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Resumen

La evolucién adaptativa de determinados rasgos de las especies esta vinculada con
las condiciones locales de cada ambiente, lo que se refleja en diferencias acumuladas a nivel
genético, morfoldégico y comportamental. Los ambientes riparios son conocidos por ser
fluctuantes y estresantes para los organismos que alli viven, lo que favorece la seleccion de
aqguellos individuos con rasgos flexibles que les permitan sobrevivir y reproducirse en mayor
medida en condiciones cambiantes. Paratrechalea ornata, es una especie de arafia
neotropical semiacuatica que vive asociada a rios y arroyos. Los machos de esta especie
ofrecen regalos nupciales envueltos en seda a las hembras durante el cortejo. Se conoce que
el contenido del regalo puede variar dependiendo de la disponibilidad de presas, siendo en
ocasiones presas (regalos nutritivos) y otras veces restos de las mismas o partes vegetales
(regalos simbdlicos). Estudios preliminares muestran diferencias significativas entre
poblaciones en el porcentaje de regalos simbdlicos ofrecidos (cuya frecuencia varia entre 45-
96%) y en el tamafio de los individuos que componen cada una de ellas. En esta tesina se
evaluaron las diferencias morfolégicas y genéticas en cuatro poblaciones de la especie en
Uruguay (Valle del Lunarejo, Minas, Quebrada de los Cuervos y Queguay) y se interpretaron
los resultados desde un punto de vista ecolégico y biogeografico. Para evaluar el grado de
diferenciacion morfol6gica se utiliz6 como aproximaciéon del tamafio corporal el ancho del
cefalotorax. Para estimar la variabilidad genética se utilizé la variacion en cuatro loci de STRs
(por sus siglas en inglés: Short Tandem Repeats) y un gen mitocondrial (citocromo oxidasa
I). Se encontré diferenciaciéon significativa tanto a nivel molecular como morfolégico entre
poblaciones. En particular, los resultados moleculares muestran que Quebrada de los
Cuervos seguida por Lunarejo son las poblaciones mas diferenciadas. Las diferencias
genéticas encontradas reflejarian un aislamiento geografico, posiblemente debido a que las
poblaciones se encuentran en diferentes cuencas hidrograficas. Ademas, esto facilitaria un
proceso de diferenciacion adaptativo morfolégico y comportamental en respuesta a las
distintas presiones selectivas generadas por factores ambientales locales, como la variaciéon
climatica, la disponibilidad de presas y las dinamicas de cursos de agua propios de cada

cuenca.



Introduccion

Los cambios espaciales y temporales en las fuerzas selectivas sufridos por las
poblaciones crean multiples escenarios que pueden acelerar o no la adaptacion de los
organismos a nuevos ambientes!?. Es asi que las distintas poblaciones de la misma especie
pueden desarrollar diferencialmente rasgos beneficiosos que incrementen su éxito bajo las
condiciones ambientales locales®*. Estas variaciones pueden estar asociadas a rasgos
morfolégicos, fisioldgicos, comportamentales, entre otros>®’. Diversos factores son
potencialmente promotores de la diferenciacion entre las poblaciones® y eventualmente su
especiacion®. Se pueden distinguir al menos tres procesos por los cuales las poblaciones
pueden diferenciarse en sus rasgos fenotipicos: adaptacion local, azar y plasticidad
fenotipica. En los procesos de adaptacion local estan involucrados tanto los factores
ambientales como las dinamicas poblacionales y fuerzas evolutivas tales como la dispersion,
el flujo génico, la seleccién natural divergente y la deriva genética®. Esta Ultima tiene un papel
importante en la diferenciacion de las poblaciones, particularmente cuando estas son
pequeiias y el flujo de genes entre ellas es bajo'°. Es asi que poblaciones mas aisladas
pueden pasar por un cuello de botella disminuyendo su tamafio y a su vez diferenciandose
genéticamente!!, pudiendo eventualmente especiar.

Las diferencias acumuladas en diferentes ambientes se reflejan tanto a nivel genético
como a nivel morfolégico de los individuos*213, La produccién de mdltiples fenotipos por un
determinado genotipo en respuesta a la variacion ambiental, permite que los individuos
puedan ampliar sus nichos ecolégicos y asi facilitar el cambio evolutivo al generar fenotipos
que abarcan a los favorecidos por la seleccién (plasticidad fenotipica)'*. Las variaciones en
los rasgos son particularmente afectadas en aquellas especies que viven asociadas a
ambientes fluctuantes en donde junto con los ciclos estacionales predecibles existe también
variacion estocastica'®!®. Este tipo de ambiente favorece la evolucién de rasgos flexibles ya
que exponen a los individuos a un rango amplio de condiciones?’. Este es el caso de las
arafias que viven asociadas a cursos de agua como rios y arroyos!®!. Se conoce que las
arafias en ambientes riparios se alimentan mayoritariamente de insectos acuaticos que
emergen del agua?®?! cuya disponibilidad puede variar de forma importante en el tiempo,
principalmente durante periodos de inundaciones®??, Bajo tales condiciones inestables, la
seleccion natural favorecerd los rasgos que maximicen el éxito de supervivencia y
reproduccion de los individuos en ese ambiente, como se ha observado en otros
organismos?3 24 25

Varias especies de arafias donadoras de regalos nupciales en donde los machos
ofrecen materiales (mas alla de los gametos) a las hembras durante el cortejo?® 27 viven en
hébitats riparios. Estas especies se encuentran entonces bajo fuertes presiones selectivas a

la hora de obtener recursos alimenticios para la supervivencia?®?®, mientras que ademas
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necesitan disponer de estos para la produccion de regalos. Esto es particularmente cierto
para la especie neotropical Paratrechalea ornata® (Trechaleidae Mello-Leitao,1943) donde se
ha encontrado variacion del comportamiento reproductivo entre distintas poblaciones®,
mientras que datos preliminares sugieren ademas una aparente diferencia morfolégica de
tamano entre poblaciones (Albo MJ, observaciones personales). Aunque en algunos casos
copulan sin regalo nupcial, los machos de esta especie usualmente ofrecen regalos envueltos
en seda a las hembras durante el cortejo, que pueden ser nutritivos (presas) o simbolicos
(restos de presa o partes vegetales)®?*, En Uruguay se conocen cuatro poblaciones:
Lunarejo, Minas, Quebrada de los Cuervos (de aqui en adelante Quebrada) y Queguay (Fig.
1).

