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RESUMEN

En el presente trabajo se analizan diversos datos morfolégicos, y moleculares
para el reconocimiento de Pseudopaludicola falcipes.

La morfologia interna y externa de los adultos examinados de P. falcipes no
presentan variaciones importantes a nivel geografico.

En lineas generales no existen diferencias en la morfologia del condrocréneo de
P. falcipes con las de otras 3 especies del género analizadas, presentando una
combinacion de estados de caracteres compartidos con otros "leiuperinos” (Edalorhina,
Engystomops, Physalaemus y Pleurodema) y "leptodactilinos"” (Leptodactylus) y ningin
caracter apomorfico. Si se encontraron diferencias interespecificas en la morfologia
larval interna del piso y techo bucal.

En los andlisis filogenéticos realizados, Pseudopaludicola se recupera como
grupo hermano del clado Edalorhina, Engystomops, Eupemphix, Physalaemus vy
Pleurodema.

Tanto en el andlisis en RAXML como en MrBayes, no se encontraron soportes
significativos para la diferenciacion de agrupamientos intraespecificos en P. falcipes.

Se considera que desde un punto de vista morfologico y genético que P. falcipes
es una Unica especie en toda su distribucion geogréfica, la cual quedaria restringida a las
Provincias argentinas de Buenos Aires, Corrientes, Entre Rios, sur de Misiones y Santa
Fé, los Estados de Parang, Rio Grande do Sul y Santa Catarina en Brasil y a Uruguay.

A pesar que los marcadores utilizados en el presente trabajo permitieron la
identificacion de un alto nivel de variabilidad genética, entre los mas altos de los que
presentan los anuros, las poblaciones de P. falcipes presentaron una pobre

estructuracion geogréfica.

Este estudio estima que P. falcipes se origind en el noreste de Uruguay
aproximadamente hace 5,2 millones de afios (Ma) AP y que aproximadamente hace 1
Ma AP la especie ya estaba presente en casi toda su actual distribucion. La dispersion de
P. falcipes durante este periodo puede haber sido facilitada por algunas de sus
caracteristicas fisioldgicas y ecoldgicas. La alta variabilidad genética, pero sin
diversificacion especifica en una amplia &rea geogréfica, es el posible resultado de la
combinacion de poblaciones iniciales de gran tamafio efectivo, retencion de

polimorfismos ancestrales y/o una larga historia evolutiva. Pseudopaludicola falcipes es



un ejemplo poco frecuente en anfibios anuros por poseer alta diversidad genética, una

amplia distribucion geogréfica y poblaciones filogeograficamente poco estructuradas.

ABSTRACT

In this dissertation | discuss morphological and molecular data for recognizing
the anuran Pseudopaludicola falcipes. The data clarify its geographic distribution, and
allow inferring the likely historical factors involved and the evolutionary processes that
led to the occupation of its current range in southeastern South America.

The adult internal and external morphology of Pseudopaludicolafalcipes do not
show significant geographic variation.

Overall, there are no differences between the chondocranial morphology and
visceral skeleton of P. falcipes and the other examined species of the genus, displaying
a combination of characters shared with other leiuperines (Edalorhina, Engystomops,
Physalaemus y Pleurodema) and leptodactilines (Leptodactylus). Non-exclusive
characters were found in Pseudopaludicola. However, interspecific differences were
found in analyses of the larval internal morphology of the mouth roof and floor.

Phylogenetic analyses recovered Pseudopaludicola as the sister group of a clade
consisting of Edalorhina, Engystomops, Eupemphix, Physalaemus, and Pleurodema.
RaxML and MrBayes analyses did not support the differentiation of intraspecific clades
within P. falcipes.

Morphological and molecular data support that P. falcipes is a single species
with a relatively wide geographic distribution, ranging from the Argentinean provinces
of Buenos Aires, Corrientes, Entre Rios, Misiones and Santa Fe, across Uruguay and
into the Brazilian states of Parana, Rio Grande do Sul and Santa Catarina.

The molecular markers used on this work showed high level of genetic
divergences in P. falcipes, amongst the highest showed by any anuran, but populations
of this species have a poor geographic structure.

The analyses show that P. falcipes originated in northeast Uruguay about 5.2 ma
AP. The species was present in almost all of its current distribution about 1 ma AP. The
expansion could have been facilitated by some of its ecological and physiological
characters (open habitats, breeding in temporary water deposits, several postures or egg

clutches) and rapid larval growth.



Pseudopaludicola falcipes is a small-sized amphibian and until now, the only
known anuran species with high genetic diversity, a wide geographical distribution and

populations with poor phylogeographic structure.



1. INTRODUCCION

Pseudopaludicola (MIRANDA-RIBEIRO, 1926) es un género de anuros pequefos
distribuidos en América del Sur al este de los Andes, desde Colombia al sur de la
Provincia de Buenos Aires en Argentina. ElI género se caracteriza por su tamafio
corporal reducido (longitud hocico-cloaca menor a 17 mm en los machos, 27 mm en las
hembras de mayor tamafio), presencia de al menos un tubérculo antebraquial
hipertrofiado (tubérculo localizado en la cara lateral del antebrazo), caracteristicas de la
configuracion del complejo 6seo-cartilaginoso del hioides que conforman el soporte de
la lengua, y otros caracteres osteoldgicos del adulto (LoBo, 1995; CARDOZO, 2012).
Actualmente se reconocen 16 especies (ANDRADE & CARVALHO, 2013).

La asignacion de especimenes a las diferentes especies de este género es
problematica, tanto en el campo como en las colecciones cientificas, debido a su
conservada morfologia externa, falta de caracteres diagndsticos en especimens
conservados y polimorfismo cromético (LYNCH, 1989; PANSONATO et al., 2013).
Dificulta aln més el panorama taxondmico la inferida presencia de especies cripticas
sobre la base general de la morfologia externa (TOLEDO & HADDAD in TOLEDO et al.,
2010) y la presencia de especies simpatricas y aun sintopicas (PANSONATO et al., 2013).
Esto ha dado lugar, especialmente en Brasil (PANSONATO et al., 2012; 2013) a una
subestimacion de la verdadera diversidad dentro del género.

Por estas razones varias poblaciones permanecen designadas con las abreviaturas
“sp.” (especie no designada) “cf.” (confer = a confirmar) “aff.” (affinis = afin a) “gr”
(grupo) o como “species inquirenda” (término utilizado para una especie de dudosa

identidad que necesita extensa investigacion para su elucidacion).

La especie tipo del género Pseudopaludicola, P. falcipes, fue descrita por
HENSEL (1867) de una localidad no determinada del estado brasilefio de Rio Grande do
Sul. Basados en los diferentes niameros cromosdmicos aplicables a distintas poblaciones
uruguayas Yy brasilefias de P. falcipes (BATISTIC et al., 1969; BATISTIC et al., 1970;
BECAK, 1968; BRUM-ZORRILLA & SAEZ, 1968; SAEZ & BRUM, 1960) KLAPPENBACH &

LANGONE (1992) la consideraron como un complejo de especies.

BORGES-MARTINS et al. (2007) sugieren que la distribucion geogréfica conocida
de la especie (LAVILLA et al., 2004a) era muy amplia especialmente para un anuro de

pequefo tamafio. LYNCH (1979) predijo que algunos de los taxa de amplia distribucion



en América del Sur serian probablemente complejos de especies, concepto luego
expandido por FROST & HiLLIS (1990) en forma global.

Si bien recientes estudios citogenéticos comparativos en el género confirmaron
que la variacion cromosomica atribuible a P. falcipes, representaban ain innominadas
especies distintas (DUARTE et al., 2010; FAVERO et al., 2011) poco se avanzo sobre la
distribucion geogréfica y la identidad de las poblaciones a las que se aplicaba ese
nombre especifico. SITES & MARSHALL (2003) y RISSLER et al. (2006) sugieren que
analisis genéticos més detallados deberian llevarse a cabo en especies con amplia

distribucion para determinar el verdadero patron geogréfico de los linajes evolutivos.

Las investigaciones en filogeografia, como el campo de estudio de los principios
y procesos que gobiernan la distribucion geografica de los linajes genealdgicos,
especialmente aquellos dentro y entre especies estrechamente relacionadas (AVISE,
2000), no sélo ponen en evidencia los diferentes grados de estructuracion poblacional
de las especies (AVISE et al., 1987) sino que han sido utilizados para el reconocimiento

y establecimiento de limites entre ellas (VENCES & WAKE, 2007).

A pesar que Ameérica del Sur es el continente que alberga la mayor biodiversidad
del planeta, y también el mayor nimero de especies de anfibios (més de 1500 segun
IUCN, 2012), recientes revisiones (BEHEREGARAY, 2008; TURCHETTO-ZOLET, et al.,
2013) han evidenciado la escasez relativa de los estudios filogeogréficos en este grupo
taxonémico. La mayoria de los trabajos fueron publicados en los ultimos afios y estan
referidos a unos 40 taxa (BELL et al., 2012a; 2012b; BENAVIDES, 2005; CAMARGO et
al., 2006; CAMARGO et al.., 2009; CARNAVAL, 2002; CARNAVAL & BATEs, 2007;
CARNAVAL et al., 2009; CHEK et al., 2001; CoRREA et al., 2008; CORREA et al., 2010;
DeE LARIvAet al., 2010; ELMER et al., 2007; FITzPATRICK et al., 2009; FOUQUET et al.,
2007; FOUQUET et al., 2012a; FOUQUET et al., 2012b; FUNK et al., 2007; GARCIA-R. et
al., 2012; GUARNIzO et al., 2007: JoweRs et al., 2011; KoscCINskI et al., 2008;
LOUGHEED et al., 2006; MENDEZ et al., 2006; NOONAN & GAUCHER, 2005; NOONAN &
GAUCHER, 2006; NUNEZ et al., 2011; PARRA-OLEA et al., 2004; PRADO et al., 2012;
ROBERTS et al., 2007; SEQUEIRA et al, 2011; SLADE & MORITZ, 1998; SYMULA et al.,
2001; SymuLA et al., 2003; THOME et al., 2010; WEIGT et al., 2005). Hasta el momento
no existe un analisis realizado en ninguna de las especies distribuidas en la Provincia

Pampa (MORRONE, 2001) como P. falcipes.



En el presente trabajo se desarrollan andlisis morfoldgicos, filogenéticos y
filogeogréficos como aporte fundamental al reconocimiento de Pseudopaludicola
falcipes, esclareciendo su &rea de distribucion geografica y explorando los probables
actores ambientales que determinaron los patrones actuales de estructuracion genética,
los cambios demogréficos y del rango de distribucion durante la historia evolutiva de la

especie.
2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos generales

Evaluar el estatus taxondémico de P. falcipes a lo largo de su distribucion
geogréfica basado en la variacion morfoldgica y genética a partir de genes
mitocondriales y nucleares.

2.2. Objetivos particulares

2.2.1. Contribuir al conocimiento de la morfologia larval en el género en

relacion a la anatomia condrocraneal y oral interna en P. falcipes.

2.2.2. Realizar un analisis comparativo de caracteres larvales externos e internos

en el género para caracterizacion larval del género Pseudopaludicola.

2.2.3. Generar una hipotesis filogeogréfica para la especie basada en
reconstrucciones  histéricas e inferir los procesos evolutivos involucrados en la

formacion de los patrones filogeogréaficos observados.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Muestreo

A efectos de delimitar la distribucion geografica de P. falcipes, se construyo el
mapa presentado en la Figura 1 con datos obtenidos de la bibliografia (BRAUN &
BRAUN, 1980; CARDOzO, 2012; LoBo, 1992; 1994; NuUKEz et al., 2004) y datos
propios.

Para la construccion del mapa se utilizaron los programas de licencia publica
Google Earth (Ver. 6.2.2) y Quatum GIS (QGIS) version 1.7 4.

Las estimaciones del tamafio del area ocupada fueron obtenidas con una
herramienta on-line (http://www.freemaptools.com/area-calculator.htm).

Las localidades de muestreo fueron seleccionadas a lo largo de la distribucion
geogréfica conocida. En casos del material de paises vecinos, éste se vio limitado en su
disponibilidad, contando Unicamente con material cedido por algunas instituciones o
investigadores (ver Apéndice 1). Se siguid el criterio de WIENS & PENKROT (2002)
cuando fuese posible, en cuanto a incluir dos o més individuos por localidad.La
distancia maxima entre dos localidades de colecta fue de 1058 km y la minima de 9 km
(D.S. =210 km, media = 354 km).



Figura 1. Mapa mostrando todas las localidades conocidas de P. falcipes. Las localidades de las que se
dispuso de informacién molecular se presentan numeradas. La correspondencia de los nimeros se
presenta en el Apéndice 1.



3.2. Metodologia para morfologia

El andlisis de morfologia externa fue llevado a cabo sobre ejemplares adultos y
larvas provenientes de varias colecciones cientificas (ver Apéndice Il). Tanto los
especimenes adultos como las larvas utilizadas para observaciones de condrocréneo y
osteologia fueron diafanizados y doblemente tefiidos (azul de Alcian y Alizarin roja)
para cartilago y hueso siguiendo la técnica de DINGERKUS & UHLER (1977). Los
estados larvales se determinaron siguiendo a GOSNER (1960)

El material fue observado con una lupa estereoscopica Wild. Las ilustraciones
del condrocraneo fueron realizadas utilizando una camara clara adherida a la lupa,
utilizandose una ejemplar en estado 40. La terminologia utilizada para el condrocraneo
sigue a DE BEER (1937), DE JONGH (1968), HAAS (1995, 1996), y SokoL (1981).

Larvas de diferentes especies de Pseudopaludicola fueron disecadas para
observacion en microscopia electronica de barrido (MEB). Los especimenes fueron
preparados de la siguiente manera: limpieza inicial ultrasonica por 15 minutos, fijacion
en 4% de glutaraldehido por 2 horas a temperatura ambiente (TA), seguido de 3
lavados en solucion de fosfato 0.1M y postfijacién por 2 horas en solucion 1% de
tetroxido de osmio a TA, seguido por otros 3 lavados en solucion de fosfato 0.1M;
seguidamente las piezas fueran deshidratadas a través de lavados de 15 minutos cada
uno en una serie de etanol de concentracion creciente: 23%, 50%, 70%, 80%, y 95%, y
deshidratacion final en 3 lavados de etanol 100% de 15 minutos cada uno. Secado a
punto critico se realizo con CO2, y las piezas se montaron en soportes de aluminio y
cubiertas con una capa de oro/palladium de 22 nandémetros de espesor utilizando
systemHummer VII.

La anatomia oral interna se observd con un microscopio electrénico de barrido
Hitachi S-2300 instalado en la Universidad de Richmond (Virginia, Estados Unidos).
Fotografias se obtuvieron a 15kV, 20kV, y 50kV. Caracteristicas de la anatomia oral
interna siguen la metodologia y terminologia de WASSERSUG (1976), WASSERSUG &
HEYER (1988) y DE SA & LANGONE (2002).

La identidad de los ejemplares larvales (lIdentidad confirmada o IC sensu
LANGONE & DE SA, 2005) fue basada en la literatura (P. falcipes ZVC-B 11396 y
11398; LAUFER & BERRENECHTE, 2008, otras especies de Pseudopaludicola en
GIARETTA & FACURE, 2009 y ANDRADE & CARVALHO, 2013), en el microhabitat

ocupado (la Unica especie presente era P. falcipes), morfologia larval externa (MNHN
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9396; obs. pers) y el anélisis molecular de dos ejemplares (citados en el presente trabajo
como COLAL1 y COLA2).

3.3. Metodologia molecular

De los especimenes colectados de Pseudopaludicola falcipes fueron extraidas
muestras de tejido (ej. musculo e higado) que fueron preservadas en etanol 95% hasta su
procesamiento. EI ADN fue aislado utilizando el kit comercial Qiagen DNeasy
(Valencia, California, USA). Se procesaron un total de 154 ejemplares provenientes de
41 localidades (Apéndice 1V).

A efectos de evaluar la monofilia de P. falcipes, muestras de otras especies de
Pseudopaludicola fueron procesadas asi como secuencias de otras fueron obtenidas de
Genbank (Apéndice IV). Los grupos externos se seleccionaron de acuerdo a las
hipotesis filogenéticas moleculares méas recientes (FROST et al., 2006; GRANT et al.,
2006; LOURENGO et al., 2008; SANTOS et al., 2009; PYRON & WIENS, 2011). Las
secuencias de estos taxa provienen de GenBank (Apéndice IV) y pertenecen a las
siguientes especies: Leptodactylus fuscus, Scythrophrys sawaye, Paratelmatobius sp., P.
mantiqueira, Pleurodema brachyops, Engystomops petersi, Edalorhina perezi,
Eumpemphix nattereri y Physalaemus cuvieri.

Se colectaron secuencias de fragmentos de dos genes mitocondriales (12S y 16S
ARNr) y un gen nuclear (tirosinasa). Los fragmentos de estos genes se amplificaron

usando conjuntos de primers anteriormente publicados (Tabla 1).

Tabla 1. Primers usados para amplificacion y secuenciacion de ADN

Primer Tipo Dir| Secuencia (5’ a 3’) Referencia

16S ADNmt | F | CGCCTGTTTATCAAAAAC AT PALuMBI et al. (1991)

(16SAR)

16S ADNmt | R | CCGGTCTGAACTCAGATCACGT PALuMBI et al. (1991)

(16SBR)

12S ADNmt | F | ATAGCRCTGAARAYGCTRAGATG WIENS et al. (2005)

(12SMVZ59)

12S ADNmt | R | TYTCGGTGTAAGYGARAKGCTT WIENS et al. (2005)

(12SMVZ50)

Tirosinasa | ADNnu | F | GGCAGAGGAWCRTGCCAAGATGT | BossuYT &. MILLINKOVITCH (2000)
(TyrC)

Tirosinasa |ADNnu | R | TGCTGGCRTCTCTCCARTCCC A BOsSUYT &. MILLINKOVITCH (2000)
(TyrG)
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Las reacciones de PCR se llevaron a cabo utilizando Green Tag polimerasa
(Promega) y una combinacion de perfiles estdndares de ciclos térmicos usados para
amplificar el ADN nuclear y mitocondrial de anfibios (DE SA et al., 2005; STREICHER et
al., 2009; DeE SA et al., 2012).

El control de los productos de la amplificacion se llevd a cabo mediante corridas
electroforéticas en geles de 0.8% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados en un transluminador UV. Los productos que no mostraron bandas
secundarias fueron seleccionados para su secuenciacion.

Los productos de PCR fueron limpiados utilizando USB ExoSAP-IT (US78201,
Ambersham Biosciences, Piscataway, New Jersey, EE.UU.) y su secuenciacion
(primers en ambas direcciones) fue realizada en SeqWright Corp. (Houston, Texas,
EE.UU.; www.seqwright.com). Los cromatogramas resultantes para cada individuo se
visualizaron, editaron, y alinearon utilizando el programa Sequencher v. 5.0 (Gene
Codes Corp., Ann Arbor, Michigan, EE.UU.). Para verificar la identidad de las
secuencias se hicieron busquedas on-line con BLAST (Basic Local AlignmentSearch
Tool) (ALTscHUL et al., 1990) en http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

Las secuencias corregidas se alinearon con el programa SATé Il (L et al.,
2012). Los alineamientos fueron ajustados visualmente.

Las secuencias de ADN obtenidas ser&n enviadas a GenBank una vez que el

manuscrito resultante de este estudio sea aceptado para su publicacion formal.

3.4. Analisis de datos moleculares

3.4.1. Anélisis filogenéticos

Los anélisis filogenéticos se corrieron con los tres genes en forma concatenada.

Utilizando el programa jModelTest (POSADA, 2008), se determind que el modelo
Optimo de sustitucion de nucledtidos fue el "general-time reversible™ (GTR) utilizando
el criterio de informacion de Akaike. Este modelo asume igual probabilidades de
cambio entre las bases (TAVARE, 1986).

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron bajo los criterios de méxima
verosimilitud (ML) implementados en RAXML (Randomized Accelerated Maximum

Likelihood) (STAMATAKIS et al., 2008) y andlisis bayesiano implementados en MrBayes
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(utilizando un cddigo hibrido MrBayes, PRATAS et al. 2009). Ambos programas se
accedieron via on- line a través del portal CIPRES version 3.3 (MILLER et al. 2009)
ejecutado en el servidor XSEDE (recurso de National Science Foundation ABE
Teragrid; www.phylo.org/sub_sections/portal). Inicialmente se corrieron analises
independientes de los genes mitochondrales y del gen nuclear. Las topologias
resultantes no varian en general, y entonces se decidio correr y presentar resultados de
la matriz concatenada de los tres genes (2107 caracteres). Como grupo externo se uso
Leptodactylus fuscus.

El andlisis bayesiano consistié en 4 cadenas de Markov que corrieron durante
10 millones de generaciones y que fueron muestreadas cada 1000 generaciones. El
‘burn-in’ se estimo empiricamente graficando el "log-likelihood" (—In L) en relacion al
nimero de generaciones y como resultado los primeros 1000 arboles se descartaron y se
utilizaron los restantes 9000 &rboles para estimar un arbol consenso. Al finalizar el
analisis el valor p = 0.113; el examen visual del espacio muestreado indica buen espacio
de muestro.

Para interpretar los arboles filogenéticos se consideraron los nodos con alto
soporte como aquellos con valores de bootstrap (1000 replicas) de mayores de 70% en
el arbol de consenso de 50% (HILLIS & BuLL, 1993) y valores de soporte bayesiano de
al menos 0.95 de probabilidad posterior. Los arboles fueron visualizados con el

programa FigTree version 1.3.1 (disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

3.4.2. Diversidad genética y estructura poblacional

Luego de extraidas todas las ambigliedades de cada secuencia utilizando el
programa GenAlEx 6.5 (PEAKALL & SMOUSE, en prensa), éstas se transformaron en
archivos FASTA. Las secuencias contenidas en estos archivos fueron colapsadas en
haplotipos Unicos con FaBox (VILLESEN, 2007) y luego analizadas en Arlequin version
3.5 (EXCOFFIER & LISCHER, 2010.) para calcular el estadistico de WRIGTH Fsr (que
mide la variacion de las frecuencias alélicas entre poblaciones, y por tanto la
diferenciacion genética entre ellas) entre cada par de localidades. También se calcularon
estadisticos globales para toda la muestra como nimero de sitios polimdrficos (S),
diversidad nucleotidica (x, nimero de diferencias pareadas entre pares de haplotipos

presentes en la muestra, TAJIMA, 1983) y diversidad haplotipica (Hd, NEI 1987).
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Para evaluar si existia aislamiento por distancia entre las localidades se realizd
un Test de MANTEL (MANTEL, 1967), utilizando el software Past version 2.11
(HAMMER, et al., 2001). Para este test se utilizan dos matrices del mismo rango. Las
filas y columnas de una de las matrices se someten a permutaciones aleatorias, de
manera que la correlacion se vuelve a calcular después de cada permutacion para
obtener una distribucion nula y poner a prueba la significancia estadistica de la
correlacion observada. Las dos matrices utilizadas fueron la de distancia genética
(basada en Fsr) Y la de distancia geogréfica entre localidades.

