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Resumen

Limnomedusa macroglossa es un anfibio anuro perteneciente a un género monotipico de
distribucion pampeana, con adultos altamente fieles al sitio reproductivo, con escasa
vagilidad y con larvas de alto potencial dispersivo a través de cursos de agua 16ticos. Este
trabajo tiene como objetivo analizar patrones de diversidad genética y espacial en
poblaciones de L. macroglossa, utilizando fragmentos del gen mitocondrial citocromo b de
aproximadamente 800 pares de bases. Utilizando un abordaje filogeografico clasico y una
aproximacion de Genética del Paisaje, se explora la estructuracion geografica de la especie en
Uruguay, con mayor énfasis en su distribucion en la zona de las Quebradas del Norte. Este
sitio posee una gran singularidad paisajistica marcada por la vegetacion dominante tipica de
estos paisajes asi como por la escarpa basaltica y la fauna asociada a la region; ademas
incluye al Area Protegida “Valle del Lunarejo” que ha sido catalogada como un &rea
altamente diversa y valiosa desde el punto de vista natural, social, y economico dentro del
territorio nacional. Los resultados indican que la especie presenta una moderada diversidad
genética, con individuos de algunas localidades muy divergentes filogenéticamente cuya
identidad taxonémica debe ser abordada con mayor profundidad en préximos estudios. Existe
una gran poblacion conformada por muchas localidades distribuidas en la ladera este de las
Quebradas del Norte, y una diferenciacion con poblaciones ubicadas al oeste de la misma,
configurandose un posible quiebre filogeografico en la zona. La conectividad entre cuencas a
través de los cursos de agua puede producirse efectivamente por dispersion en el estadio
larval, aunque no se descarta el movimiento entre parches via terrestre por parte de los
adultos. Pese a que ha sido hallado un patron de aislamiento por distancia, dada la persistente
conectividad encontrada, se ha mantenido la estabilidad poblacional asi como la diversidad

genética. En las Quebradas del Norte, la cuenca del Arroyo Tres Cruces (Departamento de



Tacuarembd) aparece como la mejor opcion para complementar a la cuenca del Arroyo
Lunarejo (Departamento de Rivera), dado su alto grado de diversidad filogenética respecto a
otras. Los indicadores de diversidad filogenética utilizados aqui pueden contribuir a la
priorizacion de otros sitios de interés para preservar en las Quebradas del Norte que

complementen las unidades de conservacion ya existentes.



Abstract

Limnomedusa macroglossa is a frog (Anura: Alsodidae) that belongs to a monotypical genus
typical of rocky outcrops in the Pampas ecoregion. Adults appear to have strong habitat
fidelity and low vagility through the open grassland, while tadpoles are expected to disperse
through lotic water courses. This work aims to analyze spatial patterns of genetic diversity in
populations of L. macroglossa, using mitochondrial cytochrome b gene fragments of
approximately 800 base pairs. Using filogenetic, phylogeographic, and landscape genetics
approaches, this work first explores the geographic structure of the species in Uruguay, and
with a fine-grained focus across the Quebradas del Norte hills in northern Uruguay. These
hills constitute a distinct landscape within the dominant Pampean grassland, which includes
the “Valle del Lunarejo” Protected Area, a highly valuable area from the natural, social, and
economic perspectives. The results show that L. macroglossa has a moderate genetic
diversity, with some phylogenetically divergent individuals whose taxonomic identity should
be assessed in future studies. There is a large population across the eastern slopes of the
Quebradas del Norte, partially distinct from the western slope population, suggesting the
occurrence of a potential phylogeographic break in the zone. Larval dispersion appears to be
connecting separate major basins via the watercourses, although it is also likely that adults
disperse between habitat patches by land. There is a pattern of non-stationary isolation by
distance that might be the result of a stepping-stone population network among basins. The
population size and the genetic diversity have remained stable through the demographic
history of the species in the region. The basin of the Tres Cruces Stream appears to be the
best option to complement the Lunarejo Stream's basin based on phylogenetic diversity
estimates compared to other major basins of the Quebradas del Norte. These indicators
represent a contribution towards prioritizing areas of interest for long-term conservation of

the unique ecosystems of the Quebradas del Norte of Uruguay.



“Organisms have parents, who in turn had parents, and so on back through time. Thus, the
branches in macroevolutionary trees have a substructure that consists of smaller branches
and twigs, ultimately resolved as generation-to-generation pedigrees. It is through these
pedigrees that genes have been transmitted, tracing the stream of heredity that is
phylogeny”.

Avise, 1994
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1. Introduccion general

1.1 Caracteristicas de los anfibios

Los anfibios son vertebrados ectotermos anamniotas de piel delgada y permeable
(Wells 2007). Las casi 7500 especies vivientes de anfibios se agrupan en tres ordenes:
Caudata (salamandras), Gymnophiona (cecilias) y Anura (sapos y ranas), siendo este ultimo
el mas numeroso, compuesto por unas 6500 especies (Frost, 2016). Muchas de ellas poseen
estrategias de vida complejas ocupando habitats tanto acuaticos como terrestres en sus
distintas etapas de desarrollo (Whiles ef al. 2006) aunque en general poseen poca vagilidad
(Blaustein 1994). La fenologia de los anfibios, asi como su morfologia y fisiologia, son
contexto-dependiente y pueden variar de acuerdo a las condiciones ambientales (Wells 2007).
Por estas razones, los anfibios son especialmente vulnerables a alteraciones en el ambiente,
tanto acuatico como terrestre, ya sea por variaciones en la temperatura, las precipitaciones, o
la radiaciéon UV entre otros factores (Blaustein & Bancroft 2007). Por otra parte, ha sido
seflalado que estos organismos constituyen uno de los grupos de vertebrados que estd

experimentando las mayores tasas de extincion de sus poblaciones (Stuart et al. 2004).

Las principales amenazas que enfrentan los anfibios incluyen la fragmentacion y
pérdida de calidad del habitat principalmente debido a su uso para cultivos agricolas (en el
Neotropico, el 71% de las especies de anfibios anuros amenazados se ven afectadas por ello),
asi como la polucion y la accion de patdgenos (Stuart et al. 2008). Ademas, existen multiples
restricciones evolutivas relacionadas sobre todo con las caracteristicas de sus historias de
vida, que en conjunto repercuten en su capacidad de adaptacion a cambios extremos
(Blaustein & Bancroft 2007). Por otra parte, ha sido detectado que el cambio climatico
también afecta o bien afectara en un futuro cercano a un porcentaje importante de especies

(Walther et al. 2002). Sin embargo, son los efectos sinérgicos de los diferentes agentes de
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amenaza, asi como las caracteristicas propias de las especies, los que pueden desencadenar la

declinacion de sus poblaciones (Gardner 2001).

La Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) tiene entre sus
cometidos la evaluacion del estado de conservacion de las especies a nivel mundial a través
del desarrollo de una serie de criterios y categorias que permiten la sistematizacion del
conocimiento y estudio de la diversidad biologica en el planeta. En particular esta
organizacion ha recomendado la utilizacion del nivel genético de biodiversidad como un
factor a considerar en la determinacion del estatus de conservacion de las especies ya que se
considera que, cuanto mayor es la diversidad genética, menor es el riesgo de extincion para la
especie (McNeely et al. 1990). Por su parte, Reed & Frankham (2003), indican que existen
dos grandes motivos para su uso como indicador de vulnerabilidad. Por un lado, la diversidad
genética es importante para especies que evolucionan en ambientes cambiantes, ya que la
posibilidad de adaptacion se incrementa. Por otro, el grado de heterocigosidad hallada en las
poblaciones estd altamente asociada con el grado de endogamia que presentan las mismas.
En este contexto, la inclusion de estudios genéticos de especies en peligro de extincion o
potencialmente amenazadas, son cada vez mas utilizados como fuente de informacion valiosa
para determinar o corroborar su estatus de conservacion, su mantenimiento en habitats
inestables y/o reconocer las potenciales vulnerabilidades de sus poblaciones (Thomsen et al.
2012; Shaffer et al. 2015; Jetz & Freckleton 2015). Particularmente, los anfibios serian mas
propensos que otros grupos de vertebrados a perder diversidad genética debido a sus
estrategias reproductivas, las rapidas disminuciones poblacionales recientes, la fragmentacion
de sus habitats y la escasa capacidad de dispersion que poseen (Allentoft & O’Brien 2010).
Por estas razones, la diversidad genética resulta un buen indicador del riesgo de extincion de

los anfibios, ya que por intermedio de su uso han podido inferirse fluctuaciones historicas en
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poblaciones naturales, asi como, delimitar unidades de conservacion de forma mas precisa

(Shaffer et al. 2015).

1.2 El contexto geografico

Olson ef al. (2001) incluyen a Uruguay dentro de la eco-region denominada Sabanas
Uruguayas que ademas comprende parte de la Provincia de Buenos Aires y del sur de Rio
Grande del Sur. Esta delimitacion coincide parcialmente con lo que se conoce como Bioma
Pampa, una extension de pastizales predominantes con suelos fértiles y clima moderado, pero
interrumpido en varios puntos por formaciones boscosas y serranias. Debido a sus
peculiaridades, “la Pampa” ha sido explotada de forma diversa desde la llegada de las
primeras poblaciones humanas hace unos 12000 afios, cuando la vegetacion predominante
eran los pastizales (Vélez-Martin et al. 2014), y desde ese entonces, particularmente en
Uruguay, ha ido incrementdndose su fragmentacion asi como su conversion para uso tanto

agricola como ganadero, minero y forestal (GEO Uruguay, 2008).

En particular, Uruguay presenta una inmensa variabilidad tanto geomorfologica como
bidtica. Grela (2004) realiz6 una evaluacion de la distribucion de la flora en Uruguay y
propuso una distincion en regiones fitogeograficas del territorio, haciendo especial hincapié
en el hallazgo de dos grandes patrones bien diferenciados de distribucion de especies
arboreas en el norte del pais (Flora oriental), separando al oeste de Uruguay (incluyendo los
Departamentos de Salto y Artigas) del Este-Noreste (Principalmente Quebradas y Cerros de
Tacuarembd, Rivera y Cerro Largo). Considerando especies de lefiosas, Grela (2004) propone
que los limites de lo que se conoce como “nucleo Misiones” y la provincia Paranaense
(ambos pertenecientes al arco Pleistocénico) deberian extenderse hasta llegar a Uruguay, ya

que las mismas podrian haber estado conectadas en el pasado debido a sus similitudes
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floristicas. Gautreau & Lezama (2009) por su parte, encontraron que en especies lefiosas
distribuidas en las sierras del este y noreste de Uruguay, puede observarse un gradiente
floristico-fisiondmico estrechamente vinculado con las caracteristicas del paisaje. Mas
recientemente, se ha destacado la diversidad del paisaje de las Pampas en Uruguay por una
division en siete eco-regiones realizada por Brazeiro et al (2012), aplicando una
regionalizacion biotica del territorio (considerando especies lefiosas asi como tetrapodos).
Particularmente, la zona de las Quebradas del Norte comprende dos de las regiones
propuestas por Brazeiro et al. (2012): la Cuesta Basaltica (extensa altiplanicie de orientacion
norte a noroeste, que se extiende desde el departamento de Artigas hasta Durazno) y la
Cuenca Sedimentaria Gondwanica (ubicada al norte y noreste del territorio, comprende gran
parte de los departamentos de Cerro Largo, Durazno, Rivera y Tacuarembo) (Fig. 1). En
conjunto, presentan los mayores porcentajes totales de riqueza de especies lefosas, peces,
anfibios, aves, reptiles y mamiferos considerando todo el territorio nacional. Ademas, la
Cuenca sedimentaria Gondwanica presenta una elevada tasa de especies endémicas, casi
endémicas y bio-indicadoras (Brazeiro et al. 2012). Pese a esto, es escaso el conocimiento
que se tiene de la historia de la region, por lo que no ha sido sencilla la elaboracion de
hipoétesis para explicar tanto la distribucion de la biota como los patrones filogeograficos y de

diversidad en todo el Bioma Pampa.
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Figura 1. Delimitacion de eco-regiones en Uruguay. Modificado de Brazeiro et al. (2012)

Las Quebradas del Norte de Uruguay quedan comprendidas en la zona conocida como
zona de retroceso de la Cuesta (basaltica) (Panario 1988). Dicha cuesta ha surgido como
producto del avance de la erosiéon provocada por los cursos de agua y la basculacion
evidenciada en las corrientes de lava del cretdcico en la zona norte del pais (Panario et al.
2014). De singular belleza y de alto interés cultural, paisajistico y biologico, constituye una

rareza entre los pastizales predominantes del territorio nacional. Dentro de esta zona, se
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encuentra el Parque Natural Regional Valle del Lunarejo, ubicado en el Departamento de
Rivera proximo al limite con los Departamentos de Artigas y Tacuarembo6. El mismo,
presenta dentro del area varios cursos de agua, dentro de los cuales destaca la naciente del
Arroyo Lunarejo. Declarada en 2001 como area protegida por el Gobierno Departamental,
esta zona ha sido valorada como tal por el Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP,
categoria V UICN, paisaje protegido) desde el ano 2009, debido a su fiel representacion de
las Quebradas del Norte ya que, posee una gran singularidad paisajistica marcada por la
vegetacion dominante tipica de estos paisajes asi como, por la escarpa basaltica y la fauna
asociada a la region. Dentro de los objetivos iniciales propuestos para el manejo de esta
unidad de conservacidn, se plante6 el interés por “conservar la diversidad bioldgica en sus
tres niveles (ecosistemas, especies y genes)”. Particularmente, presenta especies de
distribucion restringida y con categoria de amenaza a nivel nacional como son el sapito de
Devicenzii (Melanophryniscus devicenzii) y la serpiente de cascabel (Crotalus durissus
terrificus), asi como otras especies de preocupacion menor desde el punto de vista de la
conservacion, como la rana de las piedras (Limnomedusa macroglossa). En las proximidades,
se encuentra otra “bio-region” que también ha sido de interés para la delimitacion de
estrategias para la conservacion dadas sus caracteristicas naturales, la zona “Laureles-Cafias”;
en un principio se ha planteado la conformacién de un Parque Natural regional que
comprenda al ya protegido Valle del Lunarejo junto con la mencionada area, pero ain no ha

sido posible su conformacion como tal.

Segun Beheregaray (2008), pese a que Sudamérica posee la mayor biodiversidad del
planeta, el nimero de articulos vinculados con la filogeografia de esta region constituye tan
solo el 6.3% del total de trabajos publicados, dentro del cual el estudio herpetoldgico y mas
especificamente el relacionado a los anfibios anuros, tiene una minima representacion. Esto

se refleja en los pocos estudios filogeograficos que han sido realizados con poblaciones
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uruguayas de anfibios (Langone 2013; Barrasso 2014). El uso de estos organismos como
modelo para esta disciplina puede aportar no s6lo al conocimiento biogeografico de la region
y de los procesos evolutivos a microescala que en ella ocurrieron, sino también mejorar
nuestro entendimiento sobre los patrones de diversidad a nivel intraespecifico con potenciales
aplicaciones en planes de manejo y conservacion. Recientemente, se ha considerado a la
Gengética del Paisaje como una herramienta util para predecir el efecto de potenciales cambios
en el paisaje sobre el flujo génico entre poblaciones, a través de la construccion de escenarios
futuros que impliquen modificaciones en el hdbitat de una especie y la consiguiente
evaluacion de los patrones genéticos resultantes de las mismas (Van Strien et al. 2014). De
esta forma, se ha convertido en un abordaje fundamental para la delimitacion de areas a

preservar y el disefio de planes de manejo de poblaciones y comunidades vulnerables.

La definicion de areas a conservar ha propiciado la generacion de multiples métodos
para establecer que sitios son mas biodiversos y merecen por ello ser preservados. Algunos
autores plantean que dada la gran variedad de aproximaciones para la evaluacion de estos
sitios, el volumen de informacion excesiva puede volverse intratable, ya que no es sencilla su
integracion en una Unica medida de resumen (Lean & Maclaurin 2016). Se hace necesario
entonces, la busqueda de caracteristicas cuya presencia pueda correlacionarse con la
diversidad. Faith (1992) propuso una novedosa aproximacion integradora, el célculo de lo
que dio en llamar diversidad filogenética (DF), como una medida general de la biodiversidad
de un sitio ya que considera el proceso evolutivo que causa la diversidad morfologica y
funcional de linajes, sin necesidad de medir ambas diversidades de forma directa (Lean &
Maclaurin 2016). Faith (2016) ha senalado recientemente que entre las aplicaciones de este
indice de diversidad destaca la posibilidad de identificar lugares clave para la conservacion
de la biodiversidad de importancia global (considerando especies, haplotipos o poblaciones).

Por otra parte, en un contexto filogenético, la distincion evolutiva ("evolutionary
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distinctiveness"; ED) es una forma viable para definir y ordenar por prioridad areas a
conservar, tomando en cuenta la historia de cada taxa presente en la region (Miranda
Esquivel 2016). A nivel filogeografico, Moritz & Faith (1998) extendieron este concepto al
nivel intraespecifico considerando los patrones genealdgicos entre multiples especies
codistribuidas para priorizar areas que tienen un alto componente de la diversidad

genealodgica dentro de especies.

