AT
E_8 \‘,‘ FACULTAD DE libce
LLLLL b S :4 CIENCIAS INSTITUTO DE
- % .‘ INVESTIGACIONES
UNIVERSJDAD (l“ UDELAR | fcien.edu.uy g{%ﬁéﬂ%\s
DE LA REPUBLICA ESTABLE
URUGUAY

Tesis para optar por el grado de Licenciado en Ciencias Bioldgicas

Patrones filogeograficos de Hydrochoerus
hydrochaeris (Linnaeus, 1766) en el sur de su
distribucion, utilizando marcadores mitocondriales

Matias Gonzalez Barboza

Junio 2021

Orientadora: Dra. Mariana Cosse
Co-orientadora: Mag. Nadia Bou

Departamento de Biodiversidad y Genética, Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable

Tribunal: Dra. Ivanna Tomasco y Dr. Marcelo Loureiro



Agradecimientos

A Mariana Cosse por la oportunidad de realizar este trabajo, por el asesoramiento y por
sobre todo, la confianza y el apoyo.

A Nadia Bou por las ensefianzas, los consejos y siempre darme para adelante.

A todos los compafieros del Departamento de Biodiversidad y Genética por su buena onda
y compaferismo.

A los miembros del tribunal por su disposicién y los valiosos aportes al trabajo.

Al Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP), a Sebastian Horta y a Lucia Bartesaghi
por el apoyo al proyecto y a todos los guardaparques que colaboraron con colecta de
muestras en las areas protegidas. A Antonella Bruno, Claudia Elizondo, Natalia Mannise y
Claudia Parodi que también aportaron muestras.

A Soledad Byrne y Juan Ignacio Tunez que colaboraron con secuencias para poder elaborar
este trabajo.

A mis amigos de la Facultad, que hicieron esta etapa tan disfrutable. A mis amigos de la
vida, por su apoyo incondicional y todas las alegrias.

A Fati, por compartir conmigo este viaje, siempre con tanto carifio, optimismo y paciencia.

A mi familia por todo el apoyo. Especialmente a mis padres que siempre estuvieron ahi y
me alentaron a cumplir mis suefios.



Indice

LS TS U 0 =T o PP PR 1
T gL geTo [T YT o3 o1 o ER PP PRPPPRPPPP 2
Historia evolutiva de 10S CaVIOMOITOS ..........cuviiiiiiiiiiiiiiiie e 2
= [ o= g o] [ 1] o o PP P PP PPPPPPPPPP 3
Filogeografia y ADN MitoCONAIIal...........cccoviiiiiiiii e 5
JUSHIfICACION eI @STUTIO .....eeeeeieee et 6
(@ oY1= 11701 8
ODJEUIVO GENEIAL.......uuei it e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eesataaeaeeaaeeannnes 8
ODjEtiVOS ESPECITICOS ...veiiieeiiiiiitt et e e e et eaaeeas 8
MaterialeS Y METOAOS . .cci ittt e e e e e e s s e e e e e e e e s s bbb re e e e e e e e e e e annennnes 9
ArEa 08 ESIUAIO.........ceeevieiieeieeeeee ettt ettt ettt ettt e st et e e e s eteetesteete s eneaaeeees 9
IVIUBSTIAS ..ttt e e ettt e e e e et e e et e e e e et e e rn e e 9
Extraccion y amplificacion del ADN............uuuiiiiiiiiiiiiiiiee e 10
AMPIIficacion POIr PCR ...t e e e e 11
SECUBNCIACION ...ttt ettt e e e e ettt ettt e e e e e e s e bbb e e e e e e e e e e e nnbbbeeeaaaeas 11
ANANISIS T UALOS....ccii ittt e e e e e s st e e e e e e e e e sttt b e e e e aaeeeaaanns 11
Andlisis de estructura poblacional..............cooiiiiiiiiiiii e 12
HiStOria demMOGIAfiCa ........coiiiiiiiiiiii e e 13
Andlisis filogenéticos y red de haplotipoS..........ouuuiiiiiiiiiiiicce e 14
LTS U1 =T Ko 1 PP 16
Andlisis de estructura poblacional..............ccoiiviiiiiiiii e 19
HiStOria demMOGIAfiCaA ........coii it 22
Andlisis filogenéticos y red de haplotiposS..........ouuuiiiiiiiiiiiicee e 23
(Do ] o ] o D OO T PSP PP PPPPPPPRPPPPN 27
Variabilidad genética en 12 €SPECIE .........uueiiiiiiiiiiiiiiiiie et 27
Patrones filogeografiCOS.......oooiiiiiii e 27
HiStOria demMOGIAfiCaA ........coii i as 30
Implicancias para la CONSErvacion..............cooviiiiiiiiii e 30
LO70] o103 110 1= SRR 30
=T £ 1= od 117 3SR 31
1T o1 Lo o 1= AT PR UPUUPUPPUPR 32



Resumen

El carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris), el roedor actual més grande del mundo, es una
especie ampliamente distribuida a lo largo de Sudamérica. Su presencia se asocia a
ambientes con cuerpos de agua como humedales, bosques riparios y sabanas inundables.
Es una especie embleméatica de gran importancia biologica, social y econdémica. Sin
embargo, es escasa la informacion generada a nivel nacional para esta especie y no existen
hasta el momento estudios filogeogréaficos que incluyan a Uruguay. En este estudio se
evalué mediante el uso de secuencias de la region control (D-loop) del ADN mitocondrial la
diversidad genética y estructura de las poblaciones de carpinchos en la region sur de su
distribucion.

Se obtuvieron 45 secuencias pertenecientes a poblaciones ubicadas en localidades
uruguayas, a las que se le adicionaron otras correspondientes a poblaciones de Argentina
y Paraguay, haciendo un total de 221. Se determinaron 19 haplotipos del D-loop, con 18
sitios polimérficos. El analisis de estructura genética reveld que las poblaciones de Uruguay
son genéticamente distintas al resto y que existirian conexiones entre algunas poblaciones
de Argentina y Paraguay, en concordancia con estudios previos. Finalmente, dentro de
Paraguay existen distintos grupos, aunque poco es sabido sobre su origen geografico. En
general, la diversidad genética del carpincho en el Chaco y la Pampa fue menor que la
encontrada en regiones tropicales.

Se propone que el patron filogeogréafico hallado en la region Chaco-Pampeana se debe a la
expansion del area de distribucion de esta especie hacia el sur, datada entre el final del
Pleistoceno y el Holoceno, mediada por diferentes corredores y sistemas de cuencas: por
un lado, los rios Parana y Paraguay, y por otro el rio Uruguay y el sistema de rios y lagunas
costeros. La marcada estructura genética sugiere que las poblaciones de Uruguay podrian
pertenecer a una Unidad de Manejo distinta a la de las poblaciones de Argentina y
Paraguay.



Introduccioén

Historia evolutiva de los caviomorfos

Rodentia es el orden mas grande de mamiferos, abarcando por lo menos el 40% de las
especies de este grupo. Se encuentran en todos los continentes con excepcion de la
Antértida (Volobouev et al., 2006). La clasificacibn mas reciente propone 5 subdrdenes:
Anomaluromorpha, Castorimorpha, Hystricomorpha, Myomorpha y Sciuromorpha (Carleton
& Musser, 2005). Los caviomorfos son un clado de roedores histricomorfos endémicos de
Ameérica y las islas del Caribe. Este clado consiste en 4 superfamilias, 4 familias extintas y
10 vivientes, con al menos 244 especies, las cuales se distribuyen principalmente en
Sudamérica (Upham & Patterson, 2015; D’Elia et al., 2019; Verde Arregoitia et al., 2020).
Se estima que invadieron este continente durante el Eoceno medio (hace aproximadamente
42 Ma). La hipotesis mas aceptada es que el ancestro comun de este grupo atraveso el
océano Atlantico (Lavocat, 1969). Sin embargo, hay evidencias que sustentan la posibilidad
de un origen asiatico y rutas de migracion alternativas (Huchon & Douzery, 2001). Desde
su arribo se ha vuelto uno de los grupos mas diversos, particularmente por la riqueza de
especies y diversidad de caracteristicas ecoldgicas y morfolégicas, especialmente en
términos de plano corporal (Voloch et al.,, 2013; Morgan, 2015). Una caracteristica
remarcable de este clado es la enorme variacion de tamarfo, especialmente cuando se
considera el registro fosil (Alvarez et al., 2017). Por ejemplo, el extinto dinémido
Josephoartigasia monesi Rinderknecht & Blanco, 2008 podria haber alcanzado la tonelada
de peso (Millien, 2008).

Uno de los grupos mas llamativos dentro de los caviomorfos son los “capibaras”, un grupo
registrado desde el Mioceno medio (Pérez et al., 2017). Los restos fosiles mas antiguos de
este grupo corresponden a Cardiatherium chasicoense Pascual & Bondesio, 1968 de edad
Chasiquense (Mioceno, 10-9 Ma), y derivan exclusivamente de Argentina, con registros en
la provincia de Buenos Aires y San Juan (Deschamps et al., 2007; Deschamps et al., 2009;
Vucetich et al., 2012; Deschamps et al., 2013). Para el Huayqueriense (Mioceno, 9,0-6,8
Ma) los capibaras estaban distribuidos por gran parte de Sudamérica, desde Venezuela
hasta el oeste de Brasil, suroeste de Uruguay y diversas localidades de Argentina. Durante
el Pleistoceno-Holoceno este grupo se distribuia desde Norteamérica hasta Argentina
central (Vucetich et al., 2012). En la actualidad solo existen 2 especies de capibaras: el
capibara menor (Hydrochoerus isthmius Goldman, 1912) cuya distribucion se limita a
algunas zonas de Panama, Colombia y Venezuela; y el capibara, chigtire o carpincho
(Hydrochoerus hydrochaeris (Linnaeus, 1766)) distribuido ampliamente por Sudamérica
(Moreira et al., 2013Db).



