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Resumen

El geko de las piedras, Homonota uruguayensis, es un reptil de
pequefio tamano perteneciente a la familia Phyllodactylidae, que se
distribuye Unicamente en las serranias del norte de Uruguay y en el sur
del estado de Rio Grande do Sul, en Brasil. Es considerada especialista de
habitat, ya que se encuentra exclusivamente en pedregales, donde se
refugia principalmente debajo de piedras en sustratos rocosos. Con el
objetivo de determinar patrones histéricos y espaciales de estructuracién
genética de H. uruguayensis, fueron amplificados y secuenciados
fragmentos del gen mitocondrial citocromo b y del gen nuclear PRLR,
provenientes de diversas localidades en Uruguay y Brasil. Los resultados
mostraron la presencia de seis poblaciones geograficamente bien
definidas y con una estructuracion clara, que pueden representar distintas
unidades de manejo para su conservacion. La mayor diversidad
filogenética estimada estuvo en el norte de Artigas en Uruguay, y en las
localidades mas australes de Brasil. Sin embargo, se encuentra el norte
de Salto como la regidon que mejor complementa al Paisaje Protegido Valle
del Lunarejo, ya que en conjunto asegurarian la conservacion de la mayor
diversidad filogenética. La diferenciacidn genética estuvo asociada con la
distancia geografica principalmente, aunque se encontraron indicios de
qgue las corrientes de agua pueden actuar como barreras a la dispersién
de individuos. No se encontré ningun indicio de que otros factores del
suelo analizados tuvieran efecto en la estructuracion poblacional, tanto a
nivel actual como en la dispersion historica de poblaciones.
Adicionalmente, en la historia demografica no se encontré evidencia de
efectos importantes de los ciclos glaciales sobre la dindmica poblacional

de la especie.



Abstract

The Uruguay marked gecko, Homonota uruguayensis, is a small reptile
belonging to the family Phyllodactylidae, which is distributed only in the
hilly areas of northern Uruguay and in the southern of Rio Grande do Sul
state, Brazil. It is considered a habitat specialist, since they are found
exclusively on stony ground, where it shelters mainly under rocks on
rocky substrates. With the aim to determine the historical and spatial
patterns of the genetic structure of H. uruguayensis, I amplified and
sequenced fragments of the mitochondrial gene cytochrome b and the
nuclear gene PRLR, from different locations in Uruguay and Brazil. The
results showed the presence of six geographically well defined populations
with a strong structure, which could represent different management
units for their conservation. The highest estimated phylogenetic diversity
was found in northern Artigas (Uruguay), and in the southernmost
locations in Brazil. However, northern Salto is the region that best
complements the protected area "Paisaje Protegido Valle del Lunarejo",
and both areas would jointly ensure the conservation of the greatest
phylogenetic diversity. Genetic differentiation was associated with
geographic distance mainly, although there were indications of some
streams acting as barriers against the dispersion of individuals. No
evidence was found that other soil factors analyzed had an effect on the
population structure, both in contemporary and historical times.
Additionally, no significant effects were found that the glacial cycles have
influenced the demographic history of the species.



Capitulo 1:
Introduccion

La biodiversidad observada es producto de multiples procesos evolutivos, que
tienen siempre tres componentes: forma, tiempo y espacio (Crisci et al., 2000).
Historicamente, no siempre se tuvieron presentes estas tres dimensiones, siendo
clave por ejemplo “El origen de las especies” de Darwin (1859) para consolidar el
tiempo como un componente importante de los procesos evolutivos (Morrone,
2000). La importancia del espacio en la biodiversidad estuvo siempre presente en
estudios biogeograficos, incluso en la misma obra de Darwin, pero se cree que tomd
su dimension a la par del tiempo y la forma a mediados del siglo XX, cuando Croizat
(1964) publica su obra “Espacio, tiempo y forma”, colocando a estos tres
componentes como las dimensiones esenciales de cualquier estudio evolutivo.
Actualmente, existen disciplinas bioldgicas que se centran en algunos de estos ejes
a la hora de plantearse preguntas, pero otras, como la genética de poblaciones,
tratan de abordar las tres dimensiones para obtener respuestas (Crow, 1987).

Las herramientas genéticas son cada vez mas importantes para responder
preguntas en varias ramas de la biologia, como las relacionadas a evolucion,
biogeografia y ecologia, entre otras (Freeland, 2005). El desarrollo de nuevas
técnicas para la obtencién y analisis de datos genéticos, y la reduccion de los costos
de estas, han permitido tener a disposicién diversas herramientas moleculares para
seleccionar las mas adecuadas a los objetivos planteados (Brito & Edwards, 2009).
Por ejemplo, el estudio basado en secuencias de ADN mitocondrial (ADNmt) se ha
utilizado especialmente para probar hipotesis histéricas, como los efectos de
cambios geoldgicos y climaticos en especies o poblaciones (Hewitt 2000, 2004). Si
bien es claro que algunas caracteristicas del ADNmt lo hacen especialmente Uutil
para estudios evolutivos a grandes escalas temporales (alta tasa de sustitucion,
ausencia de recombinacion, facil aislamiento y amplificacidon, entre otras), se ha
incorporado el uso conjunto de informacion proveniente del ADN nuclear (ADNn),
que permite compensar algunas de las desventajas que podria tener el uso
exclusivo de ADNmt (por ejemplo, la herencia matrilineal, que generalmente hace

que sea inadecuado para medir el grado de conexidn actual entre poblaciones)



Capitulo 1: Introduccion

(Brown et al., 1979; Vawter & Brown, 1986; Brito & Edwards, 2009; Edwards &
Bensch, 2009). Es por estas razones que cada disciplina, segun sus objetivos y la
escala de sus analisis, suele utilizar determinados marcadores moleculares y una
metodologia asociada. Por ejemplo, la filogeografia aborda los patrones de
distribucién espacial y las relaciones genealdgicas de la variabilidad genética a nivel
intra-especifico o entre especies cercanamente emparentadas (Avise, 1989; Avise,
2009). Suele valerse de marcadores de ADNmt y algunas regiones de ADNn para
establecer relaciones filogenéticas, y analizados conjuntamente con los patrones
geograficos, inferir los procesos evolutivos que han producido los patrones de
estructuracién genética actuales (Knowles, 2004; Carstens & Richards, 2007;
Beaumont et al., 2010). Al igual que la filogeografia, otras disciplinas derivadas de
la genética de poblaciones también abarcan las tres dimensiones de los procesos
evolutivos (forma, tiempo y espacio), como la genética del paisaje, que emplea
marcadores moleculares altamente variables para integrar la variacion genética de
las poblaciones con los patrones del paisaje, y de esta forma entender como los
factores ambientales y las caracteristicas del paisaje han influido recientemente en
la estructura y la conectividad de las poblaciones (Manel et al., 2003).

Los avances en el uso de marcadores moleculares en diversas disciplinas fueron
también favorecidos por el desarrollo tedrico de marcos conceptuales que
permitieron inferir modelos evolutivos mas complejos haciendo un uso mas potente
y eficiente de los datos genéticos. Por ejemplo, la teoria del coalescente ha sido
central en el desarrollo de la filogeografia y otras disciplinas relacionadas, donde se
analiza la relaciéon entre la genealogia de los genes y la demografia (Kingman,
1982; Avise, 2000). Esta establece formalmente que el patrén de descendencia de
los linajes actuales hasta un ancestro comun se puede modelar mediante un
proceso aleatorio, mientras se cumplan determinados supuestos. Cada vez que dos
linajes convergen en el pasado, nos encontramos con un evento de coalescencia, el
cual ocurre en un tiempo determinado segin un modelo probabilistico. A su vez, los
desvios de los supuestos generan un efecto predecible en los tiempos de
coalescencia que permiten identificar cambios demograficos e inferir procesos
historicos asociados a estos supuestos (Kingman, 1982; Harding, 1996).

Numerosos estudios filogeograficos y de genética de poblaciones han sido
realizados en la regidon Neotropical, estando principalmente enfocados en especies
de la Amazonia, los Andes y la Floresta Atlantica, pero con una minoria de otros
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biomas (Beheregaray, 2008; Victoriano et al., 2008; Carnaval et al., 2009;
Turchetto-Zolet et al., 2013). Particularmente, en las regiones templadas de
Sudamérica los trabajos se han realizado principalmente en la Patagonia, siendo
pocos los que se han enfocado en el bioma Pampa (Premoli et al., 2000; Pastorino &
Gallo, 2002; Muellner et al., 2005; Avila et al., 2006; Morando et al., 2007; Himes
et al., 2008; Lessa et al., 2010; Camargo et al., 2013; Felappi et al, 2015; Langone
et al., 2016). Este bioma, biogeograficamente denominado Provincia de la Pampa,
es uno de los mayores pastizales templados del mundo, cubriendo
aproximadamente 760.000 km? en gran parte de las provincias de Cérdoba, Entre
Rios, Santa Fe y Buenos Aires, en Argentina, todo el territorio uruguayo y el sur de
Rio Grande do Sul, en Brasil (Cabrera & Willink, 1973; Soriano et al., 1991;
Morrone, 2001). Se caracteriza por su tener extensas praderas, generalmente
llanas, pero presentando algunas elevaciones que no superan los 1200 msnm
(Cabrera & Willink, 1973). Esta region enfrenta importantes amenazas derivadas del
uso de tierra, sin embargo es considerado el bioma terrestre con la menor relacién
de superficie protegida (0,69%), lo cual hace imperativo la generacién de estudios
sobre biodiversidad en el area (Martino, 2004).

Los reptiles terrestres, debido a su condicidon ectoterma, tienen una fuerte
dependencia de los factores ambientales (particularmente cuando poseen pequefio
tamano), favoreciendo la especializacion de habitat y una capacidad de dispersion
limitada (McDiarmid et al., 2011). Debido a estos rasgos de su historia de vida,
pueden ser especialmente aptos para estudios poblacionales, ya que suelen mostrar
una estructura poblacional definida (Avise, 2000). El género de lagartijas Homonota
pertenece a la familia Phyllodactylidae, y se distribuye en la regién templada de
Sudamérica, con varias especies que habitan en el bioma Pampa (Carreira et al.,
2005). Estos gekos tienen como caracteristicas particulares no presentar dedos
dilatados, cuerpo moderadamente deprimido, cola larga y una coloracién que suele
ser criptica con el entorno (Carreira et al., 2005). En 1951 se colect6é por primera
vez un ejemplar de Homonota uruguayensis (= Wallsaurus uruguayensis Vaz-
Ferreira & Sierra de Soriano, 1961), que consistia en el primer registro fehaciente
de un geko en el Uruguay (Carreira et al., 2005). Conocido cominmente como Geko
de las piedras, Homonota uruguayensis es un reptil de pequefo tamano (alcanza
entre 40-50 mm de longitud cabeza-cloaca) con una distribucién restringida a los
afloramientos rocosos del norte de Uruguay y algunas localidades del estado de Rio

9



Capitulo 1: Introduccion

Grande do Sul, Brasil (Fig. 1) (Carreira et al., 2005; Carreira & Maneyro, 2013). Se
ha descripto que su actividad puede ser nocturna o diurna, y suele refugiarse
debajo de piedras, prefiriendo también el sustrato rocoso (Carreira & Maneyro,
2013). Esta caracteristica lo convierte en un animal especialista de habitat, que vive
especificamente en afloramientos basalticos o de arenisca donde estan disponibles
los mencionados refugios. Particularmente en Uruguay, practicamente todos los
registros de la especie ocurren al norte del Rio Negro, y suelen encontrarse
asociados con las serranias (Fig. 2) (Carreira et al., 2005). Es considerada como
una especie prioritaria a proteger por el Sistema Nacional de Areas Protegidas
(SNAP) (Carreira & Estrades, 2013) y esta catalogada como Vulnerable a nivel
nacional de acuerdo a los criterios de IUCN (Carreira & Maneyro, 2015). Si bien
existen algunos estudios sobre la ecologia y comportamiento de la especie (Vaz-
Ferreira & Sierra de Soriano, 1973; Gudynas & Gambarotta, 1980; Gudynas, 1986;
Vieira, 2012), casi no existen abordajes moleculares o trabajos enfocados en su
conservacion. Una reconstruccién filogenética del género Homonota ubica a H.
uruguayensis dentro del grupo de H. borellii, y establece que el origen de sus
especies estuvo asociado al aislamiento durante las transgresiones marinas del

Mioceno, en el norte del actual territorio uruguayo (Morando et al., 2014). A nivel

Figura 1. Ejemplar de Homonota uruguayensis en su ambiente
natural.
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poblacional, el Unico estudio basado en ADNmt incluye cinco localidades uruguayas.
Estos autores encontraron cuatro clados bien diferenciados, dos de los cuales
estarian presentes en Uruguay: uno abarca poblaciones de Brasil, que incluye las
localidades del Departamento de Artigas, y el otro clado estaria compuesto por
localidades de Salto, Paysandu y Rivera (Felappi et al., 2015).