Si bien existen diferentes interpretaciones de los valores negativos del
estadistico, para el Test de Mantel estos se tomaron como equivalentes a cero (BAILEY
et al., 2007, BARTH et al., 2011; CROTEAU et al., 2007; EMELIANOV et al., 2004,
IwAMOTO et al., 2012; MAGSINO & JUINIO-MENEZ, 2008).

Para el calculo de las distancias geogréficas entre localidades se realizd la
conversion de coordenadas a distancias en kildmetros utilizando una herramienta online
(The  Northern  California  Earthquake  Data  Center  disponible  en:
http://www.ncedc.org/convert/distance.html). EI software transformd las distancias
geogréficas en valores Euclidianos y para las distancias genéticas se utilizd la
correccion del modelo Kimura de 2 pardmetros (KIMURA, 1980).

El valor del coeficiente de correlacion de PEARSON (R) se obtuvo a partir de la
comparacion entre la correlacion observada y la esperada por el azar para 10.000
permutaciones aleatorias. El valor de p (significativo para 0.05) se logr6 a partir de la
distribucion de los coeficientes de correlacion obtenidos de las permutaciones.

Debido al bajo nimero de individuos por localidades se realizaron los tests de
neutralidad de TAJIMA (TAJIMA, 1989) y de Fu (Fu, 1997) para el total de las muestras y
no para localidades (o poblaciones) utilizando el programa Arlequin version 3.5.

Asumiendo que las poblaciones han estado en equilibrio entre mutacion y deriva
genética durante un tiempo evolutivamente largo (NEI & KUMAR, 2000) y a partir de la
variacion actual, estos test permiten evaluar si el polimorfismo contenido en un locus
dentro de una especie corresponden a desviaciones de lo esperado bajo la teoria neutral
0 pueden ser referidos a diferentes eventos demograficos del pasado. Valores
significativamente positivos pueden representar procesos de seleccion balanceadora, de
subdivision poblacional o cuellos de botella. Si las poblaciones sufren fuertes
expansiones demograficas se alejan del equilibrio entre mutacion y deriva genética, y

los indices tienden a tener valores significativamente negativos.
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El estadistico de TAJIMA (D) compara diferencias entre dos estimadores de la
cantidad de variacion genética: 1) numero de sitios segregantes de la muestra y 2)
diversidad nucleotidica como numero promedio de las diferencias pareadas entre
haplotipos. Bajo neutralidad D = 0.

El estadistico de Fu (Fs) estd basado en la probabilidad de observar una muestra
aleatoria de alelos en un tamafio poblacional dado que es determinado por el nimero
promedio de diferencias pareadas entre haplotipos. Simulaciones de Fs sugieren que es
un indicador més sensible de la expansion poblacional que el D de TAJMA. Esas
simulaciones también indican que el valor convencional de p de 0,05 corresponde a un
valor de la simulacion coalescente de p = 0,02. En otras palabras, F; debe considerarse
como significante si p <0,02. Para investigar la significancia de los estadisticos D y Fs y

para calcular el valor de p se utilizaron 10.000 permutaciones.

A partir de la matriz de distancias Fsr entre localidades, se realizé un Analisis
de Escalamiento Multidimensional (MDS). EI MDS es un analisis multivariado que ha
sido ampliamente utilizado como método para ordenar datos de distancias genéticas en
un espacio dimensional permitiendo la exploracion visual de los patrones espaciales de
estructuracion genética (LESSA, 1990).

El MDS se realizé en STATISTICA version 6.0 (StatSoft, Inc.) para ordenar
las localidades en el espacio definido por dos dimensiones. Se tomd como configuracion
inicial la obtenida por el algoritmo de GUTTMAN-LINGOES. La diferencia entre la
disparidad de la matriz de los modelos y de la matriz de la distancia obtenida en la

configuracion se expresé en el valor de Stress (KRUSKAL, 1964)

3.4.3. Andlisis filogeogréafico y demografia histérica

Para cada uno de los genes se construyeron redes de haplotipos utilizando TCS
version 1.21 (CLEMENT et al., 2000). Los gaps fueron tratados como un quinto estado y
se utilizé un 95% de probabilidad de que los haplotipos estuvieran parsimoniosamente
conectados.

El programa TCS asigna diferentes pesos a cada haplotipo de acuerdo a su
frecuencia en la muestra. Basado en la Teoria del Coalescente (CRANDALL &

TEMPLETON, 1993) el haplotipo ancestral es el més frecuente, el representado en mayor
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nimero de poblaciones y que tienen varias conexiones con los haplotipos de baja
frecuencia y se encuentran en el interior de la red.

A efectos de ilustrar la distribucion geogréfica de los haplotipos se utiliz6 el
programa on-line PhyloGeoViz (TsAl, 2011) disponible en http://phylogeoviz.org/.

Se procedié ademas a una reconstruccion filogeogréafica a partir de un modelo
de difusion espacial continua basado en caminatas aleatorias (LEMEY et al., 2010)
implementadas en BEAST 1.7.4. (DRUMMOND et al., 2012). Este analisis utiliza el arbol
consenso (o arbol de maxima credibilidad a posteriori, MCC por sus siglas en inglés) y
las coordenadas geogréaficas de las localidades, para ajustar un proceso de dispersion
espacial que permite estimar tasas de dispersion variables en el tiempo (LEMEY et al.,
2010).

Debido a que no existen dataciones para Pseudopaludicola, se utiliz6 una
calibracion del reloj molecular del gen mitocondrial 16S obtenida para otro anuro,
Leptodactylus validus (CAMARGO et al. 2009; media = 2.1 sustituciones x 10E-3, desvio
estdndar = 5.0 x 10E-4) que est4 filogenéticamente incluido en la misma familia que
Pseudopaludicola (Leptodactylidae) segun las hipdtesis més recientes (FROST et al.,
2006; LOURENCO et al., 2008; SANTOS et al., 2009; PYRON & WIENS, 2011; FOUQUET et
al., 2013). Modelos de difusion y de reloj molecular flexibles se especificaron
utilizando una distribucion log-normal a priori de la variacion entre ramas del arbol en
las tasas de difusion y de sustitucion nucleotidica.

Se especificé un arbol inicial coalescente, un modelo demogréfico de Skyride y
el modelo HKY+G de sustitucion, seleccionado con AlICc en jModelTest (POSADA,
2008). Se siguid el tutorial publicado en el sitio web de BEAST (disponible en
http://beast.bio.ed.ac.uk/RRWSs) para especificar los bloques de comandos de un anlisis
filogeogréfico continuo con caminatas aleatorias flexibles. Tres analisis independientes
se corrieron con cadenas de 100 millones de pasos y muestreadas cada 10 mil pasos
para obtener una muestra de 10 mil &rboles.

Los 'burn-in' plots en Tracer version 1.4 (RAMBAUT & DRUMMOND, 2007)
muestran que los anélisis convergieron a la misma distribucion posterior estacionaria
(Fig. 2). Luego de eliminar la muestra del periodo de 'burn-in’, se obtuvieron un total de
5000 arboles de la distribucion, que fueron usados para calcular el &rbol consenso de
maxima credibilidad anotado con las coordenadas geogréficas estimadas para nodos
ancestrales. Este arbol de consenso se analiz6 con SPREAD versién 1.5 (BIELEJEC et al.,

En prensa) para obtener una animacion de la difusion en el espacio y en el tiempo que
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puede  visualizarse con el programa  GoogleEarth  (disponible  en

http://earth.google.com).

Fig 2. Grafica del 'Burn-in' plots en Tracer que muestran la convergencia en probabilidad
posterior de tres analisis filogeograficos de difusion independientes identificados con los colores

negro, rojo y azul. El eje de las X corresponde al nimero de pasos de las cadenas de Markov.

A partir de los parametros obtenidos de la distribucion de 10 mil muestras de
las cadenas de Markov, el andlisis también estimé una tasa de dispersion espacial
promedio en unidades de km por millén de afios.

Finalmente, en Tracer se realizd la reconstruccion de la dinamica poblacional
con GMRF (Gaussian Markov random field) Skyride plot (MININ et al., 2008). Este
analisis es no paramétrico y utiliza el tiempo de espera entre eventos coalescentes en un
arbol de genes para estimar cambios en el tamafio efectivo de la poblacion a través del

tiempo.
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3.5. Terminologia

Las unidades cronoldgicas del Cenozoico utilizadas y su respectiva edad
geoldgica estan basadas en la Carta Cronoestratigrafica Internacional (INTERNATIONAL
COMMISSION ON STRATIGRAPHY, 2012).

El término extension de la presencia es utilizado segin UICN (2001), como el
area contenida dentro de los limites imaginarios continuos mas cortos que pueden
dibujarse para incluir todos los sitios conocidos, inferidos o proyectados en los que un

taxdn se halle presente.
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4. RESULTADQOS

4.1. Andlisis morfoldgico. Morfologia interna de larvas de Pseudopaludicola

Descripcion del condrocraneo de Pseudopaludicola falcipes (Fig. 3A-D).

Neurocraneo

Region etmoidal.— Los cartilagos pares suprarostrales soportan el pico cdrneo
superior. Cada suprarostral consiste en un cuerpo central y un ala lateral casi totalmente
fusionados (Fig. 1D). Los cuerpos del suprarostral se encuentran entre los cuernos
trabéculares en el extremo anterior del condrocraneo. Los dos cuerpos estan fusionados
ventromedialmente, formando una barra horizontal de cartilago continua entre los
cuerpos. La separacion media entre los cuerpos es estrecha, formando una U amplia.
Los cuerpos articulan dorsolateralmente con las alas laterales del suprarostral. Las alas
suprarostrales son ladminas planas cartilaginosas, en P. falcipes estdn casi
completamente fusionadas con los cuerpos suprarostrales, la separacion entre ambos
estd marcada por una pequefia abertura. Las alas son redondeadas ventralmente y cada
ala se curva posterolateralmente desde su punto de fusion con el cuerpo del suprarostral.
Un pequefio y redondeado alargamiento cerca del margen dorsomedial de las alas actia
como punto de articulacion de los cuernos trabeculares con los suprarostrales. El

margen posterodorsal de cada ala posee un proceso posterior dorsal bien desarrollado

Los cornua trabeculare (cuernos trabeculares) representan aproximadamente el
32% de la longitud total del condrocréneo. Divergen anteriormente desde el planum
trabecularum anticum y se expanden distalmente. Sus méargenes anteriores son
irregulares y articular ventralmente con las alas de los cartilagos suprarostrales. La
divergencia de los cuernos trabeculares delimita un espacio en forma de V. Los
procesos laterales trabeculares estan presentes pero poco desarrollados, viéndose como
una protuberancia poco distinguible en el margen lateral externo de los cuernos
trabeculares; este proceso funciona como el lugar de insercion del ligamento

cuadratoetmoidalis.

La confluencia posterior de los cuernos trabeculares se continua con el planum

trabeculare anticum, que a su vez se continda con el planum ethmoidale que forma la
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pared anterior del condrocraneo. El planum trabeculare anticum es amplio en el eje
anteroposterior del condrocrdneo, pero estrecho en el eje perpendicular al eje

anteroposterior.

Region Orbitotemporal. —EI &rea central del piso craneal se cierra con un
cartilago delgado, el planum intertrabeculare, el cual eventualmente obstruye la fenestra
basicranialis y contribuye al piso craneal durante el desarrollo. En el piso del craneo se
observan dos pares de foramenes, los caroticum primarium y los craneopalatinum.

Las paredes laterales del craneo estdn formadas por los cartilagos orbitales. Estos se
adhieren posterodorsalmente a las cépsulas 6ticas formando el margen anterior y dorsal
del foramen prooticum, una abertura alargada situada entre el borde anterior borde de la
cépsula otica y el margen posterior del cartilago orbital. Lateralmente puede observarse
dos orificios: el foramen oculomotorum, por detrds del cual se fusiona el proceso
ascendente del palatocuadrado al cartilago orbital; y el foramen opticum, ubicado
anterodorsalmente al oculomotorum. El foramen troclear es indistinguible.

La fontanela frontoparietal es amplia y de forma ovalada. Estd delimitada lateralmente
por las teniae tecti marginalis, posteriormente por el tectum synoticum y anteriormente
por el plano etmoidalis. La conexion entre las teniae tecti marginalis y las capsulas

Gticas es a través de una débil conexion cartilaginosa.

Region Otooccipital.—Las cépsulas oOticas son de forma ovoide y representan
cerca del 25% de la longitud total del condrocraneo. La crista parotica larval estd
presente y no presenta procesos antero o posterolaterales. El arco occipital se extiende
ventralmente desde el borde posteromedial de la c&psula ética, se fusiona con el planum
basalis y forma los condilos occipitales. El planum basalis y el arco occipital forman los
margenes ventral y medial del foramen yugular. EI foramen perilinfatico inferior se
encuentra lateral al fordmen jugulare (=yugular) en el margen ventromediano de la
cépsula otica (visible ventralmente, fig. 3B). La fenestra ovalis es grande, redondeada y

visible ventrolateralmente en la capsula 6tica, directamente debajo de la crista parotica.
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Componentes viscerales

Palatocuadrado.— EI palatocuadrado es estrecho anteriormente y se expande
hacia atrés. La curvatura posterior del palatocuadrado esté a nivel del punto de union del
proceso ascendente con el cartilago orbital. Posteriormente, el palatocuadrado conecta
con el cartilago orbital a traves del proceso ascendente, en la region de la pila antotica
del cartilago orbital. La fusion ocurre inmediatamente posterior al foramen
oculomotorum (fig. 3C); condicion "intermedia" de SokoL (1981). Anteriormente el
palatocuadrado se conecta a la caja craneana a través de una amplia comisura
cuadratocraneal anterior. Esta comisura se extiende entre el palatocuadrado y el piso del
neurocraneo, inmediatamente posterior a la pars articularis quadrati. El margen anterior
de la comisura tiene un proceso de forma triangular, el proceso cuadratoetmoidalis, que
sirve como punto de adhesion del ligamento cuadratoetmoidal. No se observa proceso
pseudopterigoideo ni comisura cuadratoorbitalis.

El palatocuadrado tiene anteriormente dos procesos, el proceso muscular
cuadrado y la pars articularis quadrati. El proceso muscular cuadrado es estrecho y
plano, y se extiende dorsalmente desde el margen lateral del palatocuadrado a nivel
posterior de la pars articularis quadrati.

Inmediatamente debajo del proceso muscular y ventralmente en el
palatocuadrado, hay una muesca, la facies hialis articularis, que sirve como punto de
articulacion del palatocuadrado con el ceratohial del esqueleto visceral. La facies
articularis hialis estd formada en parte por el proceso hiocuadrado, un proceso ventral
redondeado del palatocuadrado. En vista lateral, el proceso hiocuadrado es pequefio y
triangular. La pars articularis quadrati corresponde al segmento corto y ancho del
palatocuadrado que se extiende por delante del nivel del proceso muscular. La pars
articularis quadrati articula anteriormente, en casi toda su extension, con el cartilago de
Meckel.

Cartilagos de Meckel e infrarostrales

Los cartilagos de Meckel, junto con los infrarostrales forman la mandibula en P.
falcipes. El cartilago de Meckel es robusto y corto con orientacion en un angulo de 45°
respecto al eje principal del cuerpo. Tiene forma sigmoide, con su margen anteromedial
concavo y su margen anterolateral convexo. Lateralmente, el cartilago de Meckel
articula con el palatocuadrado a través del proceso retroarticular. En vista lateral, la

porcion medial del cartilago de Meckel se expande en el plano vertical para formar un
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proceso dorsomedial dorsal. La porcion posterodorsal del cartilago infrarostral articula
con el cartilago de Meckel en la regidn entre estos dos procesos.

Los cartilagos infrarostrales proporcionan apoyo para el pico corneo ventral.
Tienen forma de cufia y se conectan medialmente formando una estructura en forma de
V en vista anterior. Los méargenes anteriores son concavos, mientras que los posteriores

SOn CoNvexos.

Aparato hiobranquial (Fig. 4)

Los ceratohiales son cartilagos anchos y planos; en vista lateral se tuercen
dorsalmente para articular con el palatocuadrado en la facies hialis articularis. El
margen anterior de cada ceratohial tiene dos procesos anteriores, el p. anterior hialis y el
p. anterolateralis hialis. El proceso hialis anterior tiene el extremo ligeramente
redondeado con un borde mas agudo lateralmente y orientado externamente. El proceso
anterolateralis hialis es de forma triangular y esta ligeramente inclinado. Cada ceratohial
posee un proceso hialis posterior amplio y bien desarrollado. Medialmente los
ceratohiales estan conectados por una pars reuniens condrificada. La pars reuniens se
une posteriormente a una copula posterior que tiene un proceso urobranquialis muy
corto. La copula posterior se conecta posteriormente a las Idminas hipobranquiales.

Estas l&minas de cartilago son anchas y planas. Las placas se fusionan
medialmente en toda su longitud. Posteriormente, las Idminas hipobranquiales divergen
formando una U invertida entre los bordes posteriores.

Las cestas branquiales consisten de cuatro ceratobranquiales que distalmente son
continuos via las comisuras terminales. Proximalmente el ceratobranchial | se fusiona
con la ldmina hipobranquial por una amplia franja de cartilago. Ceratobranquiales I1, 111
y IV no se fusionan con la placa hipobranquial. Espiculas presentes en los

ceratobranquialis 11, 111y 1V.
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|
Figura 4. Esqueleto hiobranquial de Pseudopaludicola falcipes (Estado 40 de Gosner). Escala =1 mm.

Abreviaturas: CB I-1V, ceratobranquiales I-1V; CH, ceratohial; COT, comisura terminalis; HP, ldmina
hipobranquial; PAH, proceso anterior hialis; PAL, Proceso anterolateralis hialis; PLC, proceso lateral del
ceratohial; PPH, proceso posterior hialis; PR, pars reuniens; PU, processus urobranquial.

En lineas generales no existen diferencias en la morfologia del condrocréneo de
P. falcipes con los de P. facureae, P. aff. mystacalis y P. ternetzi analizados, aunque
debido al uso de estadios mas tempranos que en P. falcipes, el bajo grado de
condrificacion de estos dltimos probablemente condicioné una comparacidn mas

detallada.

MEB de la cavidad bucal de larvas de Pseudopaludicola (Figs. 5-8)

La descripcion esta basada en larvas de P. falcipes realizdndose anotaciones

sobre las otras especies analizadas.

Piso de la cavidad oral.—El piso bucal es mas ancho que largo y de forma
triangular. Anteriormente se visualizan un par de papilas infralabiales presentes con
extremos redondeados (Fig. 5B), presentes en las otras especies analizadas excepto en
P. facureae (Fig. 6B).
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El esbozo lingual esté bien desarrollado y es de forma ovalada. Hay tres papilas
linguales presentes, un par laterales de gran tamafio (alrededor de 2X de la longitud de
la papila medial) y una pequefia y de posicion medial, todas ubicadas en el tercio
anterior del esbozo lingual (Fig. 5B).

En Pseudopaludicola facureae el nimero de papilas es el mismo pero los
extremos son ramificados. La papila medial tiene una base de diametro ancho que
primariamente se ramifica en 4 y a su vez cada una de estas ramas se bifurcan. Las
papilas laterales se ubican por detras de la medial y son bifurcadas (Fig. 6).

En P. aff. mystacalis hay 4 papilas linguales, 2 laterales, mayores y ramificadas
y un par en la linea media, simples. En P. ternetzi también hay 3 papilas como en P.
falcipes y P. facureae, de las cuales la medial es la mayor (alrededor de 2X de la
longitud de las laterales) y con el extremo multilobulado.

La arena del piso bucal (BFA) en Pseudopaludicola + falcipes tiene forma de U
y estd delimitada por entre 8 y 10 pares de papilas. Estas papilas son alargadas con
bases anchas y extremos distales lobulados. Unas pocas pustulaciones estan
homogéneamente dispersas en la BFA. Las pustulaciones anteriores parecen ser
ligeramente més altas que las posteriores que son mas anchas pero mas cortas.

En P. facureae la BFA esta delimitada por entre 10 y 12 pares de papilas,
alargadas como en P. falcipes pero con extremos simples, no lobulados. Las
pustulaciones tienen la misma disposicion que en P. falcipes. En P. aff. mystacalis hay
4 pares de papilas rodeando la BFA y las pustulaciones son semejantes a las de P.
facureae y P. falcipes mientras que en P. ternetzi hay 10 pares de papilas y no se
observan pustulaciones (Fig. 8A).

Las hendiduras bucales son alargadas y se ubican transversalmente respecto a la
linea media. En el &rea anterior a las hendiduras bucales se encuentra una papila
(prepocket papillae). En P. facureae, P. aff. mystacalis y P. ternetzi no se observan
papilas anteriores a las hendiduras bucales.

La superficie del velum ventral es libre, amplia, con pocas proyecciones
marginales, cortas y anchas y esta densamente cubierta con fosetas secretoras. Hay una
muesca mediana muy poco diferenciada. Pseudopaludicola facureae y P. ternetzi tienen
la misma disposicidn pero carecen de muesca mediana, mientras que en P. aff.

mystacalis la muesca mediana es notoria.
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Techo de la cavidad oral.—El techo bucal es de forma semicircular con una amplia
arena prenarial lisa (sin pustulaciones o papilas). En P. aff. mystacalis se observan un
par de papilas prenarinales. No se observan papilas prenarinal en las microfotografias de
P. facureae y P. ternetzi.

Las coanas son estrechas, elipticas, orientadas en un angulo posterior de 45°, y se
ubican alrededor del tercio anterior del techo. Las paredes de las coanas son gruesas. El
borde anterior de cada coanaes papilado (papilas prenariales), mientras que el borde
posterior es ligeramente irregular, alto y forma una valvula narial amplia que carece de
proyecciones.

El borde posterior de las coanas no es papilado ni en P. aff. mystacalis ni en P.
ternetzi. No se observan en las microfotografias de P. facureae (Fig. 6B).

Posteriormente a las coanas y lateralmente a la arena postnarial, se ubican un par
de papilas (papilas laterales al pliegue mediano) bien desarrolladas de base amplia con
los extremos lobulados (Fig. 3C).

En P. facureae hay tres pares de papilas laterales al pliegue mediano, la mas
anterior es bifurcada. En P. aff. mystacalis hay dos pares de papilas, una de ellas
bifurcada; mientras que en P. ternetzi hay un Unico par con tres ramificaciones. En la
arena postnarial, entre las papilas postnariales y el pliegue mediano, se encuentran unas
pocas postulaciones (8); las mas destacadas por su tamafio se encuentran
inmediatamente anteriores al pliegue mediano.

En P. facureae las pustulaciones son menos notorias, destacandose 4 anteriores
al pliegue mediano. En P. aff. mystacalis son mas notorias que en P. falcipes y también
se destacan 4 anteriores al pliegue mediano. Estas pustulaciones estan poco marcadas en
las micrografias de P. ternetzi.

El pliegue mediano es de forma trapezoidal con un borde irregular. Lateralmente
al pliegue se presentan un par de papilas trifurcadas y de extremos lobulados. En P.
facureae el pliegue tiene igual forma pero el borde libre posee postulaciones que se
presentan de a pares (dos en la linea media y otras dos a cada lado de esta). Papilas
laterales al pliegue igual que en P. falcipes. En P. aff. mystacalis y P. ternetzi el borde
libre es liso con dos identaciones laterales.