Y A ‘\ \“*
A

£)
N
8

i\' A ‘\m o\
Figura 1. Individuo de Hydrochoerus hydrochaeris. Foto tomada por Ezequiel Vera. Extraido de
iNaturalist (https://www.inaturalist.org/observations/36240396).

El carpincho

El carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris) con un peso promedio de 50 kg es, en la
actualidad, el roedor mas grande del mundo. Es un animal robusto, con un largo aproximado
de 1,2 my 0,6 m de altura a la cruz (Mones & Ojasti, 1986; Moreira et al., 2013b). Sus
extremidades son cortas, siendo las posteriores mayores que las anteriores. Poseen
diversas adaptaciones al medio acuatico como las patas palmeadas, junto a los ojos, las
orejas y las narinas que se encuentran en posicion dorsal (Ojasti, 1973; Mones & Ojasti,
1986; Moreira et al., 2013b) (Figura 1).

Es endémico de Sudamérica y presenta una amplia distribucion que abarca Colombia,
Venezuela, las Guayanas, Ecuador, Peru y Bolivia, Paraguay, Brasil, Uruguay y norte de
Argentina hasta el rio Quequén (38°17’ S) en la provincia de Buenos Aires (Mones & Ojasti,
1986; Doumecq Milieu et al., 2012; Moreira et al., 2013b) (Figura 2).

Ocupan una gran variedad de habitats asociados al agua, desde humedales a sabanas
inundables y bosques riparios. La mayoria del forraje que consumen se encuentra asociado
a los cuerpos de agua y recurren al medio acuatico para aparearse o al escapar de algun
depredador. Ademas, el agua es esencial para su termorregulacion debido a que sus
glandulas sudoriparas son poco efectivas (Ojasti, 1973; Bolkovic et al., 2006; Ferraz et al.,
2007; Schivo et al., 2010).

Los carpinchos viven en manadas que varian desde parejas o familias hasta complejos
grupos de numerosos adultos y sus crias (Campos Krauer, 2009). En general estos grupos
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Figura 2. Distribucién de Hydrochoerus hydrochaeris (IUCN, 2016).

sociales varian entre 6 y 16 adultos, aunque se han observado congregaciones mayores a
100 individuos (Ojasti, 1973; Herrera et al., 2011). Los carpinchos se vuelven sexualmente
maduros entre los 1,5-2 afos, cuando alcanzan los 30-40 kg (Moreira et al., 2013a). El
periodo de gestacion dura aproximadamente 150 dias (Lopez-Barbella, 1987; Angel-
Escobar & Aldana-Dominguez, 2007). Las hembras dan a luz, en promedio, 1,55 veces al
afo, y el tamafio de camada suele ser de 4 crias (Ojasti, 1973; Perdomo, 2005; Maldonado-
Chaparro & Blumstein, 2008).

El carpincho, a nivel internacional esta catalogado por la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (IUCN, por sus siglas en inglés) como preocupacion menor
(Reid, 2016). La principal amenaza de esta especie es la caza por su carne y cuero (Aldana-
Dominguez et al., 2013; Quintana & Bolkovic, 2013; Reid, 2016), posible transmision de
enfermedades y/o conflictos vinculados al dafio de cosechas (Ferraz et al.,, 2007). La
deforestacion no representaria una amenaza significativa para esta especie, por el contrario,
se han documentado casos en los que la conversion de bosques a pasturas ha provocado
su expansion (Moreira & Macdonald, 1996; Ferraz et al., 2007; Ferraz et al., 2009; Campos-
Krauer & Wisely, 2010). De hecho, el carpincho es considerado plaga en algunas partes
Brasil debido a su adaptabilidad a agroecosistemas y la desaparicién de sus depredadores
naturales (Ferraz et al., 2003).

En Argentina, la lista roja mas reciente clasifica al carpincho como preocupacion menor



debido a su amplia distribucion, a que las poblacionales se consideran relativamente
estables y por su reciente ampliacion del rango de distribucion, particularmente en las
provincias de Buenos Aires y Santiago del Estero (Bolkovic et al., 2019). Esta especie
también esta categorizada como preocupacién menor en Brasil (ICMBio/MMA, 2018) y
Paraguay (Saldivar et al., 2017).

En Uruguay se considera prioritaria para la conservacion por los criterios de especial
consideracion debido a su valor emblematico y ecoldgico; y cuya explotacion deberia ser
considerada en forma sostenible (Soutullo et al., 2013). En la actualidad hay poca
informacion generada a nivel nacional para esta especie. No obstante, Mones (1975) ya
reportaba que la caza indiscriminada de esta especie habia reducido el nUmero y provocado
su desaparicion en varias regiones del pais. Aunque su caza es ilegal en Uruguay, el
carpincho sigue siendo una fuente de alimento para numerosas familias, principalmente en
el interior del pais (Gonzalez & Martinez-Lanfranco, 2010). En Uruguay la desecacién de
bafados le ha restado grandes extensiones de habitat (Gonzalez & Martinez-Lanfranco,
2010), y actualmente la expansion de la forestacion también podria afectar la disponibilidad
de ambientes adecuados (Brazeiro et al., 2018). Recientemente, se han realizado esfuerzos
para conservar las poblaciones de esta especie como, por ejemplo, refuerzos poblacionales
y reintroducciones de este animal en distintas localidades del Paisaje Protegido Laguna de
Rocha (SEA, 2020). A su vez, se han instalado criaderos comerciales con la intencion de
lograr una explotacion sustentable del carpincho. Debido a la importancia biologica,
emblematica y socioecondmica de esta especie es necesario generar informacion de las
poblaciones uruguayas de carpinchos.

Filogeografia y ADN mitocondrial

La filogeografia se define como la disciplina que estudia la distribucién geogréafica de los
linajes genealdgicos. Se basa en dos aspectos de la variabilidad intraespecifica del ADN i)
la magnitud y el patrén de divergencia filogenética entre alelos; y i) la distribucion geografica
de estos clados (Avise et al., 1987). Los andlisis filogeogréaficos permiten inferir procesos
demograficos historicos como flujo génico, patrones de migracién, tamafio efectivo
poblacional, secuencias de colonizacion, cuellos de botella, expansiones y también
identificar unidades de conservacion (Hewitt, 2004; Dominguez-Dominguez & Vazquez-
Dominguez, 2009). Los estudios filogeogréaficos en animales suelen utilizar marcadores
moleculares del ADN mitocondrial (ADNmit) (Beebee & Rowe, 2008).

EI ADNmit es un ADN extranuclear que se ubica en los organelos celulares conocidos como
mitocondrias. EI genoma mitocondrial se compone de una doble hebra circular de
aproximadamente 15000-20000 pares de bases. Tiene 13 genes codificantes de proteinas,
2 para ARN ribosomico, 22 para ARN de transferencia y un segmento no codificante de
aproximadamente 1000 pares de bases, denominado Region Control (D-loop), donde inicia
la replicacion y la transcripcion (Taberlet, 1996).

Su popularidad como marcador molecular se debe a ciertas caracteristicas que lo
diferencian del ADN nuclear (ADNn). Existen multiples copias por célula, por lo tanto, resulta



mas sencillo de amplificar que al ADNn, del cual existen solamente 2 copias por célula
(Waits & Paetkau, 2005). Esto es particularmente util cuando se trabajan con muestras no
invasivas como fecas, que se caracterizan por poca cantidad de ADN y de pobre calidad
(Maturrano et al., 2012). Ademas, es libre de histonas y tiene limitada actividad reparadora,
por lo tanto, su tasa de fijacion es alta (5-10 veces mayor que el ADN nuclear) (Arif et al.,
2011). Asimismo, se considera que la mayoria de los polimorfismos intraespecificos son
efectivamente neutros, por lo cual la distribucion de los haplotipos esta influenciada
principalmente por eventos demograficos y no por seleccion (Beebee & Rowe, 2008). Por
otro lado, es transmitido sin recombinacion por via materna. Esto constituye tanto una
ventaja como una limitacion ya que permite seguir los linajes hacia atras en el tiempo de
manera sencilla, pero solo refleja una porcion de la variabilidad genética a través del linaje
materno (Taberlet, 1996; Pakendorf & Stoneking, 2005; Iglesias, 2008).

La Regidén Control (D-loop) presenta niveles de variacibn mayores que las secuencias
codificantes de proteinas debido a su baja presion selectiva (Arif & Khan, 2009).
Bésicamente, esta region esta dividida en 3 dominios: un dominio conservado central y dos
periféricos altamente divergentes (Saccone et al., 1991). La variacion intraespecifica que
presenta el D-loop mitocondrial lo vuelve un marcador adecuado para estudios de
variabilidad genética, filogeografia y asignacion de unidades de manejo (Kohn & Wayne,
1997).