Figura 2. Ambientes de pradera o
serrania con pedregales donde se
encuentra Homonota uruguayensis
en el norte de Uruguay. Fotos de los
Departamentos de Tacuarembd vy
Rivera, Uruguay.
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Objetivos

Objetivo general
Determinar patrones histéricos y espaciales de estructuracién genética en

poblaciones de Homonota uruguayensis.

Objetivos especificos
- Determinar las poblaciones presentes de Homonota uruguayensis y evaluar su

distribucién geografica, diversidad genética y flujo génico.
- Establecer el lugar y tiempo de origen de las poblaciones actuales y determinar su

historia demografica.
- Analizar la presencia de barreras del paisaje que hayan influido o aun operen en

la estructuracion y conectividad de las poblaciones.

12



Capitulo 1: Introduccion

Metodologia general

Se realizaron salidas de campo en el norte de Uruguay, pretendiendo abarcar
toda la distribucion de Homonota uruguayensis en el Pais, colectando en 46 puntos
de muestreo de los Departamentos de Artigas, Rivera, Salto, Tacuarembd vy
Paysandu (Fig. 3). En cada punto se colecté un maximo de cinco individuos para la
obtencion de tejido, que fue extraido del higado o musculo de la cola. En el primer
caso los animales fueron sacrificados segun un protocolo de eutanasia aprobado por
la Comision Honoraria de Experimentacion Animal de la Universidad de la Republica
para este trabajo, luego fijados con formalina y almacenados en etanol 70° en las
colecciones de Zoologia de Vertebrados de la Facultad de Ciencias y del Centro
Universitario de Rivera. El tejido proveniente de las colas fue obtenido manualmente

en el campo, y los ejemplares fueron posteriormente liberados en el lugar de
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Figura 3. Mapa de altitud sefialando el origen geografico de los individuos cuyas
secuencias fueron analizadas.
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captura. Cabe destacar que este procedimiento es sencillo debido a la capacidad de
autotomia caudal en la especie, mediante la cual desprende fragmentos de su cola
como estrategia defensiva (Carreira & Maneyro, 2013). Todos los tejidos fueron
preservados en etanol 95°. Se registraron las coordenadas geograficas de cada
localidad de captura utilizando un equipo de posicionamiento global (Garmin eTrex®
20).

La extraccion de ADN se realizd mediante un kit comercial de extraccién, Quick-
gDNA™ MiniPrep (Zymo Research Corp.), siguiendo las condiciones del fabricante
para la extraccion de tejidos sélidos con digestion mediante proteinasa K. Para los
casos en los cuales se comprobd, mediante un espectrofotometro de
microvolimenes (Thermo NanoDrop 2000), que la pureza o cantidad de ADN no era
buena, se volvieron a realizar las extracciones de ADN siguiendo un protocolo de
extraccién salina (MacManes, 2013).

Mediante PCR (polymerase chain reaction) se amplific6 un fragmento del gen
mitocondrial citocromo b de un tamano aproximado de 720 pares de bases (pb), en
termociclador Techne 3PrimeG, utilizando los oligonucleétidos denominados
703Botp  (5-TCAAAYATCTCAACCTGATGAAAYTTYGG-3') 'y  Mvziep (5
GGCAAATAGGAAGTATCAYTCTGGYTT-3") modificados por Pook et al. (2000). Las
condiciones de termociclado fueron las mismas a las utilizadas por Felappi et al.
(2015). También fue amplificado un fragmento del gen nuclear PRLR (Prolactin
receptor gene) de 530 pb aproximadamente, mediante los oligonucledtidos PRLR_f1
(5'-GACARYGARGACCAGCAACTRATGCC-3") y PRLR_r3 (5'-GACYTTGTGRACTTCYA
CRTAATCCAT-3’) (Townsend et al., 2008). Para esta reaccién se utilizé el programa
de termociclado de Noonan & Yoder (2009) con modificaciones basadas en una
reaccién de prueba con gradiente, que resultd en el siguiente programa: 94°-1:15
min; [94°-0:35 min; 62° (aumento 0,49/ciclo)-0:35 min; 72°-1:00 min] x10; [940°-
0:35 min; 56°-0:35 min; 72°-1:00 min] x10; [94°-0:35 min; 52°-0:35; 72°-1:00
min] x15; 72°-10:00 min.

Todos los productos de PCR fueron verificados mediante corridas electroforéticas
en geles de agarosa al 1,5% tefiidos con GoodView (SBS Genetech) para su
visualizacion en un transiluminador UV. Posteriormente, los amplicones fueron
purificados utilizando el kit DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research Corp.).

Los productos de purificacién fueron enviados al servicio de secuenciacién del
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Instituto Pasteur de Montevideo o Macrogen (www.macrogen.com) para la

secuenciacién Sanger automatica.

Las secuencias obtenidas fueron comparadas con la base de secuencias
nucleotidicas BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para verificar su pertenencia
al gen y especie objetivo. Luego fueron revisadas y editadas en base a su
cromatograma en ProSeq 3.5 (Filatov, 2009), y alineadas manualmente en MEGA 6
(Tamura et al., 2013). Se afadieron a los respectivos alineamientos secuencias
provenientes de localidades en Brasil, disponibles en GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/): dos secuencias del gen PRLR utilizados

por Morando et al. (2014) y 26 secuencias de Citocromo b utilizadas por Felappi et
al. (2015) (ver Anexo). Debido a la condicion diploide del gen nuclear PRLR, para
trabajar con el alineamiento correspondiente se utilizé el algoritmo PHASE para la
resolucion de fases, implementado en el programa DnaSP 5.10, utilizando los
parametros por defecto (Librado & Rozas, 2009).

Como producto final del proceso mencionado anteriormente, se generaron dos
alineamientos, el correspondiente al gen PRLR con 148 secuencias, y el
correspondiente al gen citocromo b con 142 secuencias. Para las secuencias de
citocromo b, se utilizd una tasa de sustitucion de 1,15% por millon de afos
(£0,20%), calculada para el género Hemidactylus (Arnold et al., 2008), mientras
gue para las secuencias de PRLR fue utilizada una tasa de sustituciéon de 0,1322%
por milléon de afos (£ 0,029%), calculada para el género Liolaemus (Olave et al.,
2015). El modelo de sustitucion utilizado para citocromo b fue el de HKY
(Hasegawa-Kishino-Yano), mientras que para el gen PRLR fue utilizado el modelo
GTR (General Time Reversible). Los modelos fueron elegidos segun el BIC (Bayesian
information criterion) en jModeltest 2 (Darriba et al., 2012) y paquete bModelTest
(Bouckaert & Drummond, 2017) implementado en Beast 2 (Bouckaert et al., 2014).
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Introduccion

Historicamente, las zonas prioritarias para la conservacidn se han basado casi
exclusivamente en la riqueza de especies (Posadas et al., 2001; Brazeiro et al.,
2008). Sin embargo, los enfoques recientes enfatizan en que el valor de un area
depende también de la diversidad genética que contiene (Purvis et al., 2005; Faith
& Baker, 2006), por lo que el conocimiento sobre la distribucién y estructura
genética de las especies son necesarios para la toma de decisiones sobre zonas y
poblaciones prioritarias a conservar (Benayas et al., 2009; Lean & Maclaurin, 2016;
Torres-Florez et al., 2017; Magalhaes et al., 2017).

Una de las formas de determinar la diversidad genética en un area es la
diversidad filogenética (PD), que estima que proporcion de la historia evolutiva
acumulada esta representada por un subconjunto de individuos (Faith, 1992). Para
esta estimacion, la PD se basa en la distancia del largo de ramas que une a los
individuos en un cladograma, de forma que cuanto mas grande sea esta distancia,
mayor sera la cantidad de cambios evolutivos acumulados representados en un
subgrupo (Faith et al., 2004). Otra de las herramientas proveniente de la genética
utilizada en conservacion es el concepto de Unidades Evolutivas Significativas (ESU)
(Moritz, 1994). Estas se definen como una poblacidon o grupo de poblaciones que
poseen una historia evolutiva comun separada de otros grupos y representa una
variacidon adaptativa significativa (Ryder, 1986). Desde un punto de vista genético,
esto significaria que una ESU esta definida como grupos de poblaciones que poseen
monofilia reciproca en los haplotipos del ADNmt, y al menos una divergencia
significativa en las frecuencias alélicas de los loci de ADNn (Moritz, 1994). El
concepto de Unidades de Manejo (MU) (Moritz, 1994) también ha sido ampliamente
utilizado con fines de conservacién, y refiere a poblaciones que son
significativamente diferentes en las frecuencias alélicas (ADNmt o ADNn), sin
importar la diferenciacién filogenética de estos alelos (Fraser & Bernatchez, 2001).

Este concepto apunta a Ila estructura poblacional actual de los grupos
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intraespecificos que constituyen poblaciones independientes en términos
demograficos, de forma que cualquier impacto que sufra una MU no podria ser
remediado por aportes de otras poblaciones adyacentes (Moritz, 1994; Avise, 1995;
Palsbgll et al., 2006). El uso en conservacién de los conceptos de PD, ESU y MU
tiene como objetivo el reconocimiento y proteccién del patrimonio evolutivo de las
poblaciones, y asi poder mantener el potencial evolutivo de la especie (Moritz,
1994). Crandall et al. (2000) resaltan también la importancia de preservar la red
natural de conexiones genéticas entre poblaciones, en lugar de solo conservar las
poblaciones diferenciadas dentro de esta red, para asegurar la diversidad adaptativa
de una especie.

La dispersién, y por lo tanto el flujo génico, pueden ser influenciados por factores
intrinsecos (ej.: filopatria, movilidad, tolerancia fisioldgica) o extrinsecos (ej.:
interacciones bidticas, caracteristicas del paisaje) (Ricketts, 2001; Manel et al.,
2003; Storfer et al., 2010). El mantenimiento de la conectividad genética es
esencial para que ocurra el intercambio de alelos, neutrales o adaptativos, entre las
poblaciones o subpoblaciones. La interrupcion del flujo génico puede llevar a la
depresiéon endogdmica, la acumulacion de alelos deletéreos, la reduccion del
potencial adaptivo, y en Uultima instancia, la extincion local (Fahrig, 2003; Crispo et
al., 2011). Por lo tanto, el reconocimiento de las vias de dispersion, para poder
evaluar el efecto de la fragmentacidn o pérdida de habitat, puede ser muy
importante en el mantenimiento de la conectividad entre las poblaciones
(Sanderson et al., 2002; Ewers & Didham, 2005).