La arena del techo bucal (BRA) es de forma ovalada, delimitada por delante por
el pliegue mediano y lateralmente por 6 pares de papilas alargadas con extremos
ligeramente bifurcados o ramificados. Las papilas posteriores son ligeramente mas

cortas que las anteriores. En P. facureae y P. aff. mystacalis hay 4 pares de papilas,
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pero estas tienen los extremos simples no ramificados. En P. ternetzi hay 5 pares de
papilas rodeando la BRA.

En la BRA hay aproximadamente unas 36 postulaciones uniformemente
dispersas. El velum dorsal es ancho, curvandose gradualmente hacia la linea media. En
P. aff. mystacalis las postulaciones son menos notorias y se presentan en numero
aproximado de 24. En P. facureae y P. ternetzi no se observan pustulaciones en las
microfotografias.

El margen del velum carece de papilas. Zona glandular del velum amplia y bien
definida; igual en P. facureae y P. aff. mystacalis. El margen del velum es poco visible

en las microfotografias de P. ternetzi.
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4.2. Andlisis filogenéticos

Existe una fuerte congruencia entre los resultados de los analisis con ADNmt,
ADNnu y combinado. En todos los arboles obtenidos tanto en RAXML como MrBayes
se recobran los mismos clados, con una minima variacion en los agrupamientos (Figs. 9
y 11).

Si bien la busqueda de las relaciones filogenéticas del género Pseudopaludicola
escapan a la meta de este trabajo, los resultados obtenidos del anlisis en RAXML (Fig.
9) permiten diferenciar dos clados dentro de la familia Leptodactylidae, uno
conteniendo a Leptodactylus, Paratelmatobius y Scythrophrys y otro con miembros de
los géneros Edalorhina, Engystomops, Eupemphix, Physalaemus, Pleurodema, y
Pseudopaludicola. En el analisis bayesiano (Fig. 11) se mantiene la misma topologia,
salvo que Leptodactylus aparece en un nodo no resuelto (Fig. 11).

Los miembros del género Pseudopaludicola se retnen en un clado monofilético
con fuerte soporte de boostrap (94%) y de probabilidad posterior (1.0). En todos los
arboles Pseudopaludicola se recupera como grupo hermano del clado (Edalorhina,
Engystomops, Eupemphix, Physalaemus, Pleurodema). Tanto en el anélisis de RAXML
(Fig. 9) como en MrBayes (Fig. 11) se recuperan 3 clados de Pseudopaludicola més P.
falcipes.

Debido a la falta de andlisis morfologico directo de la mayoria de estos

ejemplares, adopto un criterio conservador en cuanto a la identidad de estos clados:

Pseudopaludicola sp. 1: incluye material de Paraguay y de Bolivia.

Pseudopaludicola sp. 2: también incluye material de Paraguay y de Bolivia.

Pseudopaludicola sp. 3: incluye material de Brasil (Estados de Goias y Bahia). Si bien
las muestras de cada localidad se separan en 2 clados diferentes, el soporte del nodo en
bootstrap es de 75% pero el de probabilidad posterior estd muy por debajo de 0,95.
Hasta tanto no se examine un mayor niumero de ejemplares de diferentes localidades.

aqui se consideran las muestras pertenecientes a este clado como una Unica especie.

Pseudopaludicola falcipes: ejemplares identificados de esta manera se agrupan en el

analisis de RAXML con un alto valor de bootstrap (87 %). El valor de probabilidad
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posterior en el andlisis bayesiano para el mismo nodo es de 0,94, muy cercano al umbral
de alto apoyo de 0,95 de HUELSENBECK & RANNALA (2004).

Tanto en el andlisis en RAXML como en MrBayes, no se encontraron soportes
significativos para la diferenciacion de agrupamientos intraespecificos en P. falcipes. Se
considera entonces que desde un punto de vista morfologico y genético que P. falcipes

es una Unica especie en toda su distribucion geogréfica.
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Fig 10.
Continuacion de
la figura 9. Solo
se muestran los
ejemplares de P.
falcipes. Todos
los valores en
los nodos son de
soporte de
boostrap menor
a 75%.
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Fig. 12. Continuacion de la Fig. 11. S6lo se muestran los
ejemplares de P. falcipes. Todos los valores en los nodos
son de probabilidad posterior menor a 0.90.
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4.3. Distribucion geogréfica de P. falcipes

Segun los datos obtenidos para el presente trabajo la distribucion geogréfica de
P. falcipes incluye las Provincias Argentinas de Buenos Aires, Corrientes, Entre Rios,
sur de Misiones y Santa Fé, los Estados de Parana, Rio Grande do Sul y Santa Catarina
en Brasil y a Uruguay. La extension de la presencia de esta especie es un area estimada
de 742.000 km? aproximadamente (Fig. 13).

Figura 13. Area de extension de la presencia de P. falcipes construida a partir de los datos

presentados en el mapa de la Fig. 1.
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4.4. Diversidad genética y estructura poblacional de P. falcipes

Los valores de diversidad genética encontrados para P. falcipes se muestran en
la tabla 2.

Tabla 2. Valores de diversidad genética en las muestras obtenidas de P. falcipes.

N° Longitud N° N° sitios Diversidad | Diversidad

Gen secuencias | secuencia | haplotipos polimorficos haplotipica | nucleotidica
0.9259+| 0.053487
12S 110 876 74 782 0.0224 0.025860
0.8426 +| 0.082863
16S 121 543 65 251 0.0344 0.040049
0.9292+| 0.117808
Tyr 87 444 59 193 0.0239 0.056988

La distribucion de los haplotipos de cada gen se muestran en el Apéndice IV.
Los valores del estadistico de WRIGHT FST entre pares de localidades se presentan en
las Tablas 3-5. La media y varianza de los valores de FsT fueron los siguientes: 12S
(0,133 + 0,064) 16S (0,209 + 0,126) y tirosinasa (0,341 + 0,145). Los anélisis de
escalamiento multidimensional (Figs. 14-16) no mostraron ningun tipo de agrupamiento

de acuerdo a criterios espaciales, con valores de Stress >20% (>0.2).



Tabla 3. Valores del estadistico de WRIGHT FST entre pares de localidades basadas en el fragmento de 12S
Los valores negativos (en rojo) se asimilarona 0

Ace CL_URU |Agu CA URU |Alc RG_ BRA |Am ER_ ARG |Aur RLURU |Bel AR URU |Cam_RG _BRA |Car MA URU |Cha TT URU |Cor RO URU |Cue TT URU |Don RN_URU |Eld_RG_BRA [Jag RG_ BRA |Lac CO_URU |Lau SF ARG |Liv.RG_BRA |Lui RN URU |Mer CL_ URU |Mis CL URU |Pas SJ URU Per PA URU |Pin CA URU |Por RG_BRA |Pra SC BRA  |Que PA URU |Rin_SF ARG  |Sag CL URU |Sal MA URU [San SJ URU |Sau CL_URU |Tap CO_ARG |Tri RI_URU Val_FL_URU
Agu_CA URU 0.34249
Alc_RG_BRA 0.24593 0.00276
Arr_ER_ARG 0.16037 0 0
Aur_RI_URU 0.26013 0.16096 0 0
Bel_AR_URU 0.36613 0.03255 0 0 0.22332
Cam_RG_BRA 0.28816 0.14464 0.01449 0 0.09288 0.0839
Car_MA_URU 0.25205 0 0 0.025 0.00539 0 0.1041
Cha_TT_URU 0.15496 0.28571 0.16415 0 0 0.29895 0.14351 0.19048
Cor_RO_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cue_TT_URU 0.15328 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Don_RN_URU 0.32253 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eld_RG_BRA 0.15986 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Jag RG_BRA 0.13803 0.08707 0 0 0 0 0 0.07692 0 0 0 0 0
Lac_CO_URU 0.34296 0.0625 0 0.18338 0.1894 0.00114 0.15419 0.07216 0.41649 0.11111 0.01515 0 0 0.28571
Lau_SF_ARG 0.17174 0 0.16201 0 0 0.15018 0.18818 0.17241 0 0 0 0 0 0 0.39873
Liv_RG_BRA 0.38646 0.08541 0 0 0.26596 0 0 0 0.28959 0 0 0 0 0 0.00724 0.21824
Lui_RN_URU 0.45525 0.01089 0 0 0.37571 0.00705 0.08711 0 0.43326 0 0 0.0182 0 0.06772 0 0.28082 0.00969
Mer_CL_URU 0.1491 0.14729 0.09129 0 0 0.12542 0 0.18343 0 0 0 0 0.0625 0 0.36985 0 0 0.19585
Mis_CL_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pas_SJ_URU 0.37239 0.09643 0.07327 0.11964 0.24649 0.02569 0 0.0177 0.42598 0 0 0 0 0.17572 0.04989 0.3309 0.01702 0.01963 0.32304 0
Per_PA_URU 0.16038 0 0 0 0 0 0 0 0 0.33333 0 0 0 0 0 0 0 0 0.05882 0 0
Pin_CA_URU 0 0 0.26316 0.23077 0 0 0.00901 0.33333 0 1 0.2 0 1 0 0.66667 0 0 0.18095 0 1 0.39394 0.77778
Por RG_BRA 0.14379 0.21223 0.12611 0 0 0.17976 0 0.22772 0 0 0 0 0.1 0 0.3999 0.01176 0.09863 0.25894 0 0 0.38401 0.09524 0
Pra_SC_BRA 0.15724 0 0.00769 0 0 0 0.01701 0 0 0 0 0 0 0 0.21162 0 0 0 0.04762 0 0.0625 0 0.23077 0.04167
Que_PA URU 0.16272 0.11251 0.31618 0.4 0 0.08235 0.11111 0.35714 0.04348 0.71429 0.44444 0 0.8 0.13333 0.56109 0 0.05754 0.14499 0.15789 0.6 0.11421 0.66667 0.84615 0.17391 0.4
Rin_SF_ARG 0.15646 0.0211 0.06024 0 0 0 0.03892 0.02041 0 0 0 0 0 0 0.24843 0 0 0.09587 0.04167 0 0.13786 0 0 0 0 0.30769
Sag CL_URU 0.30267 0.02643 0.03118 0.11111 0.1166 0 0.14373 0 0.33388 0 0.07538 0 0 0.20205 0.01278 0.29903 0.0048 0 0.30368 0 0.00086 0 0.52381 0.33224 0 0.45382 0
Sal_MA_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0.11111 0 0 0 0 1 0 0.33333 1 0 0 0.71429 0 0
San_SJ_URU 0.21961 0.29955 0.22289 0 0 0.40269 0.32019 0.22656 0 0 0 0 0 0 0.45238 0 0.46052 0.5551 0 0 0.4896 0 0 0 0 0.04167 0 0.35961 0
Sau_CL_URU 0.15986 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0.0625 0 0 0 1 0.1 0 0.8 0 0 1 0
Tap_CO_ARG 0.17825 0 0.21538 0.07692 0 0.20058 0.24159 0.22857 0.02362 0 0.08 0 0.09524 0.06061 0.44855 0 0.26664 0.30525 0.08108 0 0.41477 0.09091 0 0.08642 0.07692 0.23077 0.06897 0.35069 0 0 0.09524
Tri_RI_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0.6 0 0 1 0 0 0
Val_FL_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0.42857 0 0 0 0 1 0.13043 0.6 1 0 0 0.77778 0 0.23077 1 0 1 0
Yap_CO_AR 0 0 0 0.09091 0 0 0 0.2 0 1 0 0 1 0 0.52941 0 0 0 0 1 0.28571 0.66667 1 0 0.09091 0.81818 0 0.41176 1 0 1 0
media 0.133

varianza

0.064




Tabla 4. Valores del estadistico de WRIGHT FST entre pares de localidades basadas en el fragmento de 16S 40
Los valores negativos (en rojo) se asimilarona 0
Ace CL URUJAgu CA URUJAIc RG BRAJArr ER ARGJAur RI URU [Baj ER ARG [Bel AR URU[Cam RG BRA[Car MA URU [Cha TT URU[Cue TT URU[Don RN URUJEld RG BRA[Jag RG BRA[Lac CO URU [Lau SF ARG [Liv RG BRAJLui RN URU[Mer CL URU[Mis CL URU [Moj ER ARG [Pal RO URU [Pas S] URU [Per PA URU[Pie PA URU][Pin CA URU [Por RG BRA[Pra SC BRA [Que PA URU[Sag CL URU [San SI URU [Sau CL URU[Sau TA URU[Tap CO ARG [Val FL URU
Agu_CA_URU 0.06545
Alc_RG_BRA 0.01961 0.31503
Arr_ER_ARG 0 0 0
Aur_RI_URU 0 0 0| 0.18182
Baj_ER_ARG 0 0 0 0 0
Bel _AR_URU 0.09365 0 0.18141 0 0 0
Cam_RG_BRA 0.09276 0.13 0.00976 0 0 0 0.10851
Car_MA_URU 0 0 0.05365 0 0 0 0 0.1562
Cha_TT_URU 0.19103 0 0.43739 0 0 0 0 0.3137 0.05531
Cue_TT_URU 0.43229 0.75214 0.86271| 0.96133 0.95722 0.96721 0.45216 0.8922 0.37236 0.61888
Don_RN_URU 0 0 0.06292 0 0 0 0 0.0758 0 0 0.33503
Eld_RG_BRA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00768 0.67276 0
Jag_RG_BRA 0.02463 0.27774 0 0.0211 0.20257 0 0.09207 0 0.09794 0.32877 0.96383 0.03157 0
Lac_CO_URU 0.08799 0.34584 0 0 0.08815 0 0.15574 0 0.19059 0.43649 0.94447 0.1045 0.02546 0
Lau_SF_ARG 0 0 0.28421 0 0.00552 0] -0.02119 0.37024 0 0 0.10204 0 0 0.34784 0.44414
Liv_RG_BRA 0.14798 0.49895 0.02341]  0.09497 0.29015 0 0.22674 0.02348 0.2994 0.55923 0.96488 0.1877 0.12511 0 -0.04653 0.56315
Lui_RN_URU 0 0 0.03819 0 0 0 0 0 0 0 0.47919 0 0 0 0.01545 0f 0.07285
Mer_CL_URU 0.16049 0 0.30868| 0.00097 0.01847 0 0 0.23179 0.04842 0 0.50061 0 0 0.2163 0.30223 0.00986( 0.39824 0
Mis_CL_URU 0 0 0.28421 0 0.00552 0 0 0.37024 0 0 0.11111 0 0 0.34784 0.44414 0f 0.56315 0 0.00841
Moj_ER_ARG 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.96757 0 0 0 -0.47826 0 0 0 0 0
Pal_RO_URU 0 0.21418 0| 0.20755 0.26772 0 0.04762 0 0.0137 0.23101 0.97007 0 0 0.03797 0.0098 0.23948 0.1488 0 0.15227 0.23948 0.11111
Pas_SJ_URU 0 0 0.04944 0 0 0 0 0.06851 0 0.0008 0.31834 0 0 0.01987 0.08205 0f 0.14765 0 0.01364 0 0 0
Per_PA_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.96721 0 0 0 -1 0 0 0 0 0 1 0 0
Pie_PA_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.96721 0 0 0 -1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
Pin_CA_URU 0.24335 0.51111 0.83642| 0.95349 0.94382 1 0.27967 0.86905 0 0.23466 0.64706 0.04863 0.53488 0.96056 0.93645 0f 0.96263 0.32651 0.27325 0 1 0.96981 0.08788 1 1
Por_RG_BRA 0.09081 0 0.081 0 0 0 0.01864 0 0.11106 0.11994 0.83544 0.01699 0 0 -0.00549 0.2734| 0.09193 0 0.10384 0.2734 0 0 0.03392 0 0 0.78803
Pra_SC_BRA 0 0 0 0 0.25 0 0 0 0 0 0.97826 0 0 0 -0.22791 0 0 0 0.01306 0 0.33333 0.18571 0 0 0 0.98857 0
Que_PA_URU 0 0.23676 0 0 0.35514 0 0.05005 0 0 0.24303 0.97949 0 0 0 -0.10277 0.24135 0 0 0.15962 0.24135 0 0.25 0 0 0 0.98479 0 0
Sag_CL_URU 0 0 0.1513 0 0 0 0 0.12432 0 0 0.26792 0 0 0.09774 0.1983 0] 0.31605 0 0 0 0 0.01 0 0 0 0 0.02668 0 0.02985
San_SJ_URU 0.57433 0.36546 0.82815| 0.82927 0.82209 0.70186 0.07086 0.80863 0.56507 0 0.92035 0.32316 0.56297 0.88774 0.88629 0.55236| 0.92252 0.26011 0 0.55236 0.70552 0.8762 0.39878 0.70186 0.70186 0.85455 0.68869 0.84568 0.88876 0.37651
Sau_CL_URU 0 0 0 0 0.28571 0 0 0 0 0 0.98361 0 0 0 -0.30435 0 0 0 0.01071 0 1 0.17241 0 0 0 1 0 0 0 0 0.85093
Sau_TA_URU 0 0 0 0 0.2 0 0 0 0 0 0.96739 0 0 0 -0.11024 0| 0.04274 0 0.01768 0 0 0.20213 0 0 0 0.9661 0 0 0 0 0.83537 0
Tap_CO_ARG 0.70161 0.69697 0.93235 0.9801 0.97519 1 0.48663 0.93807 0.64615 0.35562 0.97357 0.52491 0.78022 0.98252 0.97169 0.46708| 0.98349 0.58759 0.44753 0.46875 1 0.98675 0.57626 1 1 1 0.89058 0.99505 0.99342 0.46667 0.80876 1 0.98515
Val_FL_URU 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.96721 0 0 0 -1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0.70186 0 0 1
Ya_CO_ARG 0 0 0.34969| 0.76471 0.76744 1 0 0.49517 0 0 0.96026 0 0 0.82278 0.71901 0] 0.83288 0 0 0 1 0.86667 0 1 1 1 0.29392 0.94595 0.92857 0 0.75385 1 0.84615 1 1
media 0.209

varianza

0.126




Tabla 4. Valores del estadistico de WRIGHT FST entre pares de localidades basadas en el fragmento de tirosinasa 41
Los valores negativos (en rojo) se asimilarona 0
Ace_CL_URUJ|Agu_CA_URUArr_ER_ARG |Bel_AR_URU|Cam_RG_BRACar_MA_URUCue TT_URU|Don_RN_URUEId_RG_BRA |Jag_RG_BRA |Lac_CO_URU|Lau_SF ARG [Liv_RG_BRA [Lui_RN_URU [Mer_CL_URUPal_RO_URU|Pas_SJ URU |Pin_CA_URU|Pra_SC_BRA [Que_PA URUSag CL_URU |Sal_MA_URU|San_SJ URU |Sau_CL_URU|Sau_TA_URU|Tap_CO_ARG
Agu_CA_URU 0
Arr_ER_ARG 0 0
Bel_AR_URU 0.32475 0.06268 0.69577
Cam_RG_BR/ 0.13336 0.19631 0 0.63761
Car_MA_URU 0 0 0.13514 0 0.30928
Cue_TT_URU 0.33867 0 1.00000 0.06897 0.70226 0
Don_RN_UR} 0.05815 0 0.15760 0.05689 0.31719 0 0
Eld_RG_BRA 0 0 0 0.53179 0 0 1.00000 0
Jag_RG_BRA 0 0 0 0.35969 0.03218 0 0.31498 0.06839 0
Lac_CO_URU 0 0.00068 0 0.34182 0.13716 0 0.40613 0.09541 0 0
Lau_SF_ARG 0.27222 0 0.12634 0.38289 0.25738 0.09476 0.16518 0.10212 0 0.20947 0.28705
Liv_RG_BRA 0.16678 0.26294 0 0.69179 0 0.39685 0.76588 0.35291 0 0.10122 0.18420 0.36016
Lui_RN_URU 0.27956 0 0.44993 0.08599 0.53895 0 0 0 0.27329 0.29582 0.31331 0.25644 0.58407
Mer_CL_URY 0.18402 0 0.39875 0 0.51841 0 0 0 0.05056 0.17880 0.19883 0.27376 0.57879 0.05482
Pal_RO_URU 0.05721 0.12741 0.17241 0.75760 0 0.35622 0.98148 0.25773 0 0 0.06965 0.26554 0 0.52186 0.52210
Pas_SJ_URU 0.50761 0.21652 0.96113 0.41774 0.76858 0.31640 0.64912 0.13061 0.94792 0.60228 0.57247 0.54216 0.80431 0.01572 0.26803 0.96104
Pin_CA_URU 0.30532 0 1.00000 0.04706 0.69207 0 1.00000 0 1.00000 0.33923 0.38147 0.10526 0.75616 0 0 0.98095 0.58333
Pra_SC_BRA 0.54159 0 1.00000 0.61611 0.71552 0.18987 1.00000 0.01145 1.00000 0.55687 0.58095 0 0.76352 0.21619 0.26522 0.98431 0.95526 1.00000
Que_PA_URU 0 0 1.00000 0.53977 0 0 1.00000 0 1.00000 0 0 0 0 0.27965 0.06630 0.33333 0.94872 1.00000 1.00000
Sag_CL_URU 0.42687 0 0.57360 0.19767 0.64868 0 0 0 0.14721 0.40964 0.45889 0.05951 0.71378 0 0.08052 0.69561 0.36379 0 0 0.15152
Sal_MA_URU 0.29745 0 1.00000 0.69888 0.33108 0.06569 1.00000 0 1.00000 0.26073 0.37143 0 0.37954 0.37769 0.35000 0.95960 0.96528 1.00000 1.00000 1.00000 0.16832
San_SJ_URU 0.21767 0 1.00000 0 0.66723 0 1.00000 0 1.00000 0.24579 0.29600 0.09880 0.73780 0 0 0.97884 0 1.00000 1.00000 1.00000 0 1.00000
Sau_CL_URU 0 0 0 0.65731 0 0.04167 0.92806 0.13034 0 0 0 0.12204 0 0.42590 0.36070 0.22472 0.93985 0.92593 0.93865 0 0.54124 0.85507 0.91736
Sau_TA_URU 0 0 0 0.53179 0 0 1.00000 0 0 0 0 0 0 0.27329 0.05056 0 0.94792 1.00000 1.00000 1.00000 0.14721 1.00000 1.00000 0
Tap_CO_ARG 0 0 0 0.53179 0 0 1.00000 0 0 0 0 0 0 0.27329 0.05056 0 0.94792 1.00000 1.00000 1.00000 0.14721 1.00000 1.00000 0 0
Yap_CO_ARG 0 0 1.00000 0.48734 0 0 1.00000 0 1.00000 0 0 0 0 0.22175 0 0.77778 0.94350 1.00000 1.00000 1.00000 0.10160 1.00000 1.00000 0 1.00000 1.00000
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Figura 14. Escalamiento multidimensional en dos dimensiones para las localidades muestreadas para un
fragmento del gen 12S basadas en FsT. Stress de KRUSKAL = 0,3133703.

Figura 15. Escalamiento multidimensional en dos dimensiones para las localidades muestreadas para para
un fragmento del gen 16S basadas en FsT. Stress de KRUSKAL = 0,2527670.
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Figura 16. Escalamiento multidimensional en dos dimensiones para las localidades muestreadas para para
un fragmento del gen tirosinasa basadas en FsT. Stress de KRUSKAL = 0,2543850.