Esta tesis pretende aportar elementos para la identificacion y priorizacion de unidades
de conservacion y proveer informacion de base para el desarrollo de planes de manejo para
las éareas protegidas (creadas o en proceso de creacidon), en particular en la zona de las
Quebradas del Norte, en donde el muestreo fue mas intenso. En dicha zona se encuentra el
Paisaje Protegido Valle del Lunarejo, que integra el Sistema Nacional de Areas Protegidas,
por lo que podra llevarse adelante una comparacion entre las areas en donde se realizd un
muestreo denso y homogéneo para comparar la diversidad genética que existe en esta cuenca

con la de otras cuencas de las Quebradas del Norte.

1.3 La especie

Limnomedusa macroglossa (Duméril & Bibron 1841) es un anfibio anuro
perteneciente a la familia Alsodidae, una familia sudamericana que incluye también a los
géneros Alsodes y Eupsophus (Fig. 2). El género Limnomedusa es monotipico, ya que se
encuentra conformado por una unica especie, endémica de ambientes con suelos superficiales
de la regiébn pampeana. Se distribuye en el sur de Brasil, noreste argentino y sureste
paraguayo mientras que en Uruguay habita practicamente en todo el pais (Maneyro &
Carreira 2012) (Fig. 3), casi exclusivamente en ambientes pedregosos asociados a cursos de
agua loticos, tanto en cuchillas como planicies o sierras (Gudynas & Gerhau 1981). La

especie se encuentra presente en todo el territorio nacional pero su distribucion es parcheada
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Figura 3. Mapa de distribucion de la especie Limnomedusa macroglossa. Fuente: amphibiaweb.org
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debido a su alta fidelidad al hébitat y su presumible escasa vagilidad (Gudynas & Gehrau
1981). Ha sido propuesto que sus larvas suelen hallarse en zonas bajas debido a que luego de
fuertes lluvias, podria ocurrir la transferencia de huevos recién puestos desde zonas altas
(Gudynas & Gehrau 1981). De esta manera, la conectividad entre las poblaciones o sub-
poblaciones de L. macroglossa estaria dada por la dispersion durante el periodo larvario entre

los cuerpos de agua reproductivos.

La especie ha sufrido varios cambios en su clasificacion taxondmica a lo largo de los
afios; inclusive fue sinonimizada a Limnomedusa macroglossa, una especie inicialmente
conocida como Limnomedusa misionis de Argentina (Barrio 1971). Aunque se ha
incrementado sobre todo el conocimiento de su biologia reproductiva (Gudynas & Gehrau
1981; Langone & Prigioni 1985; Kaefer et al. 2009), existen en general pocas publicaciones

que traten sobre otros aspectos de su historia natural.

Desde el punto de vista de su estatus de conservacion, L. macroglossa se encuentra en
la categoria de preocupacion menor, tanto a nivel mundial (Silvano et al. 2004) como
nacional (Carreira & Maneyro 2015). Sin embargo, la especie tiene una alta fidelidad a los
suelos superficiales, sitios que han experimentado recientemente un significativo cambio
ambiental debido al avance de la forestacion, y en la actualidad también de la mineria (GEO
Uruguay 2008). La especie se encuentra catalogada como criticamente amenazada en la
Estado de Parand (Brasil) (De Patta Pillar & Lange 2014), asi como es considerada en peligro
de extincion en Paraguay (Carreira & Maneyro 2015); de todas formas, en base a su
distribucién modelada a futuro y a diferencia de lo que ocurriria en otras especies de anfibios
anuros, se espera que sus poblaciones permanezcan relativamente estables ante el cambio

climatico en el territorio uruguayo (Toranza ef al. 2013).
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1.4 Hipétesis de trabajo

(1) En los anfibios que poseen alta fidelidad al hébitat, las cuencas hidrograficas pueden ser

determinantes de la estructura genética de las poblaciones.

(2) Limnomedusa macroglossa presenta distribucion parcheada y puede mantener conectadas
a sus poblaciones a través de los cursos de agua, ya que sus larvas son acuaticas y presentan

alta capacidad de dispersion.

(3) La estructura del paisaje puede influir en la conectividad entre poblaciones, impidiendo o

favoreciendo la dispersion de los individuos.

1.5 Objetivo general

Describir patrones de diversidad intraespecifica en Limnomedusa macroglossa de Uruguay a

distintas escalas geograficas y explorar su asociacion con variables del habitat y del clima.

1.6 Objetivos especificos

(1) Estimar la estructura poblacional y los niveles de flujo génico entre poblaciones a

diferentes escalas espaciales (p. ¢j. localidades, entre cuencas y dentro de cuencas).

(2) Comparar la estructuracion genética con la variacion de pardmetros ambientales

importantes para la especie.

(3) Evaluar si la estructuracion genética de la especie estd influenciada por su uso de habitat.

(4) Delimitar unidades de conservacion y/o manejo y evaluar la diversidad filogenética entre

areas protegidas y no protegidas de las Quebradas del Norte de Uruguay.
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2. Materiales y Métodos

2.1 Sitios de muestreo y distribucion

La especie se halla ampliamente distribuida en Uruguay, pero por lo general asociada
a cuerpos de agua l6ticos cercanos a sierras, planicies o pedregales (Figs. 4 y 5). Para esta
tesis se seleccionaron sitios dentro del paisaje Quebradas del Norte del Uruguay, ya que ese
ambiente representa un escenario ideal para poner a prueba las hipdtesis sobre la
estructuracion por cuencas hidrograficas debido al grado de aislamiento que ocurre por la
altura y la pendiente del terreno. Ademas, los cuerpos de agua de estas sierras son ambientes
ideales para el hébitat de la especie y aseguran un buen muestreo espacial dada la abundancia
de la especie en la zona. También se anadieron puntos de muestreo al sur del Rio Negro y una
muestra de Misiones (Argentina) para tener una vision mas global de la variabilidad y la

estructuracion genética en el rango de distribucion de la especie.

Los sitios se seleccionaron utilizando por un lado imagenes satelitales obtenidas a
través de las herramientas Google Earth y Google Maps, asi como mapas departamentales
(disponibles en la pagina web del Instituto Nacional de Estadistica) y el software libre QGIS
2.0.1 (QGIS Development Team, 2009). Para ello se consideraron las cercanias a cuerpos de
agua y pedregales, asi como la existencia de caminos que permitieran allegarse a los puntos
seleccionados. Adicionalmente, en el sur, se tuvieron en cuenta también datos de colectas

cientificas previas para la especie.
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Figura 4. Area de muestreo en el Arroyo Laureles (Departamento de Tacuarembo).

Figura 5. Area de muestreo en el Arroyo del Penitente (Departamento de Lavalleja).



El area de estudio comprende entonces las cuencas ubicadas en las Quebradas del
Norte, en los Departamentos de Rivera, Tacuarembo, Artigas y Salto (Fig. 6), y puntos
representativos al sur del Rio Negro, en los Departamentos de Cerro Largo, San José,
Maldonado y Lavalleja. Los muestreos se efectuaron entre los meses de Octubre de 2013 a

Marzo del 2014 y de Noviembre del 2014 a Febrero del 2015.

2.2 Colecta y preservacion de especimenes

Se colectaron manualmente tanto de dia como de noche, adultos, juveniles y larvas
que fueron capturados y colocados en frascos debidamente identificados y acondicionados
(con ntimero o codigo), marcando en GPS la localizacion del punto muestreado. En total se
colectaron 150 individuos, pertenecientes a 49 localidades diferentes en Uruguay (Anexo 1,
Tabla 1). Para este estudio y siguiendo el criterio propuesto por Slatkin & Maddison (1989)
se procurd incluir al menos dos individuos por localidad, con el fin de lograr una adecuada
evaluacion de la variacion genética y el flujo génico entre poblaciones, considerando ademas
la estimacién de que los adultos son altamente fieles al habitat y por tanto, una muestra

pequeiia podria ser igualmente representativa de cada localidad.

La eutanasia de los animales se realiz6 utilizando el anestésico Tiopental sodico (0.5 a
10 ml. de solucion 0.25 g/l), suministrado mediante inyeccion intraperitoneal en sobredosis
(proporcidon acorde al tamafio y caracteristicas del individuo), siguiendo un protocolo
aprobado por la Comision Honoraria de Experimentacion Animal (CHEA), puesto en practica
bajo la habilitacion correspondiente (acreditacion personal categoria B vigente, expedida por
la CHEA) y bajo la supervision del co-director de tesis (Dr. Ratl Maneyro) que también

posee la acreditacion asi como los permisos de colecta necesarios.
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Figura 6. Localidades muestreadas en la zona de las Quebradas del Norte de Uruguay (Departamentos de
Tacuarembo, Rivera, Salto y Artigas). En azul aparecen los cursos de agua y en rojo las areas de mayor

elevacion.

Se realizaron disecciones parciales de los ejemplares, para obtener sus tejidos
(principalmente muscular y hepatico), los cuales se conservaron en etanol 95%, junto con el

codigo previamente asignado en la colecta. Los animales fueron fijados con formol al 10% y
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conservados en etanol 70% para la posterior toma de medidas morfométricas en el
laboratorio. Los ejemplares se encuentran depositados en la coleccion cientifica de Facultad

de Ciencias (ZVC-B) y del Centro Universitario de Rivera (CURC-B) (Anexo 1, Tabla 1).

2.3 Procedimiento de laboratorio

El ADN fue extraido utilizando el kit comercial Quick-gDNA™MiniPrep (Zymo
Research Corp.). Se amplificoé un fragmento de aproximadamente 800 pares de bases (pb) del
gen mitocondrial citocromo b de localizacion cercana al extremo 3', para una muestra
representativa del total de ejemplares disponibles. Para amplificar este fragmento se
utilizaron los oligonucledtidos MVZ15 (Moritz et al. 1992) y CB3Xen (Palumbi et al. 1991)
disefiados para anfibios. Las reacciones de PCR se realizaron incluyendo en cada caso
controles negativos, empleando Taq DNA polimerasa (Tiangen) en un termociclador Arktik
(ThermoScientific) y siguiendo un protocolo que incluye una desnaturalizacion inicial a 94°C
por 2 minutos, y luego, 40 ciclos de: 94°C por 30 segundos, 52°C durante 45 segundos, 72°C
por 2 minutos y una extension final a 72°C por 10 minutos. Para verificar el resultado del
PCR, los productos de la amplificacion fueron sometidos a corridas electroforéticas en gel de
agarosa (0,7 %) al que se le anadio la tincion GoodView (SBS Genetech) para su posterior
visualizacién en un transiluminador UV. Se descartaron para la secuenciacion aquellas
muestras que mostraron bandas secundarias en la misma. Finalmente, se purificaron los

productos utilizando el kit DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research Corp.).

Debido a que los oligonucleotidos universales de PCR utilizados en anfibios para
amplificar el gen mitocondrial citocromo b (MVZ15 y CB3Xen) tuvieron limitado éxito en
Limnomedusa, se procedié a diseiar nuevos oligonucleétidos y evaluar su efectividad para

amplificar este gen en las muestras analizadas en esta tesis. En primer lugar se descargaron
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desde GenBank secuencias completas del gen citocromo b para varios representantes de la
familia Alsodidae que incluye FEusophus, Alsodes y Limnomedusa (Frost 2016). Las
secuencias descargadas y sus numeros de acceso en GenBank fueron: Alsodes gargola
(JX564852), Alsodes verrucosus (JX203977), Alsodes vanzolini (JX203974), Eupsophus
emiliopugini (JX203988), Eupsophus calcaratus (JX203983), y Limnomedusa macroglossa

(AY843935).

Las secuencias fueron alineadas con Clustal X (Larkin et al. 2007) y se buscaron
regiones del alineamiento con un alto grado de similitud entre todas las especies. En el
alineamiento obtenido de 1.090 pb, se encontraron cuatro regiones conservadas que fueron
seleccionadas como potenciales oligonucledtidos: MVZI15Als, CB3Als, CB3Als2, y
CB3XenAls (Anexo 1, Fig. 1). E1 MVZI15Als se ubica en la misma region y tiene la misma
direccion que el MVZI15 (entre las posiciones 65 y 86 del alineamiento) pero difiere en
algunas bases que complementan de mejor forma con la Unica secuencia disponible para el
extremo 5' del alineamiento (4. gargola). El oligonucledtido en direccion reversa
CB3XenAls se encuentra entre las posiciones 886 y 908 del alineamiento, casi en la misma
region que el oligonucledtido CB3Xen, pero complementando mejor las secuencias
disponibles de Alsodes y Eupsophus (Anexo 1, Fig. 1). Los oligonucleotidos CB3Als y
CB3Als2 también son reversos y se aparean en el final del alineamiento en las posiciones

1.025 y 1.090 (Anexo 1, Fig. 1).

Se utilizo la aplicacion en linea PCR Primer Stats para evaluar las propiedades y la
utilidad potencial de los oligonucledtidos en PCR (Tabla 1). Todos los oligonucleotidos
pasaron las pruebas de utilidad para PCR aplicados: repeticion de nucleotidos simples,
repeticion de dinucledtidos, numero de nucledtidos (entre 15 y 30 pares de bases), %GC

(porcentaje de Guanina- Citosina de la secuencia), Tm (temperatura de disociacion similares,
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en la cual el 50% del oligonucledtido se encuentra disociado y el otro 50% unido a su
secuencia diana), auto-apareamiento (evitando que los extremos del oligonucledtido incluyan
guanina o citosina, asi como otras interacciones moleculares), y formacion de horquilla (sin

generacion de zonas sin apareamiento de bases nitrogenadas).

Tabla 1. Secuencias y caracteristicas de los oligonucléotidos disefiados. Tm: temperatura de fusion.

“Primer” Secuencia %GC Tm
MVZ15Als AACTAATGGCCCCCATWWTACG 45 60.3
CB3XenAls GCGTARGCRAAKARRAARTAYCA 26 54.0

CB3Als CGRAARATAAGRSTTCGTTG 30 52.3

CB3Als2 TCCTCCGATTCARGTRAG 44 51.6

Para evaluar la eficiencia de los nuevos oligonucleodtidos disefiados, se realizaron
reacciones de amplificacion por PCR con las mismas condiciones utilizadas con los
oligonucledtidos universales. Se eligieron dos individuos de este estudio (PQDN 27 y PQDN
199) para comparar la eficiencia de todas las combinaciones entre los dos oligonucleo6tidos
hacia adelante (MVZ15 y MVZI5Als) y con los oligonucledtidos reversos (CB3Als,
CB3Als2, y CB3XenAls). Se utilizaron los mismos reactivos y protocolos para PCR y

electroforesis de geles descriptos en la metodologia de esta tesis.

Los resultados de los PCR visualizados en geles de electroforesis muestran la
amplificacion exitosa de las dos muestras de L. macroglossa para tres combinaciones: (1)
MVZ15 y CB3XenAls (aprox. 800 pb), (2) MVZ15Als y CB3Als (aprox. 920 pb), y (3)
MVZ15Als y CB3XenAls (aprox. 980 pb) (Anexo 1, Fig. 2). Se selecciond la combinacion
del oligonucledtido universal MVZ15 con el oligonucledtido nuevo CB3XenAls como la que
generd la mejor calidad de bandas de amplificacion. Los fragmentos fueron secuenciados con

el oligonucle6tido CB3XenAls y luego alineados al alineamiento de Alsodidae. El
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alineamiento final no muestra ninguna insercion o deleccion de bases y fueron traducidas
completamente a proteinas, sugiriendo un marco de lectura abierto para todas las secuencias
generadas, y por lo tanto, confirmando la amplificacion del gen mitocondrial citocromo b.
Posteriormente, la mayor parte de las muestras de L. macroglossa de esta tesis fueron
amplificadas con los oligonucleétidos MVZ15 y CB3XenAls para completar las secuencias

ya obtenidas con la combinacion original entre MVZ15 y CB3Xen.

Las muestras resultantes se secuenciaron utilizando entonces oligonucle6tidos en
ambas direcciones, en el servicio de secuenciacion del Institut Pasteur de Montevideo y en
Macrogen (http://www.macrogen.com). Los cromatogramas obtenidos se visualizaron y las
secuencias se editaron y alinearon manualmente con el software ProSeq3 (Filatov 2009). Una
vez realizadas las correcciones, todas las secuencias se alinearon utilizando el programa
Mega6 (Tamura et al. 2013), bajo la modalidad ClustalW (Sievers ef al. 2011) dejandolas de
un largo de 764 bases. Una vez realizadas las publicaciones de este trabajo, las secuencias

seran depositadas a GenBank.
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Anexo 1

Tabla 1. Individuos de Limnomedusa macroglossa utilizados para los analisis filogeograficos. En gris aparecen
los dos ejemplares que se excluyeron para la mayoria de los andlisis. Aquellos que se utilizaron para la
aplicaciéon del AMOVA, fueron posteriormente asignados a una localidad de acuerdo a la similitud lo mas

precisa posible de sus coordenadas geograficas. Se especifica en la columna “Medicion” aquellos individuos a

los que fue posible tomarles medidas morfométricas.