La genética del paisaje es una disciplina que integra informacidon ambiental
georeferenciada con la genética de poblaciones, para comprender como las
caracteristicas del paisaje influyen en la estructura, flujo génico y deriva de las
poblaciones (Manel et al., 2003). Suele partir de la hipétesis nula del aislamiento
por distancia (Wright, 1943) (modelo donde la dispersién es homogénea en todas
direcciones, que deriva en una diferenciacién genética proporcional con la distancia
geografica), y es ideal para testear el efecto del paisaje en la dispersion y
conectividad de las poblaciones (Broquet et al., 2006). Posteriormente, se evalla
también la presencia de barreras a la dispersidn, o de resistencia del paisaje (ciertos
ambientes pueden generar una resistencia mayor a la dispersion de los individuos)
como hipotesis alternativas para comprender la influencia del paisaje en la

estructura poblacional (Cushman & Landguth, 2010).
22



Capitulo 2: Variacion genética espacial

La sabana uruguaya es una de las dos ecorregiones comprendidas dentro de
bioma Pampa, diferenciadas de acuerdo a su flora y fauna con fines de identificar
unidades de accidn para la conservacion (Olson et al., 2001). Esta abarca el
territorio uruguayo, el sur de Brasil y parte de las provincias de Corrientes y
Misiones en Argentina (Dinerstein et al., 1995). La mayor parte de esta regién esta
constituida por planicies, siendo la excepcidon partes de Uruguay y Brasil donde se
encuentran las zonas mas altas, y emergen diversos arreglos rocosos (Paruelo et
al., 2007). Particularmente en el norte de Uruguay, desde un punto de vista
geomorfoldgico, se encuentra la denominada cuesta basaltica, caracterizada por un
suelo basaltico superficial levemente inclinado hacia el oeste, con un limite abrupto
en las Cuchillas de Haedo y Negra (Panario et al., 2014). En estos suelos
superficiales, y con mas frecuencia en las cuchillas, es donde emergen de forma
parcheada los pedregales de basalto donde habita Homonota uruguayensis (Vaz-
Ferreira & Sierra de Soriano, 1961) (Carreira et al., 2005). Esta especie es
considerada especialista de habitat, ocupando pedregales, donde se refugia debajo
de piedras en sustrato rocoso (Carreira & Maneyro, 2013). Esta condicidn, junto con
su estrategia “sit-and-wait” de forrajeo estan relacionadas a un area de vida
restringida y a una distancia de dispersién que no supera 190 metros (Vieira, 2012).
Basado en ADNmt, un estudio previo encontré cuatro clados profundamente
diferenciados en H. uruguayensis, que mostraron correspondencia geografica y una
marcada estructura poblacional (Felappi et al., 2015). En este estudio, se adjudica
el bajo flujo génico entre poblaciones a la capacidad de dispersién limitada, y se
establece una relacidn entre la distancia geografica y genética que indicaria
aislamiento por distancia, aunque se propone también que los rios podrian funcionar
como barreras (Felappi et al., 2015). Sin embargo, pocas localidades uruguayas
fueron analizadas y poco se sabe sobre el efecto del ambiente en la estructura
poblacional, elementos importantes a la hora de considerar la conservacion la

especie.
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Objetivos

- Determinar el numero y la distribucidén geografica de las poblaciones de
Homonota uruguayensis y evaluar su diversidad

- Analizar la presencia de barreras del paisaje con incidencia histérica y/o

reciente en la conformacion y nivel de conectividad de las poblaciones

Hipotesis
Debido a los requerimientos y caracteristicas bioldgicas de Homonota
uruguayensis, la estructura de sus poblaciones esta fuertemente influida por

barreras espaciales que limitan la dispersion de los individuos.

Predicciones

- Se espera una marcada estructura poblacional con multiples poblaciones
genéticamente diferenciadas

- La diferenciacién genética y conectividad de las poblaciones estara

determinada principalmente por factores ambientales
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Materiales y métodos

Se calcularon los estadisticos genéticos basicos de diversidad de los
alineamientos [numero de sitios variables (S), nUmero de haplotipos (k), diversidad
haplotipica (Hd), promedio de diferencias entre secuencias (TT) y diversidad
nucleotidica ()] mediante DnaSP 5.1 (Librado & Rozas, 2009). Para evaluar la
distancia genética en el gen citocromo b se utilizé el software Arlequin 3.5.1
(Excoffier & Lischer, 2010) en el calculo de las diferencias pareadas promedio entre
las poblaciones.

Las genealogias fueron estimadas mediante inferencia bayesiana en Beast 1.8.4
(Drummond & Rambaut, 2007), el cual basa sus estimaciones en la teoria del
coalescente. Este analisis consta de una corrida con un largo de Cadena de Markov-
Monte Carlo (MCMC) de 400 millones y un muestreo cada 20 mil pasos, un tree
prior coalescente de tamano poblacional constante y con un modelo de reloj
molecular estricto. Fue utilizado este modelo por recomendacién de los autores del
programa, debido a que en corridas de prueba el valor del pardametro ucl/d.stdev
(desvio estandar del uncorrelated lognormal relaxed clock) tenia valores muy
cercanos a cero (Drummond et al., 2009). Las redes de haplotipos fueron
elaboradas en PopART (Leigh & Bryant, 2015), a través del algoritmo TCS
(Templeton et al., 1992).

El nimero y distribucion de poblaciones fue estimado con Geneland 4.0 (Guillot
et al., 2005), analizando los dos marcadores moleculares en conjunto. Se utilizé
Approximate Bayesian Computation (ABC) para testear diversos escenarios de
migracion entre las poblaciones, a partir de genealogias simuladas con ms (Hudson
2002) y analizadas a través del paquete abc (Csilléry et al., 2012), implementado
en R 3.4.0 (R Core Team, 2017). Se simularon 1 x 10° genealogias por cada modelo
analizado (Tabla 2), y se estimaron los parametros 6 para cada poblacion y las
tasas de migracion simétricas, en unidades de 4N.m. Las simulaciones fueron
analizadas utilizando el algoritmo neural-network y una tolerancia de 0.0002.
Posteriormente, los modelos fueron evaluados mediante bayes factors (Berger &
Pericchi, 1996), el andlisis de pods (pseudo-observed data sets) y la herramienta
random forest implementada en el paquete abcrf (Pudlo et al., 2015).

Para los analisis donde fue necesario se definieron las localidades, agrupando los

puntos de muestreo adyacentes cuando que se encontraban en el mismo sistema de
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pedregales, de forma que quedaran al menos cinco muestras por localidad (ver
Anexo). Se realizaron test de Mantel en el software zt (Bonnet & Van de Peer,
2002), para analizar la correlacién entre distancias geograficas, distancias genéticas
y distancias con resistencia del paisaje. Las distancias geograficas fueron estimadas
como la distancia lineal entre las localidades, medidas en el software QGIS 2.14
(QGIS Development Team, 2016), mientras que se utilizd el Fs&+ como medida de
distancias genéticas, calculado en el software Arlequin 3.5.1 (Excoffier & Lischer,
2010). Por otra parte, las distancias con resistencia del paisaje fueron calculadas
utilizando los paquetes gdistance (van Etten, 2012), rgeos (Bivand et al., 2014) y
raster (Hijmans & van Etten, 2014), implementados en R 3.4.0 (R Core Team,
2017), en base a capas realizadas por el Laboratorio de Desarrollo Sustentable y
Gestidn Ambiental del Territorio (IECA, Facultad de Ciencias), con datos de
profundidad de suelo, rocosidad, escabrosidad y cuerpos de agua, de una resolucién
de 1 km x 1km de pixel aproximadamente. Para este calculo, se asigna un valor de
resistencia a diferentes categorias de las variables en las capas paisajisticas
trabajadas, de forma que represente la afinidad de Homonota uruguayensis por los
ambientes. Se adjudic6 menor resistencia a las regiones mas rocosas, con mayor
escabrosidad o menor profundidad del suelo, debido a la afinidad de la especie por
los afloramientos rocosos. En el caso de las corrientes de agua, estas se
establecieron como lugares de alta resistencia a los efectos de impedir el cruce de
rios y arroyos. Para el calculo de las distancias entre las localidades, el software
halla la ruta que implique la menor distancia, teniendo en cuanta los costos de
resistencia asignada a cada transicion entre celdas del territorio, a través del
algoritmo denominado Least Cost Path (Adriaensen et al., 2003). Dado que las
capas que se disponen con informacion del paisaje soélo abarcan el territorio
uruguayo, las localidades brasilefias con las que se contaba informacién fueron
excluidas de los analisis de resistencia.

Se calculé la diversidad filogenética (PD) y su correspondiente curva de
rarefaccion a partir de la informacidn mitocondrial, mediante el paquete iNextPD
v0.1.0 (Chao et al. 2015), ejecutado en la plataforma R 3.4.0 (R Core Team, 2017).
Para este propdsito se tomaron como unidades las poblaciones estimadas y las
regiones determinadas por proximidad geografica y una extensién tal que permita la
implementacion de medidas de conservacién (Fig. 7a). También se utilizd el

programa PDA (Chernomor et al., 2015) en el cdlculo de PD complementario, para
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identificar el area que mejor complementa en la representacion de la diversidad
filogenética a las localidades abarcadas dentro de areas protegidas.

Para estudiar los patrones de diferenciacion geografica del aislamiento por
distancia se utilizd el software LocalDiff (Duforet-Frebourg & Blum, 2014), que
representa graficamente la tasa de diferenciacién genética en el rango geogréafico
estudiado y la analiza mediante un test de homogeneidad (que rechaza o no un
patron estacionario de variacibn genética), pudiendo evidenciar barreras,
corredores, o gradientes de flujo génico. También se utilizd el paquete memgene
(Galpern et al., 2014), ejecutado en la plataforma R 3.4.0 (R Core Team, 2017),
que usa Moran’s Eigenvectors Maps para extraer el componente espacial de la
variacion genética y detectar patrones sutiles de variacion. Para estimar la
presencia de barreras geograficas entre las localidades uruguayas se utilizd el
paquete adegenet (Jombart, 2008), ejecutado en la plataforma R 3.4.0 (R Core
Team, 2017), que utiliza el algoritmo de Monmonier (Manni et al., 2004) para
detectar limites en la red de localidades creada a partir de informacién genotipica
georreferenciada.

Finalmente, se realizaron regresiones lineales multiples entre matrices (MRM)
(Lichstein, 2007) y regresiones con modelos lineales mixtos generalizados (GLMM)
(Bolker et al., 2009) entre las matrices de distancia genética y de distancias
geograficas, paisajisticas y filogenéticas, para analizar el aporte de cada uno de
estos conjuntos de datos a la variacidn genética encontrada. La matriz de distancia
filogenética, se basa en la comparacidon de la presencia o ausencia de haplotipos, vy
se elabor6 a partir de las distancias de filodiversidad beta entre localidades,
calculada mediante el paquete betapart (Baselga & Orme, 2012), ejecutado en la
plataforma R 3.4.0 (R Core Team, 2017). Las MRM fueron realizadas con el paquete
ecodist (Goslee & Urban, 2007), y las GLMM fueron realizados utilizando el método
bayesiano mediante el paquete MCMCglmm (Hadfield, 2010), ejecutados en la
plataforma R 3.4.0 (R Core Team, 2017). Los modelos analizados con GLMM fueron

evaluados y ordenados segun el deviance information criterion (DIC).
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Resultados

El analisis en Geneland llegé a la estabilizacién en las Cadenas de Markov Monte
Carlo (MCMC) (ver Anexo), siendo la estimacion de un niumero de seis poblaciones
como la mas probable (Fig. 1). De estas poblaciones determinadas, los que abarcan
las localidades mas al norte (Brasil, pob6) y el Departamento de Artigas (Uruguay,
pob5), son los dos grupos cuya probabilidad de pertenencia en el territorio baja
gradualmente a medida que nos alejamos de los puntos de muestreos que
comprenden, mientras que los restantes grupos muestran un gradiente muy
marcado en la probabilidad de pertenencia que limita las poblaciones (Fig. 2).