Respecto al carpincho, a la fecha se han llevado varios estudios filogeogréficos en los cuales
se utilizé la region control como marcador molecular (Perdomo, 2005; Campos-Krauer &
Wisely, 2010; Borges-Landéez et al., 2012; Byrne et al., 2015; Ruiz-Garcia et al., 2016;
Alonso Moreno, 2017; Byrne et al., 2019). Sin embargo, s6lo unos pocos se han enfocado
en poblaciones en el sur de la distribucion de esta especie. Por ejemplo, Byrne et al. (2019)
evaluaron la diversidad genética y estructuracion de las poblaciones naturales de carpincho
en la region Chaco-Pampeana y concluyeron que los rios Paraguay y Parana estarian
actuando como corredores biolégicos, conectando las poblaciones de carpincho entre las 2
regiones. Sin embargo, su estudio no incluyé poblaciones en la porcién uruguaya y brasilera
de la provincia Pampeana. Esta region no estd asociada a los rios Parana y Paraguay; y
ademas no limita con la provincia Chaquefia. En este sentido, es posible que los procesos
histéricos hayan sido distintos.

Justificacion del estudio

A pesar de la relevancia del carpincho como especie emblematica y de recurso potencial
para Uruguay, existen escasos estudios dedicados a las poblaciones silvestres y sélo uno
gue aborda aspectos genéticos. Cosse et al. (2019) estudiaron poblaciones uruguayas
utilizando seis microsatélites como marcadores moleculares. Sus resultados indicarian que
la especie en Uruguay se comporta como una unica poblacion alejada del equilibrio de
Hardy-Weinberg. Sin embargo, los autores sostienen que su muestreo no alcanzé los
niveles esperados para poder detectar patrones genéticos, y que utilizar marcadores
mitocondriales seria interesante para poder estudiar patrones filogeograficos de esta



especie.

Por otro lado, todos los estudios regionales genéticos y filogeogréficos que existen hasta el
momento no incluyen muestras de Uruguay, que constituye gran parte de la region
pampeana. Actualmente, el limite austral de distribucion del carpincho se encuentra en la
Pampa y por lo tanto es de gran importancia evaluar la diversidad genética de estas
poblaciones, como se generd la misma y qué rol pueden haber cumplido los rios, como por
ejemplo el rio Uruguay.

Este trabajo busca analizar la variacion genética de los carpinchos en Uruguay utilizando
marcadores mitocondriales y analizar como se estructura esta variacion a nivel regional. En
este sentido el trabajo pretende complementar los resultados obtenidos por Cosse et al.
(2019) sobre la conectividad de las poblaciones de carpincho dentro de Uruguay. Asimismo,
permite conocer como se inserta ésta porcidon de la region pampeana dentro de la
filogeografia regional, complementando asi el trabajo realizado por Byrne et al. (2019) sobre
poblaciones en el Chaco y la Pampa. Por otro lado, estudiar el estatus de las poblaciones
uruguayas y su afinidad genética es necesario para el desarrollo de estrategias de
conservacion.



Objetivos

Objetivo general

Analizar coOmo se estructura geograficamente la variacion genética en poblaciones de
carpincho (H. hydrochaeris) en el sur de su distribucion desde una aproximacion

filogeografica.

Objetivos especificos

- Caracterizar la variacion genética intraespecifica del carpincho en el sur de su
distribucion con el marcador D-Loop del ADNmit.

- Estimar el grado de estructuracion genética del carpincho en el sur de su
distribucién. Establecer los niveles de flujo génico entre los grupos identificados y
analizar los patrones de migracion entre estos.

- Evaluar la existencia de eventos de expansién — contraccion de las poblaciones
de carpinchos.



Materiales y métodos

Area de estudio

El trabajo se desarrolla en el extremo sur de la distribucién del carpincho, con muestras de
Uruguay, del noreste de Argentina y del oeste y norte de Paraguay (Figura 3).

La hidrografia del area abarca principalmente la cuenca del Plata, aunque ademas se
considerd una porcién del sureste de Uruguay que corresponde a las cuencas del Atlantico
y de la Laguna Merin que vierten sus aguas directamente al Océano Atlantico (Vidal, 2003).

La cuenca del Plata se encuentra en el sudeste de Sudamérica (Figura suplementaria 1).
Cubre aproximadamente 3,6x10®° km?, siendo la segunda cuenca mas grande de
Sudamérica y drena parte de 5 paises: Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguay y Uruguay
(Mechoso et al., 2001; Su et al., 2008). Tiene 3 subcuencas principales: las cuencas del
Parana, Paraguay y Uruguay. La cuenca del Parana es la de mayor tamafio, representando
un 48,7% del area total de la cuenca del Plata. Le siguen la cuenca del Paraguay y Uruguay
con 35,3% y 11,8% respectivamente (Popescu et al., 2012). Los rios Uruguay y Parana
desembocan en el rio de la Plata, asi como algunos rios menores de la porcion sur-oeste
de Uruguay (por ejemplo, el rio Santa Lucia) y noreste de la provincia de Buenos Aires,
Argentina.

Por otro lado, se clasificd el area de estudio segun la regionalizacion de Morrone (2014),
gue en general se limita principalmente a las provincias biogeograficas del Chaco y la
Pampa. El Chaco abarca el sur de Bolivia, oeste de Paraguay, sur de Brasil y el centro-norte
de Argentina. Se caracteriza principalmente por la presencia de bosques caducifolios
Xéricos, con un estrato de gramineas, cactaceas y bromelidceas terrestres; también son
frecuentes las sabanas y las estepas haléfilas (Morrone, 2000; Morrone 2001). En cambio,
la Pampa se ubica en el centro-oeste de Argentina entre los 30 y 39 grados latitud sur,
Uruguay y la porcion sur del estado brasilefio de Rio Grande del Sur. Esta provincia se
caracteriza por la presencia de sabanas con hierbas y arbustos, bosques xéricos, sabanas
inundables y bosques de galeria a lo largo de los rios (Morrone, 2000; Morrone 2001). A su
vez, 2 poblaciones de Paraguay corresponden a la provincia biogeografica de Rondénia y
una de Argentina a la provincia de Bosque Paranaense (Figura suplementaria 2).

Muestras

Las muestras uruguayas que se analizaron se encuentran en el banco de tejidos y ADN del
Departamento de Biodiversidad y Genética del 1IBCE. Al momento se contaba con 91
muestras que corresponden a fecas, pelos y tejidos. Provienen de 13 localidades: Santa
Lucia, Rocha, Laguna de Rocha, Potrerillo, Maldonado, Paso Averias, Flores, Florida, Paso
Centurion, Queguay, Salto, Farrapos y Rincén de Franquia (Figura 3; Tabla suplementaria
1). La mayoria de las muestras fueron colectadas por guardaparques del SNAP-DINAMA-
MVOTMA (en la actualidad, SNAP-DINABISE-MA) y por investigadores del Departamento



de Biodiversidad y Genética del IIBCE. El muestreo fue oportunista. Por otro lado, las
muestras colectadas en Maldonado provienen de un criadero.

Adicionalmente, mediante una colaboraciébn con el grupo argentino liderado por el
investigador Juan Ignacio Tunez (INEDES-CONICET-Universidad de Lujan) se recibieron
12 productos de PCR para secuenciar, provenientes de 4 localidades: San Javier, Cerro
Tuna, Estancia el Socorro (Ibera) y Bajo Delta del Parana.

También se cont6 con las secuencias de los 14 haplotipos identificados por Byrne et al.
(2019), que fueron brindadas por Juan Ignacio Tunez. Estas se corresponden con 54
secuencias de muestras argentinas provenientes de 5 localidades, que fueron amplificadas
para ese mismo trabajo; también se corresponden con 110 secuencias de muestras
provenientes de 13 localidades paraguayas y que fueron generadas en el trabajo de
Campos-Krauer & Wisely (2010) (Tabla suplementaria 1). Las ultimas estan disponibles en
GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (nGmeros de acceso: GU456363-376).
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Figura 3. Izquierda: sitios de muestreo en Argentina y Uruguay. Derecha: sitios de muestreo en
Paraguay. Los numeros corresponden a poblaciones. Uruguay (e): 1 Santa Lucia, 2 Florida, 3
Maldonado, 4 Rocha, 5 Laguna de Rocha, 6 Potrerillo, 7 Averias, 8 Paso Centurion, 9 Flores, 10
Farrapos, 11 Queguay, 12 Salto, 13 Rincén de Franquia. Argentina (A ) 14 Bajo Delta, 15 El Palmar,
16 San Javier, 17 Cerro Tuna, 18 Ibera, 19 Andresito. Paraguay (m): 20 Efie, 21 Loreto, 22 Arizona,
23 Maroma, 24 Jerovia, 25 Sauces, 26 Laguna Rey, 27 Loma Plata, 28 Toledo, 29 Lapacho, 30
Mariscal, 31 Olimpo, 32 Bahia Negra.

Extraccion y amplificacion del ADN

La extraccion de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo de Gonzalez et al. (1998) para
tejidos. En el caso de fecas se utilizo un kit comercial, QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Alemania) siguiendo las recomendaciones del fabricante. La cantidad (ng/ul) y
pureza (relacion de absorbancia a 260nm y 280nm) del ADN aislado se cuantificaron
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utilizando espectrofotometro UV-VIS Nano Drop TM ND-1000 (Thermo Scientific, Waltham,
MA, Estados Unidos).

