relativa observados entre estas especies de Ctenomys son atribuidos a diferencias
interespecificas en respuesta a factores externos (e.g. precipitacion), como se ha propuesto
para otras especies de Ctenomys (e.g. Mora et al. 2007). Particularmente, las diferencias en
el uso del habitat y la demografia serian la base de esta respuesta diferencial, que son

discutidas a continuacion.

Especificidad de habitat y comportamiento social

La teoria de la genética de poblaciones predice que la diversidad genética esta
determinada por factores intrinsecos de las especies, principalmente las caracteristicas
demograficas (e.g. tamafio efectivo poblacional, dispersion) y la tasa de mutacion (Gillespie
2004; Willi y Hoffmann 2009). Sin embargo, dado su efecto sobre la demografia y la
dindmica poblacional, los factores extrinsecos -como por ejemplo la distribucion de los
habitats- influyen significativamente sobre los patrones de diversidad genética de las
especies, tanto espaciales y temporales (Garner et al. 2005; Doyle et al. 2015). En

consecuencia, bajo un escenario de cambio climatico es probable que aquellas especies que
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expresan algin grado de especificidad de habitat sean mas perjudicadas que las especies mas
generalistas, debido a que se modifica la disponibilidad de habitas adecuados (Vrba 1992;
Goémez Cano et al. 2013). En C. sociabilis, la declinacion poblacional y las extinciones
locales detectadas en este trabajo estarian relacionadas con la especificidad de habitat de esta
especie, en contraste con C. haigi. Como se ha mencionado, C. sociabilis se distribuye
exclusivamente en el ecotono, particularmente sobre borde de mallin y areas arbustivas con
cobertura de hierbas y gramineas (Pearson y Christie 1985; Tammone et al. 2012). Por el
contrario, C. haigi se distribuye tanto en la estepa como en el ecotono, ocupando diversos
tipos de habitas, excluyendo los bosques densos (Pearson 1984; Lacey y Wieczorek 2003).
Al comparar la disponibilidad de los habitats utilizados por estas especies se desprende que
para C. sociabilis, los habitats adecuados estan distribuidos irregularmente (i.e. en parche).
Esta caracteristica disminuiria la persistencia de la especie en parches de habitat distantes y
aumentaria la probabilidad de que ocurran extinciones locales frente a cambios climaticos
prolongados temporalmente debido al aislamiento poblacional y la dificultad de recolonizar
parches distantes. Esto sugiere que la especificidad de habitat de C. sociabilis 1o hace mas
vulnerable a la pérdida de habitat mientras que la distribucion en parche de los mismos
incrementa las probabilidades de extincidn. La interaccion de factores ambientales a escala
de paisaje es reconocido como un elemento importante relacionado con la dinamica de
ocupacion de los parches y la estructura poblacional en especies de Ctenomys (Kittlein y
Gaggiotti 2008; Mapelli et al. 2012b). Por otro lado, en el caso de C. sociabilis, estos factores
estarian relacionados con la filopatria natal y el comportamiento gregario de esta especie
(Lacey y Wieczorek 2003; Lacey y Ebensperger 2007).

Como ha sido demostrado en diversos grupos de mamiferos, la formacion de grupos
sociales afecta los parametros demograficos y, por lo tanto, los niveles de diversidad genética
(Dobson et al. 1998; Pope 1998; Storz 1999; Richardson et al. 2002; Spong et al. 2002). El
comportamiento gregario, particularmente en roedores subterraneos, esta asociado con bajos
tamarfios poblacionales, bajos niveles de flujo genético y una alta probabilidad de endogamia
debido al cercano grado de parentesco entre grupos sociales (Lacey y Cutrera 2007). En
consecuencia, se espera que los procesos evolutivos neutrales (e.g. deriva) tengan mayor
influencia sobre la conformacion de la variacion genética en estas especies (Storz 1999). A
su vez, estos procesos estarian reforzados en especies subterraneas debido a la restriccion de
movimiento de los individuos. Sin embargo, los resultados obtenidos en esta tesis indican
que para C. sociabilis la pérdida de diversidad genética (tanto a nivel haplotidico como

nucleotidico) dio como resultado la supervivencia del mismo haplotipo de citocromo b en
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las poblaciones estudiadas. Por lo tanto, este patron podria estar mas relacionado con
procesos microevolutivos selectivos (direccional) asociados con los cambios climaticos de
finales del Holoceno y menos con deriva génica y flujo genético. Se ha demostrado
empiricamente que los cambios ambientales provocados por variaciones climaticas
prolongadas pueden disminuir sustancialmente la diversidad genética de una especie a
medida que sus poblaciones se adaptan a los cambios (Jump et al. 2006; Hoffmann y Sgro
2011; Pauls et al. 2013). De esta manera, cuando los procesos que generan variacion genética
son limitados como es el caso de C. socibilis la probabilidad de supervivencia de las
poblaciones se ve reducida debido a una disminucion en la capacidad de respuesta a cambios
futuros.

En conclusion, para C. sobiabilis 1a combinacion de factores intrinsecos (i.e. limitada
capacidad de dispersion, comportamiento social complejo y uso del habitat mas restringido)
y extrinsecos (i.e. cambios climaticos) habrian favorecido la declinacion poblacional,
incluyendo pérdida de diversidad genética y extinciones locales en bajo un escenario de
variaciones climaticas y cambios de hébitat que se extendidé durante la segunda mitad del
Holoceno. Por otro lado, la aparicion de C. haigi durante el Holoceno temprano en el registro
fosil estudiado estaria relacionado con una mayor flexibilidad en el uso del habitat y una
estructura social simple (i.e. solitario). Estas caracteristicas estan asociadas con un mayor
movimiento de individuos y por lo tanto habrian favorecido la expansion del rango
geografico de C. haigi durante una época desfavorable para C. sociabilis. Este trabajo podria
bridar informacion relevante respecto a las extinciones del Pleistoceno-Holoceno,

particularmente en Patagonia.

Extinciones cuaternarias en Patagonia

Hacia el Pleistoceno tardio, 90 géneros de grandes mamiferos (>44 kg) se
extinguieron a lo largo del mundo, siendo el continente africano el menos afectado (Leakey
y Lewin 1995; MacPhee 1999; Barnosky et al. 2004). Aunque los motivos de su desaparicion
son muy discutidos, se apuntan como factores claves de este proceso los cambios climaticos
posteriores al Ultimo Maximo Glacial y al impacto de la expansion del Homo sapiens
durante la transicion Pleistoceno-Holoceno (Markgraf 1985; Graham et al. 1996; Miotti y
Salemme 1999; Lyons et al. 2004; Hajduk et al. 2006; Koch y Barnosky 2006; Nogués-
Bravo et al. 2010). Este proceso de extincién continud, a una escala significativamente

menor, a lo largo de todo el Holoceno sobre un amplio rango de tamafios corporales de
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mamiferos incluyendo pequefios mamiferos (MacPhee y Flemming 1999; Turvey 2009). Por
otro lado, el estudio del registro paleontoldgico del Pleistoceno tardio y Holoceno, junto con
sus caracteristicas genéticas a nivel geografico y poblacional, indica que ademas de las
extinciones documentadas, las especies actuales que sobrevivieron a la extincion se vieron
afectadas en varios aspectos, entre ellos la abundancia poblacional, el rango de distribucion
geografica y la diversidad genética (Hofreiter 2007; Hofreiter y Stewart 2009). Al mismo
tiempo, datos paleoecoldgicos de los ultimos 20 mil afios indican que las comunidades han
sufrido cambios sustanciales en la composicion y estructura de especies (Blois et al. 2010;
Gomez Cano et al. 2013).