Los estadisticos de diversidad muestran mayor diversidad en el grupo de
secuencias de origen mitocondrial, donde se destaca una alta diversidad haplotipica.
Entre las poblaciones delimitadas con Geneland, la que mostré mayor diversidad
fue la pob5 (Artigas), mientras que la pob2 (Laureles y Lunarejo) mostré la menor
diversidad. Se destaca el alto niumero de sitios polimoérficos y diversidad nucleotidica
de la pob6 en el marcador mitocondrial, aunque su diversidad es 0 en el marcador
nuclear, donde solo se contd con cuatro secuencias, todas del mismo haplotipo
(Tabla 1).

0.30
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|

0.20
|

Densidad
0.15

0.10
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1

0.00
L

T T T I I I I |
-57 -56 -55 4 A R 10

NO© de grupos a lo largo de la cadena

b

Figura 1. a) Distribucion geografica de las seis poblaciones estimadas mediante Geneland;
b) Probabilidades en la estimacidén del nimero de clusters (poblaciones).
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Figura 2. Mapas de lineas de probabilidad de pertenencia a las poblaciones determinadas en
Geneland, a) Pobl: noreste del Depto. de Rivera y sur de Brasil; b) Pob2: localidades de Laureles
(Tacuarembd) y Lunarejo (Rivera); c) Pob3: norte del Depto. de Tacuarembd y del Depto. de
Salto; d) Pob4: region adyacente a la localidad de Tambores (Deptos. de Tacuarembd vy
Paysandu); e) Pob5: Depto. de Artigas; f) Pob6:localidades mas al norte, en Brasil.

La mayor distancia genética fue de un 3,15%, encontrada entre las denominadas
pob5 y la pob6, mientras que la menor distancia fue de un 0,48% y corresponde a
la diferencia entre la pob6 y la pob1l (Tabla 2).

La red de haplotipos de citocromo b muestra cuatro haplogrupos principales, el
primero contiene muestras que pertenecen a la pob3 y pob4 (haplogrupo I), el
segundo contiene exclusivamente a la pob2 (haplogrupo II), mientras que los dos
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Tabla 1. Estadisticos resumen de diversidad (S= sitios polimoérficos; k= n° de haplotipos; Hd=
diversidad haplotipica; TI= promedio de diferencias entre secuencias; m= diversidad
nucleotidica), de los sets de secuencias de citocromo b (Cytb) y PRLR, para el set completo de
secuencias y cada una de las poblaciones determinadas de Homonota uruguayensis (Fig.1).

Todas Pob1l Pob2 Pob3 Pob4 Pob5 Pob6
Cytb PRLR Cytb PRLR Cytb PRLR Cytb PRLR Cytb PRLR Cytb PRLR Cytb PRLR
S 49 24 17 9 8 8 31 11 9 8 16 10 30 0

k 46 32 13 5 7 7 20 12 3 5 9 12 6 1
Hd| 0928 0,678 | 0,884 0,614 | 0,713 0484 | 0864 059 | 053 0848 | 0939 0926 | 0831 O
m{ 4702 1573 | 3,063 2,052 | 1,327 1,308 | 2,866 0,944 | 1,818 2,78 | 3,53 2,16 | 12,176 O
n | 0,01231 0,00343|0,00711 0,00447|0,00317 0,00285| 0,00708 0,00206 | 0,00425 0,00607 [ 0,00812 0,00471|0,02008 O

haplogrupos restantes contienen a las muestras de las pob6 mezcladas, en uno de
los casos con la pobl (haplogrupo III), y en el otro caso formando un haplogrupo
junto con la pob5 y dos haplotipos de la pob3 (haplogrupo IV), mas especificamente
del norte del Departamento de Salto. Cabe destacar que la localidad mas al norte en
Brasil, denominada Cerro do Tigre (incluida en la pob6), estd representada por un
Unico haplotipo, y se encuentra separado del resto por varios pasos mutacionales
(Fig. 3).

En la genealogia realizada para citocromo b se observan los nodos mas basales
con un sustento de probabilidad posterior considerado significativo (>0.8). Se
destacan dos clados principales, uno que contiene a localidades uruguayas
exclusivamente, y el otro, a las localidades mas al norte de Uruguay junto con las
secuencias procedentes de Brasil. Por fuera de estos dos clados, se encuentran bien
diferenciadas las secuencias pertenecientes a la localidad de Cerro do Tigre (Fig. 4).
La genealogia elaborada a partir de las secuencias del gen nuclear PRLR no presentd
buenos sustentos de probabilidad posterior en los nodos, por mas que en la
estimacion de MCMC se llegara a estabilizar y todos los valores de tamafio de
muestra efectivos fueran altos (>200) (Fig. 5).

Se probaron cinco modelos diferentes en ABC con distintos patrones de migracion
entre las poblaciones (Tabla 3), donde el modelo B (ver Anexo) resulté el mas
indicado segun el criterio de Bayes factor (Tabla 4). En las estimaciones de los
parametros de este modelo (Fig. 6), se destaca que la estimacién de migracién
entre pob5 y pob3 (mss) resultd ser cero (valores negativos en la estimacion de este
parametro). Analizando pods del modelo B se obtuvo una probabilidad posterior del

modelo de 0.59 (error de 41%). Los resultados de random forest sin embargo elijen
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Tabla 2. Porcentajes de distancia genética basadas en las diferencias pareadas corregidas
entre las poblaciones, para el gen mitocondrial citocromo b. Elaborado para las agrupaciones
determinadas mediante Geneland (ver Fig. 1)

Pobl Pob2 Pob3 Pob4 Pob5 Pob6
Pob1l - 0,53 1,84 1,93 2,88 0,48
Pob2 - - 1,96 1,77 2,65 0,67
Pob3 - - - 0,87 1,30 2,29
Pob4 - - - - 0,70 2,18
Pob5 - - - - - 3,15
Pob6 - - - - - -

10 samples

1 sa?ﬁple

@Popl
@Pop?2
©Pop3
OPop4
®Pop5
OPopb6

Figura 3. Red de haplotipos elaborada a partir de las secuencias de citocromo b, identificada
por colores segun la poblacion de origen (ver Fig. 1), donde se indican los haplogrupos
delimitados.
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Figura 5. Genealogia
bayesiana del gen PRLR
para todos las
muestras utilizadas de
Homonota
uruguayensis,
identificadas por
colores seguin poblaciéon
de procedencia (ver
Fig. 1). Se indica con *
los nodos cuyo
sustento de
probabilidad posterior
fue >0.8.
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Tabla 3. Modelos de migracion probados en ABC, con migraciones simétricas entre las

poblaciones.
Modelo Descripcion del modelo (Tasas de Prob. posterior
migracion contempladas)
A mMi2; M23; M34; M25; M35, M16; Mse 0.1667
B M23; M34; M25; M35, Mis; Mse 0.7819
C Mi2; M23; M34; M25; M35, Mi6 0.0288
D M23; M34; M25;, M35; Mie 0.0180
E Mi12; M23; M34; Mis; Mss 0.0046

Densidad

Tabla 4. Valores de bayes factor resultado de la comparacién entre modelos
probados en ABC. Se compara el apoyo del modelo en las filas, con respecto

al modelo en las columnas.

A B C D E
A 1.0 0.21 5.79 9.27 36.06
B 4.69 1.0 27.16 43.45 169.11
C 0.17 0.037 1.0 1.60 6.23
D 0.10 0.023 0.62 1.0 3.89
E 0.027 0.0059 0.16 0.26 1.0
a) b)
92 34
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Figura 6. a) Theta (0) estimado para cada poblacién del modelo B evaluado en ABC; b) Tasas de
migracion simétricas entre pares de poblaciones estimadas para el modelo B en ABC.
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al modelo A como mas probable (probabilidad posterior = 0,55) con una estimacion
de 34% de error (ver Anexo).

El calculo de PD mostrdé que la regidon con mayor diversidad fue el sur de Brasil,
mientras que en la regidén del centro de Salto fue la menor. En 10 de las 12 regiones
consideradas, las curvas de rarefaccién proyectaron una PD mayor de la encontrada
con el muestreo realizado (Fig. 7a y b). En cuanto a la PD en al poblaciones
estimadas, la pob3 fue la que presentd mayor diversidad, aunque la extrapolacion
indicaria que es la pob5 la que posee mayor PD (Fig. 7c). En el calculo del PD
complementario, se destaca la Unica regién comprendida en la zona de Lunarejo
(Depto. de Rivera), que presentd una complementariedad mayor con las regiones
de Brasil (PDcompBrasNorte= 0.077; PDcompBrasSur= 0.060), y en tercer lugar
con el norte del Depto. de Salto (PDcompSalN=0.054) (ver Anexo).

Los resultados de Localdiff mostraron que existe una tasa de diferenciaciéon
genética en el espacio homogénea (Fig. 8), ya que el test de homogeneidad no
pudo rechazar un patrén estacionario de diferenciacion genética (p>0.05).

El analisis de los patrones espaciales mediante MEMGENE encontrdé que un 22%
de la variacién en las distancias genéticas estaria explicada por los factores
espaciales, compuesto de un 13.8% explicado por los patrones del modelo, un 1.5%
explicado por las coordenadas independientemente del modelo y un 6.7% por
patrones espaciales confundidos entre coordenadas y el modelo. Dentro de esta
variacion, el analisis especifica cuatro componentes significativos, entre los cuales el
primero explicaria un 46% de esta variacion (Fig. 9), el segundo un 24%, el tercero
18% vy el cuarto un 11%.

Para adegenet se utilizaron dos tipos de redes entre localidades, red tipo K
nearests neighbours (con las dos localidades mas cercanas) y red tipo Minimum
spanning tree, donde en ambos casos se trazaron barreras que separan la
localidades en los mismos sitios (Fig. 10).

El test de Mantel mostré una correlacion significativa entre las distancias
genéticas y las distancias geograficas (r=0.46; p<0.001). A partir de las superficies
de resistencia y de los caminos de menor costo (Fig. 11), también se encontraron
correlaciones significativas entre las distancias genéticas y las distancias de
resistencia de escabrosidad (r=0.38; p=0.0018), rocosidad (r=0.44; p<0.001),
profundidad del suelo (r=0.45; p=0.001) y corrientes agua (r=0.39; p<0.001). Sin

embargo, en los casos de test de Mantel parciales, utilizando la distancia geografica
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Figura 7. a) Regiones donde las
muestras fueron agrupadas para el
calculo de Diversidad Filogenética (PD);
b) Curvas de rarefaccion de PD para
diferentes regiones muestreadas; c)
Curvas de rarefaccion de PD para las
poblaciones estimadas.
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Figura 8. Mapa de Ilocalidades
muestreadas generado por Localdiff, 0.85
donde se representa la diferenciacion o
genética acumulada en el territorio. ?
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como tercer matriz de control, no fueron significativas las correlaciones con las
matrices de resistencia (p>0.05).

Las matrices de resistencia segun escabrosidad, rocosidad y profundidad del suelo
mostraron estar altamente correlacionadas entre si (R>0.80), por lo que para las
MRM y GLMM fue utilizada unicamente la de escabrosidad. Las MRM mostraron el
mejor ajuste entre las distancias genéticas y distancias filogenéticas + distancias
geograficas (R?=0.26; p=0.0002), dentro de la cual, el ajuste de las distancias
geograficas fue significativo (p=0.0044) y el de las distancias filogenéticas fue
marginalmente significativo (p=0.064) (ver Anexo). En el caso de los GLMM, el
modelo que fue mejor evaluado segun DIC fue el que relacionaba las distancias
genéticas con las distancias filogenéticas, distancias geograficas y distancias

evitando las corrientes de agua (Tabla 5).
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-0.25 O 025 . 0.75 .