ARGENTINA

Figura 1- Mapa de distribucion de P. ornata (izquierda) tomado de Carico (2005). Fotos de 2 individuos
de la especie (derecha): una hembra arriba y un macho abajo. Foto: C. Pavén Pelaez

Estos sitios se encuentran distanciados geograficamente por mas de 100 km y
pertenecen a cuencas hidrogréficas diferentes (Fig. 2; Taba Al- Anexo).). A excepcion de la
Quebrada, las demas poblaciones han sido previamente estudiadas. Dichos trabajos indican
diferencias significativas en la proporcion de regalos simbdlicos en relacion a los nutritivos,
que varian entre 45-96%°3+3%. Se ha sugerido que esto depende de la variaciéon en las
condiciones climéticas y la predictibilidad del ambiente3!. Minas tiene la menor proporcion de
regalos simbdlicos y las menores variaciones anuales en el rango de temperatura y
precipitacion. Mientras que Queguay posee la mayor proporcion de regalos simbolicos, y las

mas altas variaciones en el rango de temperatura y precipitacion anual (Tabla 1). Dado que



Queguay es el ambiente con mayores fluctuaciones climaticas, es esperable que sea mas

impredecible y estresante para los individuos.

Tabla 1 — Valores de proporcion de regalos simbélicos (%), variacion en el rango de temperatura y por

ultimo coeficientes de variacion de lluvia anual, para cada una de las cuatro poblaciones de estudio la

arafia P. ornata: Lunajero (Rivera), Minas (Lavalleja), Quebrada (Treinta y Tres) y Queguay (Paysandu).

%Regalo Temp. media Precipitaciones
Poblacion simbdlico anual (cv)
Queguay 96 12.4 19.5
Lunarejo 66 12.4 14.8
Quebrada Sin estimar 111 15.0
Cuencas
P, | hidrogréficas
AniShy BRASIL ({rgagf!a: PO
30 |_| Rio Uruguay
201 ‘ D Rio Negro
H 100 | ‘ 8 Laguna Merin
: Rio de la Plata
"‘;;;l._u. O oc. Atiantico
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Figura 2 — Mapa de Uruguay con las localidades de las cuatro

poblaciones de la arafia P. ornata en Uruguay; Lunajero

(Rivera), Minas (Lavalleja), Quebrada (Treinta y tres) y Queguay
(Paysandu), Uruguay. Con diferentes sombreados se muestran
las cuencas hidrogréficas para el pais incluidas en las referencias.

En este proyecto se evaluaron las diferencias morfolégicas y genéticas entre las

cuatro poblaciones, y se interpretaron los resultados desde un punto de vista ecologico y

biogeografico. Dado que P. ornata es una especie semiacuatica, asociada a rios y arroyos,

se cree que su dispersion sucede a través de las corrientes de agua y que las poblaciones
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estarian conectadas por los mismos, lo que permite la potencial existencia de flujo génico
entre éstas. Sin embargo, como estas poblaciones pertenecen a diferentes cuencas
hidrogréficas, nuestra hipétesis es que se encuentran aisladas geograficamente. Debido a
esto esperamos que las presiones selectivas diferenciales mas los procesos de deriva
genética asociados al aislamiento geografico, hayan permitido acumular diferencias genéticas
en las poblaciones. Si esto se cumple, y dado las diferencias tan marcadas en las condiciones
ambientales, nuestra segunda hipétesis es que la seleccion natural en aislamiento y
localmente ha favorecido determinados morfologias y/o comportamientos en cada poblacion.
En ese caso, podriamos encontrar una asociacion entre las caracteristicas seleccionadas
localmente, como podria ser el tamafio corporal y la diferenciacion genética de cada
poblacion.

Objetivo general
Examinar el grado de variacion genética y morfologica de la especie P. ornata de las cuatro

poblaciones uruguayas.

Objetivos especificos

1- Estudiar el grado de variacion morfolégica de los individuos de las cuatro poblaciones
mediante el andlisis de su tamafio corporal.

2- Analizar el grado de diferenciacién genética existente entre las cuatro poblaciones a través
de marcadores moleculares: cuatro STRs (por sus siglas en inglés: Short Tandem Repeats)

y un gen mitocondrial (citocromo oxidasa ).

Materiales y Métodos

Paratrechalea ornata posee una distribucion limitada entre el sur de Brasil y el sur de
Uruguay (Fig. 1). Posee actividad crepuscular nocturna y se alimenta principalmente de los
insectos que emergen de los rios y arroyos (efimeras)®’. En Uruguay se ha visto que tiene 2
periodos reproductivos (Marzo-Junio y Setiembre-Diciembre) y estudios previos muestran
ausencia de diferencias en el tamafio corporal entre machos y hembras adultos de distintas
poblaciones de P. ornata®®.

Con el objetivo de describir la variacion morfologica y genética de la especie P. ornata,
se utilizaron individuos de cada una de las poblaciones conocidas, conservados en etanol
75% en la coleccion de la Dra. Albo, colectados entre 2011 y 2018. Se evaluaron 123
individuos procedentes de cuatro localidades a lo largo del pais: Valle del Lunarejo, Rivera
(31.1906 S, 55.9010 W), Minas, Lavalleja (34.2776 S, 55.2336 W), Quebrada de los Cuervos,
Treinta y Tres (32.9252 S, 54.4595 W) y Queguay, Paysandu (32.1781 S, 57.2376 W) (Fig.

1). Los andlisis moleculares se realizaron con un subconjunto de datos.



Estudios morfoldgicos

Se examinaron bajo lupa binocular 80 individuos (20 de cada una de las cuatro poblaciones)
y se utilizé el ancho del cefalotérax como medida del tamafio corporal. Debido a la
ausencia de dimorfismo sexual®’, para este estudio solamente se utilizaron machos, siendo
gue las diferencias de tamafio corporal en este sexo podrian estar asociadas a la
produccion del regalo nupcial®®. Se utilizé el programa R (R version 3.6.3)* para los analisis
estadisticos. Se verificd que los datos cumplieran con los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza mediante el test de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Se
analizaron las diferencias de los tamafios corporales entre las cuatro poblaciones mediante
el test ANOVA (Paquete nime) y se evalud la diferencia entre pares de poblaciones

mediante el test a posteriori de Tukey (Paquete multcomp).