En Patagonia, el analisis de los ensambles de pequefios mamiferos ha demostrado
que durante el Holoceno las comunidades han cambiado su estructura, particularmente
durante el Holoceno mas tardio (Pearson 1987; Pardifias et al. 2000, 2011, 2012; Hajduk
et al. 2004; Teta et al. 2005, 2014; Udrizar Sauthier et al. 2009; Pardifias y Teta 2013). Estos
trabajos, sumados a la informacién de las expediciones de finales de siglo XIX y principios
del XX (e.g. Allen 1903; Hatcher 1903; Osgood 1943) y a una extensa base de datos de
egagropilas y trampeos a lo largo de Patagonia (Pardifias et al. 2003, 2011; Formoso 2013),
sugieren que la extincion regional de pequefios mamiferos es un fendmeno frecuente para
esta region (e.g. Pardifas et al. 2012; Teta et al. 2014). Este proceso se vio intensificado
durante los ultimos 500 afios por la actividad antrdpica reciente (Pardifas et al. 2000, 2012;
Teta et al. 2014).

Especificamente, la composicion taxondmica a escala regional en Patagonia indica
la declinaciéon de poblaciones y pérdida de rango geografico para numerosas especies de
pequefios mamiferos (Lestodelphys halli, Formoso et al. 2015; Tympanoctomys
kirchnerorum, Loxodontomys micropus y Notiomys edwarsii, Pardifias et al. 2012;
Euneomys chinchilloides y E. mordax, Pardifias y Teta 2013; Ctenomys sociabilis, Tammone
y Lacey 2014; esta tesis). En contraste, estos ensambles indican un aumento sustancial de
especies mas generalistas como por ejemplo Calomys musculinus, Eligmodontia sp.,
Oligoryzomys longicaudatus (Pardifias et al. 2000; Pardifias y Teta 2013; de Tommaso et al.
2014) que incluso llegan a dominar los ensambles actuales (Teta et al. 2014). Este patron de
recambio de taxones en las comunidades de pequeflos mamiferos patagonicos podria estar
relacionado con caracteristicas especificas como el grado de especializacion ecologica. Los
resultados presentados en esta tesis proporcionan informacion relevante respecto a los
cambios diferenciales de abundancia en dos especies de Ctenomys que habitan la misma

region ambiental, pero que difieren en aspectos demograficos y de uso de habitat. Este
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trabajo, en combinacién por ejemplo con los métodos de modelo de nicho y modelos
demograficos (e.g. Hornsby y Matocq 2012; Prost et al. 2013; Formoso et al. 2015), podria
ser utilizado como marco de estudio para comprender la evolucion de la fauna de pequefios
mamiferos de la Patagonia y la biodiversidad de la region, particularmente considerando el

potencial analisis de los ensambles actuales y fosiles de pequefios mamiferos disponibles.

Implicancias para la conservacion

Este estudio demuestra que C. sociabilis ha sufrido una declinacion poblacional, en
términos de abundancia relativa y diversidad genética, que es evidente en varios puntos de
su distribucion geografica. Este proceso se vincularia principalmente con los cambios
ambientales naturales ocurridos durante el Holoceno, previo al impacto antropico actual. Sin
embargo, las restricciones demograficas y ecologicas discutidas anteriormente, junto con el
empobrecimiento genético (microsatélites, Lacey 2001; ADN mitocondrial, Chan et al.
2005; esta tesis) hacen suponer que la especie podria sufrir extinciones locales en la
actualidad frente a perturbaciones del habitat, particularmente ante el cambio climatico
global. Afortunadamente, C. sociabilis esta protegida por el Parque Nacional Nahuel Huapi
(de ahora en mas, PNNH) del cual es especie endémica, por lo tanto el manejo del uso de las
tierras donde se distribuye esta regulado por normas de conservacion; sin embargo, su
vulnerabilidad frente al cambio climatico global se mantendria incluso dentro de las areas
protegidas.

Recientemente se ha documentado una poblacion de C. sociabilis aparentemente
extinta, por fuera del PNNH, en las inmediaciones de la localidad de El Maitén, provincia
del Chubut, >100 km al sur de su distribucion actual (Tammone y Lacey 2014). Si bien las
causas de su aparente desaparicidon no estan determinadas, las evidencias recopiladas en esa
regidn indican que se trata de una extincion ocurrida en las ultimas 3 décadas y por lo tanto
podrian vincularse tanto con el cambio climatico global como por el impacto antropico
reciente, especificamente, uso de las tierras con fines agropecuarios. Este hallazgo sugiere
la potencial ocurrencia de poblaciones de esta especie -en ambientes de ecotono- entre la
Sierra de Cuyin Manzano (PNNH) y la localidad de EI Maitén. La ejecucion de trabajos de
campo en esta region seria un paso fundamental para verificar la existencia de nuevas
poblaciones de C. sociabilis tanto dentro como fuera del PNNH y avanzar en el
conocimientos de su historia evolutiva.

Por otro lado, el desarrollo de planes de monitoreo a largo plazo en las poblaciones
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del PNNH podria proporcionar informacion respecto a la dindmica actual de las poblaciones
de C. sociabilis y permitiria alertar sobre futuras extinciones. Recientemente se han
reportado desplazamientos altitudinales en mamiferos de montafia, acompaifiado con erosioén
genética y reduccion de rango geografico en respuesta al cambio climatico actual (e.g.
Rubidge et al. 2012; Ferro 2013; Rowe et al. 2014). Considerando el rango de altitud entre
las poblaciones de C. sociabilis (750-1800 m snm; Tammone et al. 2012), los monitores
podrian brindar informacion respecto al efecto del cambio climatico actual sobre el gradiente
altitudinal en el cual esta se distribuye. Es importante destacar que, dadas las elevaciones
maximas de la Sierra de Cuyin Manzano y el dominio de los bosques humedos y alto-andinos
en la region montafiosa al este de la sierra, C. sociabilis se encuentra en un “techo” natural