ACRONIMO | DEPARTAMENTO CUENCA LATITUD LONGITUD | MEDICION
PQDN 1 Rivera Lunarejo -31.187389 -55.948306 Si
PQDN 2 Tacuarembd De las Cafias -31.383868 -55.937189 Si
PQDN 3 Tacuarembd De las Cafias -31.383868 -55.937189 Si
PQDN 6 Tacuarembd6 De las Cafias -31.383644 -55.937342 Si
PQDN 7 Tacuarembo De las Cafias -31.383293 -55.937173 Si
PQDN 8 Tacuarembo De las Cafias -31.384056 -55.937216 Si
PQDN 21 Tacuarembd6 De las Cafias -31.3836 -55.937116 Larva
PQDN 22 Tacuarembo De las Cafias -31.3836 -55.937116 Larva
PQDN 23 Tacuarembo De las Cafias -31.3836 -55.937116 Larva
PQDN 24 Rivera Lunarejo -31.246939 -55.951008 Si
PQDN 25 Rivera Lunarejo -31.246939 -55.951008 Si
PQDN 27 Rivera Lunarejo -31.24676 -55.951045 Si
PQDN 43 Rivera Laureles -31.302764 -55.919315 larva
PQDN 45 Tacuarembd Laureles -31.32859 -55.967853 larva
PQDN 46 Tacuarembd Laureles -31.321135 -55.979993 larva
PQDN 47 Tacuarembd6 Laureles -31.321135 -55.979993 larva
PQDN 48 Tacuarembo Laureles -31.321135 -55.979993 larva
PQDN 49 Tacuarembo Laureles -31.321135 -55.979993 larva
PQDN 52 Tacuarembd6 Laureles -31.231378 -56.091165 Si
PQDN 53 Tacuarembo Laureles -31.231378 -56.091165 Si
PQDN 55 Tacuarembo Laureles -31.231378 -56.091165 Si
PQDN 56 Tacuarembd De las Cafias | -31.304409 -56.058552 Si
PQDN 57 Tacuarembo De las Cafias -31.304672 -56.058542 Si
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PQDN 94 Tacuarembo Tres Cruces -31.533773 -56.156813 Si
PQDN 141 Tacuarembd Tres Cruces -31.412848 -56.212814 Si
PQDN 142 Tacuarembd Tres Cruces -31.412848 -56.212814 Si
PQDN 143 Tacuarembd Tres Cruces -31.412848 -56.212814 Si
PQDN 144 Tacuarembd Tres Cruces -31.412848 -56.212814 Si
PQDN 145 Tacuarembo Tres Cruces -31.412848 -56.212814 Si
PQDN 146 Tacuarembo Tres Cruces -31.412821 -56.211557 Si
PQDN 193 Tacuarembo Tres Cruces -31.32815 -56.177571 Si
PQDN 194 Tacuarembo Tres Cruces -31.32815 -56.177571 Si
PQDN 196 Tacuarembo Tres Cruces -31.32815 -56.177571 Si
PQDN 197 Tacuarembo Tres Cruces -31.32815 -56.177571 Si
PQDN 199 Tacuarembo Tres Cruces -31.32815 -56.177571 Si
PQDN 225 Tacuarembd Tacuarembd -31.694423 -56.124028 Si
Chico
PQDN 226 Tacuarembo Tacuarembo -31.694423 -56.124028 Si
Chico
PQDN 253 Tacuarembo Tambores -31.766552 -56.218975 Si
PQDN 268 Tacuarembo6 Tacuarembo -31.704677 -56.168827 Si
Chico
PQDN 269 Tacuarembo Tacuarembo -31.704677 -56.168827 Si
Chico
PQDN 285 Tacuarembd6 Tacuarembd6 -31.644083 -56.301694 Si
Chico
PQDN 316 Rivera Tacuaremb6 -30.962817 -55.703867 Si
PQDN 317 Rivera Tacuaremb6 -30.962817 -55.703867 Si
PQDN 322 Rivera Tacuarembo -30.962817 -55.703867 Si
PQDN 327 Rivera Tacuarembo -31.047167 -55.836517 Si
PQDN 328 Rivera Tacuarembo -31.047167 -55.836517 Si
PQDN 343 Tacuarembo Tacuarembo -31.558806 -56.143639 Larva criada en
chico laboratorio
PQDN 344 Tacuarembo Tacuarembo -31.558806 -56.143639 Larva criada en
chico laboratorio
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PQDN 354 Lavalleja Santa Lucia -34.409894 -54.886417 no
PQDN 409 Artigas Cuareim -30.88287 -56.20686 Si
PQDN 411 Artigas Cuareim -30.52418 -56.51335 Si
PQDN 412 Artigas Cuareim -30.67911 -56.51334 Si
PQDN 414 Artigas Cuareim -30.67911 -56.51334 Si
PQDN 418 Artigas Arapey -30.95684 -56.51189 Si
PQDN 419 Artigas Arapey -30.95684 -56.51189 Si
PQDN 420 Salto Arapey -31.04859 -56.2642 Si
PQDN 421 Salto Arapey -31.04859 -56.2642 Si
PQDN 425 Salto Arapey -31.15043 -56.29138 Si
PQDN 426 Salto Arapey -31.15043 -56.29138 Si
RML 2576 Cerro Largo Yaguar6n -32.13216 -53.73367 ?
RML 2666 Rivera Cuiapiru -30.9088 -55.61486 Si
RML 2667 Rivera Cuiapiru -30.9088 -55.61486 Si
RML 2668 Rivera Cuiapira -30.9088 -55.61486 Si
RML 2696 Rivera Lunarejo -31.094367 -55.966331 Si
RML 2697 Rivera Lunarejo -31.094367 -55.966331 Si
RML 2699 Rivera Lunarejo -31.094367 -55.966331 Si
RML 2722 Rivera Lunarejo -31.137392 -56.045823 Si
RML 2723 Rivera Lunarejo -31.137392 -56.045823 Si
RML 2734 Rivera Lunarejo -31.190479 -55.901291 Si
RML 2736 Rivera Lunarejo -31.190688 -55.90164 Si
RML 2737 Rivera Lunarejo -31.167248 -55.873827 Si
RML 2739 Rivera Lunarejo -31.187389 -55.948306 Si
RML 2740 Rivera Lunarejo -31.187389 -55.948306 Si
RML 2744 Rivera Lunarejo -31.190698 -55.90163 Larva
RML 2745 Rivera Lunarejo -31.187385 -55.948057 Larva
RML 2769 Tacuarembd Tres Cruces -31.412848 -56.212814 larva
RML 2773 Tacuarembd Tres Cruces -31.395993 -56.199046 Larvas
RML 2776 Tacuarembo Tres Cruces -31.449517 -56.263167 larva
CURC-B 69 Rivera Tacuarembo -30.96986667 | -55.66975 no

38




CURC-B 70 Rivera Tacuarembod -30.96986667 | -55.66975 no
CURC-B 88 Tacuarembo Tambores -31.842403 -56.219946 no
CURC-B 89 Tacuarembd Tambores -31.842403 -56.219946 no
CURC-B 240 | Salto Arapey -34.092389 -56.095083 no
CURC-B 252 | Salto Arapey -31.63716 -56.60358 no
ZVC-B 23301 | Lavalleja Santa Lucia -34.373028 -55.053361 Larva
ZVC-B 23340 | San José Santa Lucia -34.04514 -56.8922 Si
ZVC-B 23341 | Salto Arapey -31.60659 -56.43186 Si
ZVC-B 23342 | Salto Arapey -31.34989 -56.41685 Si
ZVC-B 23347 | Salto Arapey -31.60659 -56.43186 Si
ZVC-B 23348 | Salto Arapey -31.46705 -56.71 Si
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Figura 1. Regiones del alineamiento de secuencias de citocromo b para especies de Alsodidae mostrando las

posiciones de apareamiento de los oligonucléotidos MVZ15, MVZ15Als, CB3XenAls, CB3Als, y CB3Als2.
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Figura 2. Foto de la electroforesis de las reacciones de PCR realizadas para dos individuos de Limnomedusa
macroglossa (PQDN 27 y PQDN 199) utilizando combinaciones de oligonucléotidos universales de citocromo b
para anfibios y nuevos oligonucléotidos disefiados para este estudio. Se indentifican las bandas para los PCR
positivos obtenidos para tres combinaciones: (1) MVZ15 y CB3XenAls, (2) MVZI15Als y CB3Als, y (3)

MVZ15Als y CB3XenAls.
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Capitulo 1: Filogeografia de Limnomedusa macroglossa en

Uruguay
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1.Introduccion

La filogeografia, subdisciplina de la Biogeografia relativamente reciente, busca
comprender la historia evolutiva de las especies y sus poblaciones a través de la informacion
genética y su vinculacion con la historia de la region que habitan (Avise ef al. 1987; Marske
et al. 2013). El estudio de la biodiversidad de un sitio, desde una perspectiva filogeografica,
puede abordarse considerando diversos niveles organizacionales (Faith 1994), o analizando la
variacion entre individuos distribuidos en habitats o ambientes diferentes (Faith & Walker
1996). Puntualmente, los estudios filogeograficos pueden aportar valiosa informacion para
investigar la estructura genética y la dindmica espacial y temporal de las poblaciones (Moritz
& Faith 1998; Moritz 2002). A su vez, la estimacion de flujo génico permite establecer si las
poblaciones constituyen entidades evolutivas independientes que pueden ser consideradas
como unidades de conservacion y/o manejo (Templeton 2001), lo que puede interpretarse
como una medida del grado de conectividad que presenta o presentd alguna vez el paisaje

(Kool et al. 2012).

La utilizacion de ADN mitocondrial para reconstruir historias genealdgicas por
inferencia filogenética o coalescente, ha permitido hallar patrones concordantes entre la
estructura genética y la distribucion espacial de los individuos, asociables con procesos
histéricos y/o contemporaneos (Avise 2009). En base a este y otros marcadores moleculares y
multiples métodos filogeograficos puede resolverse el nimero y la distribucion geografica de
poblaciones, los patrones de migracion entre poblaciones, y los cambios demograficos
ocurridos durante la historia evolutiva de las especies (Avise et al. 1987, Zink &

Barrowclough 2008).

El ADN mitocondrial es ideal para estos estudios debido a su abundancia en musculo

e higado asi como la baja incidencia de heteroplasmia. Por otra parte, su alta tasa mutacional
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y el pequeiio tamafo efectivo poblacional (particularmente importante ya que los haplotipos
pueden llegar a coalescer en promedio cuatro veces mas rapido de lo que ocurre cuando se
utilizan marcadores nucleares) (Moore 1995), lo vuelve ideal para reconstruir eventos
demograficos e historias de poblaciones recientes. Sin embargo, puede presentar algunas
limitaciones ya que pese a que se encuentra presente tanto en machos como en hembras, es de
herencia matrilineal en el grupo, por lo que los patrones que resultan del analisis de los
haplotipos pueden reflejar de forma parcializada el flujo génico y la dispersion de las especies

(Avise 1995).

Pese a esto, Avise (1995) senala que cualquier marcador neutral puede ser suficiente
para caracterizar la estructura y la demografia de una poblacion, cuando ambos sexos son
sedentarios, por lo que el uso de un marcador mitocondrial, como el gen citocromo b, puede
ser de gran utilidad para el estudio de esta especie. Por esta razon, el ADN mitocondrial ha
sido considerado el "workhorse" de la filogeografia ya que las inferencias sobre historias
poblacionales y estructura geografica son generalmente corroboradas por marcadores
nucleares (Zink & Barrowclough 2008). En general, la dispersion en anfibios es considerada
como aquella debida a movimientos desde y hacia los charcos reproductivos (Funk et al.
2005a), existiendo alta fidelidad al sitio de reproduccion por parte de los adultos, lo cual da
lugar a estructuras poblacionales altamente diferenciadas genéticamente, pese a la
homogeneidad de los habitats. Debido a esto, los charcos reproductivos han sido
considerados como sistemas de parches y a las poblaciones alli existentes como
metapoblaciones (Marsh & Trenham 2001). Sin embargo, estudios genéticos han revelado
que algunas especies forman poblaciones discretas (Lampert et al. 2003; Kraaijeveld-Smit et
al. 2005) y otras no (Jehle et al. 2005). Puntualmente, Smith & Green (2005) realizaron un
meta-analisis sobre estudios realizados en anfibios considerando como hipdtesis previa la

idea de metapoblacion y hallaron que, en la mayoria de los casos, dicha hipdtesis se asume
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pero no se testea; los autores sefialan que una serie de eventos que suceden fuera de los
charcos reproductivos, como la migracion o la supervivencia posterior al invierno, también
inciden en las dinamicas poblacionales. Por lo pronto, es probable que diferencias en las
distintas historias de vida, tal como variados niveles de dispersion y/o territorialidad, pueden

repercutir en la estructuracion de las poblaciones de anfibios (Smith & Green 2005).

Debido a que la variabilidad intraespecifica representa un potencial adaptativo para
enfrentar cambios ambientales repentinos condicionando la capacidad de las poblaciones de
colonizar y sobrevivir en habitats suboptimos (Frankham 2005; Rowe & Beebee 2005),
resulta de gran interés estudiar esta variabilidad a nivel genético y a multiples escalas
espaciales para poder evaluar el potencial adaptativo a lo largo del rango de distribucion de
las especies. La aplicacion de la genética de poblaciones en ecologia evolutiva permite
determinar los patrones genéticos en el espacio como un reflejo de la intensidad del flujo
génico, y por lo tanto interpretar la homogeneidad genética en las poblaciones y la
diferenciacion, como resultado de altas y bajas tasas de flujo génico respectivamente
(Holderegger et al. 2006; Marko & Hart 2011). Sin embargo, también ha sido sefialado que
centrandose en este aspecto, han sido omitidos o subestimados otros procesos evolutivos que
pueden también afectar a los patrones observados, como la deriva genética o la seleccion
(Marko & Hart 2011). Es por ello que, Holderegger et al. (2006), han propuesto que para el
estudio de procesos como el flujo génico, deben seleccionarse marcadores que sean
independientes de otras fuerzas evolutivas (como la seleccion), es decir, que sean neutrales y

no adaptativos.

La diversidad genética es considerada un factor fundamental de la biodiversidad y por
ello, es cada vez mas contemplada como un objetivo en las estrategias disefiadas para la

conservacion de especies (Allentoft & O’Brien 2010). En este marco Faith (1992) propuso

44



como un indicador de areas a preservar lo que se conoce como "Diversidad Filogenética"
(DF), una medida que parte de informacion genética de una o varias especies que ocupan un
sitio de interés, y que representa la diversidad caracteristica subyacente a lo observable. Este
autor la definié como la suma de largos de rama que conectan por el camino mas corto de un
arbol filogenético a los taxa presentes en un area, es decir, se trata de una medida de
diversidad evolutiva que toma en cuenta los tiempos de divergencia entre taxa. Este indice ha
sido utilizado y re afirmado como la mejor opcion para definir estrategias de conservacion
ante otros habituales indicadores. Al igual que la riqueza especifica, la diversidad filogenética
es dependiente tanto del tamafio de la muestra como de su completitud, por lo que la DF
observada puede ser subestimada con respecto a la real (Chao et al. 2015). Recientemente ha
sido propuesto un nuevo método que implica rarefaccion y extrapolacion de la diversidad

filogenética (Chao et al. 2015).