Amplificacion por PCR

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizo siguiendo el protocolo de Perdomo
(2005) para amplificar un fragmento de la region control del ADNmit de 545 pb y utilizando
el par de primers HV1-F (5-CCCACCATCAGTACCCAAAA-3) y HV1I-R (5-
CGAGATGTCTTATTTAAGGGGAAC-3'). Las reacciones de PCR tuvieron un volumen de
20 pL y contenian buffer Invitrogen a una concentracion final de de 1X, 1,5 mM de MgCl,
0,2 mg/ml de BSA y aproximadamente 4 ng/uL de ADN. Se utilizaron 0,3 uM de cada primer,
0,1 mM de dNTPs y 0,03-0,04 U de Taq Polimerasa. Las amplificaciones se realizaron en
un termociclador Benchmark TC9639 y consistieron en desnaturalizacion inicial a 94°C por
3 minutos, 35 ciclos de la siguiente manera: desnaturalizacién a 94°C por 45 segundos,
hibridacion a 50°C por 45 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Por ultimo, se agrego
un ciclo de extension final a 72°C por 7 minutos. En todas las reacciones se utilizaron
controles negativos para comprobar si existia contaminacion y controles positivos para
verificar que no existieran errores de manipulacion.

Para verificar la eficiencia de la reaccion de PCR se realizaron corridas electroforéticas en
geles de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris-Borato EDTA) 1X y utilizando intercalante
GoodView, los tamafos de los fragmentos fueron establecidos utilizando un marcador de
tamafio molecular HyperLadder IV (Meridian-Biioline BIO-33029 Marcador 100 pb). Esta
técnica se basa en la migracion diferencial de macromoléculas cargadas a través de una
matriz de gel cuando son sometidas a un campo eléctrico.

Secuenciacion

Los productos de PCR amplificados de muestras uruguayas y los proporcionados por los
colaboradores argentinos se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur
de Montevideo para su secuenciacion. La unidad cuenta con un analizador genético Applied
Biosystems 3130. El método de secuenciacion empleado fue el Método Enzimatico de
Sanger (Sanger et al., 1977).

Analisis de datos

Las secuencias fueron alineadas utilizando ClustaW en el software MEGA X (Kumar et al.,
2018) para observar los distintos polimorfismos. Si bien el fragmento amplificado tiene un
largo de aproximadamente 500 pb, solamente se utilizaron 245 pb para poder hacer un
analisis que incluya las secuencias utilizadas por Byrne et al. (2019), que comprenden ese
fragmento menor. Se clasificaron las secuencias en haplotipos de forma manual, y también,
como un modo de verificacidn, se colapsaron las secuencias en haplotipos con el software
DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009).
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Andlisis de estructura poblacional

Utilizando Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) se realizé un Andlisis de la Varianza
Molecular (AMOVA) para evaluar la significancia de las divisiones geogréaficas entre
poblaciones (Excoffier et al., 1992). Este método estadistico involucra la varianza en la
frecuencia haplotipica pero a su vez considera el nimero de mutaciones entre los
haplotipos. Es un enfoque jerarquico donde las correlaciones entre distancias genotipicas
son designadas como estadisticos Phi (¢), versiones analogas a los estadisticos F de Wright
(1951) (Excoffier et al., 1992). ¢st estima el grado de diferenciacion de las poblaciones
respecto al total, ¢sc estima la diferenciacion entre poblaciones asignadas a un mismo grupo
y ¢ct estima la diferenciacion entre los grupos. Las agrupaciones que maximizan la varianza
entre los grupos y minimizan la varianza dentro de los grupos, se asumen que reflejan la
subdivision geografica mas probable (Excoffier et al.,, 1992; Boyd et al., 2020). La
significancia se teste6 mediante 10.000 permutaciones y se tomo6 a= 0,05 como nivel de
significancia estadistica.

Primero, para evaluar la distribucion de la variacion genética se testeo si las poblaciones se
comportaban como una gran poblacién panmitica. Consecutivamente, se testearon 2
hipotesis a priori de estructuracion geografica: en base a cuencas y en base a provincias
biogeograficas (Tabla suplementaria 2). Para evaluar la primera hipétesis se armaron 6
grupos: cuenca alta del rio Paraguay, cuenca baja del rio Paraguay, cuenca del rio Parana,
cuenca del rio Uruguay, cuenca del rio Santa Lucia y la cuenca de la Laguna Merin y el
Océano Atlantico. En la segunda situacion, se agruparon las poblaciones por provincias
biogeogréficas, segun la clasificacion de Morrone (2014). Se determinaron 4 grupos:
Pampa, Chaco, Bosque Paranaense y Rondodnia.

Adicionalmente se ejecutd un Analisis Espacial de la Varianza Molecular (SAMOVA, por sus
siglas en inglés) implementado en el software SAMOVA 2.0 (Dupanloup et al., 2002). Este
método implementa una aproximacion para definir grupos de poblaciones geograficamente
homogéneas y diferenciadas entre ellas. En base a un numero arbitrario de grupos (K) el
analisis determina la composicion de las agrupaciones al maximizar el valor de ¢ct. Se
probaron distintos nimeros de agrupaciones geograficas, considerando que el minimo de
estas a testear debia ser de 2 o 3. Para estos analisis se utilizaron las configuraciones
estandares y distancias pareadas entre haplotipos, y para simplificar la seleccién solo se
evaluaron los agrupamientos con constricciones geogréficas. El criterio para determinar el
namero de grupos se basé en que el valor de ¢ct fuera el mayor posible y que todos los
grupos reunieran al menos 2 localidades.

Se calcularon los valores de ¢st en base a diferencias pareadas para evaluar la
diferenciacion genética entre los grupos formados para la mejor clasificacion. En base a
esto se estimo el flujo génico entre grupos mediante el nUmero de hembras migrantes entre
poblaciones por generacion (Nm), utilizando la expresion:

1

bt = T oNm
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donde N es el tamafio poblacional efectivo de las hembras y m es la tasa de migracién de
las hembras (Weir, 1996; Gonzalez et al., 2015).

Variabilidad genética

Se evaluaron los niveles de variabilidad genética, mediante la proporcion de sitios
polimérficos (S), la diversidad haplotipica (Hd), y diversidad nucleotidica (7).

Se calculo la proporcidon de sitios polimérficos para el fragmento analizado siguiendo la
defincion de Hartl (2000):

S = sitios polimérficos/sitios totales.

La diversidad haplotipica indica la probabilidad de que dos haplotipos muestreados alazar
sean idénticos dentro de la muestra. Se calcula como:

k
Hd = — 1—2 2
— i

i=1

donde n es el numero de copias del gen en la muestra, k el niumero de haplotipos y pi la
frecuencia en la muestra del i-ésimo haplotipo (Nei, 1987).

La diversidad nucleotidica indica la probabilidad de que dos nucleétidos homdlogos vy
tomados al azar sean diferentes. Se calcula con la siguiente férmula:

= Zpi bj mij
ij

donde pi es la frecuencia de la secuencia i, p; la frecuencia de la secuencia j y mj; la
proporcion de diferentes nucleotidos entre la secuencia i y la secuencia j (Tajima, 1983; Nei,
1987).

Los 2 dltimos indicadores fueron calculados en DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009).

Historia demografica

La historia demogréafica de las poblaciones se evalu6 utilizando 2 aproximaciones distintas
para el mejor agrupamiento. Primero, se realizaron los test de neutralidad D de Tajima
(Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997), empleando el software Arlequin 3.5 (Excoffier &
Lischer, 2010). Para ambos test se realizaron 1000 simulaciones. La significancia del test D
fue a= 0,05 y la del Fs a= 0,02. Estos test se basan en el modelo de alelos infinitos
(Holsinger, 2012). La hipoétesis nula de ambos test asume que el tamafio de la poblacién es
constante y que esta no esta estructurada (Nielsen, 2001).

El test D de Tajima compara el nimero de sitios segregantes con el nimero promedio de
diferencias pareadas. Bajo una situacion de evolucion neutral ambos valores deberian ser
iguales, pero pueden existir diferencias debido a seleccion y/o a eventos demograficos.
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Valores negativos sugieren expansion poblacional o seleccion purificadora; mientras que
valores positivos sugieren un cuello de botella reciente o seleccion balanceadora (Perfectti
et al., 2009; Holsinger, 2012).

Por otro lado, el test Fs de Fu sugiere estimar la probabilidad de observar una muestra al
azar con un numero de alelos igual o menor al valor observado, dada la asuncion de que
los alelos en cuestion son selectivamente neutros. Valores negativos del Fs se deben a un
exceso de alelos, que es esperable bajo una expansion poblacional repentina o por “efecto
autostop” (“genetic hitchhiking”, en inglés), es decir, cambios en la frecuencia de un alelo
debido a proximidad con un gen bajo seleccion. Por otro lado, valores positivos es evidencia
de una deficiencia de alelos que puede deberse a cuellos de botella recientes o seleccion
sobredominante (Holsinger, 2012).