que hace aun mas critico su futuro.
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Comparisons of historical and modern assemblages of mammals can yield important insights into patterns and
processes of environmental change. Here, we present the first analyses of small mammal assemblages present
in northern Patagonia during the last glacial maximum (LGM). Using remains obtained from owl pellets excavated
from an archeological cave site (Arroyo Corral I, levels VII-V, carbon dates of 22,400-21,530 cal yr BP), we generate
estimates of the minimum number of individuals for all species detected; these estimates, in turn are used to de-
termine relative species abundances. Comparisons of these data with similar analyses of small mammal remains
obtained from a second archeological site (AColl, levels IV-V, carbon dates of 10,010-9220 cal yr BP) as well as
from modern owl pellets reveal pronounced changes in relative species abundance since the LGM. In particular,
Euneomys chinchilloides and Ctenomys sociabilis — the predominant species during the LGM - declined markedly,
suggesting a change from open, bare habitat punctuated by patches of wet meadows and shrubs to the more
densely vegetated mosaic of ecotone habitats found in this region today. These data provide important new in-
sights into the environmental changes that have occurred in northern Patagonia over the last 20,000 years.

© 2014 University of Washington. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.
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Introduction

Reconstructing historical faunas can generate important insights into
patterns and processes of evolutionary change. In addition to revealing
temporal changes in the compositions of specific biotas, such reconstruc-
tions can be used to draw inferences regarding associated patterns of
habitat and climate change. For small bodied mammals, analyses of
bones and teeth deposited around owl or raptor roosts represent a partic-
ularly direct means of characterizing historical assemblages (Andrews,
1990; Stahl, 1996). Information obtained from such deposits can be
used to document temporal changes in multiple aspects of a species' biol-
ogy, including relative abundance (Grayson, 1983; Terry, 2010a, 2010b),
body size (Barnosky, 1994; Hadly et al., 1998), and genetic variability
(Hadly et al,, 1998; Chan et al., 2005). In conjunction with data regarding
a species' current ecology, such analyses can be used to draw inferences
regarding associated environmental changes (Barnosky et al., 1996;
Hadly, 1996) and, potentially, the causes of biotic change over time.

In South America, glacial cycles are thought to have been critical in
shaping habitats and associated biotas (Lessa et al., 2003, 2010), with
multiple advances and retreats of ice sheets causing pronounced changes
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over relatively short periods of time (Heusser et al., 2006). The last glacial
maximum (LGM) at the end of the Pleistocene (~23,000-19,000 yr) was
the most recent significant expansion of ice on a global scale. In northern
Patagonia, the geological nature of this event has been well characterized
based on current landforms and other evidence of glacial activity (Porter,
1981; Hulton et al., 2002; Rabassa, 2008; Rabassa et al., 2011). In con-
trast, the impact of the LGM on the flora and fauna of this region is less
well understood, with inferences about paleoenvironments drawn pri-
marily from phylogeographic studies of extant taxa (Turchetto-Zolet
et al,, 2013). More direct characterizations of biotic assemblages based
on fossil data are almost non-existent, with available information limited
primarily to analyses of insects and pollen from south-central Chile (e.g.,
Hoganson and Ashworth, 1992; Moreno, 1997; Heusser, 2003).

With regard to small mammals, a number of Patagonian fossil as-
semblages have been collected, primarily in archeological contexts
(Pearson and Pearson, 1993; Teta et al., 2005; Fernandez et al., 2012;
Pardifias and Teta, 2013). Most of these collections, however, are re-
stricted to the Holocene; although a few cover the Pleistocene-Holo-
cene transition, none extend to the LGM. Indeed, the oldest known
small mammal assemblage recovered from northern Patagonia (El
Trébol archeological site, Neuquén Province, Argentina) dates to only
10,570 & 130 'C yr BP (AA-65707) (Hajduk et al., 2004, 2006) and
thus does not encompass the last major glacial advance. As a result,
the small mammal faunas of this region during the LGM are unknown
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(Tonni and Carlini, 2008; Pardifias et al., 2011), precluding comparisons
of historic and modern assemblages to assess biotic changes over the
last ~20,000 years.

Here, we studied a fossil assemblage of Patagonian small mammals
from the LGM. The materials examined are from the Rio Limay Valley
in the Nahuel Huapi region of northwestern Argentine Patagonia, an
area that has been the subject of considerable research regarding mod-
ern small mammals (Pearson and Pearson, 1982; Pearson, 1984;
Monjeau et al., 1997; Pardifias et al., 2003). Using materials collected
from three cave sites in southern Neuquén and Rio Negro Provinces,
we characterize the taxonomic composition and relative species abun-
dances of the small mammal faunas present at these locations during
the LGM. Through comparisons of these data with information regard-
ing the modern mammals of this region, we quantify changes in the ver-
tebrates of this region since the LGM and, based on the ecologies of
extant taxa, use these analyses to explore apparent habitat changes
over the same time period. In addition to providing the first characteri-
zation of a Patagonian small mammal assemblage from the LGM, our
data provide new insights into patterns of environmental change in
this region over the past ~20,000 years.

Methods
Fossil samples

Small mammal remains were retrieved from the archeological site
Arroyo Corral 1 (ACol) (Arias et al., 2013; 40°55'52"S, 71°03'19"W
[WGS84], 844 m.as.l.), located on Estancia La Lonja in Parque Nacional
Nahuel Huapi (PNNH), Neuquén Province, Argentina (Fig. 1). The site,
which overlooks the Rio Limay, consists of a rocky cave composed of
two well-developed caverns, each measuring ca. 20 m by 14 m, with a
ceiling height of ca. 3 m (Fig. 2). The surrounding habitat consists

primarily of precordilleran steppe representing the ecotone between
semiarid Patagonian steppe and Andean Nothofagus forests. Vegetation
in the area is dominated by small shrubs (Mulinum spinosum, Acaena
splendens) and bunch grasses (Festuca pallescens, Stipa speciosa) and is
punctuated by isolated groves of the evergreen cypress Austrocedrus
chilensis (Le6n et al., 1998; Bran, 2000).

During the austral summer of 2006, a 2-m by 2-m pit was excavated
at ACol (Fig. 2). Digging was completed using hand-held trowels follow-
ing natural stratigraphic boundaries. Excavation extended to a depth of
280 cm before reaching bedrock. Seven sedimentary levels (labeled I to
VII) were identified. All soil removed was sieved in the field using a
screen with a 2-mm mesh size. Material collected from each strati-
graphic level was placed in a plastic bag and transported to the
archeological laboratory in the Museo de la Patagonia in San Carlos de
Bariloche (Rio Negro Province, Argentina) for final separation and
sorting of mammal remains.