Estudios genéticos
1- Microsatélites -STRs
Se analizaron un total de 43 individuos. El trabajo de laboratorio molecular se realizé

para 5 individuos por poblacion, y se afiadio la informacion previamente obtenida por Pandulli-
Alonso et al.*? (8 individuos para la poblacion de Minas y 5 para las demas), completando un
total de 10 individuos por poblaciéon y 13 en el caso de Minas. Se realizaron extracciones de
ADN total a partir de patas de individuos adultos segun protocolo modificado*® y se cuantificé
la concentracibn ADN de las extracciones en un espectrofotometro (NANADROP LITE
Spectrophotometer, Thermo Scientific). Se amplificaron por PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) cuatro loci de STRs (B2, B3, C1, D4) ya disefiados para una especie del género
Paratrechalea** (Tabla A2- Anexo). Todos los primers se marcaron con fluorocromos
(HEX/FAM). Se utilizaron las condiciones de la reaccion y ciclado previamente optimizadas
para P. ornata*?. Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida al 5% (29:1 acrilamida: bisacrilamida) durante 20 minutos a 170V para luego
visualizarse mediante tinciéon con nitrato de plata®. El tamafio de los productos de PCR se
estimé por comparacion con un marcador de peso molecular conocido de 100bp (RAINBOW,
Bioron). Las amplificaciones exitosas fueron enviadas al servicio de Analisis de fragmentos
de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo (un ABI3500 Genetic
Analyzer, con la matriz DS-33 y con Liz600 como estandar de tamafio).

Los archivos resultantes de las corridas se analizaron con el programa
PeakScannerv2 (Applied Biosystem), anotando para cada muestra el tamafio absoluto de los
alelos encontrados para cada loci. Mediante la utilizacion del programa GenePop?* se
estimaron las frecuencias alélicas y genotipicas observadas y esperadas, se evalud si existen

apartamientos significativos del equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE), se analizé la presencia


https://cran.r-project.org/src/base/R-3

de alelos nulos, y también se examiné el desequilibrio de ligamiento entre loci. Con el mismo
programa se evaluo la diferenciacidn poblacional global y entre pares de poblaciones para las
frecuencias génicas y genotipicas, mediante el Exact test*’. Con el paquete estadistico PAST
5.1% se realizé un test de Mantel para examinar la presencia de un patrén de aislamiento por
distancia, es decir si existe una correlacion entre la matriz del logaritmo de las distancias
geograficas (estimadas por Google maps) y distancias genéticas (Fst entre pares de
poblaciones estimadas en el Genpop) para todos los pares de poblaciones®.

2- Mitocondrial

El andlisis molecular se complement6 con secuencias de fragmento (pb) de la
subunidad | del gen mitocondrial de la subunidad | de la citocromo oxidasa (662 bp), (mas
conocido como COIl). Las secuencias fueron previamente obtenidas y cedidas por el
Laboratorio de Aracnologia de la Universidad Federal de Minas Gerais, Brasil, para 8
individuos de cada una de las poblaciones (7 en el caso de Quebrada) y alineadas con el
CLUSTALW en el programa MEGAX®. Los haplotipos reportados y su distribucién en las
diferentes poblaciones se analizaron en Arlequin®. En este programa se realizaron las
pruebas de neutralidad de Tajima® y Fu®3, el Exact test*’ para evaluar la diferenciacién
genética a partir de las frecuencias haplotipicas®, tanto global como entre pares de
poblaciones. Finalmente se llevd a cabo un andlisis de varianza molecular (AMOVA),
formando dos grupos, uno solo con la poblacién de Quebrada (que a la luz de los resultados
parece la mas diferenciada) y otro con las otras tres poblaciones. Al igual que para analisis
con microsatélites, se examind la presencia de un patrén de aislamiento por distancia.
Ademas, utilizando el programa Popart>® y el algoritmo Minimum Spanning Network se
diagram6 una red de haplotipos y finalmente se realiz6 la reconstruccion filogenética por
Maxima Parsimonia, Maxima verosimilitud y Neighbor-joining con 1000 pseudoréplicas de
bootstrap en el programa MEGAX®®, utilizando las secuencias depositadas en Genbank de
Trechaleoides biocellata (KY018027), Trechaleoides keyserlingi (KY190306), y Trechalea

bucculenta (KY190311) como grupo externo, otros géneros dentro de la familia Trechaleidae.



Resultados
Estudios morfologicos

El tamafio de los individuos varié significativamente entre las poblaciones (F3 s =
25.71, P < 0.0001). De la comparacion entre pares de poblaciones se observa que todos los
valores muestran una diferencia significativa, con la excepcién del par Minas-Quebrada
(Tabla 2). Las medidas del tamafio corporal (estimado a partir del ancho del cefalotérax),
indican que los individuos de la poblacion de Minas son de mayor tamafio, seguidos por los
de la Quebrada, Lunarejo. Por ultimo los de Queguay son los mas pequefios con valores
promedio del ancho del cefalotérax menores (Fig. 3).

A
. Diferenciacion morfoldgica
50 o ! ; Poblaciones P valor
s : Lunarejo-Minas «0.001
€ '
E 45 f Lunarejo-Quebrada <0.01
g | Lunarejo-Queguay 0.02
£ 40
g ™ Minas-Quebrada 0.71
o i i
e ! | ' — T Minas-Queguay <«0.001
E | ' | ' |
K 28 I]:ﬂ . : | Quebrada-Queguay <«0.001
 —— ' ' |
A i i : Tabla 2 — P valores resultantes de la
3.0 '

comparacioén del tamafio de los machos P.
- ornata entre pares de poblaciones
utilizando el test de Tukey. Los valores
significativos se resaltan en negro.

T T T 1 Figura 3 — A) Boxplot con valores
Lunarejo Minas Quebrada Queguay promedio y desvio estandar del tamafio
corporal de los machos medido por el
ancho del cefalotérax para cada una de las
cuatro poblaciones de estudio: Lunajero
(Rivera), Minas (Lavalleja), Quebrada
(Treinta y tres) y Queguay (Paysandu). B)
“sohm § 44 mn Foto de un ejemplar por poblacién
mostrando medida en mm.

Estudios genéticos

1-STR o microsatélites

Todos los loci fueron polimérficos en las cuatro poblaciones, encontrando en el
conjunto de las poblaciones 3, 8, 8 y 13 alelos para los locus B2, B3, Cl1 y D4,
respectivamente. Excepto por el locus C1, en todas las poblaciones se encontraron alelos
exclusivos: B2 presenté dos alelos en Lunarejo, uno en Minas y uno en Quebrada, B3
present6 un alelo en Queguay y otro en Lunarejo, mientras que D4 presentd uno en Lunarejo,

uno en Quebrada y tres en Queguay (Tabla 3). Considerando todas poblaciones



tanto el promedio de todos los loci como cada locus no mostraron apartarse del HWE. Sin embargo, se observaron apartamientos significativos
del HWE para el locus B2 en las poblaciones de Lunarejo y Queguay, para el B3 en Lunarejo y Minas, y para el C1 en Minas y Quebrada (Tabla

3). No se encontraron frecuencias significativas de alelos nulos para ningn marcador ni poblacién.