El test de Mantel no detectd ninguna correlacion significativa (p>0,05) entre
distancia geogréfica y distancia genética a nivel mitocondrial de los genes 12S (p =
0,53) (Fig. 17) y 16S (p = 0,20) (Fig. 18). Si existe una correlacion positiva y
significativa (p < 0,02) entre las distancias con los datos obtenidos para la tirosinasa
(Fig. 19).
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Figura 17. Gréfico de la correlacién entre distancia genética y geogréafica para el gen 12S. R = -0,03638. p
=0,53. La linea roja representa el mejor ajuste de la regresion bivariada.

1.2

Distancia geografica (km)

Figura 18. Grafico de la correlacién entre distancia genética y geogréafica para el gen 16S. R = 0,08656. p
=0,2039.
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1.2
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Figura 19. Gréfico de la correlacion entre distancia genética y geogréafica para el gen tirosinasa. R =
0,3705. p =0,0168.

4.5. Andlisis filogeografico

En los tres fragmentos de genes analizados la mayoria de los haplotipos tanto
mitocondriales como nucleares estuvieron restringidos a unas pocas localidades,
estando en su mayoria presentes s6lo en una Unica localidad. De los 74 haplotipos
hallados para el fragmento del gen 12S, 68 (91,8%) son haplotipos unicos, mientras que
de los 65 haplotipos del fragmento del gen 16S, 59 son Unicos (90,7%) y de los 59 del
fragmento de la tirosinasa, 54 (91,5%) son haplotipos Unicos.

Utilizando el criterio de 95% de parsimonia en por el programa TCS, para
ninguno de los marcadores utilizados fue posible conectar en una sola red todos los
haplotipos encontrados (Figs. 20-22). Para cada uno de los genes se recobraron varias

redes y haplotipos divergentes que no se correlacionaron con su ubicacion geografica.
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La distribucion geogréfica de los haplotipos obtenidos se muestra en las figuras

23 a 25. Los haplotipos ancestrales de cada uno de los genes se encuentran presentes

en gran parte de la distribucion geogréfica, aunque convergen en un area que incluye el

centro y noreste de Uruguay Yy el sur de Rio Grande do Sul (Fig. 26).

Figura 26. Area ocupada por los haplotipos ancestrales de P. falcipes.

Los valores obtenidos de la prueba de neutralidad de Tajima (D) para la

totalidad de las muestras de todos los genes fueron significativas (p = 0) y con valores

negativos (Tabla 6). En cambio para la prueba de Fu (Fs), los valores no fueron

significativos (p > 0,02) (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados de las pruebas de neutralidad de Tajima (D) y Fu (Fs) para el total de las
muestras. Los valores sélo fueron significativos para D (p<0,05)

D Fs
12S -2,81867 -8,42581
16S -2,66313 -1,88672
Tyr -2,58141 -2,90663

La reconstruccion de la demografia histdrica mediante el analisis bayesiano

GMREF Skyride plot (Fig, 27), sugiere que las poblaciones de P. falcipes han crecido en
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forma constante y continua desde los ultimos 3 millones de afios. La escala de tamafio
poblacional en este analisis esta expresada en unidades de Ne x T (tau), donde Ne es el
tamafio efectivo poblacional y T (tau) es el tiempo generacional expresado en millones
de afios (la escala de tiempo usada en el andlisis). Asumiendo un valor de tau para P.
falcipes de 2 afios (0,000002 millénes de afios) y haciendo la conversion para el valor
de Ne x T en el presente de aproximadamente 300, el tamafio efectivo poblacional (Ne)
seria de 150 x 10°.

Fig, 27, Historia demogréafica de P, falcipes determinado por GMRF Bayesian Skyride plot
basado en secuencias del gen 16S. La linea negra representa el valor de la mediana, el area gris
el 95% de intervalo de credibilidad bayesiano.

Segun el andlisis filogeogréfico de difusion continua de BEAST, basado en las
localidades del muestreo y en las secuencias del gen 16S, P. falcipes tiene un origen en
el noreste de Uruguay hace aproximadamente 5,2 Ma AP. (Fig. 28A). Esta region es
parte del &rea de convergencia de los haplotipos ancestrales de los fragmentos de genes
analizados (Fig. 26) y coincide con las areas de origen estimadas de la misma forma con

los fragmentos de genes 12S y tirosinasa (Fig. 29A-B).
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Figura 29. Areas de origen de P. falcipes basadas en 12S (A) y tirosinasa (B). Capturas de
imagen de salida del andlisis filogeografico de difusion continua de BEAST No se incluyen
dataciones ya que no se contd con informacidn para aplicacion de un reloj molecular (ver
materiales y métodos).

Diversas hipotéticas rutas migratorias son inferidas a partir de este analisis. Las

que son a mayor distancia se muestran en la figura 30 y en la tabla 7.
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Tabla 7. Referencias de la figura 30.

Ruta Ma (AP) | Desde Hacia

1 5,2-4,8 | NE de Uruguay (Cerro Largo) O de Uruguay (Rio Negro - Paysand()
2 4,7-4,2 | NE de Uruguay (Cerro Largo) Laguna de los Patos

3 4,8-1,2 | Ode Uruguay (Rio Negro - Paysandd) | N de Uruguay (Artigas)

4 4,2-2,1 | NE de Uruguay (Cerro Largo) Laguna de los Patos

5 3,56-1,3 | NE de Uruguay (Cerro Largo) N de Uruguay (Rivera)

6 3,5-1,8 | NE de Uruguay (Cerro Largo) SE de Uruguay (Rocha)

7 3,6 -3,0 | Ode Uruguay (Rio Negro - Paysandd) | SO de Uruguay (Colonia)

8 3,0-2,5 | NE de Uruguay (Treinta y Tres) SO de Uruguay (San José)

9 2,6 -1,8 | Ode Uruguay (Rio Negro - Paysandi) | SO de Uruguay (Colonia)

10 2,53-2,51 | O de Uruguay (Rio Negro - Paysandu) | N de Uruguay (Rivera)

11 2,6 -1,3 | Ode Uruguay (Rio Negro - Paysandu) | Mesopotamia Argentina (E. Rios)
12 2,2-0,66 | NE de Uruguay (Cerro Largo) N de Uruguay (Artigas)

13 1,6 - 0,32 | SO de Uruguay (San José- Colonia) Buenos Aires (Argentina)

Se pueden distinguir 3 etapas diferentes.

La primera que incluye las rutas 1

hasta 5 y son eventos de colonizacion de la mitad norte de Uruguay y de la cuenca de la
Laguna de los Patos. La segunda, rutas 6 a 9, colonizacion de la zona costera de
Uruguay. La tercera fase puede rutas 11 y 13, colonizacion de la Mesopotamia
Argentina y costa de la Provincia de Buenos Aires en tiempos mas recientes.

Entre 3,2 y 0,68 Ma AP en toda el &rea ocupada se observan hipotéticas rutas
migratorias en varios sentidos formando una compleja trama de colonizaciones. En
algunas localidades los origenes de la colonizacién son diversos. Por ejemplo: la costa
uruguaya del Rio de la Plata al igual que el norte de Uruguay (Rivera) fueron
colonizados en distintas ocasiones desde las areas de Cerro Largo y de Paysandu-Rio

Negro (Fig. 30).
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5. DISCUSION Y CONCLUSIONES

5.1. Analisis morfolégico

La morfologia interna y externa de los adultos examinados de P. falcipes no
presentd importantes variaciones a nivel geogréfico, coincidiendo en esto con lo

concluido por CARDOZO (2012). Aqui se discutird lo referente a la morfologia larval.

5.1.1. Morfologia externa de larvas de Pseudopaludicola.

Es frecuente en la literatura encontrar descripciones de larvas basadas en
individuos cuya identificacion no fue corroborada por los autores. LANGONE & DE SA
(2005) acufian el término “Identidad Confirmada” (IC) para referirse a descripciones de
morfologia larval que utilizan ejemplares cuya identidad fue determinada basandose en
puestas realizada por adultos identificados o series de larvas que completaron su
metamorfosis. A este tipo de identificacion, se han adicionado otras basadas en aspectos
moleculares (PAGANO, 2001; RAHARIVOLOLONIAINA et al., 2006; THOMAS et al., 2005).

En el caso particular de las larvas del género Pseudopaludicola esto se convierte
en una limitacion al momento de realizar estudios comparativos. De las 16 especies
actualmente conocidas de Pseudopaludicola se han descripto las larvas de 8 de ellas
(boliviana, falcipes, mineira, murundu, pusilla, saltica, serrana y ternetzi) mas los de
dos taxa de dudosa identificacion. Del total, las descripciones de s6lo seis especies
(boliviana, falcipes, pusilla, saltica, serrana y ternetzi) estdn basadas en especimenes
que tiene IC. En la tabla 8 se presenta un resumen de las caracteristicas larvales externas
de las especies en las que fueron descritas.

La revision de la literatura demostrd que en P. falcipes también hay un problema
de descripcion en la cual la identificacion es cuestionable. FERNANDEZ & FERNANDEZ
(1921) describieron la larva de Paludicola falcipes [sic] para Los Talas (La Plata),
Provincia de Buenos Aires Argentina. Inicialmente BARRIO (1953) concluyd que las
figuras y descripciones de FERNANDEZ & FERNANDEZ correspondian a Physalaemus

henselii y no a Pseudopaludicola falcipes. En un trabajo posterior BARRIO (1964)
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rectifica sus conclusiones y afirma que el material citado por él en el trabajo de 1953
como Ph. henselii, deberia de ser citado como Ph. fernandezae.

Sin tomar en cuenta las conclusiones de BARRIO, CEI (1980) redescribid y figurd
la larva de P. falcipes, basandose en las figuras y descripciones de FERNANDEZ &
FERNANDEZ (1921) como se demuestra al comparar las figuras de ambas publicaciones
(Fig. 31). Quizés por esta razon CEel (1980) indicé que las larvas de P. falcipes eran
similares a las de Ph. henselii y Ph. fernandezae.

Desafortunadamente autores posteriores (CANNATELLA & DUELLMAN, 1984,
ALTIG & McDIARMID, 1999; LAUFER & BERRENECHE, 2008, VERA CANDIOTTI et al.,
2011) contintan el error de Cel (1980). Comparando las descripciones y figuras
presentadas por FERNANDEZ & FERNANDEZ (1921) con las de CEl (1980) y con la de la
larva de Physalemus henselii (KOLENC et al., 2006) (Fig. 31), coincido con las
conclusiones de BARRIO (1953) en no atribuir a P. falcipes la descripcion de
FERNANDEZ & FERNANDEZ (1921).

Ademés de esta descripcion original para P. falcipes existen otras tres
descripciones basadas en material con IC, dos para Argentina (BARRIO, 1953,
GALLARDO, 1968) y una para Uruguay (LAUFER & BERRENECHE, 2008) que coinciden
en términos generales. CARDOZO (2012) no encuentra diferencias en la morfologia
externa entre las larvas de P. falcipes provenientes de Uruguay (localidades en los
departamentos de Artigas, Rivera y Rocha) y las provenientes de Misiones, Argentina.

En el presente trabajo tampoco se encontraron diferencias entre larvas
provenientes de localidades uruguayas de los departamentos de Tacuarembd vy
Canelones. Las larvas descriptas de Sergipe en el nordeste de Brasil por OLIVEIRA &
LIRIO (2000) y determinadas como P. falcipes, no presentan la morfologia de esta

especie por lo que en la tabla 8 se asignan como especie alin no determinada.
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5.1.2. Anatomia del condrocraneo y esqueleto hiobranquial de

Pseudopaludicola

En este estudio se presentaron por primera vez datos sobre la anatomia interna
de las larvas de varias especies de Pseudopaludicola incluida P. falcipes.

Hasta el momento existen escasas descripciones y/o figuras formalmente
publicadas de condrocréneos y esqueleto hiobranquial en leiuperinos y leptodactilinos:
Physalaemus (5 de 45 especies conocidas) (ALCALDE et al., 2006; FABREZI & VERA,
1997; PROVETE et al., 2011; 2012; VERA CANDIOTI, 2007), Pleurodema (3 de 15
especies) (FABREzI & VERA, 1997; BARRASO et al., 2012), y Leptodactylus (24 de 89
especies)(VERA CANDIOTI et al., 2007; DE SA et al., 2007a; DE SA et al., 2007b; LARSON
& DE SA, 1998). A efectos de ampliar aqui la discusion, se incorporaron los resultados
no publicados de una tesis de maestria (TURNER, 1999) con datos inéditos sobre:
Edalorhina (1 especie de 2 conocidas, Ed. perezi), Engystomops (1 de 9 especies, En.
pustulosus), Physalaemus (2 especies, Ph. gracilis y Ph. henselii), Pleurodema (1
especie, Pl. brachyops). Nada ha sido publicado sobre la morfologia condrocraneal de
las larvas de los géneros, Eupemphix, Hydrolaetare, Paratelmatobius y Scythrophrys.
Por esta razon el andlisis comparativo es limitado en su discusion.

El condrocréneo y esqueleto hiobranquial de Pseudopaludicola presenta una
combinacion de estados de caracteres compartidos con otros leiuperinos (Edalorhina,
Engystomops, Physalaemus y Pleurodema) y leptodactilinos (Leptodactylus) y ningin
caracter apomorfico. Son caracteres comunes a Edalorhina, Engystomops,
Leptodactylus, Physalaemus y Pleurodema: cartilago de Meckel largo y delgado; el
proceso muscular cuadrado bien desarrollado; la ausencia de la copula I y el proceso
anterolateral hial presente.

El condrocréneo y esqueleto hiobranquial de Pseudopaludicola comparte las
siguientes caracteristicas con el de Edalorhina perezi: la fusion dorsal del cuerpo
suprarostral y ala; la ausencia de proyecciones ventrolaterales del cuerpo suprarostral y
ala; la ausencia de comisura cuadratoorbital, la presencia del proceso lateralis
trabeculae; el angulo de 90° del proceso ascendente en relacion a la linea media del
condrocréneo; el proceso hiocuadrado pequefio y triangular; la ausencia de proceso

anterolateral de la cresta pardtica; la union intermedia del proceso ascendente a la caja
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craneana; la pars articularis quadrati distinta del proceso muscular cuadrado; el proceso
anterolateral hial presente y el proceso branquial abierto.

Con el de Engystomops pustulosus comparte las siguientes: Fusion dorsal del
cuerpo suprarostral y ala; proyecciones ventrolaterales del cuerpo suprarostral y ala
ausentes; proyeccion de la curvatura posterior del palatocuadrado presente; proceso
posterolateral de la cresta pardtica ausente; proceso lateralis trabeculae presente; el
angulo de 90° del proceso ascendente en relacion a la linea media del condrocraneo; la
fontanela frontoparietal no dividida; la taeniae tecti marginalis en relacion a la capsula
Gtica continda; el proceso hiocuadrado pequefio y triangular; la union del proceso
ascendente a la caja craneana de tipo intermedia; la pars articularis quadrati distinta del
proceso muscular cuadrado; el foramen troclear indistinguible; el proceso anterolateral
hial y el proceso branquial abierto.

La siguientes caracteristicas son compartidas entre Pseudopaludicola y todas las
especies de Physalaemus con condrocraneo y esqueleto hiobranquial descripto:
proyeccion de la curvatura posterior del palatocuadrado presente; proceso posterolateral
de la cresta pardtica ausente; la taeniae tecti marginalis en relacion a la capsula otica
continda; la ausencia de protusion ventral del margen posteromediano del cartilago de
Meckel, el proceso hiocuadrado es pequefio y triangular; la unién del proceso
ascendente a la caja craneana es de tipo intermedia. Estos tres Gltimos caracteres no son
conocidos en Ph. biligonigerus y Ph. cuqui (FABREZI & VERA, 1997).

Otros caracteres son variables en Physalaemus y algunas de sus especies pueden
compartir la condicion con Pseudopaludicola: la fusion dorsal del cuerpo suprarostral y
ala (Ph. gracilis, Ph. fernandezae, Ph. henselii, Ph. moreirae y Ph. santafecinus); la
ausencia de proyecciones ventrolaterales del cuerpo suprarostral y ala (Ph.
biligonigerus, Ph. cuqui, Ph. gracilis, Ph. fernandezae, Ph. henselii y Ph. moreirae); la
ausencia de proceso pseudopterigoideo (Ph. biligonigerus, Ph. cuqui, Ph. fernandezae,
Ph. henselii, Ph. moreirae y Ph. santafecinus); la ausencia de comisura cuadratoorbital
(Ph. biligonigerus, Ph. cuqui, Ph. fernandezae, Ph. moreirae y Ph. santafecinus); la
presencia del proceso lateralis trabeculae (Ph. biligonigerus, Ph. cuqui, Ph. gracilis, Ph.
fernandezae y Ph. henselii); el &ngulo de 90° del proceso ascendente en relacion a la
linea media del condrocrdneo (Ph. biligonigerus, Ph. cuqui, Ph. gracilis y Ph.
santafecinus), la fontanela frontoparietal no dividida (Ph. gracilis, Ph. fernandezae, Ph.
moreirae y Ph. santafecinus); la ausencia del proceso anterolateral de la cresta parotica

(Ph. cuqui, Ph. fernandezae, Ph. henselii, Ph. moreirae y Ph. santafecinus); el foramen
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troclear indistinguible (Ph. fernandezae, Ph. moreirae y Ph. santafecinus, este caracter
no se conoce en Ph. biligonigerus y Ph. cuqui,); la Idamina hipobranquial fusionada y el
proceso anterolateral hial presente. (Ph. biligonigerus, Ph. cuqui, Ph. gracilis, Ph.
fernandezae, Ph. henselii y Ph. santafecinus).

Las especies de Pleurodema con condrocraneo y esqueleto hiobranquial
descripto, comparten las siguientes caracteristicas con las de Pseudopaludicola: cuerpos
suprarostrales ventromedialmente fusionados; fusion dorsal del cuerpo suprarostral y
ala; proyeccion de la curvatura posterior del palatocuadrado presente; proceso
hiocuadrado pequefio y triangular; foramen troclear indistinguible y proceso
anterolateral hial presente.

Los siguientes caracteres son variables en Pleurodema y s6lo algunas de sus
especies comparten su condicion con Pseudopaludicola: fusion ventral del cuerpo
suprarostral y ala (PI. borelli y PI. tucumanum; ligeramente fusionados en PI. thaul);
ausencia de proyecciones ventrolaterales del cuerpo suprarostral y ala (PIl. brachyops y
Pl. thaul); proceso posterolateral de la cresta parética ausente o muy reducido (PI.
brachyops), proceso pseudopterigoideo ausente (PIl. brachyops); ausencia del proceso
larval 6tico (PI. borelli y Pl. tucumanum) proceso lateralis trabeculae presente (PI.
borelli y Pl. tucumanum); curvatura dorsal del margen posterior del palatocuadrado
presente (PI. borelli y PI. tucumanum), taeniae tecti marginalis en relacién a la capsula
otica continda (PI. borellii); presencia de protusion ventral del margen posteromediano
del cartilago de Meckel (PI. thaul); foramen troclear indistinguible (PI. tucumanum, no
se conoce esta condicion en PI. borelli); I&mina hipobranquial fusionada (PI. brachyops
y PI. borellii); ausencia del proceso anterior de la [&mina hipobranquial (PI. brachyops).

LARSON & DE SA (1999) indican que los condrocraneos de las larvas del género
Leptodactylus por ellos estudiados podian ser caracterizados por la siguiente
combinacion de caracteres: 1) cuerpos suprarostrales fusionados unos a otros y a las
alas; 2) proceso posterior dorsalis presente en el ala del suprarostral; 3) crista parotica
larval presente; 4) proceso larval 6tico ausente; 5) comisura quadratoorbitalis presente;
6) proceso quadratoetmoidalis presente; 7) proceso dorsomedialis, proceso
ventromedialis y procesos retroarticularis del cartilago de Meckel presente; 8) extremos
proximales de todos los ceratobranquiales fusionados a la Iamina hipobranquial; 9)
espiculas presentes sobre los ceratobranquiales I, 11 y 1lI; 10) proceso anterior
branquialis presente; 11) palatocuadrado amplio y redondeado hacia fuera; 12) capsulas

Oticas ovoides que representan aproximadamente el 30% de la longitud del
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condrocraneo. De estos, los caracteres 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 11 son compartidos con

Pseudopaludicola.

Por ultimo en cuanto a la anatomia condrocraneal en Pseudopaludicola
debemos considerar que: i) el nimero y diversidad, tanto a nivel genérico como
especifico, de informacion publicada y disponible sobre anatomia condrocraneal es
poco representativo e insuficiente para tener un muestreo amplio de la diversidad del
desarrollo, ii) el presente trabajo representa la primera descripcion, de las 16 especies
reconocidas, de la anatomia condrocraneal para el género Pseudopaludicola. Los
resultados presentados servirdn de base para el estudio comparado de la diversidad
condrocraneal con otras especies del género y permitirdn la identificacion de
sinapomorfias condrocraneales, y iii) las larvas de anuros poseen adaptaciones Unicas
larvales las cuales estan directamente relacionadas al ambiente acuético que ocupan
(caenogenesis sensu DE BEER, 1940) y que pueden resultar en convergencias

morfoldgicas (Relss, 2002).

5.1.3. MEB de la cavidad bucal en larvas de Pseudopaludicola

Hasta el momento solo existia un estudio publicado sobre la anatomia
bucofaringea en el género Pseudopaludicola realizado por WASSERSUG & HEYER
(1988). Estos autores utilizaron dos larvas de una especie sin identificacion especifica
procedentes de Chapeu do Sol (Estado de Minas Gerais, Brasil). Debido a que la tnica
especie del género presente en la localidad es P. mineira LoBo, 1994; CARDOZO (2012)
asigna tentativamente las larvas a esa especie. Aqui es referida como Pseudopaludicola
sp. por su falta de IC

En aspectos generales la morfologia del piso y techo de la boca de las especies
de Pseudopaludicola analizadas en la presente tesis coinciden con los caracteres

presentados por WASSERSUG & HEYER (1988) para su Pseudopaludicola sp.

5.2. Analisis filogenéticos
La posicion filogenética del género Pseudopaludicola ha sido controvertida

desde su descripcion. Aun en los ultimos afios, empledndose técnicas moleculares y

analisis cladisticos computacionales en el estudio de la filogenia de los anfibios, se han
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presentado diversas hipdtesis sobre la posicion del género Pseudopaludicola respecto a
otros grupos. Si bien la busqueda de las relaciones filogenéticas del género
Pseudopaludicola no es el objetivo del presente trabajo, los resultados obtenidos en el
presente trabajo merecen comentario. Basados en los resultados de una filogenia
molecular, PYRON & WIENS (2011) agrupan a los miembros de los géneros Edalorhina,
Engystomops, Eupemphix, Physalaemus, Pleurodema y Pseudopaludicola en la
subfamilia Leiuperinae. FAIVOVICH et al. (2012) reexaminando la filogenia del género
Pleurodema concluyen que la subfamilia Leiuperinae no es monofilética tal como fue
considerada por PYRON & WIENS (2011). En el analisis realizado por FAIVOVICH y
colaboradores, Pseudopaludicola no estaria relacionado con el agrupamiento de
Edalorhina, Engystomops, Eupemphix, Physalaemus y Pleurodema obtenido en ese
trabajo. FOUQUET et al. (2013) utilizando un mayor nimero de caracteres moleculares y
de taxa, concluyen la validez de la subfamilia Leiuperinae, e incluyen al género
Pseudopaludicola en ella. Si bien en el presente trabajo se utilizaron un menor nimero
de taxa y genes, los resultados concuerdan con los obtenidos por estos Gltimos autores
en cuanto a la posicion de Pseudopaludicola entre los Leiuperinae. Probablemente las
diferencias en los resultados con FAIvovicH et al. (2012) no se deban al diferente
muestreo de taxa y caracteres, sino a los diferentes programas informéaticos utilizados .