Chronology and taphonomy

The small mammal assemblages examined were collected from the
three basal levels (V to VII) of the ACol stratigraphic sequence. Radiocar-
bon dating performed by accelerator mass spectrometry (AMS) on bone
collagen from specimens of Mylodontinae and Lama guanicoe contained
in these levels generated the following estimates of stratigraphic ages:
(1 = AMS Laboratory, University of Arizona; 2 = Oxford Radiocarbon
Accelerator Unit, University of Oxford; 2-sigma calibration interval)

Level V: 21,267-19,998 cal yr BP [18,700 -+ 260 '“C age BP (AA-
75674)1]

Level VII: 21,886-21,203 cal yr BP [19,520 <+ 100 *C yr BP (OxA-
19478)?]

22,108-20,754 cal yr BP [19,410 + 280 'C age BP (AA-75675)']

Figure 1. Map of the study area in northern Patagonia. In (A), a detailed map of the Limay Valley region is shown; this area includes the ACol, AColl, and CTI sites at which fossil material was
collected (red dots) as well as the 19 locations at which modern owl pellets were collected (black dots). In (B), a larger portion of Patagonia is shown, with the 25 locations at which mod-
ern owl pellets were collected noted. The blue line indicates the estimated limit of ice sheets during the LGM.
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Figure 2. Map of the Arroyo Corral I collection site. In the upper panel, the location of the excavation site (gray rectangle) within the cave is indicated. Topography and imaging: Luis C. Teira

Mayolini. In the lower panel, the stratigraphic sequence of the excavation pit is depicted.

Date calibration was accomplished using the IntCal13 calibration
curve (Hogg et al., 2013) with the OxCal4.2 calibration software package
(Bronk Ramsey, 2009). These estimates of stratigraphic age are concor-
dant with the timing of the last glacial maximum in southern South
America (Porter, 1981). No evidence of human occupation was detected
at these levels of the cave. Given both the relatively short time span
encompassed by these samples (~1000 years) and the absence of pro-
nounced differences in the matrix recovered, and in the source of

sample deposition (see below) from these strata, we pooled material re-
covered from levels V-VII for subsequent analyses.

Small mammal remains from ACol consisted of cranial, dental, and
postcranial material. The taphonomy at the site was characterized
using two approaches. First, bones and teeth were inspected using a
hand-held magnifying glass to detect evidence of digestion and to de-
termine the degree of fragmentation of each specimen. The breakage
pattern of the bones examined, the low percentage of broken post-
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cranial material, and the limited corrosion (<1%) of long bones (e.g., hu-
merus, femur) and teeth were all consistent with an avian predator as
the main agent responsible for small mammal sample deposition
(Andrews, 1990; Stahl, 1996); this interpretation was supported by
the discovery of numerous in-situ owl pellets during our excavations.
Second, the relative abundances of nine skeletal elements (mandible,
maxilla, scapula, humerus, radius, pelvis, femur, tibia, and calcaneus)
were quantified for each stratigraphic level using the following formula:
Ni / (Ei x MNI) x 100, were Ni is the number of each element in the sam-
ple, Ei is the expected number of each element per individual, and MNI
is the minimum number of individuals (Andrews, 1990). Relative abun-
dances of these skeletal elements (Fig. 3) indicate that the taphonomic
agent was the same for all three stratigraphic levels, with the high abun-
dances of cranial elements, humeri and femora being consistent with
deposition by owls (Terry, 2007).

Given these lines of evidence, we conclude that the small mammal
remains recovered from ACol were deposited primarily - if not exclu-
sively - by owls. In Patagonia, only two owl species use caves and are ca-
pable of producing such bone deposits — the Barn Owl (Tyto alba) and
the Magellanic Horned Owl (Bubo magellanicus). The Barn Owl is the
most common and most widely distributed owl in Patagonia, where it
roosts primarily in caves (Travaini et al., 1997; Pardifias and Cirignoli,
2002) and has been shown to be responsible for the deposition of
small mammal bones at numerous archeological sites (Pearson and
Pearson, 1993; Pardifias, 1999a, 1999b; Teta et al., 2005). In contrast,
the Magellanic Horned Owl nests mainly in open areas and uses caves
only occasionally as resting sites (Trejo et al., 2005a). Thus, although
we expect that T. alba was the primary agent of bone accumulation at
ACol, we cannot rule out potential contributions by B. magellanicus.
However, even if both species had occupied the cave at different points
in time, we do not expect this variation to have impacted our
paleoenvironmental reconstructions samples due to the marked simi-
larity in hunting behavior and associated large overlap in diet between
Barn and Horned Owls (Trejo et al., 2005b; Trejo, 2006).

Additional fossil samples

Although our study focused on material deposited at ACol, we also ex-
amined small mammal remains obtained from two other archeological
sites in the vicinity of the Limay Valley. The first of these, Arroyo Corral
II (AColl), is a distinct cave located ~100 m uphill from ACol. Excavation
of AColl is ongoing, but small mammal remains obtained from levels IV
and V of this site (the oldest levels available) were examined using the
methods described above. AMS dating of a bone from an unidentified
large mammal placed level IV at 10,007-9294 cal yr BP [10,020 +
96 “C age BP (AA-75677)] and dating of a rodent (Ctenomys) mandible
placed level V at 9802-9216 cal yr BP [9890 + 97 '4C age BP (AA-
100200)]. Thus, samples from this site were deposited during the early
Holocene, most likely due to a combination of human activity and owl
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predation. The second site, Cueva Traful I (CTI) is a well-characterized
archeological dig located about 25 km north of ACol (Crivelli Montero
et al., 1993; Pearson and Pearson, 1993). We examined the data set for
small mammals from CTI provided in Pardifias and Teta (2013). Based
on dates published by Crivelli Montero et al. (1993), this material ranged
from the early (9285 + 105 'C yr BP, LP-62) to the late (2230 +
40 Cyr BP, 1J-5130) Holocene. Thus, collectively, the three cave sites ex-
amined span the last ~20,000 years.

Modern samples

To provide an appropriate temporal comparison, we collected fresh
owl pellets from 19 sites in the Limay region. Samples were collected
within a ~50-km radius of ACol to allow characterization of the small
mammal fauna in the vicinity of our historical cave sites (Fig. 1). We
assigned a habitat type to each modern locality following the scheme
of Ledn et al. (1998), with habitat types assessed visually at the time
of sample collection (Table 2). Owl pellets were recovered from beneath
nests and roost sites; based on feathers found in nests as well as direct
observations of nest and roost sites, pellets were attributed to T. alba.
To provide a larger, regional-scale perspective on the small mammal
fauna potentially represented in LGM assemblages, we also analyzed re-
mains contained in 25 modern owl pellet samples drawn from a large
(>300 samples; Formoso, 2013) unpublished database covering most
of Argentine Patagonian (Fig. 1).