Figura 9. Mapa de norte de
Uruguay y sur de Brasil, donde se
detalla el primer componente de
los ejes de memgene. Los circulos
de igual color y tamafio indican
igual valor en el eje, mientras que
el color blanco o negro indica
extremos opuestos en los ejes de
variacién analizados.

Figura 10. Red de localidades elaborada en adegenet, a partir de Minimum spanning tree (a)
y de 2 nearests neighbours (b), donde se detalla en azul el lugar donde se trazaron las
barreras a partir del algoritmo de Monmonier.

38



Capitulo 2: Variacion genética espacial

a) b)
b 0
S 8
3p; !
25
o o
e 20 ¢ E
; o A
15 '.
il ::|.r_:. iy \_J.;
@ T oW
o 05 §
00
o o
§ ?
57.0 56.5 -56.0 555
c) d)
w ©
7 g
100
80
o °
v 9
40
i w
| B
o
I I

Figura 11. Mapas de resistencia para las distintas variables analizadas, con el ejemplo de
rutas de menor costo para una de las localidades: a) Rocosidad; b) Escabrosidad; c)
Profundidad del Suelo; d) Distancias evitando corrientes de agua.
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Tabla 5. Evaluacion de modelos lineares mixtos generalizados, para la correlacion de
las distancias genéticas entre las localidades muestreadas, donde se utilizaron
matrices de distancias filogenéticas (Filo), distancias geograficas (Geo), distancias
evitando corrientes de agua (Agua) y distancias de resistencia por escabrosidad (Esc).

Modelo DIC R?

Filo + Geo + Agua -8.561 0.328
Filo + Geo + Esc + Agua -7.041 0.363
Filo + Geo -4.025 0.310
Filo + Geo + Esc 0.947 0.297
Filo 23.575 0.151
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Discusion

Los resultados de Geneland fueron claros con respecto al nUmero de poblaciones
de Homonota uruguayensis encontradas y sus limites geograficos aunque, si se
analizan los mapas de probabilidad de pertenencia a las distintas poblaciones, se
encuentra que estan mas definidas las poblaciones 2, 3 y 4. Esto puede deberse a
que poseen una densidad y nimero de muestras mayor que en los otros casos,
como puede evidenciarse en la poblacién 6, dénde los limites resultan mas difusos.
Seguramente, con una densidad de muestreo mayor se pueda identificar mas
precisamente los limites geograficos de todas las poblaciones.

Analizando la red de haplotipos y la genealogia de citocromo b, se diferencian
claramente las secuencias pertenecientes a la localidad de Cerro do Tigre (la
localidad mas al norte analizada), quedando por fuera las restantes secuencias. Si
bien seria interesante analizar mayor nimero de muestras y marcadores nucleares
de esta localidad, este resultado es concordante con los encontrados por Felappi et
al. (2015), donde se propone que los individuos de esta localidad puedan pertenecer
a una especie o subespecie nueva. También se encuentra muy diferenciado el clado
compuesto por todas las secuencias asignadas a la poblacién 2, en las localidades
de Laureles y Lunarejo. Basados en la informacién mitocondrial, este grupo puede
considerarse una ESU, ya que es monofilético y no comparte haplotipos con otras
poblaciones. Este resultado cobra mayor fortaleza considerando que existe un buen
muestreo en esta darea, dada la proximidad y continuidad que poseen estas
localidades respecto al resto de los puntos muestreados en los Departamentos de
Tacuarembd y Rivera. Desde el punto de vista de la conservacion, en el clado que
contiene a las poblaciones mas australes (poblaciones 2, 3 y 4), consideramos que
cada una de ellas debe ser una UM diferente, debido a la diferenciacién genética
vista en los resultados. Las poblaciones 1 y 5, ambas mas emparentadas con las
localidades del sur de Brasil que las anteriores, también deberian considerarse como
UM diferentes, ya que su composicidon genética es diferente a las de otras
localidades uruguayas. Respecto a la denominada poblacién 6, la determinacion de
estas localidades como una poblaciéon real de la especie es confusa, ya que incluyd a
la localidad de Cerro do Tigre, que esta muy diferenciada del resto de los individuos.

Probablemente, el bajo nimero de secuencias de estas localidades junto con la baja
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densidad geografica de muestreo esté influenciando estos resultados, por lo que
seria necesario aumentar los muestreos en esta area en particular.

Analizando la diversidad genética de las poblaciones, resaltan los altos niveles
encontrados en la poblacién 4 en el gen PRLR. Tratandose de un gen nuclear, no es
esperada una diversidad haplotipica tan alta, incluso mayor que en citocromo b, que
presenta una diversidad mas baja que en las restantes poblaciones. Una posibilidad
podia ser que sea una poblacion que haya sufrido un decrecimiento poblacional
reciente, observandose una diversidad inusualmente alta como consecuencia de un
cuello de botella poblacional. Otra opcién, no excluyente, podria ser que estemos en
presencia de una poblacion muy pequefia, donde el efecto de la deriva sea
importante y los valores de diversidad estén sujetos al azar.

Desde el punto de vista de la diversidad, seria prioritaria para la conservacién la
poblacion 5 (localidades del Depto. de Artigas), en base a la extrapolacion de la
mayor PD en su curva de rarefaccidon. A pesar de esto, proponer medidas de
conservacion en esa escala de extensidon geografica no seria factible, y por ello, se
analiz6 la diversidad por regiones. Con estas agrupaciones, es en la regién mas al
sur de Brasil donde se proyecta mayor PD, mientras que el norte de Artigas seria
donde habria mayor PD en Uruguay, a lo que se suma también la mas alta
diversidad haplotipica y nucleotidica observada. Es por esto que podria ser
importante conservar esta regidon para la especie. En toda la extension geografica
analizada, Unicamente existe un area protegida en Uruguay, el Paisaje protegido
Valle del Lunarejo, que abarca la localidad muestreada de Lunarejo perteneciente a
la poblacién 2 (MVOTMA, 2017). A la hora de asegurar la conservacion de la
especie, esta Unica medida de proteccidn existente resulta insuficiente, en particular
para conservar la mayor parte del acervo genético o una seccidn representativa de
su diversidad. Para este propdsito, los resultados muestran que seria prioritario la
region del norte de Salto en Uruguay, ya que presentd mayor complementariedad
con la zona de Lunarejo desde el punto de vista de la PD. Visiones actuales de
conservacion proponen poner el foco sobre la diversidad filogenética a la hora de
establecer prioridades, ya que seria la mejor herramienta para medir la
biodiversidad conforme a los objetivos de la conservacién (Lean & Maclaurin, 2016).

En el clado que incluye a las poblaciones 1, 5 y 6, se destacan tres secuencias
mitocondriales que pertenecen a la poblacidn 3, mas precisamente a la localidad del

norte de Salto, cuando las restantes de esa localidad se encuentran en el clado que
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componen junto con las poblaciones 2 y 4. Esta es la Unica incongruencia entre la
distribucién y la filogenia mitocondrial, pero geograficamente puede tener sentido,
ya que el norte de Salto es un punto cercano a las localidades de Artigas (pob 5).
Esto podria indicar una conexién actual o algun relacionamiento histérico entre
estas poblaciones, sin embargo en el modelo de migraciones analizado con ABC que
resultd mas probable (que contemplaba una migracidn entre estas dos poblaciones)
el valor estimado de la tasa de migracién entre ellas fue cero. Cabe destacar que los
resultados muestran cierta conectividad entre las poblaciones, mas alld de la
diferenciaciéon observada, algo que seria bueno para la conservacién de la especie.
Si bien varias de las conexiones planteadas en los modelos fueron consistentes con
la estructuracidon encontrada, las probabilidades de error en ellos fue alta, por lo que
estos resultados son pocos confiables. Incluso, cuando se utilizd random forest para
la evaluacion, el modelo elegido fue diferente, por lo que se genera mas
incertidumbre aln respecto a los resultados de los modelos analizados.

El nivel de diferenciacién genética entre las poblaciones estuvo dentro de los
valores esperados para el ADNmt. Si bien una distancia genética de un 3,15%
(valor maximo de distancia genética encontrado) estaria dentro de lo esperado a un
nivel de especies dentro de algunos grupos de lagartijas, como los pertenecientes a
la familia Lacertidae (Ljubisavljevi¢ et al., 2007), varios casos en gekos muestran
gue suele existir una distancia genética entre poblaciones hasta mayores de un 9%
(Carranza et al., 2000; Jesus et al., 2005; 2006). En la misma familia
Phyllodactylidae también se ha encontrado gran estructura en el ADNmt, sin
embargo la comparacion con Homonota uruguayensis no es tan clara debido a la
significativamente menor distribucion que ocupa esta especie, algo que no lo hace
directamente comparable con los estudios mencionados, y resalta ain mas la fuerte
estructura encontrada en este marcador (Werneck et al., 2012).

Los resultados del test de Mantel permiten ver un patréon de aislamiento por
distancia significativo entre las localidades, que analizado en detalle muestra
algunas discontinuidades y poblaciones definidas, algo que se ajusta mejor a un
patron derivado del modelo stepping stone (Kimura, 1953). De hecho, el modelo
nulo de aislamiento por distancia estacionario que se prueba en LocalDiff se adecua
al modelo stepping stone, y no pudo ser rechazado (Duforet-Frebourg & Blum,
2014).
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En los resultados de memgene se observan dos grupos diferenciados, que
coinciden con los dos grandes clados encontrados en la genealogia. Esta separacion
podria estar hablando de una barrera entre estos dos grupos. A su vez, también las
barreras halladas mediante adegenet coinciden parcialmente con esta separacion,
particularmente en la separacién de la localidad del norte de Salto con las de
Artigas. Considerando la parte Este de la barrera calculada en adegenet y del corte
en memgene, vemos que no coinciden exactamente, pero ambos conforman los
limites de la poblacién 2 (Figs. 9 y 10). Estos resultados son también concordantes
con lo visto en la genealogia, donde la poblacién 2 muestra ser una clado
diferenciado del resto. La barrera encontrada, parece encontrarse con orientacion
noroeste-sureste, al igual que las corrientes de agua, que en este caso serian el
Arroyo Arapey Grande en el Departamento de Artigas, y el Arroyo de las Cafias en
el Departamento de Tacuarembd. A su vez, las localidades de Artigas, se
encuentran en la Cuchilla de Belén, una cuchilla secundaria derivada de la Cuchilla
de Haedo, por lo que el valle del Arroyo Arapey Grande separa incluso dos sistemas
de elevaciones diferentes.