Los andlisis permitieron ademas el reconocimiento de 4 clados distintos de
Pseudopaludicola. Ademés del taxén P. falcipes ninguno de los otros clados son
asignados a especies conocidas, aunque dos de estos clados han sido asignados a
especies en publicaciones anteriores:

Pseudopaludicola sp. 1: Algunos ejemplares provenientes de la misma localidad
paraguaya (Concepcion, Cerrados del Tagatiyd) y depositados en IIBP fueron
determinados por su morfologia externa como P. ternetzi (CARDOZ0, 2012).

El ejemplar de Bolivia (Santa Cruz, Nuflo de Chavez, San Sebastian) cuya
secuencia del gen 16S fue depositado en GenBank (JF 789859) fue asignado a P.
mystacalis por JANSEN et al. (2011).

Pseudopaludicola sp. 2: Algunos ejemplares provenientes de la misma localidad
paraguaya (Amambay, Arroyo Guasu Estancia Pir4 Potrero) y depositados en 1IBP
fueron examinados en su osteologia por CARDOzO (2012) y determinados como P.

boliviana.
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A pesar que JANSEN et al. (2011) citan su material de Bolivia (Santa Cruz,
Velazco, Caparu, secuencias del gen 16S depositados en GenBank JF 789860-789864)

como P. sp., indican que seria candidata a descripcion como especie nueva.

5.3. Distribucién geografica de P. falcipes

Pseudopaludicola falcipes fue citada para los departamentos paraguayos de:
Alto Paraguay, Boquerdn, Concepcion, Central, Itapta, Misiones, Neembuct, Paraguari
y Presidente Hayes (BRUSQUETTI & LAVILLA, 2006). Si bien no se puede descartar la
presencia de esta especie en estos territorios, las secuencias obtenidas de ADN de
material utilizado en el presente trabajo proveniente de algunas localidades de los
Departamentos de Concepcion y de Presidente Hayes no se agruparon con P. falcipes y

aparecen como P. sp. 1y P. sp. 2 en los andlisis filogenéticos.

Como resultado de la restriccion de la distribucion geogréfica, se concluye que
con el nombre especifico de P. falcipes se han determinado erroneamente poblaciones
de las siguientes localidades en Brasil:

Estado de Alagoas (SILVA et al., 2006), Planta Hidreletrica Espora, Goias (VAz-
SILVA et al., 2007); diversas localidades en los estados de Goias, Minas Gerais y Sao
Paulo (LoBo, 1994); Hidroeléctricas Santa Edwiges | y Il, Goias (CINTRA et al., 2009);
varias localidades en suroeste del estado de Goias (MoORAIS et al., 2011); Barra do
Corda, Maranhdo (VANZzOLINI, 1958); Hidroeléctrica Ponte de Pedra, Mato Grosso (DA
SILVA JR. et al., 2009); Medio Rio Jequitinhonha, Nordeste de Minas Gerais (FEIO &
CARAMASCHI, 1995); Parque Estadual do Rio Doce, Minas Gerais (FEIO et al., 1998);
diversas localidades en el estado de Minas Gerais (NASCIMENTO et al., 2005);
Cachimbo, Pard (BOKERMANN, 1956); Picos, Piaui (CARAMASCHI & JIM, 1983); Represa
do Rio Grande, Rio de Janeiro (CARAMASCHI et al., 2000; ROCHA et al., 2004); Barra
de Séo Jodo y Quissamd, Rio de Janeiro (CARVALHO E SILVA et al., 2000); Guarapes,
Séo Paulo (BERNARDE & KOKUBUM, 1999); Itape, S&o Paulo (ZINA et al., 2007) (en esta
localidad en simpatria con P. murundu, citada por estos mismos autores como P. aff.
saltica); region de la Caatinga, Noreste de Brasil (VIEIRA et al., 2009).

CARVALHO et al. (2005) la citan para el Parque Nacional Serra de Itabaiana,
Sergipe, Brasil. Las observaciones que hacen estos autores sobre el modo reproductivo

(huevos depositados en nidos de espuma) no corresponderia a una especie de



69

Pseudopaludicola ya que este género no produce nido de espuma (BARRIO, 1953;
GALLARDO, 1968; GIARETTA & FACURE, 2009).

La morfologia larval descrita para poblaciones de Sergipe, Brasil (OLIVEIRA &
LIRIO, 2000) no se corresponde con la descripta para esta especie (LAUFER &
BARRENECHE, 2008, Obs. Pers.). ARzABE & LOEBMANN (2006) enmiendan a
Pseudopaludicola gr. falcipes la cita anterior de ARzABE et al. (1998) para Crasto,
Sergipe, Brasil. CARAMASCHI (2008) indica que esta especie no existe en el Noreste de
Brasil (Caatinga), y denomina Pseudopaludicola “sp. 1” a la P. falcipes citada por
RODRIGUEZ (2003).

El 4rea de extension de la presencia de P. falcipes estimada en el presente
trabajo (742.000 km?) es menos de la mitad del 4rea citada anteriormente 1.646.307 km?
(LAVILLA et al., 2004a). A efectos de evaluar la dimension de esta area fue necesario
compararla con la de las otras especies del género Pseudopaludicola (Tabla 9) aunque

con evidentes restricciones.

Cinco de las especies del género son de reciente descripcion (P. facureae
ANDRADE & CARVALHO, 2013; P. giarettai CARVALHO, 2012; P. hyleaustralis
PANSONATO et al., 2012, P. murundu TOLEDO et al., 2010; P. serrana TOLEDO, 2010) y
s6lo se conocen de escasas localidades o Unicamente de su localidad tipo. Por lo cual a
los efectos comparativos estas especies se excluyeron de este estudio. Los valores de la
extension de la presencia de otras especies del género se incluyen en la tabla 9 segun
diferentes referencias en IUCN (2012).

No se incluye a P. mineira restringida a un Unico accidente geografico (Serra da
Bocaina, Minas Gerais, Brasil); a P. canga, conocida originalmente sélo de su localidad
tipo, pero cuya distribucion ha sido ampliada recientemente (CARDOZO & SUAREZ,
2012; PANSONATO et al., 2012) y a P. ameghini recientemente extraida de la sinonimia

de P. mystacalis y que s6lo se conoce de escasas localidades (PANSONATO et al., 2013)

Varias especies incluidas en la tabla 9 como P. boliviana, P. mystacalis, P.
saltica y P. ternetzi, se consideran de amplia distribucion geografica, aunque no existe
consenso establecido debido a dificultades inherentes a su correcta identificacion o por
considerarse que pueden tratarse de especies compuestas (MYERS & DONNELLY, 2000;
GUIMARAES et al., 2001; ETEROVICK & SAZIMA, 2004).

Hechas estas aclaraciones podria afirmarse entonces que s6lo se conoce con

cierta certeza el area de distribucion para P. ceratophryes P. pusilla y P. llanera.
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Comparativamente con estas tres especies, P. falcipes tiene un area significativamente

mas amplia.

Tabla 9. Area de distribucion (extension de la presencia) de Pseudopaludicola falcipes y de
otras especies del género basadas en datos de IUCN (2012)

Especie Area (en km?) Referencia

boliviana 4.062.310 RODRIGUEZ et al. (20044a)
ceratophryes 466.589 RODRIGUEZ et al. (2004b)
falcipes 742.000 el presente trabajo
llanera 418.936| SENARIS & VICENTE- RUEDA (2004)
mystacalis 2.624.079 LAVILLA et al. (2004b)

ACOSTA-GALVIS & LA MARCA
pusilla 82.429 (2004)
saltica 959.857 CoLLI & LAVILLA (2004)
ternetzi 341.229 BASTOS & CARMASCHI (2004)

5.4. Diversidad genética y estructura poblacional de P. falcipes

Los genes mitocondriales 12S y 16S, y en menor grado el nuclear tirosinasa, han
sido utilizados en forma concatenada o como fragmentos en diversos trabajos sobre
sistematica molecular y genética de poblaciones de anfibios. Sin embargo, son escasos
los valores publicados sobre la diversidad nucleotidica de estos genes (Tabla 10).

Aunque una comparacion ideal deberia realizarse Unicamente sobre sitios
homologos, en los trabajos citados en la Tabla 10 se incluyen, como una referencia mas,
valores totales de diferentes genes mitocondriales (citrocromo b, ND2, etc) que fueron
estudiados en algunos casos en forma concatenada con 12S o 16S.

Analizados comparativamente con los valores de diversidad nucleotidica de las
especies de anuros citadas en la tabla 10 con los encontrados en P. falcipes estan entre
los més altos. Pseudopaludicola falcipes es una especie con modo de reproduccion
explosivo que utiliza depositos de agua temporales como sitios de apareamiento y
desarrollo larvario (BARRIO, 1945; GALLARDO, 1968; Obs. Pers.). PABIJAN et al. (2012)

indican que es probable que especies con estas caracteristicas muestren un alto nivel de
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polimorfismo de nucle6tidos dentro de la poblacion, a causa de su mayor tamafio

efectivo.

Las diversidades haplotipica y nucleotidica estan afectadas por eventos
demogréficos tanto histéricos como contemporéneos. Altos valores en ambas
diversidades, como las encontradas para P. falcipes, pueden ser atribuibles a: i)
contacto secundario entre linajes alopatricos previamente diferenciados, o ii) grandes

poblaciones estables con una larga historia evolutiva (GRANT & BOWEN, 1998).

Algunos de los resultados obtenidos del estadistico de WRIGHT FsST tienen
valores negativos (Tablas 3-5). Existen diversas interpretaciones sobre el significado de
estos valores:

1) son consecuencia de la falta de diferenciacion genética entre las poblaciones
y por lo tanto tendrian el mismo valor que cero (BAILEY et al., 2007; BARTH et al.,
2011; CrROTEAU et al., 2007; EMELIANOV et al., 2004; IwaAMOTO et al., 2012; MAGSINO
& JUINIO-MENEZ, 2008);

2) pueden ser reflejo de la imprecision del algoritmo implementado en los
programas de analisis para estimar este estadistico (HUMPHRIES & WINKER, 2011); y

3) pueden ser causa de tamafos de muestras desiguales (LOWE et al., 2004).
Utilizando valores negativos o sustituidos por cero, los resultados del Test de Mantel no
se modifican.

Siguiendo a KRUSKAL (1964), los valores de Stress >20% (>0.2) de los anélisis
de escalamiento multidimensional tuvieron un ajuste pobre o poco probable que sea de
interés, por lo que se considera que P. falcipes no demuestra una estructuracion
geografica que pueda detectarse por este método.

Los resultados del test de Mantel a nivel de los genes mitocondriales estudiados,
indicarian que en P. falcipes no existe aislamiento por distancia. En cambio a nivel
nuclear, existe una correlacion positiva y significativa entre la distancia genética y la
distancia geografica, lo que estaria mostrando aislamiento por distancia y una cierta,
aunque pobre, estructura geografica.

En el reino animal han sido identificados numerosos casos de patrones
biogeograficos conflictivos entre los datos obtenidos a partir de ADN mitocondrial y los
observados en el genoma nuclear, siendo denominada como discordancia mito-nuclear.

(TOEWS & BRELSFORD, 2012).
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En la mayoria de los casos, estos patrones se atribuyen a la introgresion
adaptativa del ADNmt, desigualdades demograficas, las asimetrias sexo sesgadas
(ToEws & BRELSFORD, 2012) y a la varianza coalescente que es muy grande para
poblaciones de gran tamafio (TEMPLETON, 2006). AvISE (1995) indicé que debido a
altos niveles de dispersion en hembras, pero bajos niveles de dispersion en machos, no
se apreciaria estructura geogréfica en el ADNmt lo cual parece concordar con los
resultados obtenidos aqui para P. falcipes del Test de MANTEL y del anilisis de
escalamiento multidimensional de los genes mitocondriales (no asi de la tirosinasa).

De hecho entre los anfibios si bien existen hasta el momento pocos casos
estudiados de discordancia mito-nuclear, la mayoria se infieren que son resultado de
esta dispersion diferencial por sexo (HELFER et al. (2012).

Otra probable explicacion hipotética es que esta discordancia en P. falcipes pudo
ser debida a una compleja trama de rutas migratorias (Fig. 30E) donde los datos
nucleares preservaron la sefial méas antigua de estructura y el flujo genético impactd y
borr6 esta sefal en los genes mitocondriales.

Pseudopaludicola falcipes presenta entonces una alta diversidad genética y una
pobre estructuracion geogréfica con tendencia a aislamiento por distancia.

Estos resultados se contraponen a la vision tradicional en la que se ha
considerado que los anfibios tienen limitada capacidad dispersora y son altamente
filopatricos (BEEBEE, 2005; BLAUSTEIN et al., 1994; DAUGHERTY & SHELDON, 1982;
DRiscoLL, 1997; GAMBLE et al., 2007; SINSCH, 1990). Esta premisa esté respaldada por
numerosos estudios eto-ecologicos (WELLS, 2007) que muestran que los anfibios tienen
reducidos "home range", cortas distancias migratorias (SEMLITSCH, 2008) vy
requerimientos en la continuidad del habitat (FUNK et al., 2005).

Es conocido para los anfibios que la variacion entre individuos en el éxito
reproductivo, los cuellos de botella de la poblacion y la extincion local seguida por
eventos fundadores, se producen con bastante frecuencia. Todos estos factores
contribuyen al desarrollo de la escala fina de la subdivision genética mediante el
aumento de la tasa de variacion estocéstica en las frecuencias de alelos en un lugar
determinado (NEWMAN & SQUIRE 2001; ANDERSEN et al. 2004;. ROWE & BEEBEE,
2004).

Aunque a escala regional o global pueden existir otros patrones, como
consecuencia de esto se estimé que las poblaciones de los anfibios estarian

genéticamente estructuradas (Avise, 2000) con flujo génico limitado, lo que facilitaria
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el aislamiento y posterior divergencia genética, dando lugar a especiacion por vicarianza
en la mayoria de los casos (VENCES & WAKE, 2007). Sin embargo, existe evidencia que
varias especies de anfibios son eficaces dispersores a través de barreras geogréficas,
incluidos océanos y hébitats secos e inhdspitos que no les son favorables por su
fisiologia (CHAN & ZAMUDIO, 2009; KUCHTA et al., 2009; MEASEY et al, 2007a; 2007b;
VENCES et al, 2003).

Algunas especies de anfibios introducidas e invasoras explotan nuevos hébitats
(PHILLIPS et al., 2007; DAVIES et al., en prensa), con altos niveles de flujo génico
interpoblacional (BERVEN & GRUDZIEN, 1990; BREDEN, 1987; FUNK et al., 2005; SMITH
& GREEN, 2005) y ajustandose a los modelos de metapoblacion mas amplios (MARSH &
TRENHAM, 2001). Estudios a escala espacial mas fina entre localidades cercanas y mejor
muestreadas pueden ser Utiles para evaluar en el futuro si Pseudopaludicola falcipes se
ajusta o0 no a alguno de estos casos alin cuando por sus caracteristicas se contrapone a la

vision maés tradicional.
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5.5. Analisis filogeografico

A pesar que los marcadores utilizados en el presente trabajo permitieron la
identificacion de un alto nivel de variabilidad genética en P. falcipes, los métodos

utilizados mostraron una pobre estructura filogeografica en la especie.

Estos marcadores permitieron separar otros clados del mismo género y en otros
estudios han sido Utiles para diferenciar linajes y estructura filogeografica en varias
especies de anfibios (12S y 16S en forma concatenada: BATISTA et al., 2006; CAMARGO
et al. 2009; CORREA et al., 2008; CUNNINGHAM & CHERRY, 2000; HARRIS & PERERA,
2009; LEMMON et al. 2007; SUMIDA et al., 2002; SYMULA et al., 2008; VANCOCELOS et
al., 2010; Yu et al. 2010; 12S, 16S y tirosinasa en forma concatenada: Cox et al., 2012;
FOUQUET et al., 2012b). Igualmente no puede descartase que no tuvieran suficiente
resolucion para mostrar diferenciacion de linajes o la estructura filogeogréfica en P.

falcipes.

Por otro lado la presencia de varias redes y de gran diversidad de haplotipos
divergentes observados (Figs. 20-22) pueden ser resultado de: i) poblaciones ancestrales
de gran tamafo que retuvieron polimorfismos ancestrales hasta hoy en dia (PAMILO &
NEl, 1988; Wu, 1991) o ii) a un alto namero de haplotipos intermedios ausentes del

muestreo o extintos (AVISE, 2000).

En las redes obtenidas para cada marcador, la conexion entre varios haplotipos
muestran "lazos" o "bucles" (loops) que no pudieron resolverse por la optimizacion
(probabilidad de parsimonia) del andlisis implementado. Estos "bucles" reflejan
ambiguedades acerca de la evolucion historica de estos haplotipos probablemente
debido a homoplasia, la cual puede crear serias dificultades en la estimacion de arboles
y redes de haplotipos bajo este criterio probabilistico de parsimonia (TEMPLETON,
2006).

Los valores negativos y significativos obtenidos en la prueba de neutralidad de
TauMA (D) mostraria que en forma global las poblaciones de P. falcipes estuvieron y
estdn en expansion. El alto valor obtenido del tamafio efectivo poblacional (Ne)
producto del analisis GMRF Bayesian Skyride plot, es consistente con la gran

diversidad genética hallada y la retencion de polimorfismos ancestrales.
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Con una tasa promedio de dispersion, segun el analisis de BEAST, de 50 km por
millon de afios es probable que la dispersion a mayor escala de P. falcipes haya sido
preponderantemente de tipo activa y constante. Sin embargo no deberian descartarse

otras formas de dispersion a nivel local, incluso pasivas.

Basados en el andlisis filogeografico de BEAST, P. falcipes siguio diversas rutas

hipotéticas de migracion durante su historia evolutiva (Fig. 30, tabla 7).

Una de estas hipotéticas rutas de migracion seria la definida hacia finales del
Plioceno, entre 4,2 y 3,8 Ma AP, desde el noreste de Uruguay a la cuenca de la Laguna
de los Patos (Fig. 30).

Para esta ruta existen hipotesis que intentan explicar la distribucion de otros
organismos. Por ejemplo LOUREIRO et al. (2011) concluye que la presencia de peces del
genero Austrolebias en las cuencas separadas del Rio Negro y la Laguna Merin puede

ser explicado por la hip6tesis de captacion de cuencas presentada por RIBEIRO (2006).

Esta hipotesis explica la distribucion de peces basada en la comparacion
geoldgica y geomorfoldgica, planteando que desde la separacion del Gondwana, las
cabeceras de los rios de los escudos cristalinos de América del Sur, fueron

constantemente captadas por los rios y cuencas del Atlantico.

Para que esta hipdtesis de captacion de cuencas pueda ser aplicada a un
organismo no estrictamente acuatico, como es el caso de P. falcipes, deberia tenerse en

cuenta migracion pasiva por hidrocoria durante episodios de inundaciones.

Algunos autores consideran que los anfibios pueden ser un grupo vulnerable a
las inundaciones catastroficas, especialmente durante el periodo larval e inmediatamente
después de la metamorfosis (BELL & LAWTON, 1975; MANN et al., 1991). Es evidente
el efecto negativo cuando las causas son artificiales como consecuencia de la

construccion de represas (BRANDAO & ARAUJO, 2008).

Sin embargo existen diversas citas en las que se infiere la influencia de la
hidrocoria en la migracion pasiva de varias especies de anuros, tanto adultos (MARTOF,
1953; CARPENTER, 1954; SMITH & GREEN, 2006) como larvas (MERREL, 1970).
JUNGELS et al. (2010) plantearon con reserva la posibilidad de que los rios actuaran
como ruta de dispersion en el bufonido norteamericano Anaxyrus cognatus, aunque
reduciendo la variacion genética entre poblaciones distantes. A pesar que no lo vinculan

a las inundaciones, CROTTINI et al. (2007) concluyeron que en uno de los linajes del
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anuro europeo Pelobates fuscus, la seleccion de hébitat para la reproduccion (depositos
de agua laterales a lo largo de los rios) podria haber facilitado su difusion en la cuenca
del Rio Danubio. MEASEY et al. (2007a) indican que la dispersion de Schoutedenella
xenodactyloides, un pequefio anuro Arhtroleptidae de desarrollo directo habitante de las
altas montafias en Kenya, es activa-pasiva. Tiene migracion activa, montafia arriba;

dispersion pasiva con el flujo del agua luego de las lluvias, montafia abajo.

En el caso de Pseudopaludicola falcipes, esta se reproduce tanto en depdsitos
temporales como en el borde de pequefios sistemas l6ticos (GALLARDO, 1968; Obs.
pers.), en muchos casos proximos a grandes cursos de agua. Estas poblaciones, tanto en
su fase larvaria como adulta, pueden verse sometidas al arrastre y subsecuente

dispersion debido a inundaciones (Obs. pers. Figs. 32-33).

Teniendo en cuenta estos antecedentes se plantea como hipétesis que las
inundaciones en los diferentes cursos de agua proximos a los locales de reproduccion
pudieron tener un rol en la migracion de P. falcipes hacia la cuenca de la Laguna de los

Patos y posiblemente en otras cuencas (rio Uruguay, Parand, Negro) y zonas costeras.

RABASSA (2005) indica diversos eventos glaciares e interglaciares para la region
patagonica (tabla 11) en el Cenozoico tardio. Estos periodos de ciclos climéticos
tuvieron una importante influencia sobre los ecosistemas del &rea pampeana-
uruguayense con reemplazo e intercambio de flora y fauna (RABASSA et al., 2011).
Entre 4,6 y 3,9 yentre 2,43 y 2,13 Ma AP la Patagonia pasé por un periodo interglaciar,
lo que posiblemente influyé sobre la temperatura y la precipitacion en el éarea de
extension de la presencia de P. falcipes. Fuertes precipitaciones podrian haber ocurrido
entonces en este periodo que facilitarian la migracion pasiva por hidrocoria en P.

falcipes.
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Histéricamente en el area del Rio de la Plata existe un fenémeno de migracion
pasiva de organismos que a pesar de ser ampliamente conocido ha sido poco estudiado:
los embalsados de vegetacion flotante provenientes del Rio Parana. Este fendmeno ha
sido registrado en varias oportunidades en los afios 1905, 1977, 1983 y 1992 (IHERING,
1911; ACHAVAL et al., 1979; PRIGIONI & LANGONE, 1983; SARLI et al., 1992) durante
las inundaciones del Rio Parand en la Republica Argentina. Estas inundaciones
producen el arrastre de la vegetacion flotante, especialmente camalotales (vegetales del
género Eichornia sp.) desplazandola por toda la costa del Rio de la Plata, tanto en
Argentina como en Uruguay. Conjuntamente con invertebrados y otros vertebrados,
varias especies de anfibios se han encontrado asociadas a estos embalsados, entre ellas

P. falcipes (PRIGIONI & LANGONE, 1983).

Algunas de las especies encontradas no tienen poblaciones estables confirmadas
en la costa uruguaya del Rio de la Plata. Leptodactylus podicipinus y Pseudis limellus
tienen en Uruguay su distribucion restringida al noroeste (NURNEZ et al., 2004) y Pseudis
platensis alin no ha sido registrada para el pais fuera de estos episodios (Obs. pers.). No
existe hasta el momento ninguna explicacion factible de esta ausencia, aunque

probablemente sea debida a la falta de habitats adecuados.