Limnomedusa macroglossa ha sido caracterizada como una especie cuya dispersion
esta limitada por la capacidad de desplazarse que pueda exhibir la larva, ya que los adultos
tienen una elevada fidelidad al sitio (Gudynas & Gehrau 1981). Se trata de una especie con
una distribucion fuertemente asociada a afloramientos rocosos cercanos a cursos de agua (ver
Gudynas & Gehrau 1981). Si bien ambientes abiertos no serian favorables para la migracion
de los adultos, los cuales parecen estar restringidos a los cursos loticos durante la época
reproductiva y posteriormente refugiados en las cercanias de estos cursos, se prevé que los
movimientos entre poblaciones o subpoblaciones dependan de rutas de dispersion no
terrestres. De esta forma la conectividad entre los cuerpos de agua en donde depositan sus
huevos y se desarrollan las larvas, seria clave para mantener poco diferenciadas a sus

poblaciones, el principal factor estructurador de sus poblaciones.
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Asi, se proponen como objetivos estimar la estructura poblacional y los niveles de
flujo génico entre poblaciones a diferentes escalas espaciales (p. €j., localidades, dentro de
cuencas y entre cuencas), y delimitar unidades de conservacion y/o manejo de la especie y
evaluar la diversidad filogenética entre areas protegidas y no protegidas de las Quebradas del
Norte. Para ello, se procurard: (1) describir patrones de diversidad genética para
Limnomedusa macroglossa en Uruguay, asi como evaluar el reparto de la diversidad genética
entre individuos considerando diferentes escalas espaciales; (2) reconstruir la historia
demografica de la especie y estimar el nimero y la distribucion de las poblaciones presentes
en las Quebradas del Norte de Uruguay; y (3) estimar la diversidad filogenética de las
poblaciones por cuenca en las Quebradas del Norte y proponer aquella que complemente al

area protegida actual Valle del Lunarejo.
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2. Metodologia
2.0 Diserio de muestreo

Se efectuaron muestreos luego de obtener los permisos correspondientes, en cuencas
distribuidas en ocho Departamentos de Uruguay: Rivera, Tacuarembd, Artigas, Salto, Cerro
Largo, Maldonado, Lavalleja y San José. Los mismos fueron mas intensos en la zona de las
Quebradas del Norte del pais, afiadiéndose algunos puntos adicionales de muestreo al sur del
Rio Negro para obtener un panorama mas general del reparto genético de la especie en
Uruguay. Los sitios de muestreo se caracterizan por ser ambientes pedregosos y hallarse
cercanos a cursos de agua loticos, ubicandose a diversa altitud (Figs. 1 y 2). Los ejemplares
adultos fueron capturados en actividad tanto diurna como nocturna; cuando se encontraban
refugiados, se los hallo bajo piedras y entre la vegetacion. Las larvas fueron
mayoritariamente encontradas en charcos con escasa o ninguna corriente, distribuidos en las
cercanias de cursos de agua loticos. Se llevd a cabo la eutanasia siguiendo un protocolo
aprobado por la Comision honoraria de experimentacion animal (C.H.E.A.), para luego
efectuar la diseccion parcial de los individuos en el sitio de colecta. Del total de ejemplares
muestreados, pertenecientes a doce cuencas, se seleccionaron 91 individuos, entre adultos y
larvas: doce del Rio Arapey (Artigas y Salto); cuatro del Rio Cuareim (Artigas); tres del
Arroyo Cunapiru (Rivera); diez del Arroyo de Las Canas (Tacuarembo); nueve del Arroyo
Laureles (Rivera y Tacuarembo); 16 del Arroyo Lunarejo (Rivera); 15 del Arroyo Tres
Cruces (Tacuarembo); tres del Arroyo Tambores (Tacuarembd); ocho del Arroyo
Tacuarembd Chico (Tacuarembo); siete del Rio Tacuarembo6 (Rivera); tres del Rio Santa
Lucia (Lavalleja y San Jos¢); y finalmente uno del Rio Yaguaron (Cerro Largo). Luego, para
algunos andlisis a nivel de las Quebradas del Norte (en los Departamentos de Rivera y
Tacuarembd), y considerando su proximidad (segun sus coordenadas geograficas), los

individuos fueron agrupados dentro de sus cuencas en localidades (Anexo 2, Tabla 1).
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Figura 2. Ejemplar de Limnomedusa macroglossa del Arroyo Lunarejo (Departamento de Rivera).



2.1 Procedimiento de laboratorio

El ADN fue extraido utilizando el kit comercial Quick-gDNATMMiniPrep (Zymo
Research Corp.), posterior a la eutanasia de los ejemplares; se amplifico un fragmento de
aproximadamente 800 pb del gen mitocondrial Citocromo b, utilizando los oligonucledtidos
MVZ15 (Moritz et al. 1992) y CB3Xen (Palumbi et al. 1991) desarrollados para anfibios, asi
como nuevos oligonucledtidos disefiados. Se efectuaron reacciones de PCR y los productos
de la amplificacion fueron sometidos a corridas electroforéticas en gel de agarosa (0,7 %) al
que se le afiadio la tincion GoodView (SBS Genetech) para su posterior visualizacién en un
transiluminador UV. Se descartaron para la secuenciacion aquellas muestras que mostraron
bandas secundarias en la misma. Finalmente, se purificaron los productos utilizando el kit
DNA Clean & Concentrator-5 (Zymo Research Corp.).

Las muestras resultantes se enviaron al servicio de secuenciacion del Institut Pasteur
de Montevideo y a Macrogen (http://www.macrogen.com). Los cromatogramas obtenidos se
visualizaron y las secuencias se editaron manualmente con el software ProSeq3 (Filatov
2009). Una vez realizadas las correcciones, todas las secuencias se alinearon utilizando el

programa Mega6 (Tamura et al. 2013), dejandolas de un largo de 764 pb.

2.2 Red de haplotipos

Las relaciones genealdgicas entre haplotipos se reconstruyeron con el programa TCS
v.1.21 (Clement et al. 2000) el cual utiliza el método de parsimonia estadistica para generar
una red de haplotipos sin raiz, cuyos nodos se conectan considerando el menor niimero de
pasos mutacionales no homoplésicos entre ellos, definido por un limite de confianza
predeterminado, en este caso del 95%. Posteriormente, la red de haplotipos estimada con TCS

fue visualizada graficamente con el software POPART (Leigh & Bryant 2015).
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2.3 Arbol filogenético

Para la estimacion de un arbol filogenético utilizando las secuencias de citocromo b se
empled el paquete BEAST v.1.8 (Drummond et al. 2012). El modelo de sustitucion fue
estimado utilizando el programa jModelTest v.2.0 (Darriba et al. 2012). Ademas, se
especificaron frecuencias de bases empiricas, un reloj molecular relajado, una tasa de
sustitucion de 0,01 mutaciones por sitio por millon de afios (Mueller et al. 2006), un tree
prior de tipo "skyride” y el algoritmo de maxima verosimilitud para la reconstruccion
filogenética. El numero de pasos definido para el MCMC fue de veinte millones,
muestreandose cada mil, por lo que se generaron veinte mil arboles; los primeros dos mil
fueron descartados (“burn-in”). Se utilizaron como grupos externos secuencias pertenecientes
a cinco especies de la familia Alsodidae, ademés de una secuencia correspondiente a un
ejemplar de Limnomedusa macroglossa de Misiones, Argentina (Tabla 1). Los arboles
obtenidos fueron resumidos en un arbol consenso utilizando el programa TreeAnnotator,
previa evaluacion del tamafio efectivo de muestreo y del estado estacionario del andlisis
MCMC en Tracer v.1.6 (Rambaut ef al. 2013). Utilizando FigTree v.1.4.2 (Rambaut 2012) se

visualizo el arbol filogenético obtenido.

Tabla 1. Especies y nimero de acceso en GenBank de las secuencias utilizadas como grupo externo (excepto L.

macroglossa) en el arbol filogenético con citocromo b.

E specie Niumero de acceso
Alsodes gargola TX3564832
Alsodes varzolii TH203974
Alsodes verrucosus TH203977
Bupsophus calcarats TX203083
Eupsophus emliopuging JTX203088
Limnomedusa macroglossa AN 843935
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2.4 Indices de diversidad genética

Para el estudio de la variacion intraespecifica a nivel genético, se efectuaron andlisis
de polimorfismos del ADN, utilizando datos de las secuencias en el programa DnaSP v.
5.10.1 (Librado & Rozas 2009). Se calcularon los siguientes indices de diversidad: indice de
diversidad nucleotidica (), entendida como la probabilidad de que al tomar dos secuencias al
azar, las mismas difieran en una posicion determinada (Tajima 1983); indice de diversidad
haplotipica (h), es decir, la probabilidad de que al tomar dos secuencias al azar, las mismas
sean diferentes (Nei 1987); niimero de sitios variables (S), dependiente de la longitud de la
secuencia y del nimero de secuencias disponibles (Tajima 1983); y, nimero de haplotipos

(nH).

2.5 Historia demogrdfica

Se efectuaron dos test de neutralidad: el test D de Tajima (basado en sitios
segregantes) y el test de Fu (Fs), cuyos valores se tornan significativamente diferentes de
cero cuando la variacidon no es neutra. Si se obtienen resultados menores a cero existe un
exceso de polimorfismos en baja frecuencia, lo que puede estar indicando un caso de
expansion poblacional o bien de seleccion (Tajima 1989; Fu 1997). Realizando un anélisis de
diferencias pareadas (mismatch distribution) en el programa DnaSP v. 5.10.1 (Librado &
Rozas 2009), se buscod conocer la distribucion del nimero de diferencias entre pares de
haplotipos de la muestra para poner a prueba la hipodtesis de expansion demogréfica,
agrupando a los mismos de acuerdo a su proximidad, dentro de la misma cuenca y localidad

(Anexo 1, Tabla 1).

Por otra parte se analizd también expansion poblacional implementando el método no
paramétrico basado en el coalescente denominado “GMRF Bayesian Skyride” en el paquete

BEAST v.1.8 (Drummond et al. 2012). En Tracer v.1.6 (Rambaut e al. 2013) se indicé el
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tipo de reconstruccion demografica especificado en BEAST previamente, empleando un reloj
molecular relajado y una tasa de sustitucion de 0,01 mutaciones por sitio por millon de afios
(Mueller et al. 2006), para obtener la distribucion a posteriori del tamafio efectivo

poblacional (N.) en funcion del tiempo y asumiendo un tiempo generacional de dos afios.

2.6 Estructuracion geogrdfica

Se realizé una cuantificacion de la distribucion de la variabilidad genética en la zona
de las Quebradas del Norte a través de un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA)
utilizando el programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010), asignando a los
secuencias de forma tal que las localidades se agruparan por cuencas, y luego las cuencas mas
cercanas y conectadas quedasen bajo un mismo grupo (Anexo 2, Tabla 1). De esta manera se
agruparon los individuos de las cuencas del Rio Tacuarembd con los del Arroyo Lunarejo, los
del Arroyo Laureles con los del Arroyo de las Canas, y los del Rio Tacuaremb6 Chico con los
del Arroyo Tres Cruces. Los individuos pertenecientes a las cuencas del Rio Arapey, el Rio
Cuareim, el Arroyo Tambores y el Arroyo Cufiapirti no fueron considerados en este analisis

debido al bajo nimero de individuos por localidad.

Por otra parte, para estimar indirectamente el flujo génico entre poblaciones de las
Quebradas del Norte, los individuos con la misma o similar coordenada geografica fueron

agrupados en una misma localidad (ver Anexo 2, Tabla 1), para luego llevar adelante

estimaciones de @ pareados (Excoffier et al. 1992), con el programa Arlequin v3.5.1.2
(Excoffier & Lischer 2010). Se aplicé adicionalmente un test de Mantel (Mantel 1967) entre
las distancias genéticas estimadas y las distancias geograficas entre localidades con el
programa zt (Bonnet & Van de Peer 2002), para evaluar la existencia de una correlacion entre

estas variables.
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Para estimar el nimero de poblaciones e identificar discontinuidades genéticas, asi
como posibles individuos migrantes, se empled el paquete Geneland v.4.0.4 (Guillot et al.,
2005) implementado en la plataforma R (R Development Core Team 2013). Se trata de un
método de asignacion espacial explicita de individuos a grupos o “clusters”, buscando
maximizar el equilibrio Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones cuando el marcador
molecular utilizado es diploide, o bien asumiendo una distribuciéon multinomial de los
genotipos cuando los mismos son haploides, partiendo de informacién genotipica y
fenotipica georreferenciada (coordenadas de las localidades a las que pertenecen los
individuos muestreados) (Guillot et al. 2012). El método tiene como principales supuestos
que: el naumero de poblaciones no es conocido y que todas las posibilidades son a priori
igualmente probables; existe equilibrio de ligamiento entre los loci; las frecuencias alélicas
son desconocidas y son tratadas como variables aleatorias; las poblaciones se distribuyen en
un 4rea describiendo un poligono espacial también estimado durante el analisis (Guillot ef al.,
2005). Se establecid para el analisis un maximo de cinco poblaciones, 300,000 iteraciones
con un thinning de 300, efectudndose cinco corridas independientes asumiendo frecuencias
alélicas correlacionadas. Los resultados fueron ordenados segiin su probabilidad a posteriori,
y los analisis subsecuentes se realizaron considerando aquella corrida con mayor valor. A
partir del muestreo MCMC, se realizo un estimacion a posteriori del nimero de poblaciones,
del area geografica ocupada por cada poblacion y de la probabilidad de membresia de cada

individuo a cada poblacion.

2.7 Diversidad filogenética

El célculo de la diversidad filogenética (DF, Faith 1992) por area se realizo utilizando
el programa PDA 1.0.3 (Chernomor et al. 2015) a partir de una red de haplotipos estimada en
SplitsTree4 (Huson & Bryant 2006). También se estimaron otros tres indices asociados: DF
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de endemismo, que representa la historia evolutiva exclusivamente representada por area (es
decir, el numero de unidades tnicas contenidas), DF exclusiva y DF de complementariedad,
que es una medida de lo que aporta un taxén a otro, en cuanto a la representacion de la
historia evolutiva de una region (grado de aporte a lo que no fue abarcado en otra area, por
ejemplo, ya protegida) (Faith 2016). Asi, el DF de complementariedad permite identificar el
area que mejor complementa, desde el punto de vista de su aporte a la diversidad filogenética,
a la ya existente area protegida que, en este estudio, comprende parte de la cuenca del Arroyo
Lunarejo. Por este motivo el analisis se aplicd considerando inicamente localidades que estan
incluidas en las cuencas de las Quebradas del Norte: Tambores, Tacuarembo, Tacuarembo

Chico, Lunarejo, Laureles, de las Canas, Arapey, Cuareim, Cufiapiru y Tres Cruces.

Finalmente, se estimo6 la diversidad filogenética para las cuencas de las Quebradas del
Norte, pero corrigiendo por tamafio de muestra aplicando un analisis de "rarefaction" de la
DF con el paquete iNextPD v0.1.0 (Chao et al. 2015) en la plataforma R (R Development
Core Team 2013), especificando 1.000 réplicas de "bootstrap” y un maximo de 30 secuencias
por area. Se trata de una extension de la curva de acumulacion de especies, que ha sido
disefiada al concluir que el indice DF tiende a incrementar con el nimero de muestras por
sitio (Chao et al. 2015). Mediante este analisis se hace una rarefaccion (interpolacion) y luego
una extrapolacion (prediccion) que indica cual seria la diversidad si se tuvieran mas muestras
por localidad. La extension de este tipo de aproximacion puede entonces ser de particular
valor para el estudio de especies o poblaciones vulnerables para las cuales el numero de
muestras a obtener debe reducirse al minimo. Para este andlisis se excluyo la localidad de

Tacuarembd Chico ya que mostrd un intervalo de confianza muy amplio.
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3. Resultados

Se obtuvieron 91 secuencias de un largo de 764 pares de bases (posterior a su edicion
y alineamiento). El modelo de sustitucion optimo elegido para estas secuencias fue el
HKY+G, el cual permite diferentes tasas de transicion/transversion, asi como también
frecuencias desiguales de bases para los cuatro nucleotidos (Hasegawa et al. 1985), bajo un
modelo de distribucion gamma por sitio. Las secuencias se tradujeron a proteinas, y no se

hallaron ni codones "stop" ni desplazamientos del marco de lectura (Anexo 2, Figs. 1, 2).

3.1 Red de haplotipos

Se hallaron 23 haplotipos para Limnomedusa macroglossa en Uruguay, uno de ellos
se encuentra en 51 individuos, representando el 56% del total de la muestra, y se halla
ampliamente distribuido en todo el pais (Anexo 2, Tabla 2). Los restantes, presentan en
general escasos pasos mutacionales entre ellos, habiendo un total de 15 haplotipos unicos. La
red de haplotipos por su parte muestra un particular arreglo en relacion a dos secuencias que
divergen, RML 2776 y PQDN 237, que son mas proximas a secuencias correspondientes a
ejemplares tomados como grupo externo (E. emiliopugini) y a L. macroglossa de Argentina

(Anexo 2, Fig. 3).

3.2 Arbol filogenético

En el arbol filogenético se observa en general bajo apoyo de los nodos (incluyendo la
que separa a los grupos externos), salvo en la que se detecta la clara separacion observada en
las dos secuencias mencionadas con respecto a las restantes (Fig. 3). La secuencia
correspondiente a un ejemplar de Misiones Argentina aparece relacionado con otros
individuos del Uruguay (PQDN 253, CURC-B 88, PQDN 2, PQDN 3, PQDN 240, PQDN

197 y ZVC-B 23341) aunque con bajo apoyo. Debido a esta gran diferenciacion hallada, se
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decidi6 excluir a ambas secuencias de los restantes andlisis, incluida la red de haplotipos final

(Fig. 4).
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Figura 3. Arbol filogenético para el gen citocromo b de Limnomedusa macroglossa junto con secuencias

tomadas como grupos externos (algoritmo Méxima verosimilitud).
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Fig.3).



3.3 Indices de diversidad genética

Se analizaron 89 secuencias correspondientes a individuos tanto del Norte como del
Sur de Uruguay de un largo total de 764 pares de bases, hallandose 21 haplotipos diferentes,
una diversidad haplotipica y nucleotidica de 0,662 (desvio standard = 0,056) y 0,005

respectivamente, asi como 19 sitios variables.

3.4 Historia demogrdfica

El estadistico D de Tajima tiene un valor negativo pero no significativo cuando se
aplica al total de las muestras (D = —1,611; p > 0,05), asi como el estadistico de Fu (Fs =
-0,236; p > 0,05). Sin embargo, cuando se observan los resultados por cuencas, tanto para el
caso de Laureles como de Tacuarembd si se obtienen valores negativos y significativos (D =
—-1,678; p=0,023; y D =-1,524; p = 0,036, respectivamente), lo cual daria cuenta de un caso

de expansion poblacional reciente.