Tabla 3 — Informacion de los loci evaluados en las cuatro poblaciones de estudio la arafia P. ornata (Lunarejo, Minas, Quebrada y Queguay). Se muestran los alelos
presentes para cada locus de STR segln su tamafio absoluto en pares de bases y su frecuencia, asi como el nimero de individuos analizados por poblacién (N), el nUmero
de alelos encontrados (Na), la probabilidad del test Exacto de apartamiento del equilibrio Hardy-Weinberg (HWE), la heterocigosis esperada (He) y observada (Ho). Los alelos

exclusivos se muestran en color rojo y los valores significativos de HWE con un asterisco.

Locus tamaiio Lunarejo Minas Quebrada Queguay g‘I’ZEaI
Frec N Na HWE He Ho Frec N Na HWE He Ho Frec N Na HWE He Ho Frec N Na HWE He Ho
98 0.10 - - 0.10
102 0.05 - - -
106 0.05 -
110 - - 0.10 -
112 0.40 10.0 5.00 0.02* 0.70 0.80 0.40 10.0 4.00 0.13 0.71 0.80 0.45 10.0  3.00 1.00 0.61 0.60 0.55 10.0 4.00 0.04* 0.62 0.70 0.58
82 114 0.40 0.35 0.45 0.30
116 - 0.20 - 0.05
122 - 0.05 -
322 0.05 - - -
324 0.38 0.33 - 0.12
326 - - 0.30 0.12
328 - 0.16 0.20 0.12
330 - 9.00 4.00 0.00% 0.73 0.66 0.05 9.00 5.00 0.10 0.81 0.70 0.15 10.0 5.00 0.10 0.81 0.70 0.12 8.00 6.00 0.27 0.81 0.87 0.58
B3 332 0.27 0.16 0.25 0.12
342 - - - 0.13
346 0.27 0.27 0.10 0.13
186 0.05 0.20 0.40 0.20
C1 188 0.65 10.0 3.00 0.53 0.51 0.50 0.65 13.0 3.00 0.00* 0.64 0.15 0.40 10.0  3.00 0.00* 0.07 0.20 0.65 10.0 3.00 0.17 0.54 0.50 1.00
190 0.30 0.15 0.20 0.15
206 0.08 0.20 0.22 0.16
210 0.16 0.20 - -
212 0.25 0.20 0.11 0.08
214 0.08 - 0.05 0.16
216 0.08 - 0.1 -
218 - 6.00 8.00 0.10 0.92 0.83 0.15 10.0 5.0 0.01* 0.82 0.40 0.1 9.00 8.00 0.06 0.89 0.55 0.16 6.00 8.00 1.00 0.93 1.00 1.00
220 0.08 - 0.22 -
D4 222 - - 0.08
224 - 0.15 0.08
226 0.16 - 0.11 0.16
228 0.16 - 0.05 -
230 0.08 - - -
250 - 0.08
Loci 0.61 0.13 1.00 1.00 0.03 1.00
combinados




Tabla 4 — Distancia geografica (Km), Fst y p valores globales y resultantes de la comparacion pareada entre
poblaciones la arafia P. ornata. se muestra la diferenciacién genética considerando el conjunto de loci de STRs
(alélica y genatipica) y el gen mitocondrial COI. Los p valores significativos se resaltan en negro y los marginales
se presentan subrayados.

STRs COl
Pares de poblaciones Dist. Geografica Fst Alélica Genotipica Fst P valor
P valor P valor
Lunarejo-Minas 348.89 0.003 0.03 0.17 0.48 0.016
Lunarejo-Quebrada 235.91 0.049 <0.01 <0.01 0.63 0.001
Lunarejo-Queguay 167.49 0.011 0.10 0.24 0.13 0.039
Minas-Quebrada 166.61 0.006 <0.01 0.07 0.37 0.004
Minas-Queguay 298.72 0.002 <0.05 0.25 0.03 1
Quebrada-Queguay 273.30 0.016 0.03 0.08 0.31 0.009
Global 0.014 < 0.001 0.01 0.33 <0.001

Se encontrd diferenciacién alélica y genotipica significativa del promedio de todos los
loci (p < 0.001y p = 0.01, respectivamente; Tabla 4). A nivel de las frecuencias genotipicas
el Unico par de poblaciones que mostrd diferencias significativas fue Lunarejo-Quebrada,
mientras que Minas-Quebrada y Quebrada-Queguay mostraron diferencias marginales (Tabla
4). A nivel de las frecuencias alélicas excepto el par Lunarejo-Queguay, el resto mostré
diferencias significativas. Los valores de Fst, son bajos y menores a 0.2 en todos los casos,
valor por encima del cual se considera que las poblaciones estan muy diferenciadas. Los
valores mayores de Fst pareados corresponden al par Lunarejo-Quebrada, seguido por
Quebrada-Queguay (Tabla 4). El locus B3 presentd la mayor diferenciacién alélica y

genotipica entre poblaciones (Taba A3- Anexo).

2- Mitocondrial: COl

Para el fragmento analizado se encontraron 8 haplotipos nuevos para la especie,
distribuidos diferencialmente entre las poblaciones estudiadas (Fig. 4). Estos haplotipos
presentaron entre 1 y 6 cambios, todos sinénimos, como es de esperar en una region
codificante para proteinas. Entre todas las poblaciones hay una diferenciacion significativa (p
< 0.001). Los test de diferenciacion genética basados en la frecuencia de los haplotipos entre
pares de poblaciones, muestran que la diferenciacion es significativa para los pares Lunarejo-
Minas y Lunarejo-Queguay (p < 0.05), y todas las comparaciones con Quebrada (p < 0.01).
Fue no significativa (p > 0.05) unicamente para Minas-Queguay (Tabla 4). De forma similar,
el mayor valor de Fst fue para el par Lunarejo-Quebrada, mientras que el menor para Minas-
Queguay. Esto indica que Quebrada es la poblacion mas diferenciada. Esta Gltima presenta
un haplotipo en baja frecuencia compartido con Minas y Queguay, Yy otro exclusivo en alta

frecuencia. Las restantes tres poblaciones (Lunarejo, Minas y Queguay) presentaron cuatro
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haplotipos, compartiendo el segundo de mayor frecuencia. Queguay es la Unica poblacién

gue no presento alelos exclusivos.