El limite sur en la distribucion geogréafica de L. podicipinus sobre el area de
influencia del rio Parand es la ciudad de Santa Fé (HEYER, et al. 2004) (aprox. -31.75°S
-60.76°W) por lo que es razonable deducir que algunos de los anfibios arribados
podrian haber realizado una travesia de 600 km en embalsados de camalotes hasta un

punto de la costa uruguaya (Playa Pocitos, Departamento de Montevideo; Obs. Pers.).

SCHIESARI et al. (2003) estudiando la composicién de peces y anfibios en los
embalsados de macrodfitas en el Rio SolimGes (Amazonia central, Brasil) concluyeron

que estos podrian ser efectivos vectores de propagacion a larga distancia.

Se han inferido fenomenos similares de transporte pasivo por embalsados en
otras especies de anfibios aun a través del océano (CAMARGO et al., 2009; MEASEY et al,
2007Db ; VENCES et al, 2003).

La probabilidad que un embalsado particular toque tierra en un punto dado es
individualmente improbable. Durante un espacio prolongado de tiempo evolutivo, hay
sin embargo una alta probabilidad que al menos unos pocos de estos eventos de

migracion pasiva a larga distancia, ocurran. Es a traves de esta casualidad que las islas
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oceédnicas y muchos otros hébitats aislados adquirieron gran parte de sus biotas
distintivas (BROWN & LOMOLINO, 1998).

Se hace necesario contar con mayor nimero de datos moleculares tanto de
Argentina como de localidades en la costa uruguaya del Rio de la Plata para concluir si
este fendmeno histoéricamente ha influido sobre las poblaciones locales de P. falcipes y

de otras especies de anfibios.

VAN BOCXLAER et al. (2010) y STREICHER et al. (2012) han indicado que
probablemente la colonizacion de diferentes areas por algunas especies de anuros pudo
haber sido facilitada por las caracteristicas fisioldgicas y ecolégicas de estos: asociacion
con habitats abiertos, reproduccion en depdsitos de agua temporales, posturas
numerosas y répido desarrollo larval. Pseudopaludicola falcipes posee estas

caracteristicas (GALLARDO, 1968; Obs. Pers.).

Otra caracteristica general que contribuye a la conectividad genética en algunas
especies de anfibios es la homogeneidad del paisaje (NEWMAN & SQUIRE 2001).
Pseudopaludicola falcipes ocupa actualmente practicamente toda la region de las

llanuras pampenas constituidas por ambientes de pradera casi continuos.

Inferencias indirectas sobre el clima del sur de América del Sur durante el
Plioceno (modelos climéticos, geologia, is6topos y filogenia y comunidades de
mamiferos terrestres) permiten hipotetizar que esta parte del continente estuvo
dominado por habitats abiertos como praderas, estepas y matorrales (ORTiz-
JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006) por lo que este tipo de habitat debe de haber

favorecido su colonizacion por P. falcipes.

Los resultados obtenidos del anélisis GMRF Bayesian Skyride plot (Fig. 27) no
muestran que las alteraciones del Pleistoceno hayan tenido influencia en el proceso de
diferenciacion de linajes en P. falcipes, ni que sus poblaciones hayan experimentado
fluctuaciones como cuellos de botella o expansiones abruptas. El crecimiento
poblacional ha sido constante y sostenido en los ultimos 3 millones de afios desde
finales del Plioceno hasta la actualidad. Estos resultados se contraponen a la hipotesis
desarrollada para el Hemisferio Norte que plantea que las alteraciones climaticas del
Pleistoceno tuvieron incidencia en la diferenciacion de linajes o especies (AVISE, 2000;
HewiT, 2000; 2003; 2004). Posiblemente los patrones encontrados en el Hemisferio Sur
se deban a ciclos glaciares m&s moderados (FRASER et al., 2012). También es posible

que al ser P. falcipes una especie de habitats abiertos, las alteraciones climaticas del
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Pleistoceno no la afectaron como a las habitantes de florestas, que vieron reducidas sus
poblaciones a refugios, como por ejemplo aquellas de la Floresta Atlantica (CARNAVAL

et al., 2009; FITZPATRICK et al., 2009).

En las latitudes méas nortefias de la distribucion de P. falcipes (Santa Catarina y
Parand, Brasil) futuros analisis filogeogréficos podrian confirmar la presencia de esta
especie durante los periodos secos y frios glaciares pleistocénicos cuando la extension
de las &reas abiertas de campos eran mayores que hoy en dia y las florestas estaban
restringidas a los valles y zonas més bajas (JESKE-PIERUSCHKA & BEHLING, 2011).

Si bien hace 1 Ma AP (Pleistoceno, Calabriense) (Fig. 29D) P. falcipes
probablemente ya estaba presente en casi toda su actual area de ocupacion, una
excepcion podrian haber sido las areas afectadas por las transgresiones marinas del
Pleistoceno-Holoceno en el sur de la actual Mesopotamia Argentina (ACENOLAZA,
2004) (Fig. 34). Segun el andlisis de difusion continua en BEAST, la hipotética
ocupacion de parte del area referida (noreste de la provincia de Buenos Aires) se habria
realizado desde la costa uruguaya (Fig, 30, flecha 13) entre 1,6 y 0,32 Ma AP. Sin
embargo posterior a esa datacion ocurrieron transgresioes marinas (Holoceno, 10 a 5
mil afios AP; ACENOLAZA, 2004) que no habrian permitido el establecimiento de
organismos terrestres. Futuros estudios con muestreos mas amplios y otros marcadores
moleculares podran quizds permitir resultados més conclusivos y discutir estas

dataciones.
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En varias oportunidades se ha manifestado que la capacidad de dispersion vy
migracion a través de su influencia sobre el flujo de genes (SLATKIN, 1987; BOHONAK,
1999), el rango de expansion geografico y la colonizacion, puede tener efectos opuestos
sobre el proceso de diversificacion (BOHANAK, 1999, COYNE & ORR, 2004; GAVRILETS,
2003; KISEL & BARRACLOUGH, 2010). Por ejemplo PABIJAN et al. (2012) sugieren que
aunque la menor capacidad de dispersion puede potencialmente acelerar la diversificacion
de las especies, al mismo tiempo reduce las posibilidades de colonizacién de nuevas areas,

lo que resulta en una menor propension para la especiacion alopétrica en pequefios anfibios.

Pseudopaludicola falcipes es una especie de muy pequefio tamafio cuya capacidad
de migracién activa posiblemente es muy baja. Sin embargo es posible que una
combinacion de sus caracteristicas han mantenido una alta variabilidad y cohesién genética

entre sus poblaciones en una amplia distribucion geogréfica:
1) Poblacionales iniciales y actuales de gran tamafio efectivo,
2) Retencion de polimorfismos ancestrales,
3) Larga historia evolutiva, y
4) Complejo entramado de hipotéticas rutas migratorias.

Los altos valores encontrados en las diversidades haplotipicas y nucleotidicas son
atribuibles entonces a grandes poblaciones estables con una larga historia evolutiva (GRANT
& BoOweN, 1998) y probablemente con contactos secundarios por migracion entre

localidades tal como se desprende del analisis filogeogréfico.

Los resultados aqui obtenidos para P. falcipes concuerdan con algunas de las
predicciones realizadas por FRANKHAM (1996) sobre la correlacion entre la variacion

genética y el tamafio poblacional:

1) Prediccion 1. La variacion genética esta positivamente correlacionada con el

tamafio de la poblacion.

2) Prediccion 4. La variacion genética serd mayor en especies con distribuciones

geogréaficas mas amplias.

3) Prediccion 5. La variacion genética esta negativamente correlacionada con el

tamafio corporal.
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4) Prediccion 10. La variacion genética serd menor en especies en peligro de
extincion que en las especies no consideradas en peligro (P. falcipes es considerada como

de preocupacion menor segin LAVILLA et al., 2004a).
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6. PERSPECTIVAS

Se puntualizan aqui las perspectivas derivadas del presente trabajo:

1) La utilidad de los datos de la morfologia interna larval en Pseudopaludicola
deberd ser re-evaluada con un muestreo mas amplio de especies en el género asi como de
grupos externos. La incorporacion del control filogenético en analisis comparativos
permitiria remover los efectos de los atributos histéricos y distinguirlos de aquellos dados
por convergencia evolutiva.

2) La incongruencia entre genes mitocondriales y nucleares debida al proceso
coalescente puede ponerse a prueba con simulaciones. La posible dispersion diferencial por
sexo inferida a nivel molecular en P. falcipes debera corroborarse en campo con técnicas de
marcado y captura-recaptura de ejemplares.

3) La morfologia tanto de adultos como de larvas y los marcadores moleculares
utilizados, demostraron ser utiles para reconocer diferentes taxa dentro del género
Pseudopaludicola por lo que podréan ser utilizados en una futura filogenia intragenérica.

4) Este es el primer estudio de filogeografia realizado sobre una especie de anfibio
distribuido en la Provincia biogeogréafica Pampa. Futuros estudios moleculares permitirn
reconocer si el patron aqui encontrado para P. falcipes esta presente en otra u otras especies

de anuros de la region.
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APENDICE I. Abreviaturas y acrénimos utilizados

AP - Antes del Presente (como usado en las escalas de tiempo por convencion)

BB - NUmero de campo de BORIS BLOTTO. Division Herpetologia. Museo Argentino de
Ciencias Naturales "Bernardino Rivadavia". Buenos Aires.

GC - Numero de campo de GUARINO CoLLI. Departamento de Zoologia da Universidade de
Brasilia.

[IBP - Instituto de Investigaciones Bioldgicas de Paraguy. Asuncion.

Ma - Millones de afios (como usado en las escalas de tiempo por convencion).

MLPDB - Coleccién DIEGO BALDO en el Museo de Ciencias Naturales de La Plata.

MNHN - Coleccidn herpetologica. Museo Nacional de Historia Natural. Montevideo.

MS . NUmero de campo de MAGNO V. SEGALLA. Museu de Historia Natural Capdo da
Imbuia, Curitiba.

RB - Numero de campo de REUBER BRANDAO. Departamento de Zoologia da Universidade
de Brasilia..

RDS - NUmero de campo. RAFAEL DE SA. University of Richmond.

UFRGST - Coleccion de Tejidos. Herpetologia. Universidad Federal de Rio Grande do Sul.
Porto Alegre.

Z\V/CB - Coleccidn de anfibios. Facultad de Ciencias. Montevideo.



Localidades son referidas en algunas figuras y tablas con los siguientes cddigos:
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N° Localidad
1 Ace_CL_URU | Uruguay, Cerro Largo, Acegua
2 Agu_CA_URU | Uruguay, Canelones, Aguas Corrientes
3 Alc RG_BRA | Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de Alcantara
4 Arr_ER_ARG | Argentina, Entre Rios, Arroyo las Conchas, La Picada, Ruta nacional N° 127
5 Aur_RI_URU | Uruguay, Rivera, Establecimiento “Los Abuelos”, Paraje “La Aurora”. 22 seccion. Forestal FYMNSA
6 Baj ER_ARG | Argentina, Buenos Aires, Bajos del Cazador
7 Bel AR_URU | Uruguay, Artigas, Bella Union
8 Cam RG_BRA | Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua
9 Car MA URU | Uruguay, Maldonado, Sierra de los Caracoles
10 Cha_TT_URU | Uruguay, Treinta y Tres, Charqueada
11 Cor_ RO_URU | Uruguay, Rocha, La Coronilla
12 Cue_TT_URU | Uruguay, Treintay Tres, Quebrada de Los Cuervos
13 Don RN _URU | Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban Chico
14 Eld RG BRA | Brasil, Rio Grande do Sul, Eldorado do Sul
15 Jag_ RG_BRA | Brasil, Rio Grande do Sul, Jaguardo
16 Lac_ CO_URU | Uruguay, Colonia, Juan Lacaze
17 Lau SF_ARG |Argentina, Santa Fe, Ruta provincial N° 62, 1,5 km de El Laurel
18 Liv_RG_BRA | Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do Livramento
19 Lui_RN_URU | Uruguay, Rio Negro, Cuenca del Arroyo San Luis, Establecimiento Rivermol
20 Mer_CL_URU | Uruguay, Cerro Largo Balneario Laguna Merim
21 Mis CL URU | Uruguay, Cerro Largo, Cafiada de las Misiones
22 Moj ER_ARG | Argentina, Entre Rios, Mojones, Villaguay
23 Pal_ RO_URU | Uruguay, Rocha, La Paloma
24 Pas_SJ_URU Uruguay, San José, Playa Pascual
25 Per PA_ URU | Uruguay, Paysandd, Rincon de Pérez
26 Pie PA_URU | Uruguay, Paysandi, 85 km NW Piedras Coloradas
27 Pin_CA_URU | Uruguay, Canelones, El Pinar
28 Por RG_BRA | Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre
29 Pra_SC_BRA | Brasil, Santa Catarina, Praia Grande
30 Que_PA_URU | Uruguay, Paysandu, Establecimiento "La Romanza", Rio Queguay Grande
31 Rin SF ARG | Argentina, Santa Fe, San José del Rincon
32 Riv_PA_URU | Uruguay, Paysandu, Establecimiento Rivermol
33 Sag_CL_URU | Uruguay, Cerro Largo, Balneario Saglia. Laguna Merim
34 Sal MA_URU | Uruguay, Maldonado, Grutas de Salamanca
35 San_SJ_URU | Uruguay, Rio San José Dep. San José
36 Sau_CL_URU | Uruguay, Cerro Largo, Arroyo Sauce
37 Sau_TA _URU | Uruguay, Tacuarembo, 5 Sauces
38 Tap_CO_ARG | Argentina, Corrientes, Ruta Nacional N° 14, acceso Tapebicud
39 Tri RI URU | Uruguay, Rivera, Establecimiento Trinidad
40 Val FL URU | Uruguay, Florida, 10 km. E. Valentines, Arroyo Valentines
4 Yap_CO_ARG | Argentina, Corrientes, Yapeyu
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APENDICE Il. MATERIAL UTILIZADO.

Adultos morfologia externa

Pseudopaludicola falcipes

Brasil

Estado do Rio Grande do Sul: Estagdo Santa Rita (MNHN 1289). Cerro del Yarao (MNHN
1290). Rio Bacacay, 4 Km Séo Gabriel (MNHN 1287). Rio Santa Maria. Sdo Gabriel
(MNHN 1291).

Uruguay

Departamento de Artigas: Arrocera Conti. San Gregorio ( MNHN 656). Arroyo Cuaro
(MNHN 1221). Barra del Arroyo Yacui (MNHN 1225, 1288). Belen (MNHN 1217).
Colonia Artigas (MNHN 476). La Escondida. Paso Campamento (MNHN 2368, 2369,
2371) Laguna Curtiembre (MNHN 1216).

Departamento de Canelones: Aeropuerto Internacional de Carrasco (MNHN 459, 1163,
1306).

Atlantida (MNHN 615). Aguas Corrientes (MNHN 6648). Bafiados de Carrasco (MNHN
2413). Parque del Plata. Km 48.800 (MNHN 2005).

Departamento de Cerro Largo: 4 Km W Paso del Dragon (MNHN 2495). Paso Real, Rio
Yaguaron (MNHN 6724).

Puntas Sierra de Acegua (MNHN 2379). Sierra de Vaz, Rio Tacuari (MNHN 1220). Sierra
de Vaz. 20 Km SE. Melo (MNHN 1528).

Departamento de Florida: Cerro Colorado (MNHN 1224). Florida

(MNHN 6669, MNHN 6670).

Departamento de Lavalleja: Aguas Blancas (MNHN 1517, 2431). Arroyo Tapes de Godoy
(MNHN 1223).

Departamento de Maldonado: Balneario Las Flores (MNHN 2509, 2512). Barra del Arroyo
Maldonado (MNHN 618). Cerro de Animas, falda (MNHN 463). Piriapolis (MNHN 457).
Departamento de Montevideo: Carrasco (MNHN 466).

Departamento de Paysandd: Arroyo Negro (MNHN 470, 471). Queguay Medio (MNHN
472).

Departamento de Rio Negro: Boca del Arroyo Negro (MNHN 1213).

Departamento de Rivera: Arroyo Batovi (MNHN 450). Arroyo Carpinteria (MNHN 453).
Sierra de La Aurora (MNHN 2443).

Departamento de Rocha: Aguas Dulces (MNHN 6683, 6695). Arroyo San Miguel (MNHN
1214, 1215). Barra del Arroyo Valizas (MNHN 6259, 6260, 6261, 6262, 6263, 6264, 6265,
6266, 6267, 6268). Cabo Polonio (MNHN 1549). La Coronilla (MNHN 467). Paraje Isla
Larga (MNHN 2457). Rocha, proximidades (MNHN 474).

Departamento de Salto: El Espinillar (MNHN 464, 473, 617). Rio Dayman. Paso del Parque
(MNHN 1600).

Departamento de San José: Estancia Santa Clara. Chamizo (MNHN 622). Playa Pascual
(MNHN 2010, 2015). Puntas Arroyo Chamizo (MNHN 621). Raigon (MNHN 2613, 2615).
Sierra de Mahoma (MNHN 3128, 3130).

Departamento de Soriano: Arroyo del Perdido (MNHN 456).

Departamento de Tacuaremb6: Arroyo Salsipuedes Grande (MNHN 1340). Pozo Hondo
(MNHN 2344, 2345). Rincon de La Vassoura (MNHN 639). Tambores (MNHN 284, 286,
479, 1512).

Departamento de Treinta y Tres: 16 Km SSW Boca Rio Tacuari (MNHN 1521). Rio
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Olimar (MNHN 1127).

Osteologia

Pseudopaludicola falcipes

Brasil,
Estado do Rio Grande do Sul: Rio Santa Maria. Fazenda Santa Cecilia (MNHN 1290).
Taquara (MNHN 2227)

Uruguay

Departamento de Artigas: Arroyo Pintado (MNHN 2409; MNHN 2410; MNHN 2411).
Colonia San Gregorio (MNHN 1226). La Escondida. Paso Campamento (MNHN 2370)
Departamento de Cerro Largo: Rio Tacuari (MNHN 1219).

Departamento de Lavalleja: Salto del Penitente (MNHN 620). Cerro de los Cuervos
(MNHN 2464; MNHN 2465).

Departamento de Maldonado: Piriapolis (MNHN 2435).

Departamento de Montevideo: Bafiados de Carrasco (MNHN 2413).

Departamento de Rivera: Arroyo Carpinteria (MNHN 417).

Departamento de Salto: El Espinillar (MNHN 464).

Departamento de San José: Arroyo Valdez (MNHN 1303). Raigon (MNHN 2614). Sierra
de Mahoma (MNHN 3129).

Departamento de Tacuarembd: Estancia El Infiernillo. 40 km NW Tacuarembd

(MNHN 1222).

Departamento de Treinta y Tres: Arroyo Yerbal (MNHN 1584). Santa Clara de Olimar
(MNHN 1218).

Larvas morfologia externa

Pseudopaludicola falcipes

Uruguay
Departamento de Canelones: Aguas Corrientes (MNHN)

Larvas morfologia interna

Pseudopaludicola falcipes

Uruguay

Departamento de Canelones: Aguas Corrientes (MNHN 9396, Estado 30, condrocraneo)
Departamento de Tacuarembo: Estacion Laureles, Cuenca Arroyo Laureles (ZVVC-B 11396,
Estado 40, condrocraneo). Especimen citado por Laufer & Berrenechte (2008) como estado
41. (ZVC-B 11398, lguales datos que ZVC-B 11396, anatomia de la cavidad bucal, MEB).
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Pseudopaludicola facureae (P. aff. canga in GIARETTA & FACURE, 2009)

Brasil

Estado de Minas Gerais: Uberlandia (Estado 32, condrocréneo) (Estados 37 y 38, anatomia
de la cavidad bucal, MEB)

Pseudopaludicola aff. mystacalis

Brasil

Estado de Minas Gerais: Uberlandia (Estado 34, condrocréneo ) (Estados 34 y 38, anatomia
de la cavidad bucal, MEB)

Pseudopaludicola saltica

Brasil
Estado de Minas Gerais: Uberlandia (Estados 30 y 31 condrocréneo)

Pseudopaludicola ternetzi
Brasil

Estado de Minas Gerais: Monte Alegre (Estado 35, condrocraneo) (Estadio 38, anatomia de
la cavidad bucal, MEB)



APENDICE II1. Lista de localidades citadas para P. falcipes en la literatura.