Por otra parte, el analisis de diferencias pareadas entre haplotipos bajo un modelo de
expansion demografica muestra una distribucion bimodal, marcada por un pico suave, lo cual
indicaria un caso de estabilidad poblacional (promedio de diferencias pareadas, k=1,78;

Indice de desigualdad, r=0,05)(Fig. 5).
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Figura 5. Distribucion de diferencias pareadas entre haplotipos. La distribucion esperada se representa con linea

continua verde, mientras que la distribucion observada con linea punteada roja.
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El resultado del GMRF Bayesian Skyride indica que el tamafio poblacional se ha

mantenido estable al menos durante los Gltimos 125.000 afios (Fig. 6).

] 2EE2 sE2 75E2 X 0.428

Time

Figura 6. GMRF Bayesian Skyride. Se observa la historia demografica de Limnomedusa

macroglossa. Se grafica tiempo (en millones de afios; eje X) y tamaiio efectivo poblacional (eje Y).

3.5 Estructuracion geogrdfica

El Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) aplicado a tres grupos de cuencas
(Laureles-de las Canas; Tacuarembo-Lunarejo; Tres Cruces-Tacuarembd Chico) muestra que
el mayor porcentaje de variacion ocurre dentro de poblaciones (96,05% de la variacion); por
otra parte, los tres indices de fijacion resultan no significativos (Tabla 2). Sin embargo, al
aplicar el mismo andlisis utilizando los mismos grupos pero aplicando la opcidon de computar
los estadisticos considerando las frecuencias de haplotipos, los indices de fijacion, Fsr y Fsc,
resultan significativos (Fsr = 0,13; p < 0,0001; Fsc = 0,16; p = 0,001). Por su parte el Fcr,

indice que maximiza la separacion entre grupos, bajo distintas hipotesis de agrupacion de
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localidades, nunca fue significativo. Asi, se mantiene la mayor diversidad dentro de cuencas

(86,92%)(Tabla 3), reforzandose la idea de falta de estructuracion en la zona.

Tabla 2. Resultados de AMOVA. Comparaciones entre 3 grupos en base al método Pairwise difference: Cuenca
de Laureles y De Las Cafias; Cuenca de Tacuarembo y Lunarejo; Cuenca de Tres Cruces y Tacuarembd Chico *

No significativo (p>0,05).

Fuente de variacion z.d. Suma de Componentes de la Porcentajede indicesde
cuadrados varianza variaciin fijacion

Entre grupos 2 16.966 0.04245 -0.67 Fet=-0.007*
Entre poblaciones 3 26.433 0.29235 4.62 Fsc=0.046%

dentro de grupos

Dentrode 36 340.214 6.07526 96.05 Fst=0.040*
poblaciones
Total 61 383.615 632515

Tabla 3. Resultados de AMOVA. Comparaciones entre 3 grupos en base a la frecuencia de haplotipos: Cuenca
de Laureles y De Las Caiias; Cuenca de Tacuarembo y Lunarejo; Cuenca de Tres Cruces y Tacuaremb6 Chico *

No significativo (p>0,05).

Fuente de variaciin g.d. Suma de Componentes de la Porcentaje de indicesde
cuadrados varianza variacion fijacion
Entre grupos 2 1248 001141 -3.56 Fet=- 0.04%
Entre poblaciones 3 2332 003330 16.64 Fse=0.16

dentro de grupos

Dentro de 36 15.594 027847 86.92 Fst=-0.13
poblaciones
Total 61 19.210 032036

En la Tabla 4 aparecen los valores de ¢s; pareados para las localidades definidas; los
mismos variaron entre 0 y 0,84, asimilandose a cero los valores negativos. En la Tabla 5 se
muestran las distancias geograficas entre los pares evaluados (ver ubicaciéon de las
localidades en Anexo 2, Fig. 4). El test de Mantel indicé correlacion entre las distancias

genéticas y las distancias geograficas (R=0,30; p < 0,05).
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Tabla 4. Distancias ¢ST calculadas con el programa Arlequin, entre pares de localidades muestreadas. (Tbo 1= Tacuaremb6 1; Tbo_ chico 1= Tacuarembo chico 1;

Tbo 2= Tacuarembo6 2; Tbo chico 2= Tacuarembo chico 2; Tbo chico 3= Tacuaremb¢ chico 3). En gris aparecen las distancias con p<0,05.

Distacias PhiST | Tbo 1 C;:Zg:z C;;EZ:S Tbo 2 CIEEZ:I Lunarejo 1 | Lunarejo 2 | Lunarejo 3 | Lunarejo 4 | Lunarejo 5 | Cafas | Cafias 2 | Laureles 1 | Laureles 2 crflzzss__ | chlrczss__ ’
Tbo_1 0
Tbo_chico 2 0 0
Tbo_chico_3 0,67278 | 0,44473 0
Tbo 2 0 0 0,84462 0
Tbo_chico_1 0,7022 | 0,56604 0 1 0
Lunarejo_1 0 0 0,3602 0 0,40219 0
Lunarejo_2 0 0 0,84462 0 1 0 0
Lunarejo_3 0 0 0,34427 0 0,38185 0 0 0
Lunarejo_4 0 0 0,84462 0 1 0 0 0 0
Lunarejo_5 0 0 0,59827 0 0,72449 0 0 0 0 0
Cafias 0,35303 0 0 0,32161 | 0,02174 0 0,32161 0 0,32161 0 0
Cafias 2 0,26991 | 0,12277 | 0,7866 | 0,47241 | 0,81992 0,1998 0,47241 0,21774 0,47241 0,04173 | 0,38474 0
Laureles_1 0,01192 0 0,11738 0 0,21684 0 0 0 0 0 0 0,249 0
Laureles_2 0,00877 | 0,47368 | 0,93544 0 1 0,18919 0 0,18919 0 0,47368 | 0,67587 | 0,61042 | 0,18919 0
Tres_cruces_1 0 0 0,36477 0 0,358 0 0 0 0 0 0 0,07076 0 0,17542 0
Tres_cruces_2 | 0,17477 0 0,2998 | 0,15191 | 0,26975 0 0,15191 0 0,15191 0 0 0,21425 0 0,36923 0 0




Tabla 5. Distancias geograficas en km. entre pares de localidades muestreadas. (Tbo 1= Tacuarembd 1; Tbo_ chico 1= Tacuaremb6 chico 1; Tbo 2= Tacuaremb6 2; Tbo

chico_2= Tacuarembo chico 2; Tbo chico 3= Tacuarembo chico 3).

. T T
Dist Tbo Tbo_ Tbo_ | Lunarejo | Lunarejo | Lunarejo | Lunarejo | Lunarejo Laureles | Laureles Tes_ res_
Tbo 1 . . Tbo 2 . Canas | Canas 2 cruces_ | cruces
geograficas — | chico 2 | chico 3 — | chico_1 1 2 3 4 5 - 1 2 ) - ) -
Tbo 1
Tbo
- 221
chico 2 368,
Too_ 1 381 658 | 26,9464
chico 3
Tbo 2 47,0618 | 356,895 | 370,413
T.bo_ 385,249 | 30,5373 | 23,6961 | 373,992
chico 1

Lunarejo_1 | 100,143 | 340,181 | 353,684 | 88,877 | 357,198

Lunarejo_2 | 102,763 | 342,848 | 356,285 | 91,5127 | 359,864 | 21,6649

Lunarejo 3 | 90,7201 | 330,78 | 344,095 | 79,4189 | 347,735 | 19,8567 | 22,5248

Lunarejo 4 | 84,9649 | 325,028 | 338,471 | 73,7015 | 342,044 | 15,0844 | 17,8034 | 5,70235

Lunarejo_5 | 88,3779 | 328,384 | 341,839 | 77,061 | 345,45 | 33,8956 | 36,7207 | 24,5682 | 18,8579

Canas 124,039 | 320,487 | 333,898 | 112,775 | 337,503 | 95,9937 | 98,6552 | 86,5767 | 80,8664 | 82,8581

Canas_2 | 106,842 | 303,327 | 316,765 | 95,5609 | 320,344 | 78,7867 | 81,5105 | 69,4174 | 63,7449 | 67,0587 | 20,3546

Laureles_1 | 122,974 | 326,069 | 339,506 | 111,754 | 343,085 | 94,9579 | 97,6337 | 85,4777 | 79,8449 | 83,2209 | 81,8773 | 64,718

Laureles 2 | 105,255 | 307,932 | 321,369 | 93,948 | 325,293 | 77,1663 | 79,521 | 67,7636 | 62,0911 | 65,4049 | 64,0801 | 46,9264 | 22,7669

Tres

crucos 1| 406:173 | 185,154 | 198,858 | 394,874 | 202,339 | 377,912 | 380,549 | 368,617 | 362,758 | 366,214 | 358.352 | 341,226 | 363,799 | 345,807

Tres

cruces 2 398,66 | 177,833 | 191,267 | 387,381 | 194,845 | 370,542 | 373,258 | 361,123 | 355,432 | 358,887 | 349,335 | 333,714 | 356,455 | 338,295 | 57,5124




Tomando en cuenta solamente las localidades que se encuentran en las Quebradas del
Norte (Departamentos de Rivera, Tacuarembo, Artigas y Salto), Geneland detect6 de forma
consistente un maximo de dos poblaciones en la zona (Figs. 7, 8). Las mismas, se encuentran
separadas por una zona de transicion en donde es mas dificultosa la asignacion de individuos
a una u otra poblacion. Por otra parte, la probabilidad posterior de membresia a cada una de

ellas es relativamente baja en la mayoria de los casos (Fig. 9).

0.4

Densidad
0.2

o [ ]
I B B

1 2 3 4 b5

Miumero de Poblaciones

0.0

Figura 7. Estimacion del nimero de poblaciones de la especie Limnomedusa macroglossa en las Quebradas del

Norte de Uruguay, obtenidas con el programa Geneland.
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Figura 8. Estimacion del nimero de poblaciones de la especie Limnomedusa macroglossa en las Quebradas del

Norte de Uruguay, obtenidas con el programa Geneland. En gris y verde aparecen dos posibles poblaciones

diferenciables.
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Figura 9. Estimacion del nimero de poblaciones de la especie Limnomedusa macroglossa en las Quebradas del
Norte de Uruguay, obtenidas con el programa Geneland. Se aprecia escala de colores en donde en amarillo se
agrupan aquellos haplotipos cuya probabilidad de pertenencia a una misma poblacion es mayor. En naranja se

indica una zona de posible transicion entre una y otra poblacion.

3.6 Diversidad filogenética

La cuenca con mayor diversidad filogenética fue la de Tres Cruces (DF = 0,0294),
seguida por la cuenca del Arapey (DF = 0,0246) y la de menor diversidad fue la de Cufiapira
(DF = 0,0018). Al considerar las cuencas con DF complementario a Lunarejo, se encuentra

que Tres Cruces representa el valor mas alto (Tabla 6).
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Tabla 6. Resultados obtenidos con el programa PDA 1.0.3 sobre la Diversidad Filogenética (DF) del gen
citocromo b, para L. Macroglossa. En gris aparecen la cuenca del Lunarejo (&rea protegida ya existente) y su
cuenca complementaria (Tres Cruces). Abreviaciones: Excl. DF (exclusividad de diversidad filogenética), DF-

Endem. (diversidad filogenética de endemismo) y DF Compl. (diversidad filogenética de complementariedad)

Cuenca DF E xcl-DF DF-End em. DF-Compl
Tres Cruces 00294 0.0107 0.0107 0.018%
Arapey 0.0246 0.0039 0.0039 0.0112
Lunareo 0.0202 0.0036 0.0036 0
Delas Cafias 0.0198 0.0031 0.0031 0.0097
Lawureles 0.0172 0.0103 0.0103 0.0141
Cuareim 00132 0.0020 0.0020 0.0042
Tacuarembo Chico 0.0137 0.0012 0.0012 0.0036
Tacuaremba 00101 0.0034 0.0034 0.0063
Tambores 0.0074 0.0039 0.0039 0.0100
Cufiapiru 0.0018 0.0004 0.0004 0.0014

Al igual que lo obtenido al aplicar el analisis PDA, la cuenca del Tres Cruces es la
que tiene un mayor indice de diversidad, seguida por la cuenca del Lunarejo, al aplicar el
analisis de rarefaccion de PD (Fig. 10). Por otra parte, observando la extrapolacion, se
observa que la cuenca de las Cafias mostraria un mayor indice de diversidad que Lunarejo,
aunque deben afiadirse mas secuencias de ambos puntos para resolver si las diferencias son

significativas porque existe solapamiento de los intervalos de confianza.
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Figura 10. Diversidad filogenética corregida por rarefaccion con el paquete iNextPD v0.1.0 ; con linea continua

se representa la interpolacion y con linea punteada la extrapolacion
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4. Discusion

El hallazgo de dos individuos altamente divergentes, PQDN 237 y RML 2776,
colectados en el Departamento de Tacuarembd, en las cuencas del Tacuaremb6 Chico y Tres
Cruces respectivamente, resulta de gran interés ya que, como se observa tanto en el arbol
filogenético como en la red de haplotipos, se encuentran mas emparentados evolutivamente
entre si y a especies utilizadas como grupos externos. Ademads se encuentran separados del
resto de las muestras de L. macroglossa de Uruguay por un ntimero alto de cambios (PQDN
237 con 36 y RML 2776 con 57 cambios). La identidad de estas muestras y su afinidad con
poblaciones del resto del rango de distribucion, o con otras especies de Alsodidae, debe ser
resuelta en un estudio taxondmico mas profundo ya que la sinonimizacion de L. macroglossa
con L. misionis (Barrio 1971) se baso en rasgos fenotipicos y deberia ser revisada utilizando

un enfoque integral que incluya también datos genéticos.

Las barreras fisicas ocasionalmente pueden aumentar los efectos de una movilidad
limitada, promoviendo la estructuraciéon poblacional (Avise 2009). Para L. macroglossa, ha
sido hallada una gran poblacion conformada por muchas localidades distribuidas en la ladera
este de las Quebradas del Norte. En ese sentido, la conectividad entre cuencas a través de los
cursos de agua puede producirse por dispersion en el estadio larval. A pesar de una baja
diversidad nucleotidica, la diversidad haplotipica es moderada, y ademas la red de haplotipos
y el andlisis de "Bayesian Skyride" revelan estabilidad demografica lo cual puede vincularse a
la estabilidad ambiental que ha caracterizado a las Quebradas del Norte en comparacion la
matriz circundante de praderas pampeanas. La capacidad morfogenética de la zona de las
Quebradas no se vio modificada durante el Cuaternario, periodo en el que se dieron la
mayoria de los entallados de relieve en la region, hecho evidenciado por la forma de

acumulacion de los sedimentos en la escarpa (Panario ef al. 2014). Segin Panario et al.
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(2014), ello derivo en el fuerte componente de pendientes y grandes formaciones persistentes,

caracteristico de la Cuenca Gondwanica Sedimentaria.

En la literatura se plantea que los anfibios en general poseen limitada capacidad de
dispersion y debido a ello, una alta filopatria (Blaustein et al. 1994; Beebee 2005). Sin
embargo, también ha sido propuesto que muchas especies asociadas a cursos de agua, tanto
Iénticos como 16ticos, presentarian migracion pasiva no sélo de larvas sino también de
adultos, dadas las dindmicas hidroldgicas propias del paisaje en el que habitan (Martof 1953;
Smith & Green 2006; Measey et al. 2007). Este mecanismo de dispersion también se ha
propuesto para Pseudopaludicola falcipes en la region pampeana (Langone ef al. 2015). Para
L. macroglossa, se ha hallado que las larvas pueden completar su desarrollo tanto en cuerpos
de agua lénticos como loticos, y que ademas pueden trasladarse de forma pasiva de un charco
a otro o de un charco a un rio, a través de conexiones periodicas entre los mismos durante
fuertes lluvias o inundaciones (Kaefer er al. 2009). La escasa diferenciacion entre sus
poblaciones (evidenciada por un mayor reparto de la variacion intra-poblacionalmente como
se encontrd en los analisis d¢ AMOVA), asi como la presencia de haplotipos compartidos
entre cuencas relativamente distantes y el bajo valor de Fsr global hallado, sugiere que existe
un alto grado de conectividad entre localidades de distintas cuencas. Dicha conectividad se

veria a su vez gradualmente limitada por la distancia geogréafica entre las mismas, como se

evidencia en el andlisis de ¢@sr pareados, en donde las localidades separadas por grandes
distancias o con poca conectividad entre los cursos de agua, muestran altos valores del

mencionado indice.

En diferentes estudios se ha encontrado que en algunas especies de anfibios,
poblaciones o subpoblaciones que se encuentran proximas en el espacio se hallan
diferenciadas genéticamente (Lampert ef al. 2003; Andersen ef al. 2004), mientras que otras
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incluso bastante lejanas entre si, tienen poca o directamente ninguna diferenciacion entre
ellas (Newman & Squire 2001; Jungels ef al. 2010; Langone et al. 2015). También han sido
descriptos variados patrones de estructuracion genética, incluyendo casos de alta diversidad y
alta estructuracion (Kraaijeveld-Smit et al. 2005), baja diversidad y alta diferenciacion
genética, baja diversidad y pobre estructuracion (Vences et al. 2013) asi como alta diversidad
y escasa diferenciacion genética (Langone et al. 2015). Este tltimo caso seria coincidente con

lo hallado aqui para L. macroglossa, y podria ser producto de aislamiento por distancia.