Como segunda aproximacion se utilizo la distribucion de las diferencias pareadas (mismatch
distribution) (Rogers & Harpending, 1992). El andlisis consiste en la comparacion del
namero observado de diferencias entre pares de haplotipos, en contraste con la distribucién
esperada bajo un modelo de expansién poblacional. La distribucion de las diferencias
pareadas es multimodal en poblaciones en equilibrio demogréafico y unimodal en aquellas
gue han pasado por una expansién demogréfica reciente. Los gréaficos se realizaron con
DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009) mientras que los parametros bajo un modelo de
expansion repentina fueron calculados con Arlequin 3.5 (Excoffier & Lischer, 2010). Se
calcularon los intervalos de confianza para los parametros estimados mediante 1000
réplicas de Bootstrap. Para evaluar la validez del modelo, se calcularon la suma de los
desvios cuadrados (SSD) (Schneider & Excoffier, 1999) y el indice de irregularidad de
Harpending (“Raggedness”, r) (Harpending, 1994). Se esperan valores bajos y no
significativos de estos test si ocurri6 un proceso de expansion. Cuando se detectaron
sefiales de expansion poblacional, se calcul6 el tiempo en el cual este suceso ocurrié a
partir de la expresion:

T=2ut

donde t es el pardmetro de expansion poblacional, u es la tasa de mutacién por generacién
y t es el tiempo desde la expansion (en generaciones) (Rogers & Harpending, 1992).
Siguiendo un procedimiento similar al de Horn et al. (2014), se utilizaron tasas de sustitucion
de 3x107, 5x10°" y 7x1077 sustituciones/sitio/afio. Esto debido a que en la bibliografia no se
encontraron estimativos robustos de la tasa de sustitucion del D-loop para el carpincho. Se
asumio un tiempo generacional de 2 afios para esta especie, dado que las hembras
alcanzan la madurez sexual a los 1,5-2 afios aproximadamente (Moreira et al., 2013a) y el
tiempo de gestacion es aproximadamente 150 dias (Lopez-Barbella, 1987; Angel-Escobar
& Aldana-Dominguez, 2007).

Andlisis filogenéticos y red de haplotipos

La reconstruccion filogenética de los haplotipos se obtuvo empleando los métodos de
maxima parsimonia y maxima verosimilitud con MEGA X (Kumar et al., 2018). Para el
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método de maxima verosimilitud, se utilizé jModelTest 2 (Darriba et al., 2012) con el fin de
determinar el mejor modelo de sustitucién nucleotidica para los datos. De acuerdo al criterio
de informacion bayesiano (BIC, por sus siglas en inglés) (Schwarz, 1978) el mejor modelo
fue el de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85) (Hasegawa et al., 1985) con distribucion
gamma. El apoyo de los nodos se evaluo6 utilizando 1000 réplicas de Bootstrap para ambos
meétodos (Felsenstein, 1985). Como grupo externo se utilizaron 3 secuencias de Cavia
porcellus (Linnaeus, 1758), especie que pertenece a la misma familia que el carpincho,
Caviidae (Pérez et al., 2014). Las secuencias fueron obtenidas de GenBank (numero de
acceso: MF278290, MF278293 y MF278294).

Para explorar las relaciones entre haplotipos se generd una red utilizando el algoritmo de
unién por la mediana (Median Joining Network, por su nombre en inglés) (Bandelt et al.,
1999) implementado en el software PopArt (Leigh & Bryant, 2015), con la configuracion
estandar.
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Resultados

Se lograron amplificar por PCR exitosamente 45 muestras (23 fecas, 15 muestras de tejido
y 7 muestras de pelo) de Uruguay (Tabla suplementaria 3). Adicionalmente, se cont6 con
66 secuencias de Argentina y 110 de Paraguay, totalizando asi, 221 secuencias de
carpinchos en la region de estudio (Tabla 1).

Para las muestras uruguayas se obtuvieron 6 haplotipos determinados por 5 sitios
polimorficos y todas las sustituciones observadas fueron transiciones. Al incluir las
secuencias obtenidas de Paraguay y Argentina se obtuvieron 19 haplotipos determinados
por 18 sitios polimorficos. Entre ellos se encontraron 17 transiciones y 1 transversion,
ademas 15 sitios fueron informativos para parsimonia. La proporcion de sitios polimorficos
fue de 0,0735 aproximadamente.

Solo el haplotipo | es compartido entre poblaciones de los 3 paises. Este se encuentra en
una muestra uruguaya proveniente de Farrapos, mientras que el mismo se encontro en 6
muestras de Toledo, Paraguay y 3 muestras de Argentina, 1 de San Javier y 2 de Cerro
Tuna. Aparte de este caso, Uruguay no comparte ningun otro haplotipo con Paraguay, pero
si comparte 3 haplotipos con Argentina: O, Q y S. Argentina y Paraguay ademas comparten
el haplotipo A, el mas abundante (Tabla 1; Figura 4).
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Tabla 1. Distribuciéon de los haplotipos del D-loop mitocondrial de carpincho. Se indican los
tamafos muestrales (N) y el nimero de individuos por haplotipo para cada localidad (n).

Sitio de muestreo N Haplotipos (n)
Uruguay 45

Santa Lucia 5 0(5)

Florida 2 0(2)

Maldonado 6 0(1), Q(1), S(4)
Rocha 1 Q1)

Laguna de Rocha 2 0(2)

Potrerillo 2 0(2)

Averias 6 0(5), Q(1)

Paso Centurion 1 o)

Flores 1 o)

Farrapos 7 1(1), O(3), P(2), Q(2)
Queguay 7 0(2), Q(5)

Salto 3 Q(2), R(1)

Rincon de Franquia 2 0(2)

Argentina 66

Bajo Delta 19 A(11), B(2), C(1), E(2), F(1), Q(1), R(2)
El Palmar 4 B(1), C(3)

San Javier 11 A(10), I(2)

Cerro Tuna 3 1(2), R(1)

Ibera 26 A(8), B(2), C(9), D(1), O(5), R(1)
Andresito 3 A(3)

Paraguay 110

Efie 8 A(8)

Loreto 11 A(3), G(8)

Arizona 10 A(4), G(6)

Maroma A(6)

Jerovia A(8)

Sauces 11 A(1), G(10)

Laguna Rey 4 G(3), N(2)

Loma Plata 10 A(5), G(5)

Toledo 13 A(4), G(3), I(6)
Lapacho G(5)

Mariscal A(3)

Olimpo 12 A(2), G(1), H(9)
Bahia Negra 9 A(1), H(2), J(3), K(1), L(1), M(2)
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Figura 4. Mapa de haplotipos del fragmento de D-loop por localidad: 1 Santa Lucia, 2 Florida, 3
Maldonado, 4 Rocha, 5 Laguna de Rocha, 6 Potrerillo, 7 Averias, 8 Paso Centurion, 9 Flores, 10
Farrapos, 11 Queguay, 12 Salto, 13 Rincdn de Franquia, 14 Bajo Delta, 15 El Palmar, 16 San Javier,
17 Cerro Tuna, 18 lbera, 19 Andresito, 20 Efie, 21 Loreto, 22 Arizona, 23 Maroma, 24 Jerovia, 25
Sauces, 26 Laguna Rey, 27 Loma Plata, 28 Toledo, 29 Lapacho, 30 Mariscal, 31 Olimpo, 32 Bahia
Negra. El tamafio de los circulos es proporcional al nUmero de muestras por localidad.
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Andlisis de estructura poblacional

El AMOVA confirmd una significativa diferenciacion genética entre las poblaciones
estudiadas (54,90% de la variacion genética, ¢st=0,54897, p < 0,001) (Tabla 2).

La agrupacion basada en provincias biogeograficas no fue aceptada como Unica hipétesis.
Si bien, la proporcion de la variacion entre las provincias biogeograficas fue considerable
(31,18%), la variacion entre poblaciones dentro de estas tuvo un valor similar (29,15%);
ademas, la principal fuente de variacién se hall6 dentro de las poblaciones (39,66%). Por
otro lado, la agrupacion basada en cuencas explicé de mejor manera la distribucion de la
variacion genética ya que se obtuvieron grupos mas homogéneos. La variacion entre
poblaciones dentro de las cuencas (20,09%) fue considerablemente menor que la variacion
entre estas (38,76%). La principal fuente de variacion, como en el caso anterior, se encontro
dentro de las poblaciones (41,15 %) (Tabla 2).

Con el andlisis de SAMOVA el mejor modelo determind 4 grupos: Uruguay, Argentina-
Paraguay, Paraguay Il y Paraguay Il (Figura 5; Tabla suplementaria 4). La principal fuente
de la variacion se encontré entre los grupos (57,64%), ademas minimizé considerablemente
el porcentaje de variacion dentro de los grupos (4,78%). El valor de ¢crt (0,57642) fue
considerablemente mayor que el de ¢sc (0,11278). En base a estos resultados se consideré
la agrupacion del SAMOVA como la més adecuada (Tabla 2).

Se evaluaron los valores pareados de ¢st para las agrupaciones segun el SAMOVA. Todas
las comparaciones entre grupos fueron significativas e indicaron estructuracion genética alta
(¢st 2 0,30) (Tabla 3). Las estimaciones del nUmero de migrantes por generacion entre los
grupos fueron menores a 1 en la mayoria de los casos. La excepcion fue entre Paraguay |l
y Paraguay IIl con aproximadamente un migrante por generacion.

Los indices de diversidad genética fueron calculados para los grupos obtenidos por
SAMOVA. En general se encontraron niveles moderados de diversidad haplotipica y
nucleotidica (Tabla 4).
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Tabla 2. Andlisis de la Varianza Molecular (AMOVA) para los 4 agrupamientos. La significancia se

teste6 mediante 10.000 permutaciones. Todos los valores fueron significativos (p < 0,001).

Componentes de la varianza

% total de la varianza

Estadisticos ¢

Sin

regionalizacion

Cuencas

Provincias

biogeograficas

SAMOVA

Entre poblaciones

Dentro de las poblaciones

Entre cuencas

Entre poblaciones dentro de las

cuencas

Dentro de las poblaciones

Entre provincias

Entre poblaciones dentro de las

provincias

Dentro de las poblaciones

Entre grupos

Entre poblaciones dentro de

grupos

Dentro de las poblaciones

54,90

45,10

38,76

20,09

41,15

31,18

29,15

39,66

57,64

4,78

37,58

¢sT = 0,54897

¢cT =0,38759

¢sc =0,32802

$sT =0,58847

$cT=0,31182

$sc = 0,42364

$st =0,60336

dcT =0,57642

$¢sc=0,11278

¢sT =0,62419
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Figura 5. Agrupacion geogréafica sugerida por el Analisis Espacial de la Varianza Molecular
(SAMOVA).