H7

H1

H4 IH

. Minas

@ Lunarejo
@® Queguay
(0 Quebrada

Figura 4 — Red de haplotipos en base a la secuencia parcial del gen COI de la arafia P. ornata. Se muestran las
frecuencias de cada uno en proporcion al area del circulo, y las poblaciones en las que se presenta segun c6digo
de color (Minas en rojo, Lunarejo en verde, Queguay en violeta y Quebrada en amarillo). La relacion entre ellos

se muestra con lineas y cada cambio nucleotidico con una raya perpendicular a ésta.

El AMOVA, al probar dos grupos, uno formado solo por Quebrada y el otro por el resto
de las poblaciones, mostr6 que la diferenciacion entre grupos fue aproximadamente el 30%,
la diferenciacion interna de las poblaciones casi un 60% y algo mas del 10% se atribuye a la
diferenciacién entre las poblaciones. Los test de neutralidad, tanto de Fu como de Tajima, no
mostraron diferencias significativas en ninguna poblacion, ni para el conjunto de las mismas.
La poblacion de Quebrada por su parte, obtuvo un valor D de Tajima negativo marginal (D =
-1.36, p = 0.08).

Todas las reconstrucciones filogenéticas realizadas recuperan la monofilia de la
especie con fuerte apoyo de bootstrap (100% y 99%). Sin embargo, las relaciones internas
entre los haplotipos de la especie presentan valores de bootstrap en el entorno o menores a
50% (Fig. 5; Figura Al, A2- Anexo)
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Figura 5 - Reconstruccion filogenética utilizando Maxima Verosimilitud de los haplotipos de P. ornata encontrados
en este estudio, méas los reportados para Trechaleoides biocellata y T. keyserlingi, usando como grupo externo
Trechalea bucculenta. Los nimeros sobre los nodos son los valores de consenso de 1000 pseudoréplicas de
bootstrap.

Comparando los resultados obtenidos para STRs y COI, se observa que el par de
poblaciones que se encuentra mas diferenciado para ambos tipos de marcadores fue el de
Lunarejo-Quebrada, mientras que el par menos diferenciado fue Minas-Queguay. En ambos
casos, no se verificé un patron de aislamiento por distancia, dado que no se encontré una
correlacion significativa entre las matrices de distancias genéticas y geogréficas (Rstrs = -
0.24,p =0.67 y Rcor=-0.28, p = 0.79).

Discusion

Los resultados indican que las cuatro poblaciones estudiadas de P. ornata (Lunarejo,
Minas, Quebrada y Queguay) estan diferenciadas a nivel global, tanto al evaluar los
marcadores nucleares como el mitocondrial, siendo la poblacion de Quebrada la de mayor
diferenciacion, seguida por Lunarejo. Ademas, presentan una diferenciacion importante en el
tamafo de los individuos que no esta asociada con la diferenciacion genética encontrada.
Esta Gltima reflejaria la poca conectividad entre las poblaciones, lo que a su vez sugiere que
las diferencias morfolégicas, podrian ser adaptaciones a las condiciones locales, tanto
ambientales como de las caracteristicas particulares asociadas a cada cuenca®®, o
simplemente el efecto de la deriva. Sin embargo, nos volcamos hacia la primera opcion, por
las razones que se exponen a continuacion.

La diferenciacién genética encontrada en este estudio, tanto en COIl como en los

STRs, es elevada globalmente y entre pares de poblaciones. Los valores de Fst estimados
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por los STRs, son menores que aquellos que presenta la COl. Esto no es sorprendente, dado
gue los STR subestiman mucho la diferenciacion entre poblaciones cuando la estructuracion
genética es alta®®. Ademas, no se encontré un patrén de aislamiento por distancia con ninguno
de los marcadores moleculares utilizados, lo que indica que las poblaciones no se habrian
diferenciado en equilibrio entre deriva local y flujo génico®’. La ausencia de equilibrio entre
flujo génico y deriva genética imposibilita el uso del Fst como estimador de flujo génico®’, pero
el grado de diferenciacién genética encontrado permite especular sobre su baja probabilidad
de ocurrencia. Es decir que un escenario compatible que surge del conjunto de resultados,
es que la diferenciacion de estas poblaciones ha sido en ausencia de flujo génico. Esto
implicaria un alto grado de aislamiento entre las poblaciones y que se diferenciaron de forma
independiente en Uruguay. De acuerdo con esta interpretacion, se conoce que las arafias
riparias se dispersan a través de los rios y arroyos'®1°, y las poblaciones se encuentran en
cuencas hidrogréficas diferentes (Fig. 2). En el norte de nuestro pais, las poblaciones de
Queguay y Lunarejo pertenecen a la Cuenca del Rio Uruguay y a la Del Rio Negro,
respectivamente. En el Sur, la poblacién de Minas pertenece a la cuenca del Santa Lucia,
mientras que la de Quebrada a la de la Laguna Merin®8>°, El hecho de pertenecer a diferentes
cuencas implica que existen accidentes geograficos que condicionan la direccion de los
cursos de agua interrumpiendo la dispersién de los individuos a lo largo de los mismos,
consecuentemente aislando geograficamente a las poblaciones®%%6! La distribucién de la
especie incluye el sur de Brasil, norte de Argentina y Uruguay, siendo su centro en Rio Grande
del Sur, Brasil*°, lo que sugiere un proceso de colonizacién a través de los cursos de agua
desde el norte hacia nuestro pais (el extremo sur de su distribucion). Lamentablemente, el
analisis filogenético de los haplotipos que podria arrojar luz en este sentido, no resuelve las
relaciones entre estos, por lo que no es posible sugerir direccionalidad en la colonizacion con
esta informacién. Para esto es necesario incluir haplotipos de poblaciones de Brasil. De todas
formas, si bien esta diferenciacion tan marcada se pudo haber generado localmente (en
Uruguay), alternativamente puede deberse a que las poblaciones de estudio proceden de
diferentes grupos migratorios con poblaciones de origenes previamente diferenciadas.