Los haplotipos ampliamente distribuidos y en muchas ocasiones aquellos mas
frecuentes son considerados haplotipos ancestrales (Crandall & Templeton 1993). El hallazgo
en L. macroglossa de al menos un haplotipo compartido puede entonces no deberse al flujo
génico sino a la retencion histdrica del mismo, es decir, a la retencion de alelos ancestrales en
poblaciones contemporaneas. Esto es lo que se conoce como separacion incompleta de linajes
(“incomplete lineage sorting”, ILS), y es especialmente mas probable cuando los tamafos
poblacionales son mayores que los tiempos de divergencia (en unidades coalescentes) en un
arbol genealdgico (ancho y largo de ramas respectivamente) (Maddison & Knowles 2006).
La historia demogréfica de la especie indica estabilidad poblacional durante los ltimos 125
mil afios, y una estimaciéon de tamafos poblacionales grande (Fig. 6), lo cual se

corresponderia con efectos méas marcados de ILS.

Teniendo en cuenta el Fisr global obtenido al considerar las frecuencias haplotipicas de
los grupos evaluados presentes en las Quebradas del Norte (sin considerar a aquellas
secuencias que resultaron altamente divergentes), se observa que es bajo (Fsr= 0,013), lo cual
sugiere que hubo o aun existe un moderado flujo génico, por lo que podrian considerarse
como una Unica gran poblacion. Sin embargo, para Anaxyrus cognatus, se encontrd que la

diferenciacion entre poblaciones genéticamente similares estaria dada por un aislamiento por
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distancia pero a mayor a escala (Jungels er al. 2010). La escala espacial puede afectar la
cuantificacion de los efectos del paisaje sobre el flujo génico (Anderson et al. 2010), por lo
que aumentar el area de muestreo puede ser clave para definir con mayor precision este
punto. Moritz (2002) plantea que para establecer prioridades y estrategias acordes de
conservacion, es necesario comparar medidas de diversidad genética a escala local y regional
para comprender que procesos permitieron el surgimiento de los patrones observados, y asi
dirigir los esfuerzos para su preservacion. Seria recomendable la ampliacion del nimero de
muestras ya disponibles de la especie, abarcando de ser posible toda el area de distribucion de
la misma. Es necesario entonces, realizar colaboraciones a nivel regional para poder
establecer, entre otras cosas, entre que localidades o regiones ocurren intercambios y asi
establecer unidades evolutivas independientes, imprescindible para la delimitacion de
estrategias de conservacion para esta especie, ya amenazada en el estado de Parand, Brasil
(Vélez-Martin et al. 2014) y considerada en peligro de extinciéon en Paraguay (Maneyro &
Carreira 2015).

En este contexto, el aislamiento por distancia también podria estar jugando un rol
critico en la modelacion de la estructura genética de esta especie. Si bien el anélisis llevado a
cabo con Geneland muestra una clara diferenciacion en dos poblaciones en las Quebradas del
Norte, la probabilidad de pertenencia a cada poblacion es baja (quizds debido al dispar
numero de muestras para la poblacion en Artigas). Entre estas dos poblaciones existiria un
cierto grado de aislamiento debido a la ausencia de cursos de agua que puedan mantenerlas
conectadas (Fig. 11), o bien puede que esta separacion sea explicada por una cuestion de
altitud. En algunas poblaciones de especies que habitan en ambientes montafiosos, la
elevacion es un factor que limita el flujo entre las poblaciones (Martinez & Gonzalez 2008,
Funk et al 2005b). Si sumamos a esto que el “quiebre” entre ambas poblaciones se localiza
sobre una divisoria de agua (Fig. 11), los huevos depositados a mayor altitud (del lado oeste

de la divisoria en Artigas y Salto), no seguirian la corriente de los cursos de agua hacia las
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localidades ubicadas en direccion noreste, sino hacia el lado opuesto, manteniendo aisladas a
ambas poblaciones. De todas formas, es aun necesario evaluar patrones filogeograficos en
otras especies co-distribuidas para poner a prueba este potencial quiebre este-oeste en las
Quebradas del Norte, ya que apoyaria la hipdtesis de una potencial barrera geografica o al
menos un quiebre filogeografico en comun a nivel comunitario (Marske ef al. 2013). Estos
quiebres compartidos entre multiples taxa do-distribuidos conformando lo que se denomina
"zonas de sutura" pueden ser tomados en cuenta para el disefio de areas protegidas con el fin

de proteger una mayor proporcion de la diversidad bioldgica a niveles intra e interespecifico

(Moritz et al. 2009).

Figura 11, Imagen satelital de la zona de las Quebradas del Norte de Uruguay (GoogleEarth); en rojo se indica

ubicacion de la divisoria de aguas.

Con relacién a la diversidad filogenética, se encontré que la cuenca del Tres Cruces
(Departamento de Tacuarembd) mostr6 el mayor valor, complementando asi a la cuenca del

Arroyo Lunarejo (Departamento de Rivera). Este ultimo, en comparacion a los valores
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encontrados para otras localidades, se reafirma como un area importante para preservar. La
utilizacion de informacion evolutiva, tanto a nivel intra como inter-especifico es fundamental
para la priorizacion de areas a conservar (Moritz & Faith 1998; Faith 2016), ya que medidas
como la riqueza especifica o la endemicidad no son capaces de reflejar la diversidad y
particularidad evolutiva de un 4rea (Miranda-Esquivel 2016). Sin embargo, esto no ha sido
tomado en consideracion ain en nuestro pais como criterio para la seleccion de areas a ser
ingresadas al SNAP, por lo que el aporte de este tipo de estudios puede ser relevancia en un
futuro cercano. También se encontrd que, al aplicar rarefaccion y extrapolacion sobre los
indices de diversidad filogenética, se encuentran mayoritariamente los mismos resultados que
con el anélisis PDA. Por lo pronto, parece ser que con un minimo de individuos por cuenca
puede arribarse a los mismos resultados, aunque claramente el aumento en el nimero de
muestras por sitio contribuird a esclarecer y resolver con mayor precision este punto. En
principio, las cuencas de los Arroyos Lunarejo y Tres Cruces parecen albergar la mayor
diversidad filogenética, con el Arroyo de las Cafias como otro potencial complemento al ya

protegido Arroyo Lunarejo.

Brooks et al. (2015) plantean la necesidad de seleccionar areas clave para la
proteccion de la biodiversidad poniendo el foco mas alla del nivel de especie, ddndole mayor
peso a la conservacion tanto de la diversidad genética como filogenética y por ende a las
condiciones que propiciaron el origen y mantenimiento de las mismas. De alli que, pese a que
Limnomedusa macroglossa se encuentra clasificada como una especie de preocupacion
menor en cuanto a su vulnerabilidad en nuestro pais, la informacion aqui obtenida puede ser
de utilidad para la seleccion de areas de conservacion. En este estudio, la cuenca del Arroyo
Tres Cruces tendria relevancia particular desde el punto de vista de la conservacion de la
diversidad genética debido a que representa una historia evolutiva Unica en la zona, y mejor

complementa a la de la cuenca del Arroyo Lunarejo, segin los indices DF de
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complementariedad y de endemismo. En cualquier caso, es necesario expandir este tipo de
estudios a una proporcion mayor de la biota para realizar una priorizaciéon de areas tomando
en cuenta que distintos patrones filogeograficos pueden ocurrir entre especies co-distribuidas

y ello debe considerarse a la hora de delimitar areas de preservacion (Moritz & Faith 1998).

Moritz (2002) plantea que para establecer prioridades y estrategias acordes de
conservacion, es necesario comparar medidas de diversidad genética a escala local y regional
para comprender que procesos permitieron el surgimiento de los patrones observados, y asi
dirigir los esfuerzos para su preservacion. Seria recomendable la ampliacion del niimero de
muestras ya disponibles de la especie, abarcando de ser posible toda el area de distribucion de

la misma.

La inclusion de estudios ecoldgicos seria también de gran relevancia para poder
comprender de forma mas profunda a esta especie y los patrones genéticos observados. Por
ejemplo, trabajos a nivel poblacional que permitan inferir la capacidad de dispersion y los
ambitos de hogar de los individuos adultos y de las larvas, asi como la fenologia y otros
parametros demograficos y reproductivos, pueden contribuir a esclarecer patrones de
estructuracion pobremente asociada al sistema de cuencas. Este tipo de informacion puede ser
relevante ya que la distribucion de la variacion genética, no esta moldeada tinicamente por
eventos historicos sino también por restricciones ecologicas (Rodriguez et al. 2015). En este
sentido, el siguiente capitulo de esta tesis trata sobre algunas variables ambientales que
pueden correlacionarse con los patrones de conectividad genética en el paisaje de las

Quebradas del Norte.
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Anexo 2

Tabla 1. Individuos considerados para las estimaciones Qst pareados; individuos con la

coordenada geografica fueron agrupados en una misma localidad.

misma o similar

ACRONIMO | DEPARTAMENTO | CUENCA LOCALIDAD | LATITUD LONGITUD
PQDN 1 Rivera Lunarejo Lunarejo 3 -31.187389 -55.948306
PQDN 2 Tacuarembo De las Cafias | De las Canas 2 | -31.383868 -55.937189
PQDN 3 Tacuarembd6 De las Cafas | De las Caias 2 | -31.383868 -55.937189
PQDN 6 Tacuarembo De las Cafas | De las Canas 2 | -31.383644 -55.937342
PQDN 7 Tacuarembo De las Canas | De las Canas 2 | -31.383293 -55.937173
PQDN 8 Tacuarembo De las Cafias | De las Cafias 2 | -31.384056 -55.937216
PQDN 21 Tacuarembd De las Cafias | De las Cafias 2 | -31.3836 -55.937116
PQDN 22 Tacuarembd De las Cafias | De las Cafias 2 | -31.3836 -55.937116
PQDN 23 Tacuarembd De las Cafias | De las Canas 2 | -31.3836 -55.937116
PQDN 24 Rivera Lunarejo Lunarejo 5 -31.246939 -55.951008
PQDN 25 Rivera Lunarejo Lunarejo 5 -31.246939 -55.951008
PQDN 27 Rivera Lunarejo Lunarejo 5 -31.24676 -55.951045
PQDN 45 Tacuarembo6 Laureles Laureles 2 -31.32859 -55.967853
PQDN 46 Tacuarembo Laureles Laureles 2 -31.321135 -55.979993
PQDN 47 Tacuarembo Laureles Laureles 2 -31.321135 -55.979993
PQDN 48 Tacuarembo Laureles Laureles 2 -31.321135 -55.979993
PQDN 49 Tacuarembo Laureles Laureles 2 -31.321135 -55.979993
PQDN 52 Tacuarembo Laureles Laureles 1 -31.231378 -56.091165
PQDN 53 Tacuarembo Laureles Laureles 1 -31.231378 -56.091165
PQDN 55 Tacuarembd Laureles Laureles 1 -31.231378 -56.091165
PQDN 56 Tacuarembd De las Cafias | De las Canas 1 | -31.304409 -56.058552
PQDN 57 Tacuarembd De las Cafias | De las Canas 1 | -31.304672 -56.058542
PQDN 141 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412848 -56.212814
PQDN 142 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412848 -56.212814
PQDN 143 Tacuarembo6 Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412848 -56.212814
PQDN 144 Tacuarembo Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412848 -56.212814
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PQDN 145 Tacuarembo Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412848 -56.212814
PQDN 146 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412821 -56.211557
PQDN 193 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 1 -31.32815 -56.177571
PQDN 194 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 1 -31.32815 -56.177571
PQDN 196 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 1 -31.32815 -56.177571
PQDN 197 Tacuarembd Tres Cruces Tres Cruces 1 -31.32815 -56.177571
PQDN 199 Tacuarembo Tres Cruces Tres Cruces 1 -31.32815 -56.177571
PQDN 225 Tacuarembo Tacuarembd | Tacuarembd -31.694423 -56.124028
Chico chico 2
PQDN 226 Tacuarembdo Tacuaremb6 | Tacuarembod -31.694423 -56.124028
Chico chico 2
PQDN 268 Tacuarembd Tacuaremb6 | Tacuarembod -31.704677 -56.168827
Chico chico 3
PQDN 269 Tacuarembo Tacuarembé | Tacuarembd -31.704677 -56.168827
Chico chico 3
PQDN 316 Rivera Tacuarembd | Tacuarembo 1 -30.962817 -55.703867
PQDN 317 Rivera Tacuarembd | Tacuarembo 1 -30.962817 -55.703867
PQDN 322 Rivera Tacuaremb6 | Tacuarembd 1 -30.962817 -55.703867
PQDN 327 Rivera Tacuaremb6 | Tacuarembd 2 -31.047167 -55.836517
PQDN 328 Rivera Tacuaremb6 | Tacuarembd 2 -31.047167 -55.836517
PQDN 343 Tacuarembo6 Tacuaremb6 | Tacuarembd -31.558806 -56.143639
chico chico 1
PQDN 344 Tacuarembd Tacuaremb6 | Tacuarembod -31.558806 -56.143639
chico chico 1
RML 2696 Rivera Lunarejo Lunarejo 1 -31.094367 -55.966331
RML 2697 Rivera Lunarejo Lunarejo 1 -31.094367 -55.966331
RML 2699 Rivera Lunarejo Lunarejo 1 -31.094367 -55.966331
RML 2722 Rivera Lunarejo Lunarejo 2 -31.137392 -56.045823
RML 2723 Rivera Lunarejo Lunarejo 2 -31.137392 -56.045823
RML 2734 Rivera Lunarejo Lunarejo 4 -31.190479 -55.901291
RML 2736 Rivera Lunarejo Lunarejo 4 -31.190688 -55.90164
RML 2739 Rivera Lunarejo Lunarejo 3 -31.187389 -55.948306
RML 2740 Rivera Lunarejo Lunarejo 3 -31.187389 -55.948306
RML 2769 Tacuarembo Tres Cruces Tres Cruces 2 -31.412848 -56.212814
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CURC-B 69

Rivera

Tacuarembo

Tacuarembo 1

-30.96986667

-55.66975

CURC-B 70

Rivera

Tacuarembo

Tacuarembo 1

-30.96986667

-55.66975
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Tabla 2. Haplotipos del gen citocromo b para Limnomedusa macroglossa por Departamento

Artigas Salio | Rivera Tacuarembd San Maldonado | Lavalleja Cerro Total
José Largo
Hap 1 1 1
Hap 2 2 1 3
Hap 3 5 6 19 20 1 51
Hap 4 2 3 3
Hap 5 1 1
Hap 6 1 1
Hap 7 1 1
Hap 8 1 1 2
Hap 9 2 2
Hap_10 2 2
Hap 11 1 7 8
Hap 12 1 1
Hap 13 3 3
Hap 14 1 1
Hap 15 1 1
Hap 16 1 1
Hap 17 1 1
Hap_ 18 1 1
Hap 19 1 1
Hap 20 1 1
Hap 21 1 1
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Figura 4. Localidades consideradas para los analisis de ¢st pareados; individuos con la misma o similar

coordenada geografica fueron agrupados en una misma localidad. Ver cddigos de localidades en Anexo 2,Tabla

1.
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CAPITULO 2: Genética del Paisaje en las Quebradas del
Norte



1.Introduccion

Las especies con escasa vagilidad, es decir, con poca capacidad de movimiento en un
determinado ambiente, suelen tener poblaciones que se mantienen aisladas por distancia, atin
cuando se encuentren relativamente proximas mostrando una alta estructuracion y
diferenciacion poblacional y genética (Avise et al. 2009). El uso de las distancias genéticas
para la estimacion de las tasas de migracion se ha extendido, ya que este parametro contiene
informacion historica y estd asociado a la conectividad entre poblaciones, la cual es dificil de
detectar por otros medios (Jaquiéry et al. 2011). Se habla de aislamiento por distancia
(isolation by distance; IBD) como un patron observable entre muestras en el cual la similitud
genética va en decremento conforme incrementa la distancia geografica (Manel &
Holderegger 2013). Los patrones genéticos poblacionales de IBD han sido explicados y
simulados béasicamente dos formas: (1) asumiendo poblaciones ampliamente distribuidas,
continuas en el espacio, pero con limitada capacidad de movimiento, lo cual evita la
formacion de unidades panmicticas (modelo de islas propuesto por Wright en 1943); (2)
considerando poblaciones méas o menos discontinuas, formando unidades discretas, en donde
individuos pueden intercambiarse, al menos un “paso” a la vez en cada generacion, entre
unidades adyacentes o proximas, modelo dado en llamar “stepping stone” (Kimura & Weiss
1964). Esta posibilidad de intercambio o movimiento de los individuos y el patron generado,
es decir de aislamiento por distancia, esta fuertemente influenciado por la configuracion del
habitat, la topologia de las poblaciones o subpoblaciones y la distancia maxima de migracion

propia de la especie (Van Strien et al. 2015).