Pais | Estado/Prov/Dep L ocalidad Lat Long |
Argentina [Buenos Aires Adela -35.683962° -57.956036°
Argentina [Buenos Aires Arroyo de los Huesos -37.022478° -59.560919°

(Azul)
Argentina [Buenos Aires Arroyo Las Saladas -34.814972° -59.811162°
(Chivilcoy)
Argentina [Buenos Aires Avellaneda -34.661076° -58.366974°
Argentina [Buenos Aires Ayacucho -37.158885° -58.496585°
Argentina [Buenos Aires Azul -36.783528° -59.849829°
Argentina [Buenos Aires Baradero -33.801514° -59.502802°
Argentina [Buenos Aires Belén de Escobar -34.350585° -58.784507°
Argentina [Buenos Aires Bella Vista -34.549860° -58.683339°
Argentina [Buenos Aires Berazategui -34.751943° -58.198379°
Argentina [Buenos Aires Bragado -35.133318° -60.498667°
Argentina [Buenos Aires Coronel Brandsen -35.166588° -58.233126°
Argentina [Buenos Aires Cachari -36.380278° -59.501944°
Argentina [Buenos Aires Campana -34.166668° -58.950000°
Argentina [Buenos Aires Campo de Mayo -34.519589° -58.674112°
Argentina [Buenos Aires Cafiuelas -35.050505° -58.732691°
Argentina [Buenos Aires Capitan Sarmiento -34.159242° -59.786962°
Argentina [Buenos Aires Carmen de Areco, Rio -34.334170° -59.756279°
Areco
Argentina [Buenos Aires Ciudad Universitaria -34.537975° -58.444239°
(Capital Federal)
Argentina [Buenos Aires Chascomus -35.563719° -58.026817°
Argentina [Buenos Aires Dolores -36.308772° -57.698297°
Argentina [Buenos Aires Domselaar (San Vicente) [-35.049307° -58.319793°
Argentina [Buenos Aires Don Torcuato -34.499917° -58.633187°
Argentina [Buenos Aires Géndara -35.432675° -58.047595°
Argentina [Buenos Aires Gorostiaga -34.836889° -59.862444°
Argentina [Buenos Aires Ingeniero Maschwitz -34.383281° -58.733455°
Argentina [Buenos Aires Ingeniero Otamendi -34.223092° -58.900883°
Argentina [Buenos Aires José C. Paz -34.500057° -58.750041°
Argentina [Buenos Aires Junin -34.582919° -60.950500°
Argentina [Buenos Aires La Plata -34.904928° -57.908056°
Argentina [Buenos Aires Laguna de Lobos -35.277017° -59.139133°
Argentina [Buenos Aires Laguna Navarro -35.009179° -59.311075°
Argentina [Buenos Aires Lands -34.717639° -58.391603°
Argentina [Buenos Aires Lujan -34.566634° -59.077588°
Argentina [Buenos Aires Magdalena -35.059992° -57.597624°
Argentina [Buenos Aires Maipu -34.467165° -58.597123°
Argentina [Buenos Aires Mercedes -34.652167° -59.458353°
Argentina [Buenos Aires Monte Grande -34.800322° -58.502119°
Argentina [Buenos Aires Moreno -34.650312° -58.800123°
Argentina [Buenos Aires Nueve de Julio -35.449292° -60.859294°
Argentina [Buenos Aires Pereyra -34.825304° -58.096639°
Argentina [Buenos Aires Pilar -34.449339° -58.896067°
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Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long |
Argentina [Buenos Aires Puente de la Noria -34.703367° -58.461350°
Argentina [Buenos Aires Punta Indio -35.846338° -57.425461°
Argentina [Buenos Aires Rauch -36.767720° -59.100468°
Argentina [Buenos Aires Rosas -35.963414° -58.941911°
Argentina [Buenos Aires Saavedra -37.758339° -62.352481°
Argentina [Buenos Aires Salvador Maria -35.297761° -59.168144°
Argentina [Buenos Aires San Antonio de Areco -34.241731° -59.470314°
Argentina [Buenos Aires San Fernando -34.438339° -58.549136°
Argentina [Buenos Aires San Martin (San Martin) [-34.565219° -58.538493°
Argentina [Buenos Aires San Miguel del Monte  [-35.438985° -58.792783°
Argentina [Buenos Aires Suipacha -34.753288° -59.698984°
Argentina [Buenos Aires Tapalqué -36.356445° -60.005270°
Argentina [Buenos Aires Tatay -34.352711° -59.918700°
Argentina [Buenos Aires Tigre -34.425283° -58.566736°
Argentina [Buenos Aires Vicente Pereda -36.550420° -59.634301°
Argentina [Buenos Aires Villa Alsina -34.666847° -58.399751°
Argentina [Buenos Aires Villa Elisa -34.850378° -58.070799°
Argentina [Buenos Aires Villa Numancia -34.916813° -58.399893°
Argentina [Buenos Aires Vuelta de Obligado -33.600237° -59.821460°
Argentina [Buenos Aires Zarate -34.084056° -59.027658°
Argentina [Corrientes 15 km NE Corrientes -27.491625° -58.679453°
Argentina [Corrientes 20 km S Corrientes -27.775151° -58.769493°
Argentina [Corrientes Bella Vista -28.5632772° -59.046650°
Argentina [Corrientes Colonia Carlos Pellegrini -28.530583° -57.172078°
Argentina [Corrientes Empedrado -27.953174° -58.794762°
Argentina |Corrientes Esquina -29.975185° -59.493150°
Argentina [Corrientes Goya -29.133315° -59.265260°
Argentina [Corrientes Itati -27.267485° -58.248593°
Argentina [Corrientes Ituzaingo -27.606797° -56.707050°
Argentina [Corrientes Manantiales -27.925461° -58.099761°
Argentina [Corrientes Paso de los Libres -29.716880° -57.083678°
Argentina [Corrientes San Cosme -27.365740° -58.461068°
Argentina |Corrientes Santo Tomé (Santo -28.548183° -56.050939°

Tomeé)
Argentina [Entre Rios Arroyo Clé -32.637778° -59.400833°
Argentina [Entre Rios Ceibas -33.275042° -58.710996°
Argentina [Entre Rios Concepcidn del Uruguay [-57.990161° -58.223303°
Argentina [Entre Rios Concordia -31.378639° -57.990161°
Argentina [Entre Rios Gualeguaychu -33.003336° -58.499833°
Argentina [Entre Rios Hasenkamp -31.511414° -59.842568°
Argentina [Entre Rios Isla Itacumbu, Rio -30.365068° -57.680542°
Uruguay
Argentina [Entre Rios Médanos -33.435833° -59.069722°
Argentina [Entre Rios Nueva Escocia -31.648889° -58.015278°
(Concordia)
Argentina [Entre Rios Parque Nacional Pre- -32.123656° -60.637781°
Delta
Argentina [Entre Rios Pronunciamiento -32.346111° -58.432778°
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Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long |
Argentina [Entre Rios Ruta Nacional 12 -31.743272° -60.344257°
Argentina [Entre Rios Ruta Nacional 12 vieja,

préx al cruce con Arroyo

Luciano
Argentina [Entre Rios Villaguay -31.873194° -59.019261°
Argentina [Misiones Posadas -27.381298° -55.886969°
Argentina|Santa Fe Casilda -33.049846° -61.166788°
Argentina|Santa Fe Cayasta -31.200833° -60.160556°
Argentina|Santa Fe Laguna Paiva -31.303889° -60.658889°
Argentina|Santa Fe Murphy -33.655419° -61.872717°
Argentina|Santa Fe Perez (Rosario) -32.994535° -60.763508°
Argentina|Santa Fe Recreo -31.395799° -60.747766°
Argentina|Santa Fe Roldan -32.901664° -60.923442°
Argentina|Santa Fe Rosario -32.987768° -60.691739°
Argentina|Santa Fe Saladero Cabral (San -30.879614° -60.039125°

Justo)
Argentina |Santa Fe Santa Fe (Capital) -31.631447° -60.726183°
Argentina|Santa Fe Villa Constitucion -33.233122° -60.333045°
Brasil Parana Tres Barras -26.119313° -50.307733°
Brasil Rio Grande do Sul {39 Km al oeste de Rio -29.917342° -52.163072°

Pardo
Brasil Rio Grande do Sul |Alvorada -29.989384° -51.089294°
Brasil Rio Grande do Sul (Bagé -31.344593° -54.075234°
Brasil Rio Grande do Sul [Bogoroca -28.730000° -54.900278°
Brasil Rio Grande do Sul |Cacapava do Sul -30.512222° -53.491389°
Brasil Rio Grande do Sul |Cachoeira do Sul -30.011872° -52.922566°
Brasil Rio Grande do Sul |Cachoeirinha -29.946880° -51.090971°
Brasil Rio Grande do Sul [Campo Bom -50.815556° -51.053333°
Brasil Rio Grande do Sul [Campus da Universidade [-29.889197° -51.158383°

Luterana do Brasil

(ULBRA)
Brasil Rio Grande do Sul |Candiota -31.568564° -53.700614°
Brasil Rio Grande do Sul |Canela -29.365556° -50.815556°
Brasil Rio Grande do Sul |Canoas -29.917778° -51.183611°
Brasil Rio Grande do Sul |Cruz Alta -28.638611° -53.606389°
Brasil Rio Grande do Sul [Estacdo Ecologica do -32.667131° -52.589464°

Taim (Albardo)
Brasil Rio Grande do Sul |Gramado -29.378611° -50.873889°
Brasil Rio Grande do Sul |Gravatai -29.944444° -50.991944°
Brasil Rio Grande do Sul |Guaiba -30.113889° -51.325000°
Brasil Rio Grande do Sul |llha dos Marinheros -32.006194° -52.157758°
Brasil Rio Grande do Sul ({Jaguardo -32.566111° -53.375833°
Brasil Rio Grande do Sul [Lagba Vermelha -28.210976° -51.526047°
Brasil Rio Grande do Sul |Mostardas -31.106944° -50.921111°
Brasil Rio Grande do Sul [Mun. de Montenegro -29.700000° -51.466667°
Brasil Rio Grande do Sul |Mun. de Itaara -29.572700° -53.766292°
Brasil Rio Grande do Sul [Nova Petr6polis -29.376389° -51.114444°
Brasil Rio Grande do Sul [Novo Hamburgo -29.684605° -51.141856°
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Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long |
Brasil Rio Grande do Sul [Osorio -29.886667° -50.269722°
Brasil Rio Grande do Sul [Passo Fundo -28.282638° -52.395762°
Brasil Rio Grande do Sul [Pelotas -31.771944° -52.342500°
Brasil Rio Grande do Sul [Ponta Grossa, Rio Guaiba |-30.183862° -51.233450°
Brasil Rio Grande do Sul [Porto Alegre -30.033056° -51.230000°
Brasil Rio Grande do Sul [Praia da Cidreira -30.178889° -50.223611°
Brasil Rio Grande do Sul [Quarai -30.385191° -56.437574°
Brasil Rio Grande do Sul [Rio Grande -32.035000° -52.098611°
Brasil Rio Grande do Sul |Rio Pardo. -29.966667° -52.366667°
Brasil Rio Grande do Sul [Rio Vacacay. 4 Km Sdo |-30.376022° -54.356306°

Gabriel
Brasil Rio Grande do Sul [Rosério do Sul -30.258333° -54.914167°
Brasil Rio Grande do Sul [Ruta Acegua-Bagé a 15 |-31.733333° -54.150000°
kms de Acegua
Brasil Rio Grande do Sul [Ruta Bagé-Acegua a 30 |-31.600000° -54.133333°
kms. de Bagé
Brasil Rio Grande do Sul [Santa Cruz do Sul -29.730819° -52.433927°
Brasil Rio Grande do Sul [Santa Maria -29.712688° -53.805928°
Brasil Rio Grande do Sul [Santa Vitoria do Palmar |-33.518889° -53.368056°
Brasil Rio Grande do Sul [Santana do Livramento  |-30.890833° -55.5632778°
Brasil Rio Grande do Sul [Santo Antonio da -29.817500° -50.519722°
Patrulha
Brasil Rio Grande do Sul [Santo Antonio das -28.511389° -55.227778°
Missoes
Brasil Rio Grande do Sul [Sé&o Borja -28.662088° -55.981732°
Brasil Rio Grande do Sul [S&o Francisco de Paula  |-29.448056° -50.583611°
Brasil Rio Grande do Sul [S&o Gabriel -30.342168° -54.339209°
Brasil Rio Grande do Sul [Sao Jeronimo -29.958536° -51.722467°
Brasil Rio Grande do Sul [S&o Jodo do Montenegro [-29.689219° -51.460825°
Brasil Rio Grande do Sul [S&o Leopoldo -29.762733° -51.161325°
Brasil Rio Grande do Sul [S&o Lourenco do Sul -31.365278° -51.978333°
Brasil Rio Grande do Sul [Sdo Luiz Gonzaga -28.408333° -54.960833°
Brasil Rio Grande do Sul [Taim -32.490278° -52.580833°
Brasil Rio Grande do Sul [Tapes -30.673333° -51.395833°
Brasil Rio Grande do Sul [Taquara -29.655556° -50.780556°
Brasil Rio Grande do Sul [Torres -29.333333° -49.750000°
Brasil Rio Grande do Sul [Tramandai -29.984722° -50.133611°
Brasil Rio Grande do Sul [Triunfo -29.943333° -51.718056°
Brasil Rio Grande do Sul |Uruguaiana -29.754722° -57.088333°
Brasil Rio Grande do Sul [Vacaria -28.512222° -50.933889°
Brasil Rio Grande do Sul [Viamao -30.086172° -51.013231°
Brasil Rio Grande do Sul [Vila Florida -30.316667° -51.633333°
Brasil Santa Catarina Agua Amarela -25.918117° -50.116419°
Brasil Santa Catarina
Uruguay |Artigas Arrocera Conti -30.505000° -57.842222°
Uruguay |Artigas Arrocera RIUSA -30.544167° -57.829444°
Uruguay |Artigas Arroyo Cuaro -30.639414° -56.912206°
Uruguay |Artigas Arroyo de la Invernada  |-30.800000° -56.016667°
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Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long |

Uruguay |Artigas Arroyo Itacumbu, 1.7 -30.380764° -57.650283°
Km. al SE de su boca

Uruguay |Artigas Arroyo Pelado, Ruta 30, |-30.467571° -56.911380°
Km. 93

Uruguay |Artigas Arroyo Pintado Grande  |-30.465244° -56.432432°

Uruguay |Artigas Barra del Arroyo Yacuy [-30.762222° -57.789797°

Uruguay |Artigas Barra del Yucutuja -30.305110° -57.385118°

Uruguay |Artigas Colonia Artigas -30.643047° -57.074722°

Uruguay |Artigas Colonia San Gregorio,  [-30.567934° -57.676658°
Rio Uruguay

Uruguay |Artigas Estancia La Escondida, |[-30.787625° -56.786086°
Paso Campamento

Uruguay |Artigas Estancia La Timbatba, |[-30.444239° -56.808380°
Arroyo Tres Cruces

Uruguay |Artigas Los Catalanes, Estancia |-30.743682° -56.304344°
de Becker

Uruguay |Artigas Paso Urumbeba, Catalan |[-30.542064° -56.341061°
Grande

Uruguay |Artigas Sepultura -31.001428° -56.016667°

Uruguay |Artigas Yuquery -30.216667° -56.700000°

Uruguay |Canelones Aeropuerto Carrasco, -34.848622° -56.022192°
Laguna

Uruguay |Canelones Arroya La Tuna -34.780308° -55.557711°

Uruguay |Canelones Atlantida -34.765300° -55.762275°

Uruguay |Canelones Bafados de Carrasco -34.848042° -56.050975°

Uruguay |Canelones Canelones -34.534628° -56.271561°

Uruguay |Canelones Lagomar -34.837500° -55.983056°

Uruguay |Canelones Las Piedras -34.717967° -56.218444°

Uruguay |Canelones Parque del Plata, Km. -34.753342° -55.717656°
48.3

Uruguay |Cerro Largo 4 Km. al W del Paso del |-32.728033° -53.699433°
Dragon

Uruguay |Cerro Largo Estancia Santa -32.671581° -53.786321°
Leopoldina

Uruguay |Cerro Largo Puntas Sierra de Acegua, [-31.900000° -54.416667°
Estancia San Pedro

Uruguay |Cerro Largo Sierra de Vaz -32.600000° -54.116667°

Uruguay |Colonia Arroyo de las Limetas -34.157628° -58.093889°

Uruguay |Colonia Arroyo del Chileno -34.365728° -57.886250°

Uruguay |Colonia Colonia del Sacramento  [-34.463189° -57.831783°

Uruguay |Colonia Ruta 97 Km10.5 a -33.878739° -58.283036°
Carmelo

Uruguay |Durazno Arroyo del Cordobés a 40 |-32.811031° -55.324006°
Km. del Rio Negro

Uruguay |Durazno Estacion Km 329 -32.448453° -55.441472°

Uruguay |Durazno Estancia La Loma, sobre |[-32.956872° -56.925389°
costa del Rio Negro,
junto al Palmar de Porrda

Uruguay |Durazno Rincén de Baygorria -32.874600° -56.816836°

Uruguay |Durazno Rincén de las Piedras, 3 |-32.428289° -55.454122°
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Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long |
Km. al NW de Estacion
329
Uruguay |Florida Arroyo Milan -34.050472° -55.518822°
Uruguay |Florida Cerro Colorado, Estancia [-55.541900° -55.541900°
San Lorenzo
Uruguay |Lavalleja Aguas Blancas -34.511253° -55.383622°
Uruguay |Lavalleja Arroyo Tapes de Godoy |-33.622856° -54.990247°
Uruguay |Lavalleja Cerro de los Cuervos, Rio[-34.273164° -55.253761°
Santa Lucia
Uruguay |Lavalleja Salto de Agua del -34.372369° -55.053672°
Penitente
Uruguay |Lavalleja Villa Serrana -34.319864° -54.985153°
Uruguay |Maldonado Balneario Las Flores -34.816325° -55.328092°
Uruguay |Maldonado Cerro de las Animas. -34.778381° -55.336064°
Falda.
Uruguay |Maldonado Cerro Pan de Azucar -34.809531° -55.252628°
Uruguay |Maldonado Grutas de Salamanca 34°10'7.85"S 54°400.65"W
Uruguay |Maldonado Piridpolis -34.859569° -55.268467°
Uruguay |Montevideo Carrasco -34.881281° -56.034753°
Uruguay |Montevideo Pajas Blancas -34.867717° -56.348664°
Uruguay |Montevideo Punta Gorda -34.899653° -56.081611°
Uruguay |Montevideo Santiago Vazquez -34.789489° -56.347847°
Uruguay |Paysandu 85 km NW Piedras
Coloradas
Uruguay |Paysandu Orgoroso -32.383333° -57.500000°
Uruguay |Rio Negro Boca del Arroyo Negro  |-32.491067° -58.185781°
Uruguay |Rio Negro Colonia Cesar Mayo -32.863892° -57.451206°
Gutierrez
Uruguay |Rio Negro Tres Bocas -32.765453° -57.921708°
Uruguay |Rivera Arroyo Carpinteria -31.809299° -55.219150°
Uruguay |Rivera Arroyo Cufapird, 3 Km. [-31.540608° -55.595842°
aguas abajo del Pueblo
Minas de Cufapird
Uruguay |Rivera Bajada de Pena -31.127344° -55.920728°
Uruguay |Rivera Cuchilla Negra -31.033333° -55.750000°
Uruguay |Rivera Establecimiento Rocha  |-31.166667° -55.500000°
Uruguay |Rivera Establecimiento Vazquez |-31.316667° -55.600000°
Uruguay |Rivera Minas de Cufapird -31.523222° -55.591639°
Uruguay |Rivera Minera San Gregorio. -31.579872° -55.483044°
Minas de Corrales
Uruguay |Rivera Paso Las Palmas, Rio -31.166406° -55.873956°
Rubio Chico
Uruguay |Rivera Puntas del Arroyo -31.098194° -55.965067°
Lunarejo
Uruguay |Rivera Rio Tacuarembo, 9 Km. |-31.634125° -55.639067°
al SE del Paso Manuel
Diaz
Uruguay |Rivera Rivera. Represa de OSE |-30.864331° -55.617864°
Uruguay |Rivera Sierra de la Aurora -31.050000° -55.716667°
Uruguay |Rocha Aguas Dulces -34.275278° -53.783333°
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Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long |
Uruguay |Rocha Arroyo San Miguel -33.688975° -53.5631486°
Uruguay |Rocha Barra Arroyo Valizas -34.343778° -53.789686°
Uruguay |Rocha Cabo Polonio -34.400308° -53.797603°
Uruguay |Rocha La Pedrera -34.588583° -54.125836°
Uruguay |Rocha Rocha -34.499778° -54.335386°
Uruguay |Rocha Ruta 10, 2-3 Km. al Norte [-34.343644° -53.839153°

del Arroyo Valizas
Uruguay |Salto Belén, Rio Uruguay sobre [-30.787528° -57.777098°
Arroyo Boicua
Uruguay |Salto Constitucion -31.071006° -57.844000°
Uruguay |Salto El Espinillar -30.953889° -57.835278°
Uruguay |Salto Estancia San Agustin a4 |[-30.933556° -57.561497°
Km. al W de Termas del
Arapey
Uruguay |Salto Poblado Guaviyu -31.016667° -56.566667°
Uruguay |Salto Rio Dayman, Paso del -31.780528° -57.037611°
Parque
Uruguay |Salto Termas del Arapey -30.948650° -57.520750°
Uruguay |San José Arroyo de la Lista -34.589614° -56.480164°
Uruguay |San José Arroyo del Perdido a 10
Km. del Arroyo Grande
Uruguay |San José Barrancas de Mauricio  |-34.708667° -56.688442°
Uruguay |San José Establecimiento EI -34.347092° -57.008947°
Relincho 5 Km. al NE de
Ecilda Paullier, Puntas
del Arroyo La Boyada
Uruguay |San José Raigon. -34.341275° -56.665919°
Uruguay |San José Ruta 1, Km. 23 -34.776011° -56.375603°
Uruguay |San José Sierra de Mahoma, -34.088558° -56.936614°
Estancia Maytea,
Uruguay [Soriano Costa del Rio Negro -33.389597° -58.344783°
frente a la Isla del
Vizcaino
Uruguay [Tacuarembd 40 Km. al NW de -31.383333° -56.166667°
Tacuarembd. Estancia El
Infiernillo
Uruguay [Tacuarembd 5 Sauces
Uruguay [Tacuarembd Arroyo Tres Cruces, -31.433028° -56.246164°
Cerro Travieso
Uruguay [Tacuarembd Arroyo Yaguari, 29 Km. |-32.031172° -55.369411°
al Sur de Ansina
Uruguay [Tacuarembd Pozo Hondo -31.843256° -56.218458°
Uruguay [Tacuarembd Punta Arroyo Laureles, |[-31.246906° -56.155619°
Uruguay [Tacuarembd Rio Tacuarembd, a 10 -32.345486° -55.463778°
Km. de la desembocadura
en el Rio Negro
Uruguay [Tacuarembd Tambores -31.875661° -56.243261°
Uruguay [Tacuarembd Valle Edén -31.823739° -56.176233°
Uruguay |(Treintay Tres 16 Km. SSW de la Boca [-32.902650° -53.370525°
del Rio Tacuari
Uruguay |(Treintay Tres Arroyo Yerbal -33.316667° -54.700000°




Pais | Estado/Prov/Dep Localidad Lat Long

Uruguay |(Treintay Tres Estancia Dofia Alba a 16 |[-32.853975° -54.635369°
Km. al NW de Isla
Patrulla

Uruguay |(Treintay Tres Rio Olimar a 24 Km. del |[-33.279139° -54.119864°
Cebollati Séptima
Seccion

Uruguay |(Treintay Tres Santa Clara de Olimar -32.916667° -54.966667°
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APENDICE V. Secuencias utilizadas en el presente trabajo.
Pseudopaludicola falcipes

Col 12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long.