Taxonomy and quantification

To determine the number of taxa present in a sample (i.e., species
richness), cranial and dental remains were identified using dichoto-
mous keys (Pearson, 1995; Fernandez et al., 2011) as well as compari-
sons with reference specimens housed in the Coleccién de Mamiferos
del Centro Nacional Patagénico (CENPAT-CONICET; Puerto Madryn,
Argentina). The taxonomy employed here follows Musser and
Carleton (2005) and Pardifias et al. (2011). To estimate a species' rela-
tive abundance, the minimum number of individuals (MNI) present in
a sample was calculated using cranial (mandibles, maxillae) and dental
remains (Grayson, 1984), a second abundance estimator (NISP) was cal-
culated but not used in the analysis; estimates were based on the most
abundant of these anatomical elements, with bilateral symmetry (i.e.,
two elements per individual) taken into account. MNI was calculated
for each of the 3 (V-VII) stratigraphic levels from ACol and for each
modern pellet-derived assemblage. To standardize MNI values calculat-
ed for each taxon, MNI was divided by the total number of individuals
(all taxa combined) in the sample, generating estimates of the relative
abundance of each taxon considered. Due to the marked variation in
samples sizes for the different fossil levels, rarefaction curves (Colwell
et al.,, 2004) were calculated for each level in order to assess reliability
of our estimates of richness and relative abundance.

level VI

- levelV

Maxilla Mandible  Scapula  Humerus

Radius

Pelvis Femur Tibia Calcaneus

Figure 3. Relative abundance of the nine skeletal elements at the three LGM levels.
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Table 1

Estimates of the minimum number of individuals (MNI) by taxon for three stratigraphic levels excavated at Arroyo Corral I (ACol) in southern Neuquen Province, Argentina. Carbon dates for these levels are shown and correspond to the last glacial

maximum (LGM). The same information is presented for early Holocene samples collected from the nearby Arroyo Corral II (AColl) as well as modern samples collected at AColl. In brackets is the number of identified specimens (NISP).

# species

Total

Total

Reithrodon
auritus

Oligoryzomys  Phyllotis

Microcavia
australis

Loxodontomys
micropus

Irenomys
tarsalis
0

Euneomys

Chelemys ~ Ctenomys  Eligmodontia
sociabilis

Abrothrix

Abrothrix

14C age BP

Level

Site

NISP
135

MNI

xanthopygus

longicaudatus

chinchilloides
36 (107)

morgani

macronyx
7(13)

olivaceus
2(2)

longipilis
0

57

6 (6)

19,410 + 280

#VII

ACol

19,520 + 100
No date

29
20

196

19
15
102

10 (16)

1(1)

1(1)

#VI

ACol

1(1)

0

18,700 + 260
9890 + 97

#V

ACol

10 (20)

12)

0

7 (10)

9(15)

7(11)

1(1) 1(1) 64(134) O

2(2)

#IV

AColl
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10,020 + 96
Modern

11

201 518

8 (19) 36 (122)

22 (61)

7(13)  10(28) 3(7) 18(45) 33 (70)

23(57)  8(22)

33 (73)

AColl

Community structure analyses

To explore relationships between relative abundance estimates for
fossil and modern taxa, Non-Metric Multidimensional Scaling (NMDS)
analyses were performed (Taguchi and Oono, 2005). These analyses
generated a Bray-Curtis statistic calculated from matrices of per-
species abundances (%MNI) arranged (1) per-stratigraphic level for fos-
sil assemblages and (2) per-locality for modern assemblages. To deter-
mine if species composition differed between time periods or between
sampling localities within time periods, an Analysis of Similarities
(ANOSIM; Clarke, 1993) was conducted using the Bray-Curtis statistics
derived from our NMDS analyses. ANOSIM produces a statistic R, large
values of which (i.e., R ~1) signify dissimilarity between groups.
Pairwise ANOSIMSs completed for all temporal and spatial combinations
of data points were used as a post-hoc test of significance for individual
R values, with a sequential Bonferroni test (Rice, 1989) conducted to de-
termine appropriate alpha values. Finally, Similarities Percentage Anal-
ysis (SIMPER; Clarke, 1993) was used to identify the taxa contributing to
significant differences between time periods or sampling localities. All
analyses were conducted using the computer package PAST 1.81
(Hammer et al., 2001).

Paleoenvironmental analyses

Analyses of small mammal remains recovered from owl pellets are a
relatively standard method for comparing faunal assemblages across
time periods (Pearson and Pearson, 1993; Andrade and Teta, 2003;
Fernandez et al., 2012). Two attributes of owl biology make such sam-
ples particularly appropriate. First, the remains found in owl pellets
are better preserved than those left by other predators and, second,
the high roost fidelity displayed by many owl species leads to accumu-
lation (with eventual fossilization) of extensive collections of material
over time (Andrews, 1990). T. alba - the species most likely to have pro-
duced the deposits analyzed here - has been shown to prey primarily on
small mammals; the specific prey items taken are determined by the
habitats present with the ~5 km hunting radius of these animals, with
no selection for specific prey species known to occur (Taylor, 1994;
Pardifias et al., 2003; Trejo and Lambertucci, 2007). As a result, assem-
blages of small mammal remains collected by owls are thought to pro-
vide useful indicators of the habitat types and thus the environments
present at the time that predation occurred (e.g., Pearson and Pearson,
1993; Pardifias, 1999a; Andrade and Teta, 2003; Teta et al., 2005;
Trejo and Lambertucci, 2007; Pardifias and Teta, 2008; Fernandez
et al., 2012). Thus, based on information regarding the current habitat
preferences of the small mammals of northern Patagonia (Pearson and
Pearson, 1982; Pearson, 1983, 1984, 1987, 1995; Pardifias and Teta,
2013), we used comparisons of relative abundances in historical and
modern assemblages (Overpeck et al., 1985) to draw inferences regard-
ing the paeloenvironments of the study region.