En esta linea, ambos tipos de marcadores muestran que la poblacién de Quebrada es
la mas diferenciada genéticamente con respecto al resto. En la misma linea, los resultados
del AMOVA muestran que una mayor proporcion de la varianza es explicada por la variacion
entre grupos cuando Quebrada es separada de las otras tres poblaciones. De hecho, la
distribucion de haplotipos mitocondriales en la Quebrada es bien particular, debido a que
presenta uno mayoritario exclusivo y uno de baja frecuencia compartido entre poblaciones.
Este haplotipo compartido, es posible que sea ancestral y la “vincula genéticamente” al resto.
La cuenca de la Laguna Merin, a donde pertenece la poblacién de Quebrada, esta delimitada

por la Cuchilla Grande (Fig. 2); una serie de accidentes geogréaficos elevados que actuan
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como interfluvios que la rodean casi completamente®’*°y limita la posible conexién con las
demas cuencas®®. Por lo tanto, las poblaciones de Minas, Lunarejo y Queguay podrian llegar
a tener un ancestro comun mas cercano entre ellas que con Quebrada. Esto implicaria que
la poblacion ancestral de la Quebrada procederia de una zona de Brasil diferente y
previamente diferenciada de aquella de la que derivaron las restantes poblaciones. De hecho,
esta hipétesis coincide con la distribucién de cuencas hidrograficas a mayor escala (Fig. 6),
ya que la cuenca de la Laguna Merin formaria parte de la misma region hidrografica que la
cuenca regional de la Costa Atlantica Este de Brasil, segun la FAO®%2%3 mientras que las otras
tres estarian en otra region junto con la cuenca Del Plata. Es interesante ya que existen
estudios que sugieren que los grandes rios de esa cuenca presentes como el Parana,

Paraguay y Uruguay funcionan como corredores de biodiversidad®.

Cuencas hidrolégicas de
Sudamérica

Leyenda

1- Costa del Caribe

2- Cuenca de Magdalena

3-Cuenca de Orinoco

4- Cuencade la Costa Alantica Norte
5- Cuenca del Amazonas

6- Cuenca del Tocantins

7- Aantica noreste occidental

8- Cuenca Pamaiba

9- Costa atlantica noreste occidental
10- Cuenca de San francisco

11- Costa Atiantica Este

12- Cuencadel Plata

13- Costa Sudeste atiantica

14- Cuenca del Colorado

15- Cuenca del Negro

16- Costa Atiantica Sur

17- Attos de Patagonia Central

18- Costa del Pacifico, Colombia/Ecuador
19- Costa del Pacifico, Per(i

20- Costa del Pacifico, Norte de Chile
21- Costa del Pacifico, Surde Chile
22-Region de LaPuna

23- Cuencade las Salinas Grandes
24- Cuenca de Mari Chiquita
25-Region de La Pampa

“n 250 500 1000 1500 km

Modificado de FAO- AQUASTAT.2011

Figura 6 —Regiones Hidroldgicas de la Base de datos de Hidrologia Analitica
(AHD) con las cuencas principales tal como las define la Organizacién de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO)®L. En Uruguay se
observan dos cuencas diferentes; la del Plata de color amarillo y la de la Costa

Atlantica Este de color verde oscuro.

Sumado a esto, la poblaciéon de Quebrada es la Unica que presenta valores negativos
del D de Tajima, aunque marginales estadisticamente, lo que podria interpretarse como una
expansion poblacional reciente. Este resultado también refleja que los eventos de

diferenciacion de Quebrada son diferentes al resto de las poblaciones, y puede influir en la
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diferenciacion tan marcada con respecto a estas. Esto no es sorprendente porque existen
otros casos de endemismos en la zona tanto de fauna como de flora. Es el caso por ejemplo
de la arafia Grammostola iheringi®® y de la planta llex paraguayensis®, entre otros. Por otro
lado, la poblaciéon de Lunarejo presenté una diferenciacion importante con el resto de las
poblaciones y presentd dos haplotipos exclusivos, lo que seria reflejo de esta diferenciacion
en aislamiento debido a la ubicacion en una cuenca hidrogréfica diferente. Finalmente, el par
de poblaciones Minas—Queguay, presenté una diferenciacion genética baja, en ambos tipos
de marcadores. Una posible explicacion a esta baja diferenciacion puede ser que, si bien
pertenecen a cuencas diferentes, estas funcionan como sistemas abiertos® y el grado de
conexién entre ellas es mayor a la de otros pares. Se conoce que existe una interconexion
fluvial entre ellas (Rio Queguay- Rio Uruguay —Rio de la Plata)®®, a la vez que presentan
zonas bajas (litoral oeste del pais) que en el caso de inundaciones de las riberas quedarian
conectadas®” %, Esto no sucede para las poblaciones de Lunarejo y Quebrada, dado el
posible grado de aislamiento de estas poblaciones.

La variacion morfolégica evaluada en este estudio no esta en concordancia con la
diferenciacion genética, lo que, en ausencia de flujo génico, indicaria un proceso de
adaptacion de los individuos a las condiciones locales. Por ejemplo, las poblaciones de Minas
y Quebrada cuyos individuos son de tamafios similares se encuentran diferenciadas a nivel
genético en la COIl. Lo contrario sucede cuando se compara Minas-Queguay, dado que los
individuos de Queguay tienen tamafios corporales significativamente mas pequefios que los
de Minas, pero sus diferencias genéticas son las menores. Es conocido que los procesos de
adaptacion local de las poblaciones a diferentes ambientes se reflejan en el desarrollo de
diversos rasgos, entre ellos morfolégicos’®"*. Si bien se evalué un componente acotado de la
variacion morfolégica (ancho del cefalotérax), este representa el tamafio corporal de los
adultos’. En arafias, el tamafio de los individuos es un rasgo informativo de la abundancia
de presas debido a que los individuos crecen a través de mudas y el tamafio final de los
adultos depende de la cantidad y calidad de alimento ingerido durante las etapas inmaduras’.
Este rasgo es importante adaptativamente porque influye en la capacidad de captura de
presas, en escapar de depredadores y en la reproduccion®-3%73, En este trabajo encontramos
gue las diferentes poblaciones de P. ornata difieren significativamente en su tamafio corporal.
Existe evidencia de que este rasgo parece haberse fijado diferencialmente dado que la
distribucion de tamafios de los individuos de cada poblacion natural es consistente a lo largo
de distintos afios e inclusive luego de un experimento de trasplante bajo condiciones de
laboratorio (Albo et al. en preparacion). De hecho, esta es una arafia que vive asociada a rios
y arroyos'®!® y se alimenta de insectos que emergen del agua, como efimeras®?!. Estos
insectos tienen parte de su ciclo de desarrollo acuédtico y su emergencia como adultos