La conectividad funcional, entendida como la posibilidad que brinda el paisaje para el
movimiento de individuos entre recursos parcheados (Taylor et al., 1993), puede ser conocida

indirectamente a través de la medicion de la conectividad genética, representada por el nivel
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de flujo génico entre poblaciones, especialmente cuando su distribucion es discontinua (Kool
et al., 2012). La genética del paisaje ha surgido como una disciplina a través de la cual puede
evaluarse el papel que juegan las variables paisajisticas en el modelaje de la estructura
genética de poblaciones, combinando datos provenientes de variados marcadores
moleculares, junto con informacion espacial y diferentes métodos estadisticos (Storfer ef al.
2007). Esta disciplina provee informacion util sobre las interacciones entre el paisaje y los
procesos microevolutivos que ocurren y se ven afectados por el mismo, como el flujo génico,
la seleccion o la deriva genética (Manel et al. 2003). Segtin Guillot ef al. (2015) existen dos
etapas principales en estudios de genética del paisaje: (1) la deteccion y localizacion de
discontinuidades genéticas, y (2) su correlacion con el paisaje y las caracteristicas
ambientales. Sin embargo, las respuestas genéticas a cambios en el paisaje tienden a no ser
simultaneas (Spear & Storfer 2008; Bolliger et al. 2014), lo cual determina que la variacion
genética actual pueda ser mas representativa de un paisaje pasado que de uno actual. Esto
puede llegar a obstaculizar la interpretacion de como la actividad antropogénica y los paisajes
contemporaneos modelan el flujo génico en la actualidad (Epps & Keyghobadi 2015). A su
vez, existen factores adicionales que modelan la diversidad y la estructura genética en
poblaciones naturales, como la densidad poblacional, atributos de la historia de vida, los
patrones de movimiento o el sistema de apareamiento (Richardson 2012; Bolliger et al.
2014). Dyer & Nason (2004) propusieron una metodologia denominada Population Graphs
que, basada en la teoria de grafos, pretende explicar los patrones actuales de variacion
intraespecifica en poblaciones naturales caracterizando su compleja topologia. Se asume en
este contexto, que la misma surge como producto de la interaccion genética tanto
contemporanea como pasada entre poblaciones. Esta aproximacion, permite incorporar una
cuantificacion de la distancia genética mas confiable que el clasico Fsry, permite extraer el
componente historico de la estructura filogeografica, que puede interferir con las inferencias

sobre procesos contemporaneos de la genética del paisaje (Dyer 2015).

92



Si bien diversos estudios han hecho hincapié en la composicion del paisaje como un
factor determinante de la estructuracion genética poblacional, Bolliger ef al. (2014) sugieren
que debe darse mayor atencidon sobre la configuracion espacial del mismo, es decir, la
organizacion en el espacio del ambiente y su heterogeneidad, lo cual afecta la topologia de las
unidades poblacionales obstaculizando o propiciando la conectividad entre ellas. Por otra
parte, considerando este aspecto, es necesario tomar en cuenta la escala a la que ocurre la
migracion y dispersion, debido a que los elementos paisajisticos que afectan la diferenciacion
genética y el flujo génico, cambian segln la escala espacial que se considere (Angelone et al.

2011; Mims et al. 2015a).

Las Quebradas del Norte representan una peculiaridad geografica en un pais como
Uruguay, en donde predominan las praderas y una topografia homogénea. Con un marcado
relieve, estan constituidas por una sucesion de cerros ‘“chatos” y serranias que delimitan
estrechos valles por entre los que discurren varios cursos de agua, caracteristicamente poseen
paredones verticales, saltos de agua y cuevas o grutas (Evia & Gudynas 2000; Panario et al.
2014). El complejo esta formado por una serie de quebradas de gran pendiente que se
presentan como profundas hendiduras en la roca basaltica. La superficie de la cuesta presenta
una pendiente suave hacia el Rio Uruguay, siendo la misma, abrupta del lado opuesto (la
"escarpa" basaltica, de orientacion este), lo cual se corresponde con grandes sinuosidades
entre las que destacan cuchillas y sierras (Chebataroff 1969). Por ello, los cursos de agua
tienden a discurrir en direccion noroeste-sureste, siendo mas destacados por su extension y
caudal, los Arroyos Lunarejo, Laureles, de las Cafias, Tres Cruces y Tacuarembd Chico,

todos tributarios del Rio Tacuaremb¢ (ver Fig. 1).

Limnomedusa macroglossa se encuentra ampliamente distribuida en el territorio
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uruguayo, incluyendo la zona de las Quebradas del Norte del Uruguay. Dado que los adultos
muestran una marcada preferencia de habitat y suele encontrarse en los cursos de agua o
refugiada bajo piedras en las cercanias, se presume que tienen una escasa vagilidad,
particularmente entre sitios separados por un topografia compleja y/o por habitats evitados
por la especie (Gudynas & Gehrau 1981). En este contexto resulta plausible suponer que
existe dispersion por cursos de agua durante la etapa larvaria, desde zonas elevadas hacia
zonas mas bajas. En vez de usar distancias geograficas lineales para correlacionar con
distancias genéticas, es posible la estimacion de distancias geograficas pero por cursos de
agua, asi como la distancia corregida por topografia (para vias terrestres complejas), o
considerar potenciales corredores cuando la especie presumiblemente utiliza una o todas las
vias para su dispersion (Measey et al. 2007; Mims et al. 2015b). Se espera entonces que,
dados los resultados obtenidos previamente, las subpoblaciones muestren bajos niveles de
diferenciacion cuanto mas proximas estén entre si, y que las distancias genéticas aumenten
cuanto mas alejadas se encuentren. De todas formas, si la especie tiene una alta capacidad de
dispersion, entonces, la diferenciacion genética no deberia de aumentar enormemente con la
distancia geografica. Por lo pronto, se pretende comparar la estructuracion genética con la
variacion morfoldgica y ambiental para Limnomedusa macroglossa en las Quebradas del
Norte del Uruguay, asi como evaluar si la estructuracion genética de la especie estd
influenciada por distancias lineales, distancias por cursos de agua, y/o distancias ambientales
(p. €j., clima, altitud). Puntualmente se explorara la incidencia de algunas variables climaticas
y las caracteristicas del paisaje en la estructura poblacional de L. macroglossa, analizando y
describiendo las posibles relaciones entre las distancias genética, ambiental, morfoldgica y

geografica; ademas de que seran evaluadas posibles vias de dispersion para la especie.
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2.Metodologia

Para la realizacion de los analisis que se detallan a continuacion, se emplearon datos
provenientes de individuos adultos colectados en la zona de las Quebradas del Norte,
pertenecientes a los Departamentos de Rivera y Tacuarembo (Fig. 1). Se eligio esta zona
geografica para el estudio porque es conveniente que la escala espacial de andlisis sea
concordante con la escala en la que se estima que ocurre flujo génico (Anderson et al. 2010).
Segun los resultados obtenidos a través del andlisis efectuado en el paquete Geneland v.4.0.4.
(Guillot ef al., 2005), se identificaron dos poblaciones para L. macroglossa en las Quebradas
del Norte de Uruguay. La delimitacion de poblaciones es necesaria para evaluar la existencia
de aislamiento por distancia, ya que ha sido también sugerido que de no conocerse la
distancia maxima de migracion, se consideren pares de subpoblaciones que estén proximas ya

que potencialmente pueden intercambiar migrantes (Van Strien ef al. 2015).

Utilizando la base de datos WorldClim (http://www.worldclim.org/current), se
obtuvieron 19 variables Bioclimaticas (Anexo 3, Tabla 1) con una resolucion de 1 km x 1 km
para el area de estudio. Partiendo de las coordenadas geograficas de los individuos
muestreados, en el programa QGIS 2.0.1 (QGIS Development Team, 2009), se levantaron las
capas obtenidas en Worldclim y se extrajeron los datos climaticos por cada punto, asi como la
capa correspondiente a la altura (variable topogréfica). Para establecer que variables
Bioclimaticas explican la mayor cantidad de los datos se hizo un Analisis de Componentes
Principales (ACP), implementado con la funcion prcomp del paquete STATS en la
plataforma R (R Core Team, 2013) con los datos logaritmizados. Luego se calcularon las
Distancias de Mahalanobis (Mahalanobis 1936) usando el paquete StatMatch implementado

en R (R Development Core Team, 2013) entre las localidades de muestreo en base a los
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"scores" de los componentes principales, obteniéndose una matriz de distancias climaticas

entre puntos.

Figura 1. Localidades consideradas para los analisis de genética del paisaje; individuos con la misma o similar
coordenada geografica fueron agrupados en una misma localidad. Ver codigos de localidades en Anexo 2,Tabla
1
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Se tomaron 11 medidas morfométricas en individuos adultos utilizando un calibre
digital (0.01 mm de precision): largo hocico cloaca (SVL), ancho mandibular (MW), largo de
la cabeza (HL), distancia interorbital (IOD), didmetro del ojo (ED), distancia entre narinas
(IND), distancia ojo-narina (SED), largo del brazo (ARML), largo de la tibia (TIB), largo del

tarso (TRL) y largo del metatarso (META).

Utilizando el m6édulo PADWin en el programa CLIC (Dujardin 2013), se efectudé una
correccion de tamafio de las medidas morfométricas logaritmizadas, para luego aplicar un
Analisis de Componentes Principales (ACP) entre individuos y asi determinar que variables
explican en mayor proporcion la variabilidad total en morfologia. Usando los componentes
sugeridos y corregidos, se calculd la distancia Mahalanobis (Mahalanobis 1936) empleando
el paquete StatMatch implementado en R (R Development Core Team, 2013) de forma de

obtener asi una matriz de distancias morfoldgicas.

Ya que para L. macroglossa se estima que los adultos presentan alta fidelidad al
habitat, mientras que las larvas representarian la etapa dispersiva, el abordaje de las
correlaciones genéticas y geograficas deberia entonces efectuarse empleando distancias por
cursos de agua. Pese a ello, ya que tampoco se tiene certeza de que los adultos sean poco
vagiles, la distancia lineal también sera empleada para el estudio de estas relaciones. Para el
calculo de las distancias geograficas se emplearon dos aproximaciones: la distancia en linea
recta entre localidades utilizando el programa Geographic Distance Matrix Generator 1.2.3

(http://biodiversityinformatics.amnh.org/open_source/gdmg). Para el calculo de la distancia via cursos

de agua, se emple¢ el plugin "Road Graph" de QGIS 2.0.1 (QGIS Development Team, 2009).

Las distancias genéticas se obtuvieron con el programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier

& Lischer 2010), aplicando un Analisis de Varianza Molecular (a partir de las secuencias
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correspondientes a los individuos con medidas morfométricas asociadas pertenecientes a los
grupos seleccionados previamente en el AMOVA), del cual se obtiene una matriz de
distancias expresadas como ¢@sr (Excoffier et al. 1992), que aparece en la Tabla 4 del capitulo
1. El ¢sr esun analogo del Fisr el cual toma en cuenta la frecuencia como la distancia entre
los haplotipos. También, fueron calculadas distancias genéticas simples (proporcion de sitios
variables) para la comparacion de distancias entre individuos, utilizando el programa PAUP*
4.0d90 (Swofford 2002). Una vez obtenidas las cuatro matrices de distancias (morfoldgica,
genética, geografica y ambiental) se realizaron tests de Mantel simples para evaluar las
correlaciones entre las mismas en todas las combinaciones posibles con el programa zt
(Bonnet & Van de Peer 2002). Al realizar el test parcial de Mantel, se testearon correlaciones
entre morfologia y distancias genéticas simples controlando por las variables climaticas por
un lado y con la distancia geografica por otro. Se usé el paquete MCMCglmm 2.22.1
(Hadfield 2010) de R para realizar un analisis de efectos lineales mixtos (GLMM) de la
relacion entre las distancias genéticas (variable dependiente) y varios factores explicativos.
Como efectos fijos, se utilizaron la distancias geografica y climdtica (variables explicativas),
en modelos con diferentes combinaciones de efectos e interacciones entre ellas. Como efecto
aleatorio se especifico a las localidades geograficas para tomar en cuenta la interdependencia
entre las observaciones de las matrices de distancia (Van Strien et al. 2012). El ajuste de los
modelos con distintos efectos fijos fueron comparados con el indice DIC (“deviance
information criterion”), y el poder explicativo se estim6 con el valor de R%cringm (Nakagawa
& Schielzeth 2013) que cuantifica la varianza explicada s6lo por los efectos fijos. El modelo

que mejor se ajusta a los datos se seleccion6 segun el valor de DIC mas bajo.

Utilizando el paquete popgraph (Dyer 2014) en la plataforma R (R Development Core
Team, 2013), se estim6 el grafo poblacional de la especie en la zona de las Quebradas del

Norte; esta aproximacion analiza de forma grafica y estadistica la covarianza genética
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calculandola entre todas las poblaciones a considerar, pero de manera simultanea, a diferencia
de otros métodos, como el Fsr y otros basados en el coalescente, en donde la evaluacion se
realiza a través de un modelo pareado (Dyer & Nason 2004). El método busca hallar la
topografia grafica que requiera un menor conjunto de conexiones o pasos entre poblaciones
para explicar la covariacion genética de todas las poblaciones, debido a que en mayor o
menor medida se encuentran todas conectadas desde el punto de vista genético. Asi, cada
cuenca representa un nodo cuyo didmetro muestra el grado de diferenciacion genética que
posee; a través de lineas, se conectan los nodos que aparecen menos diferenciados entre si y
por lo tanto mas cercanos genéticamente, mientras que la presencia de nodos sin conectar

estaria indicando que los mismos evolucionarian de manera independiente al resto.

Finalmente, empleando el programa LocalDiff 1.5 (Duforet ef al., 2014), se evaluo si
el aislamiento por distancia es espacialmente homogéneo. Construyendo una matriz de
similitud, en donde los puntos con menor diferenciacion genética tendran valores cercanos al
cero y aquellos con mayor diferenciaciéon estardn cercanos al uno, el programa puede
interpolar, usando datos conocidos, las distancias genéticas en puntos no muestreados. Se
obtiene asi un poligono como resultado con un gradiente de diferenciacion genética local que

muestran patrones no estacionarios de aislamiento por distancia.
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3.Resultados

El ACP indica que las variables bioclimaticas que mayor influencia tienen sobre el
primer componente son la estacionalidad de la temperatura y el rango de temperatura anual
(BIO 4 y BIO 7 respectivamente), mientras que sobre el segundo componente lo son la
maxima temperatura en el mes mas calido y el promedio de la temperatura en el trimestre
mas calido (BIO 5 y BIO 10) (Fig. 2). A su vez, con estas cuatro primeras variables se
explica el 96% de los datos, por lo que las mismas se utilizaron para calcular la matriz de

distancias climaticas en base a distancias de Mahalanobis (Mahalanobis 1936).
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Figura 2. Representacion de los dos primeros componentes del Analisis de Componentes Principales de las
variables bioclimaticas para las localidades de las Quebradas del Norte (Departamentos de Rivera y
Tacuarembd). Abreviaciones: TBO 1 (Tacuarembé 1); TBO 2 (Tacuarembo6 2); LUNA 1 (Lunarejo 1); LUNA 2
(Lunarejo 2); LUNA 3 (Lunarejo 3); LUNA 4 (Lunarejo 4); LUNA 5 (Lunarejo 5); LAUREL 1 (Laureles 1);
LAUREL 2 (Laureles 2); TBOCH 1 (Tacuarembé chico 1); TBOCH 2 (Tacuarembé chico 2); CANAS 1 (de las

Canas 1); CANAS 2 (de las Cafas 2); 3CRUC 1 (Tres Cruces 1), 3CRUC 2 (Tres Cruces 2).
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Al aplicar el test de Mantel simple, no se halld correlacion entre las distancias
genéticas y la altitud (r=0.09; p=0.27), ni entre las distancias genéticas y las distancias
climaticas (r=0.05; p=0.36). Tampoco se halld relacion significativa entre la altitud y la
distancia geografica lineal (r=0.16; p=0.10). Las distancias climaticas mostraron sin embargo,
relacion significativa tanto con las distancias geograficas lineales (r=0.68; p<0.05), asi como

con las distancias por cursos de agua (r=0.42; p=0.05) y con la altitud (r=0.51;p<0.05) (Tabla

).

Tabla 1 Resultados del test de Mantel simple (DistPhist = distancia genética; DistGeo = distancia geografica

lineal; DistArro = distancia geografica por cursos de agua; DistAlt = diferencia de altitud; DistClim = distancias

climaticas).
DistPhist DistGeo DistArro Dist Alt DistClim
DistPhist
DistGeo E=0.30, p=0.03 -
DistArro B=023, p=0.03 E=0.66, p=0.01 -
Drist Alt E=009 p=0.27 R=0.17, p=0.10 R=0.11, p=0.16 -
Dist Clim E=0.05, p=036 BE=0.69, p=0.01 BE=042, p=0.01 BE=0.52, p=0.01

Cabe destacar que al realizar una regresion entre las distancias por cursos de agua y las
distancias lineales geograficas, se hallé una correlacion positiva (r=0.66 ; p<0.01).El test
parcial de Mantel resulté no significativo en la evaluacion de una posible correlacion entre la

morfologia y las distancias genéticas simples (1=0.49; p=0.24).

Los resultados de la aplicacion del andlisis de modelos lineales mixtos, muestra que,

considerando el DIC, la distancia genética estaria siendo influenciada en tanto por las
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distancias geograficas lineales como por las distancias por los cursos de agua y, en menor
medida, por la altitud (Tabla 2). Estas distancias estd muy correlacionadas entre si y es

dificultoso tomar su efecto por separado en el modelo debido a la colinealidad.