BB 871 X Argentina, Entre Rios, Mojones, Villaguay {-31.650000 -59.200000

BB 1295 X Argentina, Buenos Aires, Bajos del Cazador {-34.294619 |-58.768272

COLA1 X X [Uruguay, Canelones , Aguas Corrientes -34.520378{-56.396331

COLA?2 X X [Uruguay, Canelones , Aguas Corrientes -34.520378{-56.396331

MLP DB X | x |Argentina, Entre Rios, Arroyo las Conchas, [-31.732583|-60.300586

2141 La Picada, Ruta nacional N° 127

MLP DB X | x | x |Argentina, Entre Rios, Arroyo las Conchas, |-31.732583-60.300586

2142 La Picada, Ruta nacional N° 127

MLP DB X |Argentina, Santa Fe, Ruta provincial N° 62, |-31.170236-60.142730

4517 1,5 km de El Laurel

MLP DB X X |Argentina, Santa Fe, Ruta provincial N° 62, |-31.170236-60.142730

4518 1,5 km de EIl Laurel

MLP DB X | x | x |Argentina, Santa Fe, Ruta provincial N° 62, |-31.170236-60.142730

4519 1,5 km de EIl Laurel

MLP DB X | x |Argentina, Santa Fe, Ruta provincial N° 62, [-31.170236 |-60.142730

4520 1,5 km de EIl Laurel

MLP DB X Argentina, Santa Fe, San José del Rincon -31.604167 |-60.567500

5208

MLP DB X Argentina, Santa Fe, San José del Rincon -31.604167 |-60.567500

5210

MLP DB X Argentina, Corrientes, Ruta Nacional N° 14, {-29.486211 |-56.983319

6138 acceso Tapebicua

MLP DB X | x | x |Argentina, Corrientes, Ruta Nacional N° 14, |-29.486211|-56.983319

6139 acceso Tapebicua

MNHN 7138 Uruguay, Canelones , Aguas Corrientes -34.520378 |-56.396331

MNHN 7325 Uruguay, Rio San José Dep. San José -34.405801 |-56.647352

MNHN 7326 Uruguay, Rio San José Dep. San José -34.405801 |-56.647352

MNHN 7327 X [Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol

MNHN 7328 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol

MNHN 7329 | x | X Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol. Cafiada “El Tala

MNHN 7330 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol. Cafiada “El Tala

MNHN 7331 | x | X Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol. Cafiada “El Tala

MNHN 7332 | x Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol. Cafiada “El Tala

MNHN 7333 | x Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7334 | x X [Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7335 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7336 | x X [Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7337 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817

Rivermol
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Col 12s|16S|Tyr Localidad Lat. Long. |

MNHN 7338 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol

MNHN 7339 | x | X Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol

MNHN 7340 | x | x | x [Uruguay, Cerro Largo, Arroyo Sauce -32.349325(-54.171130

MNHN 7341 | x | x | x [Uruguay, Cerro Largo, Arroyo Sauce -32.349325(-54.171130

MNHN 7342 Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7343 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7344 X [Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 {-57.429627
Chico

MNHN 7345 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7346 | x | X Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7347 | x Uruguay, Rio Negro, Arroyo Don Esteban  |-32.494504 |-57.429627
Chico

MNHN 7348 | x Uruguay, Rivera, Establecimiento “Los -31.074203|-55.750225
Abuelos”, Paraje “La Aurora”. 22 seccion.
Forestal FYMNSA

MNHN 7349 | x | X Uruguay, Rivera, Establecimiento “Los -31.074203|-55.750225
Abuelos”, Paraje “La Aurora”. 22 seccion.
Forestal FYMNSA

MNHN 7350 | x Uruguay, Rivera, Establecimiento “Los -31.074203|-55.750225
Abuelos”, Paraje “La Aurora”. 22 seccion.
Forestal FYMNSA

MNHN 7351 X Uruguay, Rivera, Establecimiento “Los -31.074203|-55.750225
Abuelos”, Paraje “La Aurora”. 22 seccion.
Forestal FYMNSA

MNHN 7389 | x | x | x |Uruguay, Rio Negro, Cuenca del Arroyo -32.564421|-57.374817
San Luis

MNHN 7390 | x | X Uruguay, Treinta y Tres, Quebrada de Los  |-32.988122|-54.474478
Cuervos

MNHN 7392 | x | x | x |Uruguay, Treintay Tres, Quebrada de Los |-32.988122|-54.474478
Cuervos

MNHN 7393 X Uruguay, Cerro Largo, Cafiada de las -32.572126 |-54.165612
Misiones

MNHN 7394 | x | X Uruguay, Cerro Largo, Cafiada de las -32.572126 |-54.165612
Misiones

MNHN 7665 | x | x | x |Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7666 | x | x | x |Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7667 | x | X Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7668 | x | X Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7669 | x | X Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7670 X Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7901 | x | X Uruguay, Canelones, El Pinar -34.7874141-55.913700

MNHN 7964 | x | X Uruguay, San José, Playa Pascual -34.751468 |-56.468185

MNHN 7965 | x Uruguay, Canelones , Aguas Corrientes -34.520378|-56.396331

MNHN 7966 | x | X Uruguay, Canelones , Aguas Corrientes -34.520378-56.396331

MNHN 9325 | x | X Uruguay, Treinta y Tres, 10 km. E. -33.275281 |-55.001356
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Valentines, Arroyo Valentines

MNHN 9326 | x Uruguay, Rio Negro, Establecimiento -32.564421|-57.374817
Rivermol

MNHN 9327 X Uruguay, Paysand(, 85 km NW Piedras -32.378519 |-57.602561
Coloradas

MNHN 9328 Uruguay, Tacuarembo, 5 Sauces -32.233333|-55.166667

MNHN 9329 X | x |Uruguay, Tacuarembd, 5 Sauces -32.233333|-55.166667

MNHN 9330 X | x |Uruguay, Paysandd, Establecimiento "La  [-32.230241 |-56.635413
Romanza", Rio Queguay Grande

MNHN 9332 X Uruguay, Paysandu, Establecimiento "La  |-32.230241-56.635413
Romanza", Rio Queguay Grande

MNHN 9333 | x Uruguay, Paysandu, Establecimiento "La  |-32.230241-56.635413
Romanza", Rio Queguay Grande

MNHN 9334 | x | X Uruguay, Paysandu, Establecimiento "La  |-32.230241-56.635413
Romanza", Rio Queguay Grande

MS 358 X | x [Brasil, Santa Catarina, Praia Grande -29.203056 |-50.033889

MS 359 X Brasil, Santa Catarina, Praia Grande -29.203056 |-50.033889

RDS 1196 X | x |Uruguay, Rocha, La Paloma -34.659950|-54.182181

RDS 1197 X | x |Uruguay, Rocha, La Paloma -34.659950|-54.182181

RDS 1198 X | x |Uruguay, Rocha, La Paloma -34.659950|-54.182181

UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Jaguardo -32.615541|-53.197774

764

UFRGST X | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Jaguardo -32.615541|-53.197774

768

UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Jaguardo -32.615541|-53.197774

769

UFRGST X | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Jaguardo -32.615541|-53.197774

773

UFRGST X |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1020

UFRGST X |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1023

UFRGST X | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1024

UFRGST X | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1025

UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1029

UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1030

UFRGST X | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1031

UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1033

UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Camaqua -30.852603|-51.781097

1034

UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956

1056

Livramento
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UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1057 Livramento
UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1058 Livramento
UFRGST X |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1059 Livramento
UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1060 Livramento
UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1061 Livramento
UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1062 Livramento
UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1063 Livramento
UFRGST X | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1064 Livramento
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Eldorado do Sul {-30.088889|-51.533889
1105
UFRGST X | X Brasil, Rio Grande do Sul, Eldorado do Sul |-30.088889 |-51.533889
1106
UFRGST X | x | x |Brasil, Rio Grande do Sul, Eldorado do Sul |-30.088889|-51.533889
1193
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Eldorado do Sul {-30.088889|-51.533889
1194
UFRGST X |[Brasil, Rio Grande do Sul, Santana do -30.877336 |-55.523956
1250 Livramento
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3621 Alcantara
UFRGST X | X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3622 Alcantara
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3623 Alcantara
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3625 Alcantara
UFRGST X | X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3626 Alcantara
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3627 Alcantara
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3629 Alcantara
UFRGST X | X Brasil, Rio Grande do Sul, Don Pedro de -29.387372|-49.837867
3630 Alcantara
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944
3631
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944
3634
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944
3635
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944

3636
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UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944
3637
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944
3638
UFRGST X Brasil, Rio Grande do Sul, Porto Alegre -30.016389|-51.101944
3639
ZVCB 10095 x Uruguay, Rivera, Establecimiento Trinidad |-30.983333-55.433333
Z\VCB 10137 x X |Uruguay, Maldonado, Grutas de Salamanca |[-34.168847 |-54.666847
Z\VCB 15292| x | x | x |Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
ZVCB 15293| x X |Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
ZVCB 15295| x X |Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
Z\VCB 15296 X | X [Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
Z\VCB 15297| x | x | x |Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
Z\VCB 15298 X Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
Z\VCB 15299 X Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
Z\VCB 15301| x | x | x |Uruguay, Colonia, Juan Lacaze -34.425628 |-57.446864
ZVCB 15327 x Uruguay, Paysandu, Rincon de Pérez -32.149167 |-57.422778
ZVCB 15329| x | x Uruguay, Paysandu, Rincon de Pérez -32.149167 |-57.422778
ZVCB 18150| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333(-54.156944
ZVCB 18151| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333-54.156944
ZVCB 18152| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333-54.156944
ZVCB 18154| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333-54.156944
ZVCB 18155| x | x Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333(-54.156944
ZVCB 18156 X |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333(-54.156944
ZVCB 18157 x | x Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333(-54.156944
Z\VCB 18158 x X |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333-54.156944
ZVCB 18159 x X |Uruguay, Cerro Largo, Acegua -31.853333-54.156944
ZVCB 18448| x Uruguay, Maldonado, Sierra de los -34.537383|-54.884378
Caracoles

ZVCB 18449| x | x | x |Uruguay, Maldonado, Sierra de los -34.537383|-54.884378
Caracoles

ZVCB 18450| x | x | x |Uruguay, Maldonado, Sierra de los -34.537383|-54.884378
Caracoles

ZVCB 18452| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo, Balneario Saglia. -33.201653|-53.665411
Laguna Merim

ZVCB 18453| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo, Balneario Saglia. -33.201653|-53.665411
Laguna Merim

ZVCB 18455| x | x Uruguay, Cerro Largo, Balneario Saglia. -33.201653 |-53.665411
Laguna Merim

Z\VCB 18456| x Uruguay, Cerro Largo, Balneario Saglia. -33.201653|-53.665411
Laguna Merim

Z\V/CB 18457 Uruguay, Treinta y Tres, Charqueada -33.209794 |-53.811050

Z\V/CB 18458 Uruguay, Treinta y Tres, Charqueada -33.209794 |-53.811050

Z\VCB 18459 X |Uruguay, Cerro Largo Balneario Laguna -32.749000(-53.263194
Merim

ZVCB 18460| x | x Uruguay, Cerro Largo Balneario Laguna -32.749000(-53.263194
Merim

ZVCB 18461 X Uruguay, Cerro Largo Balneario Laguna -32.749000-53.263194

Merim
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Col 12s|16S|Tyr Localidad Lat. Long. |
ZVCB 18462| x | x | x |Uruguay, Cerro Largo Balneario Laguna -32.749000(-53.263194
Merim
ZVCB 18463| x | x Uruguay, Artigas, Bella Union -30.195264 |-57.616400
ZVCB 18465| x | x Uruguay, Artigas, Bella Union -30.195264 |-57.616400
ZVCB 18466| x | x Uruguay, Artigas, Bella Union -30.195264 |-57.616400
ZVCB 18467| x | x Uruguay, Artigas, Bella Union -30.195264 |-57.616400
ZVCB 18468| x | x Uruguay, Artigas, Bella Union -30.195264 |-57.616400
ZVCB 18470| x | x Uruguay, Artigas, Bella Union -30.195264 |-57.616400
Z\VCB 18471 X | x |Uruguay, Artigas, Bella Unién -30.195264 |-57.616400
ZVCB 18472 | x Uruguay, Rocha, La Coronilla -33.896667 |-53.517500
Otras especies de Pseudopaludicola
Pseudopaludicola sp. 1
Col 12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long.
1IBP 834 X | x | x |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A. Cerrados del Tagatiya
1IBP 835 X X |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
1IBP 836 X Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué |-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
1IBP 837 X Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué |-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
11BP 838 X | x | x |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
11BP 839 X | x | x |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
11BP 840 X |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
1IBP 841 X |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
1IBP 842 X [Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
11BP 843 X X |Paraguay, Concepcion, Estancia Garay Cué [-22.708599 |-57.359222
S.A.-Cerrados del Tagatiya
Pseudopaludicola sp. 2
Col 12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long.
1IBP 761 X Paraguay, Presidente Hayes
1IBP 971 X Paraguay, Concepcion, Vallemi, playas del |-22.150591 |-57.956154
Rio Apa
1IBP 972 X Paraguay, Concepcion, Vallemi, playas del |-22.150591 |-57.956154
Rio Apa
1IBP 973 X Paraguay, Concepcion, Vallemi, playas del |-22.150591 |-57.956154
Rio Apa
1IBP 1097 X X |Paraguay, Amambay, Estancia Pira Potrero, [-22.6719 -56.2581
Arroyo GuasU
11BP 1098 X |Paraguay, Amambay, Estancia Pira Potrero |-22.6719 -56.2581
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Pseudopaludicola sp. 3

Col 12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long.
GC 17720 X Brasil, Goias, Alto Paraiso -14.16222  |-47.52332
GC 17721 X Brasil, Goias, Alto Paraiso -14.16222  |-47.52332
GC 17722 X Brasil, Goias, Alto Paraiso -14.16222  |-47.52332
GC 17723 X Brasil, Goias, Alto Paraiso -14.16222  |-47.52332
RB 849 X X |Brasil, Bahia, Anagé -14.599536 |-41.133686
RB 850 X Brasil, Bahia, Anagé -14.599536 |-41.133686
RB 852 X Brasil, Bahia, Anagé -14.599536 |-41.133686
RB 853 X |Brasil, Bahia, Anagé -14.599536 |-41.133686

Datos obtenidos de Genbank
Pseudopaludicola falcipes

ID Genbank [12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long. |
AY843741 X | X Argentina, Corrientes, Yapeyu -29.468889 |-56.818333
AY844168 X |Argentina, Corrientes, Yapeyu -29.468889 |-56.818333

Pseudopaludicola sp. 1

ID Genbank |12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long.

JF789859 X Bolivia, Santa Cruz, Nuflo de Chavez, San |-16.361141 [-62.000051
Sebastian

Pseudopaludicola sp. 2

ID Genbank |12S|16S|Tyr Localidad Lat. Long.

JF789860 X Bolivia, Santa Cruz, Velasco, Caparu -14.912192 |-61.082430
JF789861 X Bolivia, Santa Cruz, Velasco, Caparu -14.912192 |-61.082430
JF789862 X Bolivia, Santa Cruz, Velasco, Caparu -14.912192 |-61.082430
JF789863 X Bolivia, Santa Cruz, Velasco, Caparu -14.912192 |-61.082430
JF789864 X Bolivia, Santa Cruz, Velasco, Caparu -14.912192 |-61.082430

Grupos externos

ID Genbank [12S[16S|Tyr Taxon
DQ283404 X | X Leptodactylus fuscus
AY341760 X |Leptodactylus fuscus
EU224416 X Scythrophrys sawaye
DQ282926 X |Scythrophrys sawaye
EU224414 X | X Paratelmatobius sp.
JX298242 X |Paratelmatobius mantiqueira
AY843733 X | X Pleurodema brachyops
JN970357 X | X Engystomops petersi
JN970313 X |Engystomops petersi
AY843585 X | X Edalorhina perezi
AY326020 X | X Eupemphix nattereri
AY843729 X | X Physalaemus cuvieri




APENDICE V. Lista de haplotipos.

12S

Haplotipo

NUmero
de
secuencias

Secuencias
pertenecientes
al haplotipo

AY843741

COLA1

COLA2

MLPDB2141

MLPDB2142

MLPDB4518

MLPDB4519

MLPDB5208

Olo|N|o|OB|lWIN]| -

MLPDB5210

=
o

MLPDB6138

[EEN
[N

MLPDB6139

[EN
N

MGG

MNHN7138

=
w

w
o

MNHN7325

MNHN7332

MNHN7333

MNHN7337

MNHN7339

MNHN7340

MNHN7341

MNHN7345

MNHN7389

MNHN7390

MNHN7394

MNHN7669

MNHN7965

MNHN7966

MS359

UFRGS1030

UFRGS1060

UFRGS1106

UFRGS1193

UFRGS3622

UFRGS3626

Z\/CB10095

Z\V/CB15293

Z\/CB15295

Z\/CB15329

Z\/CB18157

Z\/CB18450

Z\/CB18452

Z\/CB18453

Z\/CB18455

14

MNHN7326

15

MNHN7328

16

MNHN7329

17

MNHN7330

18

MNHN7331

20 1| MNHN7335
21 1| MNHN7336
22 1| MNHN7338
23 1| MNHN7342
24 1| MNHN7343
25 1| MNHN7346
26 1| MNHN7347
27 1| MNHN7348
28 1| MNHN7349
29 1| MNHN7350
30 1| MNHN7392
31 3| MNHN7665
UFRGS1063
Z\/CB10137
32 1| MNHN7666
33 3| MNHN7667
UFRGS1057
UFRGS764
34 2 | MNHN7668
MNHN9334
35 1| MNHN7901
36 1| MNHN7964
37 1| MNHN9325
38 1| MNHNO9326
39 1| MNHNO9333
40 2 | MS358
Z\/CB18456
41 1| UFRGS1029
42 1| UFRGS1033
43 1| UFRGS1034
44 2 | UFRGS1056
Z\/CB18458
45 1| UFRGS1058
46 1| UFRGS1061
47 1| UFRGS1062
48 1| UFRGS3630
49 1| UFRGS3631
50 1| UFRGS3636
51 1| UFRGS769
52 112VvCB15292
53 112VvCB15297
54 112VvCB15301
55 1|12VvCB15327
56 112vCB18150
57 11ZvCB18151
58 112vCB18152
59 1|1ZvCB18154
60 11ZvCB18155
61 11Z2vCB18158
62 11Z2vCB18159
63 1|1ZvCB18448
64 11ZVvCB18449

19

A

MNHN7334
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12S. Continuacion.

Haplotipo | Nimero
de
secuencias

67

Secuencias
pertenecientes
al haplotipo

Z\/CB18462

68

Z\/CB18463

69

Z\/CB18465

70

Z\/CB18466

71

Z\/CB18467

72

Z\/CB18468

73

Z\/CB18470

N

74

Z\/CB18472

16S

Haplotipo

Numero de
secuencias

Secuencias
pertenecientes al
haplotipo
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1] AY843741.1

4| BB871

MLPDB2142

MNHN9329

MNHN9330

48 | BB1295

MLPDB4520

MNHN7138

MNHN7330

MNHN7335

MNHN7338

MNHN7340

MNHN7341

MNHN7343

MNHN7394

MNHN7665

MNHN7964

MNHN9325

MNHN9327

MNHN9332

MS359

UFRGS1024

UFRGS1030

UFRGS1056

UFRGS1062

UFRGS1063

UFRGS1105

UFRGS1193

UFRGS1194

UFRGS3621

UFRGS3622

UFRGS3625

UFRGS3626

UFRGS3627

UFRGS3629
UFRGS3634
UFRGS3637
UFRGS3639
UFRGS768
UFRGS769
UFRGS773
Z\V/CB15292
Z\/CB15296
Z\V/CB15301
Z\/CB15329
Z\V/CB18150
Z\V/CB18151
Z\V/CB18152
Z\V/CB18159
Z\/CB18450
Z\/CB18457
Z\/CB18460
Z\/CB18465
4 2 | MLPDB2141
Z\/CB18467
5 1| MLPDB4519
6 1| MLPDB6139
7 1| MNHN7325
8 1| MNHN7326
9 1| MNHN7328
10 1| MNHN7329
11 2 | MNHN7331
MNHN7351
12 1| MNHN7337
13 1| MNHN7339
14 1| MNHN7342
15 1| MNHN7345
16 1| MNHN7346
17 1| MNHN7349
18 1| MNHN7389
19 1| MNHN7390
20 1| MNHN7392
21 1| MNHN7393
22 2 | MNHN7666
MNHN7668
23 1| MNHN7667
24 1| MNHN7669
25 1| MNHN7670
26 1| MNHN7901
27 1| MNHN7966
28 1| MNHN9328
29 1| MNHN9334
30 1| MS358
31 1| RDS1196
32 1| RDS1197
33 1| RDS1198
34 1| UFRGS1025




16S. Continuacion.

MLPDB4519
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MLPDB6139

MNHN7340

MNHN7344

MNHN9329

RDS1198

UFRGS1020

UFRGS1023

UFRGS1025

UFRGS1029

UFRGS1030

UFRGS1031

UFRGS1056

UFRGS1058

UFRGS1059

UFRGS1060

UFRGS1062

UFRGS1193

UFRGS764

UFRGS768

Z\VCB18158

MLPDB4517

MLPDB4518

MLPDB4520

MNHN7138

O] 0| N o] o1

(3,1 SN IS N N

MNHN7325

MNHN7342

MNHN7389

MNHN7667

Z\V/CB18156

10

MNHN7327

11

MNHN7328

12

MNHN7330

13

MNHN7334

14

MNHN7335

15

MNHN7336

16

MNHN7337

17

MNHN7338

18

MNHN7341

19

MNHN7343

20

MNHN7345

21

MNHN7392

22

MNHN7665

23

MNHN7666

24

MNHN7901

25

MNHN7964

Haplotipo Numero de | Secuencias
secuencias | pertenecientes al
haplotipo
35 1| UFRGS1029
36 1| UFRGS1031
37 1| UFRGS1033
38 4 | UFRGS1057
UFRGS1058
UFRGS1060
UFRGS1061
39 1| UFRGS1064
40 1| UFRGS1106
41 1| UFRGS3623
42 1| UFRGS3630
43 1| UFRGS3635
44 1| UFRGS3638
45 1| UFRGS764
46 1|ZVvCB15297
47 1|ZVvCB15298
48 1|ZVvCB15299
49 1|ZVvCB18154
50 1|ZVvCB18155
51 1|ZVvCB18157
52 1|ZVvCB18448
53 1|ZVvCB18449
54 1|ZVvCB18452
55 1|ZVvCB18453
56 1|ZVvCB18455
57 1|ZVvCB18458
58 1|ZVvCB18459
59 1|ZVvCB18461
60 1|ZVCB18462
61 1|ZVvCB18463
62 1| ZVCB18466
63 1|ZVCB18468
64 1|ZVvCB18470
65 1|ZVvCB18471
Tirosinasa
Haplotipo Numero de | Secuencias
secuencias | pertenecientes al
haplotipo
1 2| AY844168.1
Z\V/CB18449
2 1| COLA1
3 1| COLA2
4 24 | MLPDB2141
MLPDB2142

26

MNHN7965

27

S G R RE EEE

MNHN9330




Tirosinasa. Continuacién.

Haplotipo Numero de | Secuencias
secuencias | pertenecientes al
haplotipo
57 1|{ZVvCB18463
58 1|ZVvCB18465
59 1|(zZVvCB18471
28 1| MS358
29 1| RDS1196
30 1|RDS1197
31 1| UFRGS1024
32 1| UFRGS1033
33 1| UFRGS1057
34 1| UFRGS1061
35 1| UFRGS1063
36 1| UFRGS1064
37 1| UFRGS1250
38 1| UFRGS769
39 1| UFRGS773
40 1|{zZVvCB10137
41 1|ZVvCB15292
42 1|ZVvCB15293
43 1|ZVvCB15295
44 1|ZVvCB15296
45 1|ZVvCB15297
46 1|zVvCB15301
47 2|ZVvCB18150
ZVCB18154
48 1|{zVvCB18151
49 1|zZVvCB18152
50 1|zZVvCB18159
51 1|ZVvCB18450
52 1|ZVvCB18452
53 1|ZVvCB18453
54 1|ZVvCB18459
55 1|ZzVvCB18460
56 1|ZVvCB18462
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