Results
Temporal comparisons of assemblages at ACol

A total of 181 cranial and dental remains from LGM small mammals
were recovered from levels VII to V at ACol. All remains were identified
to species and consisted of either caviomorph or cricetid rodents. The
total minimum number of individuals (MNI) was 91 and represented
8 species; 7 sigmodontines and 1 ctenomyd (Fig. 4 and Table 1). Rare-
faction analyses revealed that although the species accumulation
curve for level VII reached an asymptote, the curves for levels V and VI
did not (Fig. 5). This suggests that while data from level VII provide a
good representation of species richness, data from levels V and VI may
have been biased in their estimates of species richness, most likely
due to small sample sizes for these strata. When data from all 3 levels
were pooled for analysis, the resulting rarefaction curve reached an
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Table 2
Estimated MNIs for small mammal taxa found in modern owl pellets collected from 19 localities in Patagonia. NISP numbers on Supplementary Table 4.
#  Locality Habitat Dromiciops  Abrothrix ~ Abrothrix Akodon  Akodon Chelemys  Ctenomys Eligmodontia  Euneomys Galea
gliroides longipilis  olivaceus iniscatus neocenus macronyx spp. spp. chinchilloides  leucoblephara
1 Cafadon A? Fuquelen Arid steppe 0 0 15 0 0 0 29 28 0 0
2 Cerro Castillo Arid steppe 0 1 6 0 7 0 38 104 0 1
3 Estancia Pilcafieu Arid steppe 0 11 74 0 0 0 44 61 18 0
4 Paso de Los Molles Arid steppe 0 1 36 4 0 0 15 10 0 0
5  Pipilcura Arid steppe 0 19 15 0 0 7 27 1 4 0
6  Cooperativa Escuela Arid steppe 0 19 51 0 0 3 14 25 12 0
7  Valle Encantado Grassy steppe 0 56 5 0 0 7 17 23 0 0
8  lalipela Grassy steppe 0 119 11 0 0 0 13 14 3 0
9  San Ramén Grassy steppe 0 36 15 0 0 3 15 21 0 0
10 Laguna Los Juncos Grassy steppe 0 25 12 0 0 1 10 8 0 0
11 Corral Il (modern) Grassy steppe 0 33 23 0 0 8 7 10 3 0
12 Cueva Traful I (modern) Ecotone 0 28 7 0 0 8 7 8 0 0
13 Cliff Jones Ecotone 0 143 24 0 0 12 9 6 11 0
14  Cueva del Caballo Ecotone 0 170 59 0 0 6 44 62 5 0
15 Cerro Leones Ecotone 0 566 393 0 0 27 50 169 23 0
16  Chalhuaco Ecotone 3 59 1 0 0 44 20 6 3 0
17  Lago Steffen Forest 0 7 36 0 0 1 0 0 0 0
18 Cabaia Cacique Foyel Forest 0 6 11 0 0 0 0 0 0 0
19 Llao-Llao Forest 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0

asymptote (Fig. 5) and thus this pooled data set was used for further
analyses of faunal composition. In all 3 levels examined as well as in
the pooled data set, assemblages were dominated by the rock-
dwelling sigmodontine Euneomys chinchilloides (59% of MNI), followed
by the subterranean Ctenomys sociabilis (16.4%; Fig. 6).

Comparisons of the small mammal assemblages from ACol and AColl
revealed that all taxa detected during the LGM were also present in
modern samples but that relative species abundance has changed mark-
edly over time. Total specifies richness (N = 8 species) was lowest dur-
ing the LGM and highest (N = 11 species) in the modern sample (Figs. 4
and 5); this change was due primarily to the addition of Reithrodon
auritus during the early Holocene and the addition of Irenomys tarsalis
and Oligoryzomys longicaudatus in modern samples. With regard to rel-
ative abundances, the most conspicuous changes were the decrease in
frequency of E. chinchilloides and C. sociabilis from the LGM to today.
More generally, modern samples were dominated by taxa (Abrothrix
longipilis, Loxodontomys micropus, R. auritus) that had low abundances
or that were absent during the LGM. Samples from the early Holocene
contained the only occurrences of Microcavia australis and were distin-
guished by the extreme prevalence of C. sociabilis, both of which may re-
flect taphonomic biases related to human consumption of these
rodents.

Spatial comparisons across the Limay region

Expanding the spatial scale of our comparisons to include samples
from CTI revealed that E. chinchilloides was also the dominant species
at this location. Thus, collectively, data from ACol, AColl, and CTI suggest
that this animal was common (23-63% of total MNI) in the Limay region
during much of the Pleistocene-Holocene (Table 1, Fig. 6). Samples
from CTI and ACol were also similar in that two species specializing on
forest habitat, I tarsalis and Geoxus valdivianus were absent before
~9 ka, as was 0. longicaudatus, which occurs in moist, brushy habitats
(Table 1, Fig. 6). The same 3 species were also absent in the early Holo-
cene material from AColl (Table 1, Fig. 6). The absence of these species
from the fossil assemblages examined suggests that dry, open habitats
characterized this region during the late Pleistocene.

Comparison of these fossil assemblages with data from modern owl
pellets collected in the Limay region revealed that the small mammal
fauna of this area has changed markedly since the LGM. NMDS ordina-
tion analyses revealed no relationship between the fossil and modern
samples examined, with the fossil LGM assemblage from ACol being
clearly distinct from CTI, AColl and the modern assemblage (Fig. 7).
Based on these results, analyses of similarity (ANOSIM) were conducted

by dividing our data into 4 temporal categories - LGM, AColl 10 ka,
CTI, and modern - with the modern samples further subdivided by
habitat type (Fig. 7). ANOSIM results indicated significant differ-
ences in species composition and abundance among these categories
(R = 0.880, P < 0.001). Post-hoc pairwise comparisons confirmed
significant differences among all of these assemblages as well as
among the different modern habitat types (Supplementary
Table 2). SIMPER analyses identified E. chinchilloides as the primary
taxon underlying these differences, followed by O. longicaudatus
(Supplementary Table 3). As noted above, E. chinchilloides was abun-
dant in fossil assemblages while O. longicaudatus is an abundant
component of modern assemblages.

Comparisons across Patagonia

Given the prevalence of E. chinchilloides in the LGM assemblage from
ACol, we searched an unpublished database of small mammal remains
obtained from owl pellets collected in Patagonia (Coleccion de
egagropilas del Centro Nacional Patagénico; Formoso, 2013) to identify
modern assemblages containing >30% E. chinchilloides (total MNI
>100). This search resulted in 25 samples for analysis (Supplementary
Table 1). NMDS ordination revealed no conspicuous association be-
tween ACol and any of the 25 modern samples considered (Fig. 7). Sim-
ilarity was greatest (Bray—Curtis index = 0.7856) between ACol and a
sample from Cajon Grande Curi Leuvu in Neuquén Province. This site
is located ~500 km north of ACol at an elevation of 1885 m.a.s.l.,
which is above the current treeline for that portion of the Andes
Mountains.

Paleoenvironmental interpretations

Assuming that the habitat requirements of small mammals in Patago-
nia have not changed substantially over the last ~20,000 years, the above
data allow us to draw several inferences regarding the habitats present at
ACol during the LGM. First, the predominance of E. chinchilloides in the
ACol assemblage coupled with the presence of P. xantophygus in these
samples suggests an open, relatively barren rocky habitat. This hypothe-
sis is also consistent with the similarity between the ACol assemblage
and the composition of owl pellets collected at Cajén Grande Curi
Leuvu. Second, the occurrence of C. sociabilis and Chelemys macronyx
are suggestive of the presence of patches of mesic habitat, perhaps asso-
ciated with glacial runoff or other small waterways. Third, the absence of
forest-dwelling taxa (e.g., I tarsalis and G. valdivianus) from ACol sug-
gests an absence of extensive tree cover. Collectively, these inferences
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Geoxus Irenomys Lestodelphys Loxodontomys Microcavia Octodon Oligoryzomys Phyllotis Reithrodon Thylamys TOTAL # LS LW Reference
valdivianus  tarsalis ~ halli micropus australis bridgesii longicaudatus xanthopygus auritus pallidior species