Tabla 3. Diferenciacion entre los grupos detectados por el Analisis Espacial de la Varianza
Molecular (SAMOVA) y estimaciones de flujo génico. Debajo de la diagonal: comparaciones
pareadas de los indices de fijacion (¢st). La significancia se teste6 mediante 10.000
permutaciones. Todos los valores fueron significativos (p < 0,001). Encima de la diagonal:
namero de migrantes (Nm) entre grupos, calculados a partir de las comparaciones pareadas.

Uy Ar-Py Py Il Py 1l
Uy 0,39853 0,23281 0,21211
Ar-Py 0,55646 0,37213 0,25065
Py II 0,68230 0,57331 1,14879
Py il 0,70214 0,66609 0,30325
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Tabla 4. Diversidad genética, y parametros y estadisticos demogréficos para los 4 grupos
identificados por el Andlisis Espacial de la Varianza Molecular (SAMOVA). SSD: suma de los
desvios cuadrados. r: indice de irregularidad de Harpending. N/A: El procedimiento de minimos
cuadrados para ajustar el modelo de la distribucién de las diferencias pareadas y la distribucién
observada no convergi6 después de 2000 pasos.

Uy Ar-Py Py Il Py Il
Numero de individuos 45 104 51 21
Diversidad genética
Numero de haplotipos 6 11 3 7
Diversidad haplotipica 0,609 0,632 0,416 0,710
Diversidad nucleotidica 0,00311 0,00438 0,00679 0,01535
Numero de transiciones 5 7 5 12
Ndmero de transversiones 0 1 0 0
Numero de sustituciones 5 8 5 12

Historia demografica

D de Tajima (p)

-0,82769 (0,215)

-0,72447 (0,266)

1,20095 (0,885)

0,45326 (0,732)

Fs de Fu (p) -1,98961 (0,087) -4,61625(0,029) 3,99090 (0,955)  0,82470 (0,689)
- 0,875 1,010 0.000 7,564

T qt2.5% 0,35937 0,14452 0.00000 2,29498

T qt 97.5% 1,21680 2,65236 3,05667 44,56504

SSD (p) N/A 0,00131 (0,406)  N/A 0,08724 (0,056)
r (p) N/A 0,04864 (0,610)  N/A 0,21186 (0,048)

Historia demografica

Los valores de los test D de Tajima y Fs de Fu fueron negativos para Uruguay y Argentina-
Paraguay, y positivos para Paraguay Il y lll, aunque estos no fueron significativos en ninguno
de los casos (Tabla 4).

Respecto a los analisis de “mismatch distribution” las graficas para Uruguay y Argentina-
Paraguay presentaron una distribucion unimodal, mientras que para los demas grupos la
distribucion fue multimodal (Figura 6). Para el grupo Argentina-Paraguay los estadisticos r
y el SSD presentan valores no significativos, indicadores de expansion demogréfica (Tabla
4).
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La distribucién unimodal de las diferencias pareadas y valores no significativos para el ry el
SSD sugieren que para el grupo Argentina-Paraguay no se puede rechazar el modelo de
expansion repentina. El tiempo desde la expansion demogréafica para los tres valores de
tasas de sustitucion 3x107, 5x107 y 7x10°7 sustituciones/sitio/afio fue estimado en 6871,
4122 y 2945 afios respectivamente, con un intervalo de confianza total de entre 18000-400
afos. La precision del estimativo 7 fue baja debido a la amplitud del intervalo de confianza
de 95% para este grupo (Tabla 4).
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Figura 6. Andlisis demogréficos utilizando el modelo de distribucién de las diferencias pareadas
(“mismatch distribution”) para los grupos identificados. Con linea solida se representa la distribucion
esperada y con linea punteada la distribucion observada.

Analisis filogenéticos y red de haplotipos

Mediante el método de maxima parsimonia se obtuvieron 5 arboles igualmente
parsimoniosos de 63 pasos y un indice de consistencia (nGmero minimo de pasos/ numero
de pasos observado) de 0,88. Por otra parte, el arbol de maxima verosimilitud obtuvo un
valor de logaritmo de verosimilitud de -623,60. Ambas filogenias generaron topologias
concordantes. En ninguno de los casos se pudieron resolver las relaciones a nivel
intraespecifico. Ambos arboles sugieren la presencia de 2 clados con alto soporte de
Bootstrap: haplotipos G, H y J y haplotipos K y L. Para los demas haplotipos no se pudieron
dilucidar las relaciones, ninguna agrupacion tuvo suficiente apoyo estadistico (Bootstrap =
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50) y todos colapsaron en una gran topologia basal (Figura 7).

La red de haplotipos se clasifico acorde al agrupamiento propuesto por SAMOVA. Por un
lado, un conjunto de 14 haplotipos (A, B, C,D, E, F, I, M, N, O, P, Q, Ry S) se encuentran
muy interconectados y se diferencian por un sélo paso mutacional. Estos haplotipos
coinciden con los que forman la topologia basal en los arboles filogenéticos. Por otro lado,
se observa que los haplotipos G, H y J y los haplotipos K y L conforman 2 grupos
identificables y separados de la red por 3 pasos mutacionales en ambos casos (Figura 8) y
gue corresponden a los clados identificados en los arboles filogenéticos. Se observa que
Paraguay Il presenta los haplotipos mas divergentes y que Paraguay Il parece estar
representado principalmente por la alta frecuencia del haplotipo G. En cambio, Argentina-
Paraguay es el grupo con mayor numero de haplotipos, la mayoria de estos forman parte
de la red compleja. Finalmente, la mayoria de los haplotipos hallados en Uruguay son
compartidos con los del grupo anterior (I, O, Ry Q) y dos haplotipos se encontraron solo
aqui (S y P). Cabe mencionar, que Uruguay es el Gnico grupo que no tiene representantes
de los haplotipos mas abundantes, Ay G.
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Discusion

Variabilidad genética en la especie

La alta variabilidad de la regién D-loop mitocondrial se distribuye de forma diferencial a lo
largo del fragmento. Siguiendo la determinacién de la regién control para algunos roedores
histricomorfos por Silva et al. (2011) se determiné que 91 pb del fragmento de 245 pb
corresponden al dominio central de la regién control (aproximadamente el 37,1% del
fragmento). Esta regidn es bastante conservada, incluso entre géneros, por lo cual es
esperable que la variacion intraespecifica sea baja. Mora et al. (2006) estudiaron la
filogeografia del tuco-tuco del sur (Ctenomys australis Rusconi, 1934), un cavido, utilizando
un fragmento de 403 pb de la regién control para 70 individuos e identificaron 24 haplotipos
determinados por 19 sitios polimérficos (GenBank, numeros de acceso: DQ416717-
DQ416740). El fragmento que emplearon contiene en su totalidad al utilizado en este
estudio. Al alinear y reducir la longitud de las secuencias de tuco-tuco en base a las de
carpincho se obtuvieron secuencias de 243 pb y solamente se identificaron 9 haplotipos
determinados por 6 sitios polimaorficos.

Para el fragmento analizado en este trabajo la proporcion de sitios polimérficos fue baja y
solamente se encontraron 18 sitios variables en un fragmento de 245 pb. La mayoria fueron
transiciones, solo se encontré una transversion y ninguna insercién/delecion. Ademas, solo
se hallaron 19 haplotipos a partir de 221 individuos. En comparacion, utilizado un fragmento
de 386 pb se hallaron 26 sitios variables y 21 haplotipos para los 155 individuos de Uruguay
y Paraguay.

Patrones filogeograficos

Se hallé diferenciacion genética significativa entre las poblaciones. Las hipotesis de
estructura poblacional segun provincias biogeograficas o cuencas no fueron adecuadas
para explicar las diferencias genéticas entre las muestras de carpinchos estudiadas.
Alternativamente, la clasifiacion propuesta por SAMOVA maximiza el porcentaje de varianza
entre grupos y minimiza los porcentajes de varianza dentro de los grupos, aunque es
compleja de explicar desde un punto de vista estrictamente geogréafico, por lo que otros
procesos deben ser tomados en cuenta.