El efecto del paisaje analizado (escabrosidad, rocosidad, profundidad del suelo y
corrientes de agua) no parece haber sido significativo mas alld de la distancia
geografica. Si bien se analiza una especie especialista de habitats rocosos, por lo
que deberia observarse una correspondencia con las variables del paisaje
analizadas, tal vez la resolucidon que brindan los marcadores moleculares utilizados
no sea la apropiada para ver este efecto (Anderson et al., 2010). Por lo tanto, seria
necesario el uso de marcadores con una variacion mayor (ej.: microsatélites o
SNPs) que permitan observar procesos mas recientes. También puede llegar a ser
un problema la resoluciéon de las capas ambientales, que al ser mayor que la
capacidad de dispersion de la especie (Vieira, 2012), se puede estar perdiendo
informacidon importante para los analisis (Anderson et al.,, 2010). La unica
caracteristica del paisaje que tuvo alguna relacién con la estructura genética fueron
las corrientes de agua, que tuvo una pequefia contribucién en el modelo mejor
evaluado mediante GLMM. También se destaca en los analisis de memgene y
adegenet como barreras geograficas, donde la ubicacion y sentido de estas
coinciden con arroyos. Si bien la evidencia no es firme, Felappi et al. (2015)
también proponen a las corrientes de agua como determinantes en la distribucion

de esta especie. Es posible que no todos los arroyos sean barreras para las
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poblaciones, puede que solo algunos cumplan esta funcién (por su caudal, por
ejemplo), o lo hayan hecho en algin momento. Incluso, es comin que tramos de
las nacientes de algunas corrientes de agua se sequen durante los periodos secos y
calidos. Este patrén, donde rios y arroyos grandes actian como barreras, ha sido
observado en Sudamérica para diversas especies de animales y plantas,
planteandose como una de las barreras mas comunes en los estudios filogeograficos
realizados en el continente (Turchetto-Zolet et al., 2013).

Con los datos analizados se pudo explicar solamente un maximo del 32% de la
distribucién geogréfica de la variacidn genética analizada, explicados principalmente
por las distancias geograficas y las relaciones filogenéticas. Sin embargo, las
variables paisajisticas no fueron explicativas de la distribucion, lo cual puede
deberse a la cobertura histérica de los marcadores moleculares utilizados, no acorde
para que muestren sefiales de efectos mas recientes del paisaje (Anderson et al.,
2010). Adicionalmente, pueden existir otros factores ambientales que no estan
siendo evaluados y tal vez sean relevantes para la estructuracion genética de la
especie.

En conclusion, se encontraron un total de seis poblaciones de H. uruguayensis,
con una estructura poblacional marcada. Se destaca la poblacién 2, en la zona de
Laureles y Lunarejo, que conforman un clado con limites geograficos claros que
puede definirse como una ESU. Seria necesario un mayor muestreo en la parte
brasilefia de la distribucién, donde se destaca la localidad de Cerro do Tigre, que
conforma un clado altamente diferenciado del resto de las muestras analizadas.
Seria interesante realizar analisis morfométricos en la especie, particularmente para
ver si estas localidades diferenciadas genéticamente también los estdn desde su
morfologia. En la escala temporal y espacial analizada, no se encontré un efecto del
paisaje significativo en la estructuracién poblacional, y se detect6 un efecto mas
importante de la distancia geografica y de las relaciones filogenéticas. Se propone la
obtencién de marcadores moleculares hipervariables para poder analizar patrones a
una escala temporal mas reciente, que permita identificar los factores del paisaje
gue condicionan la conectividad genética de esta especie especialista de habitat y

con escasa capacidad de dispersion.
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Introduccion

La distribucidon geografica actual de una especie es el resultado de procesos
ecoldgicos e histéricos, que han determinado la contraccibn y expansion
demografica en el tiempo, asi como la fragmentacién e incluso el contacto
secundario de la poblaciones (Avise 2000, Hewitt 2004). Las caracteristicas
ecosistémicas, geoldgicas y climaticas influyen sobre las poblaciones, pudiendo
generar desplazamientos de habitats, y por consiguiente promover eventos de
migracién, variacién en la intensidad de la deriva génica, contracciones vy
expansiones poblacionales, o pérdida de diversidad genética (Klicka & Zink 1997,
Riddle 1998, Taberlet et al. 1998, Hewitt 2004).

Mediante los estudios filogeograficos se puede reconstruir el origen y las
caracteristicas de los cambios demograficos de las poblaciones en el tiempo,
evaluando por ejemplo si distribuciones continuas son el producto de expansiones a
partir de refugios ancestrales, si las poblaciones se han retraido geografica o
demograficamente, o incluso si sus distribuciones son el resultado del contacto
secundario entre linajes que permanecieron aislados (Avise, 2000). Con el objetivo
de identificar procesos historicos que determinaron la distribucién de las
poblaciones, tradicionalmente la filogeografia se ha basado en secuencias de ADN
mitocondrial (ADNmt), para poner a prueba hipdtesis relacionadas a cambios
geoldgicos y climaticos (Hewitt, 2000; 2004). En los Uultimos afios se ha
incrementado el uso de secuencias de ADN nuclear (ADNn) conjuntamente con el
ADNmt, para mejorar la estimacién de parametros, y evitar las limitaciones o
incertidumbres que surgen de las inferencias a partir de un solo locus (Zhang &
Hewitt 2003; Berheregaray, 2008; Brito & Edwards 2009). La divergencia genética
precede a la divergencia poblacional, y debido a la estocasticidad del proceso
coalescente, pueden generarse historias diferentes en distintos /oci, produciéndose

una vision sesgada si se analiza Unicamente uno de ellos (Moore, 1995; Maddison,
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1997; Edwards & Beerli 2000; Degnan & Rosenberg, 2009; McCormack et al.,
2011). Debido a la evolucién independiente de loci no ligados, pero condicionada
por la historia de las poblaciones, una aproximacion multilocus permite obtener
estimaciones mas exactas y precisas de los cambios demograficos, y cuando son
analizados mediante métodos bayesianos es posible explorar un amplio rango de
complejos modelos y parametros demograficos de forma eficiente (Heled &
Drummond, 2008; 2010).

Durante el Mioceno, unos de los eventos mas influyentes en la biota continental
sudamericana fueron las transgresiones marinas. Estas generaron un “Mar
Amazonico”, cubriendo gran parte de la actual cuenca del Rio Amazonas, y el “Mar
Paranaense”, que invadidé principalmente parte de Argentina, sur de Paraguay,
Bolivia y el sur de Uruguay (R&sanen et al., 1995; Webb, 1995). Para este ultimo,
Hernandez et al. (2005) estiman dos periodos importantes: un primer pulso entre
15-13 Ma (Mioceno Medio) y el segundo entre 10-5 Ma (Mioceno Superior). En
concreto, estas transgresiones separaron el territorio de Uruguay y sudeste de
Brasil de las Guyanas por el Norte, y de parte de Buenos Aires y otras zonas
emergentes de la Patagonia en el Suroeste. Luego de la retraccion de las
transgresiones marinas, se desarrollaron extensas praderas en gran parte del
continente sudamericano, que alcanzaron su plenitud durante el Plioceno (5,3-1,8
Ma atras) (Pascual et al., 1996; Ortiz Jaureguizar, 1998). Durante el Cuaternario,
los cambios climaticos fueron frecuentes y paulatinos, dando lugar a periodos
glaciares e interglaciares que provocaron retracciones o expansiones de diversos
taxa en el territorio (Pascual & Ortiz Jaureguizar, 1990; Pascual et al., 1996).
Particularmente en el Pleistoceno sudamericano, los cambios climaticos causaron
profundas alteraciones en los biomas, que provocaron el cambio en los paisajes
entre sabanas, estepas aridas, bosques tropicales y bosques subtropicales himedos
(Marshall & Cifelli, 1990). La Teoria de Refugios plantea que, durante estas
alteraciones en los biomas, determinadas areas quedaron aisladas como relictos del
ambiente que se retrajo, funcionando como refugios para la biota en los que se
sucedieron procesos de diversificacidon o extincién (Haffer, 1969).

El género Homonota pertenece a la familia Phyllodactylidae y es endémico
de Sudamérica, siendo los Gekkota que poseen la distribucion mas austral (Kluge,

1964). Esta compuesto por 12 especies que ocurren en diversos biomas en
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Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay (Kluge, 1964; Vanzolini, 1968; Cei,
1978; Cacciali et al., 2017). Estas especies estan ordenadas en tres grupos: el
grupo fasciata, el grupo whitii, y el grupo borellii, este Ultimo compuesto por H.
uruguayensis (Vaz-Ferreira & Sierra De Soriano, 1961), H. taragui (Cajade,
Etchepare, Falcione, Barraso & Alvarez, 2013), H. borellii (Peracca, 1897) y H.
rupicola (Cacciali, Avila & Bauer, 2007). Morando et al. (2014) estiman el origen del
género Homonota durante el Mioceno medio (15 Ma aproximadamente), y
particularmente el origen del grupo borellii entre 6-8 Ma aproximadamente,
asociado al aislamiento que habria generado el Mar Paranaense. El ancestro de este
grupo habria permanecido en tierras emergentes en la zona que actualmente ocupa
H. uruguayensis (norte de Uruguay y sur de Rio Grande do Sul, Brasil), para luego
expandirse y diversificarse con la regresidon del mar. Justamente es en este periodo
donde se data el origen de H. uruguayensis (aproximadamente entre 6.8-15 Ma),
siendo la especie mas ancestral dentro del grupo borellii (Morando et al., 2014;
Felappi et al., 2015). El Unico trabajo que aborda su historia demografica encuentra
estabilidad poblacional en gran parte de su distribucion, a excepcién de un clado
(que incluye localidades del Departamento de Artigas, Uruguay) donde se
encuentran seflales de expansidn reciente (Felappi et al., 2015). Existen otros
casos de estudio en organismos co-distribuidos con H. uruguayensis, donde se han
visto casos de estabilidad demografica asociados a la estabilidad ambiental de las
serranias del norte de Uruguay y sur de Rio Grande do Sul (Turchetto et al., 2014;
Fernandez, 2016), o casos donde se encuentran sefiales de expansion poblacional,
que son asociados a posibles refugios y posteriores expansiones poblacionales

luego del Ultimo M&ximo Glacial (Speranza et al., 2007; Langone et al., 2015).
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Objetivos

- Establecer temporal y geograficamente el origen de las poblaciones actuales de
Homonota uruguayensis.

- Reconstruir la tendencia demografica de las poblaciones y relacionarla con la

historia y los atributos ambientales.

Hipotesis
Los cambios ambientales han influenciado el origen y la dinamica poblacional de

Homonota uruguayensis en el tiempo.

Predicciones

- El origen de las poblaciones actuales es posterior a la retraccion del Mar
Paranaense (hace 5 Ma aproximadamente).

- Las poblaciones fueron afectadas negativamente por los periodos glaciares del

Cuaternario.
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Materiales y métodos

Para el andlisis de la historia demografica de Homonota uruguayensis, se
consideraron las poblaciones delimitadas en el capitulo anterior (Fig. 1). Se
calcularon los test de D de Tajima y de Fu para analizar el apartamiento de la
neutralidad de los set de datos completos, asi como de las poblaciones
individualizadas, mediante DnaSP 5.1 (Librado & Rozas, 2009), y también se
graficd la mismatch distribution para analizar el crecimiento poblacional. Con este
mismo proposito, se generaron los graficos Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP)
(Heled & Drummond, 2008), utilizando los dos /oci en conjunto para observar como
ha variado el tamafo poblacional en el tiempo, mediante el software Beast 1.8.4
(Drummond & Rambaut, 2007) y Tracer 1.6 (Rambaut et al., 2014). Las corridas
tuvieron una largo de Cadena de Markov-Monte Carlo (MCMC) de 400 millones de

I .
.2 o "F ;

s

i e

Figura 1. Poblaciones analizadas de Homonota uruguayensis delimitadas
mediante Geneland (ver Capitulo 1).
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pasos, muestreada cada 20 mil pasos, utilizando un modelo de reloj molecular
estricto para ambos /oci.