0 0 8 0 0 0 2 7 26 2 117 8 40° 40" 70°25" (1)

0 0 5 2 0 0 5 29 58 0 256 11 40° 35’ 70°40" (2)

0 0 11 5 0 0 0 4 111 0 339 9 41°08 70°41" (1)

0 0 2 0 0 0 0 1 20 0 89 7 40°55" 70°43" (1)

1 0 0 27 0 0 1 2 31 0 135 11 40° 54’ 70°48" (3)

0 0 0 19 0 0 0 8 18 0 169 9 40° 58 70°48 (3)

5 19 0 69 0 0 74 11 2 0 288 11 40° 45" 71°08 (3)

0 6 0 96 0 0 64 2 31 0 359 10 40°49° 71°06" (3)

2 2 0 22 0 0 36 16 72 0 240 11 41°03’ 70°59" (3)

0 0 0 51 0 0 6 1 54 0 168 9 41°03" 71°00" (4)

0 18 0 33 0 0 22 8 36 0 201 11 40° 56’ 71°03’ This paper

7 0 0 18 0 0 115 3 2 0 203 10 40° 43" 71°07" This paper
19 31 0 271 0 7 187 4 53 0 777 13 40° 59’ 71° 13’ This paper

4 25 0 95 1 2 242 19 2 0 736 14 40° 45’ 71° 05’ This paper
18 20 0 621 0 0 508 19 361 0 2775 12 41°04" 71°08 (4)
18 0 0 84 0 0 42 2 6 0 288 12 41°15 71°16° (3)

2 7 0 19 0 0 29 0 0 0 101 7 41°32" 71°35" (5)

1 6 0 21 0 0 38 0 0 0 83 6 41°35" 71°31" (5)

1 9 0 35 0 0 82 0 0 0 132 5 41°03’ 71°34' This paper

suggest that during the LGM, the area around ACol contained (1) more
barren, rocky habitat and open grasslands punctuated by mesic areas of
glacial runoff; but (2) less shrubland and fewer stands of trees than
occur at this site today.

Discussion and conclusions

Comparisons of historical and modern faunas can generate impor-
tant insights into patterns of environmental change (e.g., Pearson,
1987; Avery, 1992; Blois et al., 2010; Ortiz et al., 2011; Terry et al.,
2011; Fernandez et al., 2012; Schmitt and Lupo, 2012). Assemblages of
small mammal are particularly useful for this purpose because, in con-
trast to larger-bodied species, these animals are often of local derivation
and have relatively narrow microhabitat requirements (e.g., Stahl,
1996; Terry, 20103, 2010b). As a result, small mammal remains can pro-
vide detailed information regarding environmental conditions at specif-
ic localities. Our analyses of cranial and dental remains recovered from
owl pellets revealed significant changes in the composition of the
small mammal fauna in the Limay Valley region of Patagonia over the
past ~20,000 years. In general, both species richness and evenness
have increased since the LGM; accordingly, the relative abundances of
some species have changed markedly during this period. Analyses of
modern owl pellets collected throughout northern Patagonia revealed
no pronounced geographic variation among the small mammal faunas
contained in these samples, suggesting that the differences evident in
the Limay Valley region are due primarily to temporal, rather than spa-
tial, variation in small mammal assemblages. Extrapolating from these
findings (in particular, changes in the relative abundance of several spe-
cies), our data suggest that the habitats surrounding the ACol study site
have changed markedly since the LGM.

Reconstructing LGM environments

The composition of the LGM fauna at ACol suggests a largely open,
rocky environment punctuated by moister patches of grasses and
shrubs. This interpretation is consistent with the few other data sets
available regarding historic environments in northern Patagonia. Both
pollen records and beetle assemblages from this region suggest that
the LGM was characterized by persistent low temperatures, strong
winds, and prolonged snow cover. For areas east of the Andes, the
only evidence of habitat conditions during this period comes from paly-
nological data collected at Mallin Aguado (~25 km SW of ACol; Markgraf
and Bianchi, 1999). This record, which dates to ca. 17,000 yr, suggests
that the predominant habitat was steppe-like, consisting of largely

treeless expanses of grasses and shrubs (Markgraf et al., 2002). West
of the Andes, pollen records from Fundo Llanquihue and Alerce
(~150 km W of ACol) suggest that ca. 20,000 yr, the Chilean Lake District
was characterized by high Andean steppe consisting of a mix of grasses
and shrubs punctuated by bog-like areas and small patches of
Subantartic forest (Heusser, 2003; Heusser et al., 2006); consistent
with this, the average summer temperature at the time is estimated to
have been 6-7°C cooler than today (Moreno, 1997). A similar landscape
is suggested by the fossil fauna of cold-adapted beetles documented
from this region (Hoganson and Ashworth, 1992; Ashworth, 2006).
Thus, in general, LGM habitats from northern Patagonia appear to
have been more open, barren, and colder than the habitats in the region
today.

The LGM fauna from ACol also yields insights into local patterns of
glaciation. Several lines of evidence suggest that glaciers continued to
cover large portions of the eastern slope of the Patagonian Andes at
ca. 15-14 ka (McCulloch et al., 2000; Glasser et al., 2004). After the
LGM, as the glaciers retreated, the landscape in northern Patagonia is
thought to have been dominated by large lakes (Tatur et al., 2002).
Along the Andean precordillera, extensive bodies of water formed
when terminal moraines dammed existing drainages. This is thought
to have coincided with a pluvial phase that peaked about 16.5 ka, as
estimated from dates obtained from carbonates collected near
Maquinchao (cf. Tatur et al., 2002), ca. 200 km east of the Limay Valley.
As a result, lakes rose to the highest levels known for both the Patago-
nian steppe (e.g., Galloway et al., 1988; Cartwright et al., 2011) and cen-
tral, semiarid Argentina (Bebedero basin; Gonzales et al., 1981). The
changes in composition of the small mammal assemblages examined
here - in particular, the increased mammalian diversity evident begin-
ning in the early Holocene - are consistent with this general climatic
change

Finally, the faunal record revealed by owl pellets from ACol can be
used to infer the location of forest habitat during the LGM. Rodent spe-
cies that today typically occur in forest or shrub-forest habitats (e.g.,
Geoxus, Irenomys, Loxodontomys, Oligoryzomys) are rare or missing
from the earliest levels examined at ACol, suggesting that the surround-
ing area was not forested during this period. Although this could be at-
tributed to the tendency of Barn Owls to hunt in open habitats, analyses
of pellets deposited by T. alba nesting in or near forested areas revealed
that those animals preyed heavily on forest-dwelling rodents (Trejo and
Ojeda, 2004; Udrizar Sauthier et al., 2005). This suggests that if a patch
of forest habitat had been located near ACol during the LGM, we
would have detected the presence of forest-dwelling rodents in the
samples excavated from the cave.
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Figure 4. Representative examples of small mammal specimens obtained from ACol levels V-VII, which correspond to the LGM. Shown are the left mandibles (labial views) of (a) Abrothrix
longipilis [with m3], (b) A. olivaceus [with m2-3] and (c) Eligmodontia morgani [with alveoli]. Also shown are the left maxillae of (d) Phyllotis xanthopygus [with M1-3] and an isolated right
M1 molar of (e) Loxodontomys micropus. Finally, right mandibles (occlusal views) are shown for (f) Chelemys macronix [with m1-3], (g) Euneomys chinchilloides [with m1-3] and (h)

Ctenomys sociabilis [with alveoli].