El grupo Paraguay lll, que comprende las poblaciones de Olimpo y Bahia Negra también
fue considerado en el trabajo de Campos-Krauer & Wisely (2010). Los autores proponen
gue la persistencia de bosque tropical seco habria aislado estas poblaciones de aquellas
ubicadas en el centro y oeste del Gran Chaco. Por otro lado, estas poblaciones se localizan
en el Pantanal, el humedal mas grande y biodiverso del planeta (Lourival et al., 2009), en el
cual los carpinchos estan ampliamente distribuidos (Lacher & Gongalves, 1988; Alho, 2008).
Tamafios poblacionales grandes y dispersion entre parches podrian ser los factores que
explican la alta diversidad genética del grupo Paraguay Il (Figura 4; Tabla 4).
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Los otros dos grupos (Paraguay Il y Argentina-Paraguay) se encuentran en simpatria en el
Chaco Paraguayo. Campos-Krauer & Wisely (2010) mediante un analisis filogenético
detectaron la presencia de 2 filogrupos distintos que contactaron secundariamente a lo largo
del Chaco. Segun sus resultados, estos habrian divergido hace 40.000-10.000 afios,
durante el Pleistoceno Tardio. Carlini et al. (2004) sugieren condiciones aridas o semiaridas
durante intervalos del Pleistoceno para el centro-norte de Argentina, Paraguay y el sur de
Bolivia, por lo cual es posible que las poblaciones de carpincho estuvieran aisladas en
refugios pleistocénicos. Lamentablemente, no se cuenta con informacion sobre el origen
geografico de estos filogrupos debido a que el estudio de Campos-Krauer & Wisely (2010)
se enfocé en poblaciones que se habrian expandido recientemente por el Chaco Paraguayo.
El andlisis de estructura genética del presente estudio otorga evidencia a favor de la teoria
del contacto secundario entre filogrupos, aunque la diferenciacion entre Paraguay Il y
Argentina-Paraguay debe ser tomada con cautela. Es probable que el nUmero de migrantes
entre las poblaciones de los grupos este subestimado debido al estadistico utilizado. Los
estadisticos ¢ contemplan el nimero de sustituciones entre haplotipos, por lo cual la
presencia mayoritaria del haplotipo G en Paraguay Il, que estd a numerosos pasos
mutacionales de los haplotipos de Argentina-Paraguay es una de las causas principales del
marcado resultado en la estructura genética.

El grupo Argentina-Paraguay comprende un continuo a través de las provincias
biogeograficas del Chaco y la Pampa. Esto concuerda con los resultados de Byrne et al.
(2019), que proponen que los rios Parana y Paraguay actuarian como corredores biologicos
conectando las poblaciones de estas provincias.

Finalmente, las poblaciones de Uruguay se identifican como un grupo diferenciado del resto.
Por un lado, la diferenciacion respecto a los grupos identificados exclusivamente en
Paraguay podria deberse a las grandes distancias geograficas y que no hay cursos de agua
gue conecten las localidades. No obstante, es sorprendente la alta diferenciacion entre
Uruguay y el grupo Argentina-Paraguay ya que existe una gran proximidad con las muestras
de Argentina y porque el rio Uruguay no deberia ser una barrera para el carpincho. Sin
embargo, los resultados sugieren que hay menos de un migrante por generacion entre estas
unidades. Ya que no es facil explicar esta diferenciacion por aspectos geogréficos, se
evallan otros factores como causas histdricas y/o comportamentales. Segun Kerber &
Ribeiro (2011) el limite de distribucion de esta especie durante el Pleistoceno estaba en el
norte de Uruguay, mientras que hoy esta en la provincia de Buenos Aires; por lo cual se
puede asumir que el desplazamiento de la especie, en la region, fue de norte a sur. Es
posible que el carpincho haya colonizado la mesopotamia argentina principalmente por el
rio Parana, mientras que la colonizacién de Uruguay podria haber ocurrido principalmente
por el rio Uruguay y el sistema de lagunas y rios costeros. La presencia del haplotipo A
desde Bahia Negra hasta Bajo Delta, y su ausencia en las poblaciones uruguayas esta en
concordancia con esta hipotesis.

A su vez ciertos aspectos comportamentales podrian contribuir a mantener esta
diferenciacion. Congdon (2007) hallé que la dispersion en los carpinchos de los llanos
venezolanos esta sesgada principalmente a los machos, con la mayoria de éstos emigrando
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de sus grupos natales antes de reproducirse por primera vez; en cambio las hembras serian
filopatricas. Por otro lado, Herrera et al. (2011) sostienen que este fenGmeno esta vinculado
a grandes densidades poblacionales. Los marcadores mitocondriales Unicamente reflejan
los procesos historicos de las hembras, por lo tanto, estudios basados en marcadores
nucleares o en el cromosoma sexual Y de los machos pueden revelar un patron distinto al
hallado en este estudio. Por otro lado, Herrera (2013) describe a los grupos de carpinchos
como sociedades cerradas, estables y territoriales. Es probable entonces que exista una
preferencia por reproducirse con individuos que identifican como mas cercanos a su grupo.
Para poner a prueba éstas hipotesis, seria necesario avanzar en el estudio del
comportamiento, areas de actividad (“home ranges”, en inglés) y estado de las poblaciones
en el litoral del rio Uruguay.

Byrne et al. (2019) postularon que la diversidad genética para las poblaciones de la region
Chaco-Pampeana es baja en relaciéon a lo reportado en otros estudios. Particularmente, la
diversidad genética del grupo Uruguay (Hd = 0,609, = = 0,00311) fue incluso menor que la
hallada para el grupo Argentina-Paraguay (Hd = 0,632, = = 0,00438). En concordancia con
lo postulado, los valores obtenidos en este estudio son menores que los hallados en
poblaciones al norte de Sudamérica, como reportan Borges-Landéez et al. (2012) en los
llanos venezolanos (Hd = 0,76, = = 0,0065) o Alonso Moreno en los llanos colombianos (
= 0,010). La diferencia podria deberse al tamafio y regidbn comprendida del fragmento
analizado (ver mas arriba) o cuestiones de muestreo. Sin embargo, no deben descartarse
otros fendmenos que puedan estar afectando las poblaciones de la region Chaco-
Pampeana.

Respecto a los arboles filogenéticos, ambos determinaron la presencia de 2 clados con alto
soporte estadistico: haplotipos G, H y J y haplotipos K y L. Estos son facilmente
identificables en la red de haplotipos por estar a varios pasos mutacionales del conjunto de
haplotipos separados por un paso. Como mencionan Campos-Krauer & Wisely (2010) las
fluctuaciones climaticas del Pleistoceno favorecieron los fendmenos de vicarianza vy
divergencia en la megafauna asociada a cuerpos de agua. Por ejemplo, Marquez et al.
(2006) reportan este tipo de fendmenos para las poblaciones mas australes del ciervo de
los pantanos (Blastocerus dichotomus (llliger, 1815)). En concordancia con lo mencionado
previamente, la separacion de las poblaciones de carpincho en refugios pleistocénicos es
una hipotesis plausible para explicar la divergencia encontrada entre haplotipos en
Paraguay.

Por otro lado, las relaciones filogenéticas entre los demas haplotipos son inciertas, por lo
cual es dificil realizar inferencias sobre estos. Posiblemente el tamafio del fragmento no
haya permitido una buena discriminacion. Cabe mencionar que a diferencia de lo que
hallaron Byrne et al. (2019), en este estudio no se encontrd evidencia robusta de que los
haplotipos A, B, I, My N; y C, D, Ey F correspondan a 2 clados distintos.
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Historia demografica

Aunque los valores de los test de neutralidad no fueron significativos, el analisis de
“‘mismatch distribution” no descarta la existencia de un proceso de expansion poblacional
para el grupo Argentina-Paraguay, que segun los estimativos habria ocurrido hace 7000-
3000 afios. Este intervalo coincide en su mayoria con un periodo del Holoceno conocido
como Optimum Climaticum que ocurrié hace unos 8500-3500 afios atras y en el cual se
comenzo a registrar un incremento en la temperatura, la humedad y las precipitaciones en
la planicie Chaco-Pampeana (lriondo & Garcia, 1993). Estos cambios podrian haber
aumentado los ambientes adecuados para la especie favoreciendo su expansion. De hecho,
Byrne et al. (2019) en su analisis dataron la expansion poblacional de un haplogrupo
(formado por los haplotipos C, D, E y F, hallados exclusivamente en el grupo Argentina-
Paraguay de este trabajo) hace aproximadamente 4000 afios. No obstante, es importante
destacar que el intervalo de confianza al 95% calculado en este trabajo fue amplio, por lo
cual el rango en el cual habria ocurrido la expansion poblacional se ubicaria entre el final
del Pleistoceno y el Holoceno.

Implicancias para la conservacion

Uno de los objetivos de la genética de la conservacién es determinar unidades de manejo
(UMs), que representan poblaciones demograficamente independientes. Originalmente se
identificaban, en base a diferencias estadisticamente significativas de frecuencias alélicas
(nucleares o mitocondriales) sin considerar la diferenciacion filogenética de los alelos en
cuestion (Moritz, 1994; Fraser & Bernatchez, 2001). Adicionalmente, Wang (2004) sostiene
gue menos de un migrante efectivo por generacién es un umbral valido para determinar que
2 poblaciones pertenecen a UMs distintas. En base a esto, se podria considerar que las
poblaciones de carpinchos de Uruguay pertenecen a una UM distinta a la de Argentina y
Paraguay. No obstante, algunos autores sostienen que una formulacion mas adecuada de
las UMs requiere de objetivos de manejo claros y evaluaciones de riesgos (Taylor & Dizon,
1999), asi como el uso informacion demogréfica (Palsbgll et al., 2007).

Conclusiones

- No se encontr6 estructuracion dentro de Uruguay, en concordancia con lo propuesto por
Cosse et al. (2019). Por otro lado, en base a las frecuencias alélicas se hall6 que las
poblaciones analizadas de Uruguay son diferentes a aquellas en Argentina y en
Paraguay. Se propone gue la divergencia entre éstas, se habria dado por la pertenencia
a distintos sistemas de cuencas.

- Se corroboré que existen conexiones entre algunas poblaciones de Argentina y
Paraguay, probablemente por los rios Paraguay y Parana. La presencia de distintos
grupos en Paraguay podria explicarse debido a que las oscilaciones climaticas del
Pleistoceno favorecieron fenOmenos de vicarianza y divergencia.
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- En general se encontraron niveles bajos a moderados de variacion genética para las
agrupaciones de las poblaciones. El grupo genéticamente mas diverso corresponde al
bioma Pantanal, el cual presenta condiciones favorables para la especie. Por otro lado,
los niveles de variabilidad genética hallados para las poblaciones del Chaco y la Pampa
fueron menores, incluso al compararlas con poblaciones de regiones tropicales.