Tabla 2 Resultados de GLMM. Gen= distancias genéticas; Geo = distancias geograficas lineales; Rio=distancias

geograficas por cursos de agua; Alt= diferencias de altitud; Clim= distancias climaticas; NA= no aplica.

Modelo R2GLMM(m) DIC

Gen = Geo + Rio (Int) 0.100 130.3
Gen = Rio 0.090 151.3
Gen = Geo + Alt (Int) 0.140 152.8
Gen = Geo 0.040 153.8

Gen = Clim 0.020 138.6
Intercepto NA 158.7
Gen = Rio + Alt (Int) 0.100 161.8
Gen =Alt <0.01 162.7

La aplicacion de la aproximacion population graphs por su parte, separa a las
poblaciones en un modelo tipo "stepping stone"; el orden de las mismas (cuencas en este
caso), se corresponde casi perfectamente con el arreglo geografico de las cuencas (Fig. 3). La
cuenca del Tres Cruces aparece claramente diferenciada del resto y sin conexion con las

mismas.
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Figura 3. Analisis PopGraph mostrando relacion entre las cuencas: TboGrande (Tacuarembd Grande);
TboChico (Tacuaremb6 Chico); 3Cruces (Tres Cruces), Lunarejo, Laureles, Canias (Cafias). El didmetro de las

esferas es proporcional a la variacion dentro de cada cuenca.

Por ultimo, la evaluacion de aislamiento por distancia mostr6 un patron no
estacionario, siendo la diferenciacion genética local mas baja en el centro de las Quebradas
del Norte. Sin embargo, hacia el Norte y Sur de la region, la diferenciacion local se hace cada

vez mas pronunciada con la distancia geografica (Fig. 4).
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Figura 4. Patrén no estacionario de aislamiento por distancia; el poligono muestra en color rojo las areas con
mayor diferenciacion genética local y en amarillo las que poseen menor diferenciacion. Las cruces representan

los puntos muestreados.
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4.Discusion

La naturaleza interdisciplinaria de la genética del paisaje, dada la necesidad del
conocimiento tanto de la genética poblacional, la ecologia y la estadistica espacial para
realizar una aproximacion realista de las estructuras poblacionales y su relaciéon con el
ambiente en que se desarrollan, ha tenido un impulso extraordinario en afios recientes que se
reflejan en revisiones y libros sobre la temdtica (Manel & Holderegger 2013; Hall &
Beissinger 2014; Denton 2015; Balkenhol et al. 2016). Recientemente, la publicacion del
libro de Balkenhol et al. (2016) pretende unificar en un so6lo tomo la multiplicidad de
métodos, conceptos y técnicas que se han desarrollado en torno al tema, buscando la

consolidacion de la disciplina como tal.

Los eventos reproductivos de L. macroglossa se asocian a los meses mas calidos
(Maneyro & Carreira 2012), lo cual se condice con lo hallado en el ACP realizado, que
muestra las variables bioclimaticas relacionadas con la temperatura en meses y estaciones
mas calidas como factores altamente explicativos de la variacion entre localidades. Preocupa
a nivel mundial, la incidencia que puede tener el cambio climatico sobre los anfibios, dada el
prondstico de aumento de la temperatura global en el futuro y las repercusiones que puede
tener, por ejemplo alterando los periodos reproductivos. Luego de aplicar escenarios futuros
de cambio climatico, Toranza et al. (2013), concluyen que para L. macroglossa no se daran
modificaciones sustanciales en su distribucion, por lo que se estima que no seré afectada por
dicho cambio, al menos en el territorio uruguayo. Esta estabilidad poblacional parece ser una
caracteristica de la especie, manteniendo tamafios poblacionales constantes durante los
ultimos 125 mil afos (ver Cap. 1, Fig. 6), pese a que en este periodo tuvo lugar el ultimo

maximo glacial. La limitada influencia de esta fase glacial mas reciente sobre la

105



estructuracion genética ya ha sido encontrada en otros estudios filogeograficos de anfibios y

reptiles del sur de Sudamérica (Camargo ef al., 2013; Langone et al. 2015).

Por otra parte, tanto el test de Mantel simple, como los modelos lineales mixtos
indican que la distancia genética se correlaciona con la distancia geografica (tanto lineal
como por cursos de agua). Una relacidon positiva entre la distancia genética con variables del
paisaje sugieren que estas variables son importantes limitantes de la dispersion (Jaquiéry et
al. 2011). Estos resultados estarian apoyando la nocidon de que L. macroglossa puede utilizar
ambas vias de dispersion: una por cursos de agua (tanto adultos como larvas) y otra via
terrestre (s6lo en adultos). Las vias alternativas de dispersion pueden mantener conectadas
subpoblaciones ubicadas en puntos distantes aislados, propiciando el incremento de la
estabilidad poblacional y la disminucién del riesgo de extincion (Ranta et al. 2008), como fue

hallado en el Capitulo 1.

Esto podria haber favorecido la constancia en el tamafio de las poblaciones de L.
macroglossa y el mantenimiento de su estado de conservacion en el tiempo, pese a que haya
una tendencia de aislamiento entre parches distantes, asi como la persistencia de una unica
gran poblacion de la especie en las Quebradas del Norte. Por lo pronto, si bien existe un
aislamiento por distancia en la zona, persiste la conectividad, lo cual puede contribuye a la

estabilidad poblacional y al mantenimiento de la diversidad genética.

La existencia de vias alternativas a la dispersion ha sido determinada en otros
anfibios. Por ejemplo, Campbell et al. (2010) hallaron que en salamandras del género
Desmognathus asociadas a cabeceras de rio, los individuos recién metamorfoseados tienen
altas tasas de dispersion por via terrestre, pese a que alternativamente pueden emplear las

corrientes como ruta de dispersion. Por su parte, Wang et al. (2009) encontraron que lo que
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parecia ser una via terrestre plausible, dada la aparente afinidad de Ambystoma californiense
a los ambientes abiertos de pastizales, resultaba altamente costoso para la especie, ya que si
bien lo prefieren como lugar de residencia, a la hora de dispersarse es riesgoso debido a la
sequedad del ambiente y el aumento de la posibilidad de desecacion. Es asi que, las corrientes
caracteristicas de los sitios de oviposicion de L. macroglossa parecen ser ideales para la
dispersion de sus larvas, mientras que los paisajes abiertos se presentan como potencialmente
riesgosos para moverse entre parches distantes para los adultos, debido a la alta probabilidad
de desecacion. Esto fue evidenciado durante los muestreos de campo, particularmente en dias
calurosos, en donde algunos individuos que fueron colectados en sus refugios (bajo piedras
cercanas a cursos de agua), morian rdpidamente pese a ser colocados en frascos con agua
inmediatamente a su captura. El movimiento entre parches via terrestre pueda ser posible a
través de habitats con cobertura vegetal, durante la noche o en estaciones mas frias ya que, las
especies, pueden preferir diferentes habitats para residir o dispersarse a lo largo de su vida o

en distintas estaciones a lo largo del afio (Wang et al. 2009).

Bajo este contexto, otras caracteristicas del paisaje podrian estar influyendo en el
movimiento de L. macroglossa entre parches. Una aproximacion a través de la aplicacion de
capas de resistencia y asignacion de costos al movimiento entre habitats heterogéneos, puede
ser esclarecedor sobre cuales son los variables del paisaje que imponen restricciones a la
dispersion de una especie (McRae 2006; Koen et al. 2012). Pese a ello, puede resultar
extremadamente dificil asignar costos cuando no se posee informacion sobre la sensibilidad
de una especie a determinadas caracteristicas del paisaje (Spear et al. 2005). Debido a esto, es
necesario promover estudios ecologicos para conocer los limites y las limitantes especificas

al movimiento en diferentes especies.

Los resultados obtenidos parecen indicar que la distancia es efectivamente una
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limitante al intercambio de migrantes. El andlisis llevado a cabo con popgraph separa a las
poblaciones en un tipico modelo de "stepping-stone", pero que también podria ser consistente
con un patron de aislamiento por distancia; la cuenca del Arroyo Tres Cruces se muestra
como altamente divergente con respecto a las demaés, por lo que requiere de mayor atencion a
los efectos de su conservacion. Sin embargo, este aislamiento no seria uniforme (ver Fig. 4),
ya que se observa un gradiente de diferenciacion genética local a lo largo del espacio
geografico. En el centro de las Quebradas habria menor diferenciacion mientras que al
alejarse hacia el Norte y Sur la misma aumentaria, por lo que no habria homogeneidad a
través del paisaje, apoyando un caso de no estacionalidad del aislamiento. Duforet et al.
(2014) puntualizan que patrones no estacionarios son tipicos cuando la acumulacion de la
diferenciacion genética con la distancia es dependiente del espacio. Por ejemplo, Guarnizo et
al. (2016) encontraron que para Norops meridionalis la diferenciacion genética no era
homogénea entre poblaciones pertenecientes a distintas localidades, sino que seguia un patron
fuertemente influenciado por la composicion del paisaje. Probablemente, la distincion en dos
poblaciones hallada en el andlisis de Geneland responda también a alguna influencia del
habitat que genere una mayor diferencia entre localidades mas proximas pero separadas por
la divisoria de aguas en la zona de las Quebradas del Norte. Segun Duforet et al. (2014), una
barrera al flujo génico suele generar patrones de diferenciacion rapidos entorno a la misma,
como se observa en el area de estudio. La escarpa que se ha mantenido estable en cuanto a su
geomorfologia a lo largo del tiempo (Panario ef al. 2014), podria entonces estar actuando

como un diferenciador de poblaciones de L. macroglossa.

Por otra parte, la facilidad o la inhibicion de movimientos que pueden producir
distintos elementos del paisaje, puede ser detectado si se evaltia el flujo génico entre
subpoblaciones que potencialmente intercambian migrantes (Van Strien ef al. 2015). Bajo

este supuesto, es preciso entonces que el muestreo se haga a una distancia menor de lo que
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corresponderia con la distancia maxima de migracion. De lo contrario, se corre el riesgo de
confundir un aparente aislamiento por distancia con el producto de limitantes fisicos o
fisioldgicos de la especie. Se ha visto que diferencias interespecificas en vagilidad pueden
predecirse a partir de caracteristicas fisioldgicas, y pueden utilizarse para entender su efecto
sobre la estructuracion poblacional (Hillman et al. 2014). Es por ello que también puede ser
sumamente relevante efectuar estudios sobre ambitos de hogar y tasas de dispersion para
determinar la maxima distancia de migracion o bien la capacidad efectiva de movimiento

para evaluar si la distancia es una limitante potencial.

A su vez, la distancia climatica parece explicar a las distancias geograficas y a la
altitud, sin embargo, estas son distancias simples entre las localidades, por lo que seria
relevante implementar una superficie de resistencia en trabajos futuros para fortalecer este
resultado. EI uso de distancias simples, puede llegar a simplificar lo que representa para los
individuos el hecho de moverse entre parches. Las superficies de resistencia son capas
disefiadas en ambientes de tipo GIS que representan hipdtesis de como las caracteristicas del
paisaje entorpecen o propician el flujo génico, en relacion a las caracteristicas propias de la
especie en cuestion, y basandose en la probabilidad de éxito a través de la aplicacion de

diferentes coberturas de paisaje (Spear et al. 2010).

Los avances tecnologicos y el incremento de la disponibilidad de datos a nivel global
es alentador, por lo que la perspectiva a futuro hace de la genética del paisaje una herramienta
fundamental para el disefio y seleccion de areas a conservar. Es importante comprender los
requerimientos de habitat asi como aquellos vinculados con la conectividad de las
poblaciones para poder disefiar un manejo eficiente de las mismas y favorecer su persistencia,
sobre todo en paisajes sometidos a un continuo cambio (Goldberg & Waits 2010). Una

aproximacion a través de métodos comparados en genética del paisaje, empleando especies
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co-distribuidas, puede contribuir a la inferencia de la influencia del paisaje (especie-
especifica) sobre pardmetros vinculados a la genética de las poblaciones, como lo es el flujo

génico (Goldberg & Waits 2010; Zancolli ef al. 2014).
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Anexo 3

Tabla 1. Variables climaticas obtenidas de http://www.worldclim.org/current.

Variable
EIO1 Temperatiura media anual
EBIO2 Eanzo medio divrneo (Promedio mensual {max temp - min temp)
BIO3 Isotermalidad (BIO2/BIOT) (* 100)
BIO4 Estacionalidad de 1a temperatura (desvio estandard *100)
BIOS Maxima temperatira en el mesmas calido
EIOG Minma temperatura en el mesmas frio
EIOT Rango de Temperatira anual {BIO3-BIOE)
EIOS Promedio de la temperatura en el frim estre mas himedo
BIO% Promedio de la temperatura en el frim estre mas seco
EBIO10 Promedio de la temperatura en el rim estre mas calido
BIO11 Promedio de 1a temperatura en el frim estre mas frio
BIO12 Precipitacion armal
BIO13 Precipitacion del mes mas himm edo
BIO14 Precipitacion del mes mas seco
EBIO13 Estacionalidad de las precipitacones {Coeficiente de variacion)
BIO1& Precipitacion del trimestre mas himedao
BIO17 Precipitacion del trimestre mas seco
BIO13 Precipitacion del mes mas calido
BIO1% Precipitacion del mes masfrio
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Conclusiones y perspectivas
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1. Conclusiones

Los resultados indican que la especie presenta una moderada diversidad genética, con

individuos de algunas localidades muy divergentes filogenéticamente. Por lo pronto su
identidad taxondmica debe ser abordada con mayor profundidad para establecer con mayor

certidumbre la existencia de mas de una especie de Limnomedusa.

Por otra parte, existe una poblacion conformada por localidades distribuidas en la
ladera este de las Quebradas del Norte, que estan diferenciadas de poblaciones ubicadas al
oeste de la misma, configurandose un posible quiebre filogeografico en la zona. Posiblemente
la presencia de una divisoria de aguas correspondiente a la Cuchilla de Haedo esté

contribuyendo al aislamiento de estas dos grandes poblaciones.

A su vez, la conectividad entre cuencas a través de los cursos de agua puede estar
ocurriendo efectivamente por dispersion en el estadio larval, aunque no se descarta el
movimiento entre parches via terrestre por parte de los adultos. A través de la conectividad
encontrada entre cuencas, se ha establecido un patron de aislamiento por distancia de tipo
heterogéneo y se ha mantenido la estabilidad poblacional asi como la diversidad genética en
la zona. La estabilidad ambiental asociada a los afloramientos basalticos también habria

contribuido a la estabilidad demografica de la especie en las Quebradas del Norte.

La cuenca del Arroyo Tres Cruces (Departamento de Tacuarembo) aparece como la

mejor opcion para complementar a la cuenca del Arroyo Lunarejo (Departamento de Rivera),
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dado su alto grado de diversidad filogenética respecto al resto de las cuencas de las

Quebradas del Norte.
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2. Perspectivas

La resolucion taxondémica del genero Limnomedusa, a partir del hallazgo de
ejemplares altamente divergentes en el territorio uruguayo, se presenta como impostergable,
por lo que, en colaboracion con laboratorios de la Region, se pretende obtener ejemplares de
toda la distribucion de la especie asi como aumentar el numero de loci evaluados, de forma

de evaluar lo hallado a partir del gen mitocondrial citocromo b.

Por otra parte, la intensificacion de los muestreos en la zona comprendida en la ladera

oeste de las Quebradas del Norte favoreceria la delimitacion mas precisa del aparente quiebre

filogeografico hallado, al menos para L. macroglossa. Ademas, si este mismo patron también

se hallara para otras especies, se podria establecer con mayor apoyo la existencia de un

quiebre en esta zona del pais.

La realizacion de nuevos andlisis de genética del paisaje a su vez, permitirian una
mejor comprension de los fendémenos vinculados a la dispersion y migracion de esta especie.
La implementacion de superficies de resistencia y de asignacion de costos a los movimientos

por habitats heterogéneos, pueden brindar valiosas herramientas para establecer posibles vias

de dispersion y de restriccion al movimiento de L. macroglossa, asi como para la

delimitacion de areas de interés para la conservacion.

También se pretende profundizar en estudios basados en la teoria de redes en la zona,

de forma de establecer que subpoblaciones actian como nodos que mantienen la estabilidad
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de la red, y por lo tanto determinar cuales son esenciales para el mantenimiento de la

diversidad y la conectividad genética en las Quebradas del Norte.

Finalmente, los indicadores de diversidad filogenética a nivel intraespecifico
utilizados aqui pueden contribuir a la priorizacion de otros sitios de interés para preservar en
las Quebradas del Norte, ademas de la ya existente Area Protegida “Valle del Lunarejo”. La
utilizacion de indicadores complementarios a la diversidad especifica como criterio para la
seleccion de areas protegidas va en aumento, siendo la diversidad filogenética especialmente
recomendada como una importante fuente de informacion a la hora de la toma de decisiones.
Por estas razones, se pretende profundizar en el estudio del area, implementado analisis

similares en otros taxa de anfibios y reptiles de la region que pueden servir para fundamentar
la priorizacion de areas candidatas para el ingreso al SNAP en la zona de las Quebradas del

Norte.
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