The location of the LGM terminal moraine indicates that the edge of
the ice shield was about 10 km SW of ACol, near the mouth of the Limay
River. The hilly terrain (elevation >1500 m) immediately to the west of
the cave, suggests that ACol was not covered by ice but was character-
ized by cold and dry conditions, making the presence of a forest refugi-
um in this area unlikely. This interpretation is supported by pollen
records from Mallin Aguado; prior to 17,000 cal yr BP, this location
was dominated by treeless steppe vegetation (Markgraf et al., 2002).
Additionally, phylogeographic studies of several forest-dwelling small
mammal taxa (e.g., Dromiciops gliroides: Amico and Aizen, 2000;
Himes et al., 2008) as well as several plant taxa associated with Patago-
nian forests (e.g., Nothofagus pumillo; Mathiasen and Premoli, 2010)
suggest that forested refuge areas were located in north-central Chile

and southern Mendoza Province in Argentina (Smith et al., 2001;
Palma et al., 2012) as well as in the eastern Andes well to the south of
ACol (latitudes >43°S; Premoli et al., 2000; Pastorino et al., 2009).
Thus, the area surrounding ACol does not appear to have been forested
during the LGM, adding further support to the hypothesis that the pre-
dominant habitat at this location was open grassland or shrub-land.

Changes in the mammalian fauna

Given the apparent similarity between the inferred LGM habitat at
ACol and current high Andean habitats, it is perhaps not surprising that
the small mammal assemblages recovered from ACol are somewhat de-
pauperate. Modern small mammal communities from presumably
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Figure 5. Rarefaction analyses for fossil LGM assemblages from ACol (upper panel), and for
across time periods (bottom panel) include early Holocene (10 ka) and modern samples
from AColl, and LGM samples from ACol (all levels pooled). For all samples, 95% confi-
dence intervals are shown.

similar high elevation Andean habitats contain relatively limited taxo-
nomic diversity, typically consisting of a few members of the Abrotrichini
and Phyllotini as well as Euneomys (Reise and Venegas, 1987; Pearson,
1995; Pardifias et al., 2003). In contrast, the ecotone habitat present at
ACol today - a mosaic of grassland, open shrubland, and small patches
of forest - is typically associated with greater species diversity (Pearson
and Pearson, 1982). Thus, the increase in species richness and diversity
over time evident in our samples is consistent with changes from the in-
ferred LGM environment to the modern habitats in the Limay region.
Overall, this suggests that most responses to changing climatic conditions
occurred in situ (see Terry et al., 2011), with a major faunal shift resulting
from the immigration of new taxa associated with forested habitats ca. 9-
10 ka.

Temporal changes in the prevalence of two species are particularly
noteworthy. First, our data revealed a pronounced decline in the relative
abundance of E. chinchilloides since the LGM. In montane areas near
Aconcagua (elevation 2850 m) in northwestern Argentina, this species
represents >50% of the prey consumed by owls (Pardifias et al., 2010),
suggesting that these animals represent an important food resource for
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Figure 6. Temporal changes in the relative abundance of small mammal species in the
Limay Valley region. Data shown are from the LGM (ACol), the early Holocene (AColl),
and modern owl pellets (AColl). Estimates of relative abundance were calculated from
analyses of MNI values for each species.

at least one avian predator in this ecosystem. At ACol, E. chinchilloides
went from being the most abundant small mammal species (~60% of
material identified) during the LGM to being one of the least common
(<5% of material identified) in modern samples from this locality (see
also Pearson, 1987; Rebane, 2002; Pardifias and Teta, 2013). In addition
to the implications of this finding for inferences regarding historic and
modern environments (see above), this dramatic shift in the composi-
tion of the small mammal fauna of ACol seems likely to have had impor-
tant consequences for other elements of the local biota, such as the
predators in this region that relied on E. chinchilloides as a food resource.

A marked decrease in the abundance of C. sociabilis since the LGM
was also detected. This species is endemic to the Limay region
(Pearson, 1995), where it is associated with mesic patches of grass and
shrub land (Tammone et al., 2012). Comparisons of historic samples
from Cueva Traful and modern populations of this species suggest that
it has undergone a significant loss of genetic variability over the last
3000-5000 years (Chan et al., 2005). One proposed explanation for
this reduction in genetic variability is loss of suitable habitat due to
changes in environmental conditions. The open grassland and shrub-
land habitat thought to have occurred in this region immediately after
the last major glacial retreat (Markgraf et al., 2002) would have favored
C. sociabilis. As Nothofagus forest and cypress began to increase in preva-
lence in the early Holocene, however, much of this open habitat may
have disappeared, leading to the decrease in relative abundance and ge-
netic diversity reported for C. sociabilis (Chan et al., 2005).

In sum, our analyses of fossil mammal assemblages obtained from
owl pellets collected at ACol have generated important new insights
into the environment present at this locality during the LGM. Our anal-
yses suggest that during this period, the Limay Valley region of Patago-
nia was characterized by open, barren, cold habitats of the type found
today at high elevation locations in the Andes mountains. Associated
with habitat changes at this locality over the past ca. 20,000 years are
pronounced changes in the small mammal community, notably marked
decreases in two previously predominant species, E. chinchilloides and
C. sociabilis. In addition generating insights into the ecological histories
of these two taxa, these analyses suggest important changes in the
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Figure 7. NMDS ordination plots for modern and fossil small mammal assemblages from
Patagonia. Upper panel: analyses of samples from the Limay Valley region, including fossil
assemblages from Corral's caves and CTI, and modern samples by habitat type from the 19
localities listed in Table 2. Bottom panel: analyses of samples from a larger area of Patago-
nia. Letters refer to the 25 modern sampling localities listed in Table 1. For both panels, the
stress value indicates the concordance between the data matrix and the 2-dimensional
plane; high stress values = 1 indicate a poor fit between these parameters.

larger communities in which these animals occurred. Future studies will
focus on integrating these data with more detailed analyses of the his-
torical demography and genetics of E. chinchilloides and C. sociabilis in
order to better understand the ecological and evolutionary conse-
quences of temporal changes in environmental conditions in Patagonia.
Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.yqres.2014.04.015.
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