depende entonces de las dinamicas de los cursos de agua. Los cambios en los caudales
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como las inundaciones determinan que los ambientes riparios sean fluctuantes y estresantes
para los organismos!®. En este sentido, se ha sugerido que el ambiente de Queguay es mucho
mas inestable que el resto de las poblaciones estudiadas, con mayores variaciones climaticas
e inundaciones, y menor disponibilidad de presas (Albo et al. en preparacion). Los individuos
en Queguay se encuentran bajo altas presiones selectivas, y deben invertir en crecer rapido,
a costo de su tamafo, de forma de optimizar el tiempo de reproduccion. Algo similar puede
suceder en Lunarejo. Por lo contrario, en Minas las condiciones climaticas son menos
cambiantes (menor variacion en el rango de temperatura anual y menores coeficientes de
variacion de lluvia anual) y se ha evidenciado mas disponibilidad de presas (Albo et al. en
preparacion), lo que concuerda con el mayor tamafio corporal encontrado en este estudio. De
hecho, las variaciones climaticas (rango de temperatura y precipitaciones) en la Quebrada se
asemejan a aquellas en Minas y sus individuos alcanzan un tamafio similar, lo que permite
hipotetizar que la disponibilidad de presas es similar entre ambas poblaciones. Es posible
entonces que la seleccion natural haya favorecido tamafios corporales menores en ambientes
inestables, y tamafios mayores en ambientes estables (Albo et al. en preparacion).

De la misma forma, las condiciones locales inciden directamente en las estrategias
reproductivas de las especies siendo favorecida la evolucion de rasgos flexibles que
maximizan el éxito reproductivol”’4. De hecho, en P. ornata la disponibilidad de presas no
s6lo determina la supervivencia y tamafio de los individuos sino que es relevante para la
reproducciéon dado que los machos necesitan ofrecer a las hembras una presa en forma de
regalo nupcial®®. No obstante, se conoce que los machos pueden ofrecer regalos
simbélicos®23, los cuales son una modificacion del comportamiento del macho en ausencia
de presa®®’®. En este contexto la variacion de regalos simbdlicos encontrada en tres de estas
poblaciones seria un reflejo de las condiciones ambientales particulares de cada poblacién.
Las diferencias significativas ya conocidas en la variacion de la proporcion de regalos
simbdlicos oscilan entre un 45-96%33°. La poblacién de Queguay presenta el mayor
porcentaje de regalos simbolicos (casi un 100%) que sumado a los tamafios corporales
menores sugiere que dichos rasgos podrian haber sido seleccionados favorablemente en ese
ambiente cambiante’®. En este contexto, en un ambiente con poca disponibilidad de alimento
o al menos poco predecible, son favorecidos aquellos machos que priorizan su supervivencia
consumiendo las presas capturadas y ofreciendo como regalo los restos o inclusive partes
vegetales. De acuerdo a esta interpretacion, en la siguiente poblacién que se registraron los
valores mas bajos de tamafio luego de Queguay fue Lunarejo, en donde también hay una
gran variacién en el rango de temperatura anual y un valor de proporcién de regalos
simbdlicos alta (66%). Por otro lado, la poblacién de Minas es la que posee individuos de
mayor tamafio y el menor porcentaje de regalos simbdlicos (45%). Estos rasgos posiblemente

hayan sido seleccionados en un ambiente mas estable y con mayor disponibilidad de presas
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gue les permite crecer mas y utilizar su tactica reproductiva (regalo nutritivo) una vez
satisfechos sus requerimientos alimenticios. El tamafio de los individuos en la poblacién de
Quebrada se asemeja a los de la poblacion de Minas, y a grandes rasgos comparten
condiciones climaticas similares, lo que podria sugerir que también es similar la disponibilidad
de presas y predictibilidad del ambiente. Esto permite predecir que la poblacién de Quebrada
probablemente tenga un porcentaje de regalos simbdlicos similar a la de Minas.

En conclusién, este estudio aborda por primera vez la diferenciaciéon genética entre
cuatro poblaciones de la arafa neotropical P. ornata en Uruguay. Si bien no se puede verificar
como las poblaciones han colonizado nuestro territorio, los resultados sugieren que
posiblemente presenten dos origenes geogréficos diferentes y una diferenciacion en
aislamiento geografico, en diferentes cuencas. Sumado a esto, se encontraron diferencias
morfolégicas que se alinean con las condiciones ambientales locales y que parecen
determinar las tacticas reproductivas de las poblaciones sugiriendo un proceso de
diferenciacién adaptativo. Si este Ultimo aspecto se corrobora en mas poblaciones, tanto el
rasgo morfolégico como el comportamental podrian utilizarse para inferir el grado de
estabilidad y las dinamicas de un ecosistema, asi como el estado de conservacién y salud del

mismo, otorgandole un rol ecosistémico importante a la especie.

Perspectivas

De seguir avanzando en este tema, el objetivo principal de futuros estudios seria
profundizar en el conocimiento generado en esta tesis, evaluando mas poblaciones, con
aproximaciones moleculares y morfolégicas mas complejas, e integrando nuevos datos
comportamentales. Estudiar otras poblaciones permitiria incorporar informacion comparativa
y poder obtener resultados mas robustos que permitan un mejor entendimiento en el vinculo
entre adaptaciones a las condiciones locales y las dinamicas poblacionales. La diferenciacion
encontrada entre las poblaciones refleja un grado de aislamiento geografico que coincide con
su distribucion en cuencas diferentes, lo cual facilitaria su diferenciacién local por un lado a
través de procesos adaptativos y por otro a través de la deriva genética. Una posible poblacion
conocida a evaluar se encuentra en el Departamento de Rocha (San Miguel), que si nuestra
hipotesis es correcta ésta se pareceria genéticamente a Quebrada ya que ambas pertenecen
a la cuenca de la Laguna Merin. Asimismo, el estudio podria incluir poblaciones brasileras, y
poner a prueba la hipétesis de que la gran diferenciacion de la poblacién de Quebrada en
relacion a las otras poblaciones se debe a que pertenece a una regién hidrografica diferente
y por tanto podria provenir de otro grupo migratorio. Se podria proponer entonces la idea de
gue esta region podria funcionar como un corredor biolégico de suma importancia en
conservacion, sumando mas relevancia al territorio de la Quebrada como area protegida del

Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP). Asimismo se protegerian otras especies
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endémicas y prioritarias para la conservacion de la misma regién®¢77 Seria razonable
cuestionarse si, por esa razoén, las poblaciones de P. ornata, de una regién hidrografica y de
la otra, son especies cripticas, 0 estdn de hecho experimentando un proceso de especiacion
incipiente. Por esto la relevancia de incluir también poblaciones de diferentes cuencas de
Brasil.