- No se descarta la hipotesis de expansion poblacional para el grupo Argentina-Paraguay,
gue segun los estimativos habria ocurrido durante el Optimum Climaticum del Holoceno,
cuando las condiciones ambientales de la llanura Chaco-Pampeana se volvieron
favorables para la especie.

- En este estudio se utilizaron primers que permitieron amplificar un fragmento de
aproximadamente 500 pb de la regién mitocondrial D-loop, incluso a partir de fecas. Sin
embargo, se utilizé un fragmento de menor tamafio para poder estudiar la situacion
regional. Este fue apropiado para estudiar la estructura genética de las poblaciones de
carpincho. No obstante, no permitié una discriminacion certera de la genealogia de los
haplotipos.

Perspectivas

El estudio fue concordante con los trabajos previos. Desafortunadamente no se pudo brindar
mas informacion sobre la historia de los filogrupos. Para aclarar el patrén hay ciertas
localidades que serian importantes considerar en un futuro estudio: i) limite de distribucion
de la especie en Buenos Aires, Argentina; ii) Rio Grande del Sur, Brasil; iii) region chaquefia,
Argentina; iv) Sureste de Paraguay; y v) Pantanal. Adicionalmente, es necesario utilizar un
fragmento mayor del D-loop para entender la genealogia de los haplotipos y los procesos
gue puedan haber afectado a los distintos grupos. El uso de otro marcador mitocondrial,
como el citocromo b (cit b), que es mas conservado (Arif & Khan, 2009) puede ser Gtil para
entender procesos histdricos mas antiguos. Por otro lado, el uso de técnicas de modelacion
de distribucion de especies junto a estimativos de los paleoclimas suele emplearse como
aproximacion complementaria al analisis filogeografico. Los paleomodelos de distribucién
se han utilizado para identificar posibles refugios durante las glaciaciones, asi como posibles
corredores (Richards et al., 2007). El uso de estos quiza pueda brindar informacion sobre
las condiciones que favorecieron la divergencia de los grupos detectados.

Finalmente, para determinar UMs en la region es necesario aumentar el numero de
muestras para reafirmar este resultado y contrastar principalmente las poblaciones de
Uruguay con las de Argentina. Ademas, se podria complementar el estudio con marcadores
nucleares, principalmente microsatélites para analizar procesos recientes. Existen zonas en
el litoral del rio Uruguay en las cuales se deberian priorizar los muestreos para evaluar el
flujo génico entre poblaciones de los 2 paises. Profundizar en la situacion, asi como
incorporar estudios demograficos, ecoldgicos y etoldégicos es necesario para generar
conocimiento que permita desarrollar estrategias de conservacion y uso sustentable de esta
especie a nivel nacional.
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Figura suplementaria 1. Cuenca del Plata. Las principales subcuencas son las de Parand,
Paraguay y Uruguay. Estas a su vez pueden subdividirse en distintos tramos. Fuente: CIC
Plata (https://cicplata.org/es/mapas-de-la-cuenca/).
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Figura suplementaria 2. Clasificacion de provincias biogeogréaficas segun el criterio de
Morrone (2014) para la region de estudio. Shapefile obtenido de Léwenberg-Neto (2014).
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Tabla suplementaria 1. Sitios de muestreo con sus respectivas coordenadas.

Sitio de muestreo

Coordenadas

Uruguay

Santa Lucia
Florida
Maldonado
Rocha

Laguna de Rocha
Potrerillo
Averias

Paso Centurion
Flores
Farrapos
Queguay

Salto

Rincon de Franquia

Argentina
Bajo Delta
El Palmar
San Javier
Cerro Tuna
Ibera

Andresito

Paraguay
Efe

Loreto
Arizona
Maroma
Jerovia
Sauces
Laguna Rey
Loma Plata
Toledo
Lapacho
Mariscal
Olimpo
Bahia Negra

34°46' S, 56°19' O
34°13' S, 55°40' O
34°36' S, 54°56' O
34°10' S, 54°29' O
34°35'S, 54°18' O
33°58' S, 53°39' O
33°36' S, 54°20' O
32°08'S, 53°44' O
33°28'S, 56°49' O
32°42' S, 58°08' O
32°09'S, 57°28' O
31°20' S, 57°20' O
30°12' S, 57°37' O

34°06' S, 58°22' O
31°54'S, 58°15' O
30°35' S, 59°57' O
28°41'S,57°14' O
28°40'S, 57°26' O
25°40' S, 54°02' O

24°17' S, 58°34' O
23°52'S, 59°27' O
23-53' S, 58°24' O
23°32' S, 57°54' O
23°23'S, 59°12' O
23°18'S, 61°25' O
22°54'S, 58°42' O
22°23'S, 59°50' O
22°21' S, 60°19' O
22°13'S, 60°11' O
22°01' S, 60°37' O
21°09'S, 57°56' O
20°09' S, 58°08' O
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http://turismorocha.gub.uy/atractivos/naturaleza/potrerillo-de-santa-teresa

Tabla suplementaria 2. Composicion de las agrupaciones segln cuencas Yy provincias
biogeograficas. N: numero de individuos.

Grupo (N) Poblaciones

Santa Lucia (7) Santa Lucia, Florida

Océano Atlantico-Laguna Maldonado, Rocha, Laguna de Rocha,

Merin (18) Potrerillo, Averias, Paso Centurion
Flores, Farrapos, Queguay, Salto, Rincon de
CIRUETER (¢27) Franquia, El Palmary Cerro Tuna
Cuencas
Parana (59) Bajo Delta, San Javier, Ibera, Andresito
Efie, Loreto, Arizona, Maroma, Jerovia,
Paraguay (89) Sauces, Laguna Rey, Loma Plata, Toledo,
Lapacho, Mariscal
Paraguay Alto (21) Olimpo y Bahia Negra
Santa Lucia, Florida, Maldonado, Rocha,
Laguna de Rocha, Potrerillo, Averias, Paso
Pampa (82) Centurién, Flores, Farrapos, Queguay, Salto,
Rincon de Franquia, Bajo Delta, El Palmar,
San Javier, Cerro Tuna
_Provincias Iberd, Efie, Loreto, Arizona, Maroma, Jerovia,
biogeograficas Chaco (115) Sauces, Laguna Rey, Loma Plata, Toledo,

Lapacho y Mariscal
Bosque Paranaense (3)  Andresito

Rondbnia (21) Olimpo y Bahia Negra
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Tabla suplementaria 3. Muestras uruguayas amplificadas en este estudio. Las mismas se
encuentran en el banco de tejidos y ADN del Departamento de Biodiversidad y Genética del
IIBCE

Localidad Tipo de muestra Haplotipo

ANI37 Paso Centurion Feca @]
HH4 Maldonado Pelo S
HH5 Maldonado Pelo Q
HH6 Maldonado Pelo S
HH7 Maldonado Pelo S
HH8 Maldonado Pelo S
HH9 Maldonado Pelo O
HH10 Salto Tejido Q
HH11 Flores Feca @)
HH12 Rocha Feca Q
HH16 Queguay Feca Q
HH17 Queguay Feca Q
HH18 Queguay Feca Q
HH19 Queguay Feca Q
HH22 Queguay Feca Q
HH23 Queguay Feca @)
HH24 Queguay Feca o
HH27 Farrapos Feca o
HH28 Farrapos Feca P
HH35 Farrapos Feca @)
HH41 Farrapos Feca P
HH47 Farrapos Feca |

HH48 Farrapos Feca o
HH51 Potrerillo Tejido @)
HH53 Potrerillo Tejido @)
HH59 Santa Lucia Feca o]
HH60 Santa Lucia Feca O
HH62 Santa Lucia Feca o]
HH63 Santa Lucia Feca O
HH64 Santa Lucia Feca o
HH67 Salto Tejido Q
HH68 Salto Tejido R
HH69 Laguna de Rocha Pelo @)
HH70 Laguna de Rocha Tejido @)
HH72 Farrapos Tejido Q
HH73 Rincén de Franquia Tejido @)
HH75/HH76 Rincén de Franquia Tejido (@)



HH77
HH79
HH80
HH81
HH84
HH86
HH88
HH89

Averias
Averias
Averias
Averias
Averias
Averias
Florida

Florida

Tejido
Tejido
Tejido
Tejido
Tejido
Tejido
Feca

Feca

O O OO O OO O
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Tabla suplementaria 4. Composicion de la agrupacion sugerida por el Andlisis Espacial de la
Varianza Molecular (SAMOVA). N: numero de individuos.

SAMOVA

Grupo (N) Poblaciones
Santa Lucia, Florida, Maldonado, Rocha, Laguna de
Uruguay (45) Rocha, Potrerillo, Averias, Paso Centurion, Flores,

Argentina-Paraguay (104)

Paraguay Il (51)

Paraguay Il (21)

Farrapos, Queguay, Salto y Rincén de Franquia

Bajo Delta, El Palmar, San Javier, Cerro Tuna, Ibera,
Andresito, Efie, Maroma, Jerovia, Toledo y Mariscal

Loreto, Arizona, Sauces, Laguna Rey, Loma Plata y
Lapacho

Olimpo y Bahia Negra
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