Se realizd un andlisis de reconstruccion filogeografica bayesiana incorporando
difusion espacio-temporal (Lemey et al., 2010), donde a partir de una filogenia se
reconstruye la difusion de los linajes en el espacio a través del tiempo. Este analisis
se realizé con el paquete Beast 1.8.4 (Drummond & Rambaut, 2007), utilizando el
modelo de difusién relaxed random walk para las coordenadas espaciales de la
genealogia del citocromo b, con un modelo de reloj molecular estricto y un largo de
MCMC de 50 millones con un muestreo cada 5 mil pasos. La localizacidén espacial de
los nodos ancestrales de genealogias muestreadas fue resumida con el software
SPREAD (Bielejec et al., 2011), y visualizada en forma dinamica en Google Earth
Pro 7.3.0 (www.google.com/earth/). También se analizé la variaciéon en el tiempo
de la tasa de difusion, utilizando la herramienta Time Slicer en el software Beast
1.8.0 (Drummond & Rambaut, 2007), en intervalos de 50 mil afios.

Se utilizd el software SERAPHIM (Dellicour et al., 2016) para el estudio de las
reconstrucciones del movimiento espacial en un contexto ambiental, donde a partir
de la informacidn espacio temporal contenida en genealogias se calcula el historial
de dispersidon y se relaciona con la informacién ambiental disponible, analizando en
qué grado la variable ambiental facilita o impide la dispersién del linaje. Para este
analisis se utilizd la informacidon ambiental proveniente de capas realizadas por el
Laboratorio de Desarrollo Sustentable y Gestion Ambiental del Territorio (IECA,
Faculta de Ciencias), con datos de profundidad de suelo, rocosidad y escabrosidad,
con una resolucién de 1 km x 1km de pixel aproximadamente, al igual que capas de
altura extraidas de Worldclim.org (Hijmans et al., 2005). La relacion entre las capas
ambientales y la tasa de dispersidon se evalla mediante la regresion lineal entre la
tasa de dispersion y las distancias ambientales en cada rama de la genealogia
(coeficiente de determinaciéon ambiental), y mediante el parametro D, resultado de
la diferencia entre el coeficiente de determinacién ambiental y el coeficiente de
determinacion espacial (determinado mediante la regresién lineal entre la tasa de

dispersién y las distancias geograficas en cada rama) (Dellicour, 2016).

57



Capitulo 3: Variacion genética temporal

Resultados

En los test de neutralidad, Unicamente hubo sefal significativa de expansidn

poblacional en el set completo de secuencias del gen PRLR con el test de Tajima, vy

en la poblaciéon 3 (localidades del Depto. de Salto y Tacuarembd) en las secuencias

de citocromo b con ambos test utilizados (Tabla 1). Para la poblaciéon 6 no se pudo

calcular los test de neutralidad en el gen PRLR, ya que Unicamente se contaba con

cuatro secuencias sin polimorfismos. En las mismatch distribution, se observd un

patron acorde al esperado durante crecimiento poblacional en el set completo de

a)
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Diferencias pareadas
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034"
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0.1
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---¢-- Obs

10 15 20 25
Diferencias pareadas

Figura 2. Mismatch distribution para todas las secuencias analizadas, para a) secuencias
de citocromo b; b) secuencias de PRLR.

secuencias de PRLR (Fig. 2), al igual que para la poblacién 2, 3 y 5 con citocromo b,
y poblaciones 3 y 5 con PRLR (Fig. 3). Para las secuencias de PRLR de la poblacién
6 no se pudo elaborar por solo presentar secuencias idénticas.

Para todos los analisis de EBSP elaborados las estimaciones MCMC llegaron a

estabilizarse y los valores de tamafio de muestra efectivos fueron altos (>200).

Tabla 1. Estadisticos de los test de neutralidad D’ Tajima y F’ Fu para el set de secuencias
completo y todas las poblaciones delimitadas. Se destaca con * los estadisticos cuyos valores
fueron significativos (p< 0,05).

Todos Pob1 Pob2 Pob3 Pob4 Pob5 Pob6

‘PRLR Cit-b PRLR Cit-b PRLR Cit-b PRLR Cit-b PRLR Cit-b PRLR Cit-b PRLR Cit-b
-1,85% -1,54 -1,059 -1,35 -1,022 -1,19 -1,69 -1,94* 0,21 0,21 -0,73 -1,44 - 1,013
-0,43 -2.026 0,45 -1,20 -0,34 -0,31 -1,43 -2,63* 1,23 1,23 0,11 -2,023 - 1,56

D'Tajima

F'Fu
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b)

d)

e)

f)

Citocromo b

0z -

0154

0.05

-z Obs

30

0.3

0.2

0.1

---g-- Obs

10 20

30

-z~ Dbs

25

B e e -

--a-- Dbs

5 10 15 20

25

---2-- Obs

30

01 4|

0054 !

[RENE

] b wa R seeeeceEgo

--g-- Dbs

10 20 30

Diferencias pareadas

PRLR

0.4
o
Y Exp
034, % ---er- Obs
0.2 4
K ®
0.1 4 Y
K s
W )
0, Ry BB B EEEE e
0 5 10 15 20 25
o
0‘57:‘ Exp
04} - Obs
034 !
024 !
1
01 = e
ﬂ‘ \\g
o, - Bonss o655 GTaa—s
0 10 20 30
It
0.4 Exp
b ---o-- Obs
03]
024
b
0.1 | \
4 ‘.B_ﬂ
0, - et S
0 5 10 15 20 25
25 4
)
.'P: Exp
24
o ---g-- Obs
asds[ i B
Ll e
REETE
i
.05 4
1 oo e Ees oo
0 10 20 30
&
R I Exp
Pt
f | ---&-- Obs
I
nzd [
D! ki
o
‘\W‘
] b gresosocooo
0 10 20 30

Diferencias pareadas

Figura 3. Mismatch distribution para los
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Analizando todas las poblaciones en conjunto, puede observarse un crecimiento
poblacional estable, y un origen de las poblaciones datado hace 3.6 Ma
aproximadamente (Fig. 4a). Las poblaciones individualizadas mostraron una
estabilidad hasta aproximadamente 500-50 mil afios atras, donde hay sefiales de
expansion poblacional (Fig. 4). Las excepciones fueron las poblaciones 4 (zona de
Tambores, Deptos. de Tacuarembd y Paysandu) y 6 (localidades mas al norte, en
Brasil), que presentaron un decrecimiento poblacional en los ultimos 200 mil afios
(Fig. 4).

El analisis de difusién revelé un origen de las poblaciones en el sur de Brasil,
entre los Departamentos de Rivera y Artigas, préximo al limite contestado Rincon
de Artigas (Fig. 5). La tasa de difusion estimada tuvo una media de 76.88 km/Ma y
un intervalo HDP de 95% entre 45.96-108.05 km/Ma. Su valor presentd variacién
en el tiempo, con una tendencia a disminuir hacia el presente (Fig. 6).

Los analisis en SERAPHIM no encontraron relacion entre las variables
ambientales y la tasa de difusidn, ya que el coeficiente de correlacion en las
regresiones siempre fue bajo (R*<0,1), el paradmetro D estuvo siempre cercano a
cero, y la distribucion de los estadisticos fue similar a las obtenidas con capas nulas
para todas las variables (ver Anexo).
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Figura 5. Representacion del analisis de
difusion en el tiempo, donde se representan
las ramas de las genealogias en rojo claro a
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Figura 6. Variacion de la tasa de dispersion en las poblaciones de Homonota uruguayensis
en el tiempo, calculada con Time Slicer para periodos de 50 mil afios.
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Discusion

Considerando las poblaciones de Homonota uruguayensis en conjunto, se
observa una leve tendencia creciente en el tamafio poblacional. Individualmente,
todos los analisis sustentan el crecimiento de la poblacion 3, y hay evidencias de
crecimiento poblacional en las poblaciones 1, 2 y 5. En la poblacién 4, el grafico de
EBSP muestra una reciente disminucidon poblacional, en los ultimos 180 mil afos
aproximadamente. Este resultado es compatible con los niveles de diversidad
haplotipica inusuales encontrados en el capitulo anterior para esta poblaciéon. Un
comportamiento demografico similar puede observarse en la poblacidon 6, donde sin
embargo los resultados pueden ponerse en duda debido a que en esta poblacion se
incluyen muestras altamente diferenciadas, que pueden llegar a ser incluso una
especie diferente (Felappi et al., 2015). Sin embargo, hay que considerar que se ha
visto mediante simulaciones que el analisis de Bayesian Skyline Plot puede mostrar
un falso decrecimiento en el pasado reciente, en casos donde la estructuracién
poblacional es fuerte y mantenida desde la fase de dispersién en la conformacién
de la poblaciones (Heller et al., 2013), una situacién que puede corresponderse con
el caso de H. uruguayensis donde parece existir una fuerte estructuraciéon en
pequefias escalas espaciales.

Analizando las poblaciones individualmente, el crecimiento poblacional parece
haber comenzado en los ultimos 500 mil afos, luego de una relativa estabilidad
poblacional. Los tiempos en la estimacion demografica del EBSP no parecen estar
acorde a los encontrados en otros analisis de esta tesis (analisis de difusién vy
genealogias), o por en el Unico antecedente de estudio genético poblacional en la
especie (Felappi et al., 2015). Sin embargo, la aproximacién multilocus del EBSP
parece ser mucho mejor para inferir el cambio y el tiempo de eventos demograficos
(Edwards & Beerli 2000; Heled & Drummond, 2008; Degnan & Rosenberg, 2009).
Aunque sean concordantes con el origen estimado de la especie (Morando et al.,
2014), el origen estimado mediante EBSP analizando todas las poblaciones juntas y
por separado no son concordantes (algunas poblaciones se muestran mas antiguas
por separado que cuando fueron analizadas en conjunto), por lo tanto hay que
tener precaucion a la hora de sacar conclusiones, ya que parece haber un margen

de error muy grande. Las tasas de mutacion utilizadas pueden ser una de las
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fuentes de error, ya que no fueron realizadas para H. uruguayensis (Arnold et al.,
2008; Olave et al., 2015). Conjuntamente, el hecho que las estimaciones se
remonten a un pasado tan lejano (Mioceno), también las hace menos confiables a
medida que se alejan en el tiempo.

En el analisis de EBSP, la poblacidon que se establece como mas antigua es la
poblacion 1, resultado concordante con lo encontrado en el analisis de difusién, ya
que el origen geografico coincide con el area de distribucién inferido para dicha
poblacion. La tasa de dispersion promedio encontrada (aprox. 0,08 m/ano, con un
maximo de 0,40; ver Fig. 6) fue relativamente baja comparada con otros estudios
similares en reptiles (por ejemplo, 1,1 m/afio en Liolaemus darwinii) (Camargo et
al., 2013). No existen datos de campo para contrastar este valor en H.
uruguayensis, debido a que, aunque existe un estudio que estimé el drea de vida y
el desplazamiento de individuos en una poblacién (Vieira, 2012), la tasa de difusidn
solo seria comparable con el desplazamiento del area de vida en el tiempo
(Camargo et al., 2013). Tal vez la causante de los valores bajos de la tasa de
difusion sea que se esta utilizando una tasa de sustitucién nucleotidica muy lenta,
ya que en realidad fue estimada para otra especie y podria no corresponder con la
realidad de H. uruguayensis. Otra posibilidad es que la especificidad de habitat de
la especie sea la causante de estas tasas de difusidn, aunque seria importante
realizar estudios similares para poder comparar las tasas obtenidas, asi como
estudios ecoldgicos donde se cuantifique el desplazamiento del drea de vida y la
dispersién de los individuos en las distintas franjas etarias.

Analizando la variacidn de la tasa de difusion en el tiempo, se observd una
disminucion general de su valor hacia el presente. Este es un resultado esperable,
ya que la dindmica de dispersion de una poblacién en expansion y de una poblacién
estable no suele ser la misma. Se ha visto que en las primeras etapas suele haber
una tasa de difusidn mayor que provoca una expansién de rango en la especie, y
luego que se establece un rango geografico estable y las condiciones son
favorables, la dispersién es menor y el crecimiento se basa en el aumento de la
densidad poblacional principalmente (Camargo et al., 2013). Esto parece
concordante con lo observado a partir de los ultimos 500 mil afos
aproximadamente, donde la tasa de difusion se estabiliza en los valores mas bajos.