Seria interesante profundizar en andlisis genéticos y morfolégicos. En particular
andlisis genéticos mutilocus, por ejemplo RADseq (Restriction site Associated DNA) u otras
aproximaciones a escala genoémica, que permitan revelar con mayor resolucion el grado de
conexion entre poblaciones, posibles eventos de introgresion, direccionalidad de la
colonizacién y datar eventos de migracion de cuencas y poblaciones. Por ejemplo, seria
posible a través de andlisis de RAD, que permiten la secuenciacion de miles de partes del
genoma. Seria ademas valioso complementar dichos estudios, con estudios de morfometria
geomeétrica, que permitan evaluar la variacion de la forma en un sentido mas amplio y no
restringirse solamente al tamafio corporal. Particularmente estudiar detalles de las genitalias
de machos y hembras, lo que eventualmente corroboraria si el proceso de especiacion se ha
completado o no. Ademas, con esta herramienta morfoldgica se obtendria una “distancia
morfoldgica” lo que permitiria ver su correlacion con las distancias moleculares encontradas.
De hecho, seria deseable integrar esta informacién con resultados comportamentales sobre
porcentajes de regalos simbdlicos y las variables ambientales de las nuevas poblaciones. A
su vez, entre las poblaciones ya estudiadas, son necesarios mas estudios en la poblacién de
Quebrada. Para esto son necesarios analisis sistematicos de la disponibilidad de presas y
proporcion de regalos simbélicos a lo largo del tiempo, asi como datos climaticos anuales.
Existe evidencia reciente de que estos cambios en el tamafio han sido seleccionados a favor
(es decir, no son plasticos en respuesta a lo que comen, sino que presentan alta
heredabilidad, (Albo et al. en preparacion), mientras que el comportamiento de ofrecer regalos
simbdlicos pareceria tener diferentes grados de plasticidad dependiendo de la poblacién. En
este contexto el andlisis de transcriptomica seria Util para evaluar qué genes estan implicados
en estos comportamientos, ya sea por expresion diferencial o por encontrar sefiales de
evolucion adaptativa en ellos.

Complementariamente seria muy bueno poder compartir este tipo de informacion al
publico en general, particularmente a la gente del territorio local a través de la difusién del rol
de esta especie en el ecosistema. Las interpretaciones que podemos hacer en base a su
comportamiento y ecologia en su habitat, convierten a P.ornata en una potencial especie
indicadora y de interés para la conservacion y entendimiento de los ecosistemas en los que
habita’. Dar a conocer esta informacién ayudaria a desmitificar las connotaciones negativas
gue culturalmente se les han dado a las arafias en general, lo cual conlleva a un descuido de

su conservacion. Ademas de su importancia biolégica per se, estos animales cumplen
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funciones que nos benefician a los seres humanos; son potenciales agentes de control
biolégico de plagas en agroecosistemas’®, controladores de insectos vectores e incluso
algunas especies son un gran modelo biolégico para la educacién en especial en jovenes®.
A su vez datos etnobioldgicos muestran que estos animales han formado parte de la cultura
de las sociedades a lo largo de los afios, tanto en el arte®?, en la literatura ®, en la cocina®,
como en la medicina®. Es por eso que poder conocer la biologia de las arafias nos conducira
a un mejor vinculo con estos animales tan interesantes. En esta misma linea, se necesita
generar conocimiento para poder desarrollar estrategias de conservacion adecuadas y es alli
donde radica la importancia de las investigaciones multidisciplinarias, en donde se integran
varios enfoques y se obtiene una mejor contextualizacion, visualizacién y entendimiento de la

naturaleza que somos y habitamos.
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ANEXO- TABLAS

Tabla Al- Matriz de distancias geogréficas para las poblaciones la arafia P. ornata de Lunarejo, Queguay,

Quebrada y Minas.

Lunarejo Queguay Quebrada  Minas
Lunarejo
Queguay 167.49 km
Quebrada 235.91 km 273.30 km
Minas 348.89 km 298.72 km 166.61 km

Tabla A2- Informacién de los cuatro loci reportados por Tieppo-Silveira and Bonatto (2009) para la especie P.
galianoae: B2, B3 C1, D4. Se muestran su tamafio absoluto en pares de bases (pb), el nimero de alelos (Na, la

heterocigosis esperada (He) y observada (Ho).

Loci Tamafio (pb) Na Ho He
B2 126-130 3 0.760 0.595
B3 347-365 8 0.524 0.866
C1 206-212 4 0.769 0.683
D4 233-245 6 0.808 0.670

Tabla A3- Valores de diferenciacién de las frecuencias alélicas y genotipicas para pares de poblaciones la arafia

P. ornata por locus de STRs y global para el conjunto de estos. Los valores globales significativos se resaltan en

negro.

Diferenciacion alélica

B2 B3 C1 D4 Global
Lunarejo-Minas 0.08 0.31 0.02 0.32 <0.01
Lunarejo-Quebrada 0.30 <0.01 0.03 0.51 <0.01
Lunarejo-Queguay 0.46 0.01 0.26 0.46 0.10
Minas-Quebrada 0.03 <0.01 0.03 0.03 <0.01
Minas-Queguay 0.08 0.06 0.38 0.08 0.04
Quebrada-Queguay 0.17 0.01 0.33 0.35 0.03
Global exact test 0.06 <0.01 0.09 0.10 <0.001
Diferenciacion genotipica
Lunarejo-Minas 0.11 0.50 0.09 0.58 0.02
Lunarejo-Quebrada 0.27 <0.01 0.11 0.79 <0.01
Lunarejo-Queguay 0.83 0.03 0.30 0.59 0.23
Minas-Quebrada 0.10 0.02 1.00 0.21 0.06
Minas-Queguay 0.35 0.14 0.55 0.21 0.4
Quebrada-Queguay 0.17 0.01 0.33 0.35 0.03
Global por locus- Exact 0.10 <0.01 0.33 0.46 0.01

test
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ANEXO- FIGURAS
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Figura Al- Reconstruccion filogenética por maxima parsimonia de los haplotipos de P. ornata encontrados en

este estudio, més los reportados para Trechaleoides biocellata y T. keyserlingi, usando como grupo externo

Trechalea bucculenta. Los nimeros sobre los nodos son los valores de consenso de 1000 seudoréplicas de

bootstrap.

43

34

43

99

53

H1

Trechaleoides biocellata
Trechaleoides keyserlingi
Trechalea bucculenta

Figura A2- Reconstruccion filogenética por Neighbour Joining de los haplotipos de P. ornata encontrados en este

estudio, mas los reportados para Trechaleoides biocellata y T. keyserlingi, usando como grupo externo Trechalea

bucculenta. Los numeros sobre los nodos son los valores de consenso de 1000 seudoréplicas de bootstrap.
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