A su vez, es en ese tiempo en que el analisis de difusion muestra que se alcanza
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practicamente todo el rango de distribucién actual, y también donde se comienza a
observar crecimiento poblacional en los EBSP. Sin embargo, en los ultimos 50 mil
anos se observd un aumento de la tasa de difusién. Teniendo en cuenta que el
paisaje en el area de distribucién de la especie ha permanecido estable durante el
Cuaternario (Panario et al., 2014), un cambio en la tendencia de la tasa de difusiéon
puede estar relacionado con cambios en las condiciones ambientales que resultaron
favorables para la especie. Particularmente, MIS3 (Marine Isotope Stage 3), fue un
periodo relativamente largo (entre 60-27 ka al presente aprox.), notoriamente mas
calido que los estadios anterior y posterior (Gasparini et al., 2016), donde existen
indicadores de un ambiente arido o semiarido para el norte de Uruguay (Ubilla et
al., 2016). Estas condiciones pueden haber resultado favorables, pudiendo haber
facilitado la dispersién y haber causado un incremento de la tasa de difusion.

No se encontrd evidencia del efecto de las caracteristicas del suelo en los eventos
de dispersion inferidos por la filogeografia. Si bien la especificidad de habitat de la
especie asociada a sustratos rocosos podria sugerir que se encontraria una relacion
con las variables del suelo analizadas, este resultado no es extrano si se tiene en
cuenta que en el capitulo 2 de esta tesis tampoco se encontrd una relaciéon con las
caracteristicas del paisaje analizadas. A su vez, aunque las variables ambientales
fueron elegidas por ser consideradas estables en el rango temporal del presente
estudio, su elaboracion corresponde a datos actuales, por lo que podria no
representar los ambientes reales en los tiempos de dispersion de las poblaciones.
Hay que tener en cuenta que no existen antecedentes del uso del paquete
SERAPHIM en vertebrados, una herramienta relativamente nueva que Unicamente
ha sido utilizada previamente para el analisis en virus (Laenen et al., 2016;
Dellicour et al., 2017a, b; Fountain-Jones et al., 2017; Jacquot et al., 2017),
organismos que evolucionan y se dispersan en escalas de tiempo muy recientes.

En conclusion, se puede decir que el tiempo de origen de las poblaciones es
concordante con el origen de la especie y la ultima retraccién del Mar Paranaense,
de acuerdo a la hipotesis de que la especiacién del grupo puede haber sido
favorecida por la expansidon geografica hacia el norte y oeste (Hernandez et al.,
2005; Morando et al., 2014). Sin embargo, posteriormente a estos eventos no se

encontré evidencia de efectos importantes de las oscilaciones ambientales en la
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dindmica poblacional, ya que la tendencia general fue a la estabilidad o a un

crecimiento constante en las poblaciones.
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Conclusiones y perspectivas

Se encontraron seis poblaciones geograficamente bien definidas para Homonota
uruguayensis. Dentro de éstas, la denominada poblaciéon 6 requiere mejor estudio,
ya que contiene a la localidad de Cerro do Tigre donde se encuentran muestras
altamente diferenciadas del resto. En general, seria ideal un muestreo mas
completo en el territorio de Brasil, para poder confirmar y establecer los limites
claros de las poblaciones presentes, y estudiar con mayor profundidad la localidad
de Cerro do Tigre.

Cada una de las poblaciones podria considerarse una unidad de manejo distinta
debido a su grado de diferenciacidon genética. Seria interesante poder asegurar la
conservacion de cada una de ellas, pero ante la necesidad de priorizar, hay que
considerar que el sur de Brasil y el norte de Artigas son las regiones con mayor
diversidad filogenética. Sin embargo, teniendo en cuenta el Paisaje Protegido Valle
del Lunarejo (la Unica area protegida dentro de este estudio en territorio
uruguayo), surge complementariamente el norte de Salto como region prioritaria
para asegurar la conservacién de la mayor diversidad filogenética posible. Cabe
destacar que los resultados muestran una alta estructuracidn y una capacidad de
dispersién limitada, caracteristicas que hacen mas vulnerable a las poblaciones ante
extinciones locales, sobre todo aquellas que mostraron menor conectividad con las
poblaciones circundantes. Estos rasgos hacen mas importante aun la prevencion de
impactos como medida de conservacion para esta especie.

Tanto a nivel actual como a nivel histérico no se pudo visualizar ningun efecto
claro de las caracteristicas del paisaje sobre las poblaciones. Si bien las Unicas
barreras encontradas corresponden a corrientes de agua, estas no representaron
barreras en todos los casos. Seria interesante contar con marcadores moleculares
hipervariables (por ejemplo microsatélites o SNPs) para poder analizar con mayor
resolucién los efectos de las variables ambientales sobre las poblaciones.

Adicionalmente, mayor cantidad de marcadores moleculares podria dar mejor



Capitulo 4: Conclusiones y perspectivas

precision en las estimaciones de los parametros, tanto a nivel de conectividad como
de inferencia histdrica sobre las poblaciones analizadas.

Histéricamente, los resultados indican que luego del surgimiento de la especie
hubo una dispersién estable hasta ocupar el area de distribucion actual, vy
posteriormente un crecimiento poblacional constante en la mayor parte de las
poblaciones. Esto habria ocurrido sin mostrar evidencia clara de un efecto
generalizado de las oscilaciones climaticas de los ciclos glaciares. Seria interesante
la realizacion de modelos potenciales de paleo-distribucién, para poder contrastar
con los resultados obtenidos. La realizacién de estos modelos permitiria contrastar
con un método sustancialmente diferente la posibilidad de que la especie haya
permanecido en determinadas areas y ver en qué grado puede haber sido afectada

por las variaciones climaticas.
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Anexo

Secuencias obtenidas de GeneBank utilizadas

N°Coleccién N° GeneBank Gen

UFRGS 4624 KM677706.1 Citocromo b
UFRGS 4627 KM677708.1 Citocromo b
UFRGS 4632 KM677709.1 Citocromo b
UFRGS 4636 KM677707.1 Citocromo b
UFRGS 5104 KM677741.1 Citocromo b
UFRGS 5345 KM677739.1 Citocromo b
UFRGS 5636 KM677735.1 Citocromo b
UFRGS 5637 KM677736.1 Citocromo b
UFRGS 5638 KM677737.1 Citocromo b
UFRGS 5639 KM677738.1 Citocromo b
UFRGS 5744 KM677725.1 Citocromo b
UFRGS 5745 KM677726.1 Citocromo b
UFRGS 5774 KM677694.1 Citocromo b
UFRGS 5775 KM677695.1 Citocromo b
UFRGS 5776 KM677696.1 Citocromo b
UFRGS 5777 KM677697.1 Citocromo b
UFRGS 5899 KM677740.1 Citocromo b
UFRGS 5910 KM677727.1 Citocromo b
UFRGS 5911 KM677728.1 Citocromo b
UFRGS 5913 KM677729.1 Citocromo b
UFRGS 6094 KM677747.1 Citocromo b
UFRGS 6096 KM677748.1 Citocromo b
UFRGS 6098 KM677749.1 Citocromo b
UFRGS 6101 KM677750.1 Citocromo b
UFRGS 6104 KM677751.1 Citocromo b
UFRGST 2559 KM677698.1 Citocromo b
UFRGS 2139 K1484296.1 PRLR

UFRGS 1568 KJ484285.1 PRLR




Anexo

Localidades analizadas

e
. salw XXXE

Localidades:

CTI= Cerro do Tigre; BR290=Alegrete; FSF= Fazenda Sao Francisco;
CJA=Cerro do Jarau; RdS= Rosario do Sul; BR293= Livramento; CVE=
Cerros Verdes; ArtN= Norte Artigas; ArtS= Sur Artigas; RivN= Norte
Rivera; RTacN= Norte Arroyo Tacuarembd; RivM= Rivera Centro; Luna=
Lunarejo; Lau= Laureles; XXXE= Tres Cruces Este; XXXN= Tres Cruces
Norte; XXXS= Tres Cruces Sur; TacCh= Arroyo Tacuarembd Chico;
Tamb= Tambores; SalS= Sur Salto; SalW= Oeste Salto; SalC= Centro
Salto; SalN= Norte Salto.
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Nimero de secuencias analizadas por localidad

Localidad | Sec. Cit-b | Sec. PRLR
CTI 5 0
BR290 5 0
FSF 2 0
CJA 5 0
RdS 0 4
BR293 4 0
CVE 5 0
ArtN 6 6
ArtS 6 6
RivN 1 8
RTacN 10 10
RivM 3 8
Luna 14 12
Lau 8 12
XXXE
XXXN 11
XXXS 13 12
TacCh 3 8
Tamb 12 14
Sals 9 10
Salw 4 10
SalC 7 6
SalN 6 10
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Anexo

Modelos puestos a prueba en ABC que resultaron
mas probables

Modelo A

Modelo B



Anexo

Regresiones lineales miltiples entre matices (MRM)

Fst ~ Distancias filogenéticas + Distancias Geograficas:

R2 pval
0.2581511 0.0002000
Fst pval
Dist. filogenéticas 7.528334146 0.0637
Dist. geograficas 0.003579194 0.0044

Fst ~ Distancias filogenéticas + Distancias geograficas + Distancia
por escabrocidad + Distancias evitando arroyos:

R? pval
0.2865126 0.0010000
Fst pval
Dist. filogenéticas 8.002669 0.0499
Dist. geograficas 8.106394e-03 0.0677
Dist. escabrosidad -9.005862e-06 0.2106
Dist. arroyos -2.919529e-08 0.9241
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Anexo

Valores de diversidad filogenética (PD) y PD complementaria

Regidn PD PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl. PD-Compl.
ArtN ArtS Sals SalN Salc Tamb XXX Lau Luna RivN
BrasN 0.0634 0.0670 0.0640 0.0820 0.0556 0.0798 0.0783 0.0771 0.0755 0.0768 0.0617
BrasS 0.0427 0.0400 0.0397 0.0652 0.0351 0.0631 0.0616 0.0603 0.0587 0.0600 0.0410
RivN 0.0115 0.0184 0.0177 0.0373 0.0129 0.0352 0.0337 0.0324 0.0311 0.0324 0.0000
Luna 0.0155 0.0405 0.0375 0.0269 0.0155 0.0204 0.0203 0.0199 0.0071 0.0000 0.0364
Lau 0.0128 0.0364 0.0335 0.0247 0.0115 0.0182 0.0181 0.0176 0.0000 0.0043 0.0324
XXX 0.0491 0.0741 0.0711 0.0472 0.0422 0.0424 0.0371 0.0000 0.0539 0.0535 0.0700
Tamb 0.0219 0.0482 0.0452 0.0203 0.0170 0.0172 0.0000 0.0099 0.0272 0.0267 0.0442
SalC 0.0185 0.0463 0.0433 0.0218 0.0144 0.0000 0.0138 0.0118 0.0239 0.0233 0.0422
SalN 0.0542 0.0449 0.0512 0.0573 0.0000 0.0501 0.0493 0.0473 0.0529 0.0542 0.0557
Sals 0.0132 0.0431 0.0402 0.0000 0.0164 0.0165 0.0116 0.0114 0.0251 0.0246 0.0391
ArtS 0.0223 0.0202 0.0000 0.0493 0.0194 0.0472 0.0457 0.0444 0.0430 0.0443 0.0286
ArtN 0.0232 0.0000 0.0211 0.0531 0.0139 0.0509 0.0494 0.0482 0.0468 0.0481 0.0301
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