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RESUMO

Os processos de diversificacdo bioldgica na América do Sul tém sido foco de
varios estudos nos ultimos tempos; porém, nota-se um marcado viés para os biomas
florestados como a Amazonia € a Mata Atlantica. Nesse contexto, o Chaco é um dos
biomas que tem recebido menor atencdo. Nesta tese apresentamos o primeiro esforgo
por entender quais eventos e processos tém sido responsaveis pela diversificacdo de
anuros endémicos deste bioma, incluindo Lepidobatrachus asper, Lepi. laevis, Lepi.
llanensis e Leptodactylus bufonius. Para atingir esse objetivo utilizamos sequéncias de
DNA mitocondrial e nuclear de uma ampla amostragem de cada uma das espécies.
Nos primeiros dois capitulos investigamos a diversificagdo do género
Lepidobatrachus, sendo que no primeiro deles nossos objetivos foram analisar a
estrutura genética e delimitar um periodo de tempo de diversificacdo que nos permita
associa-la com eventos histéricos e assim gerar as primeiras hipdteses sobre
diversificacdo de anuros no Chaco. A estrutura genética identificada corresponde a
distribuicdo geografica dos espécimes analisados, assim como também revela
algumas quebras ao longo da paisagem. A principal dessas barreiras corresponde a
area central do Chaco, que por sua extrema aridez poderia estar atuando como uma
barreira climatica para a dispersdo desses animais. Por outro lado, a dindmica
historica dos rios da regido poderia ter influenciado na estrutura genética das espécies
do género Lepidobatrachus. Sugerimos uma antiga e rapida radiacdo para este género,
com introgressdes marinhas e periodos de alta temperatura e aridez como os
principais responsaveis por sua diversificagao. No segundo capitulo, aprofundamos no
estudo da estrutura genética usando frequéncia alélica. Investigamos a historia
demografica e usamos modelos de isolamento com migracao para testar as hipoteses
propostas no primeiro capitulo e entender os processos que resultaram na diversidade
que hoje conhecemos dentro do género Lepidobatrachus. Nossos resultados sugerem
que as antigas formagdes continentais estaveis, como 0s arcos estruturais e os cratons,
tiveram um importante papel na diversificagdo do género Lepidobatrachus, atuando
como refugios durante as introgressdes marinhas. A barreira climatica do Chaco
central ¢ confirmada para uma das espécies do género. Adicionalmente, encontramos
que os rios exerceram diferentes efeitos nas diferentes espécies do género, o que pode
estar relacionado ao tempo de persisténcia de cada uma das espécies na area de

influéncia desses rios. A maior persisténcia de Lept. llanensis resultou num padrao



genético modelado pela dindmica desses rios aldctones. No terceiro e Gltimo capitulo
analisamos a estrutura genética e demografia historica de Lept. bufonius, uma espécie
de ampla distribuig¢do, para ter acesso a historia evolutiva mais recente do Chaco. Os
resultados suportam eventos de expansdo recente ¢ constante fluxo génico entre as
populacdes. As expansdes estdo relacionadas aos periodos interglaciais, enquanto o
fluxo génico ¢ mantido por dispersdes curtas que seguem um modelo “stepping-
stone”, permitindo assim uma alta conectividade, inclusive entre as popula¢des mais
distantes. Esse mesmo padrao foi registrado em anuros de outras regides semiaridas

pelo mundo.

ABSTRACT

Diversification processes in South America have been the focus of several
studies in recent times; however, with a marked bias towards the forested biomes such
as the Amazon and the Atlantic Forest. In this context, the Chaco has been one of the
biomes that have received less attention. In this thesis we present the first effort to
understand the events and processes that have been responsible for the diversification
of endemic frogs in this biome, including Lepidobatrachus asper, Lepi. laevis,
Lepi.llanensis, and Leptodactylus bufonius. For this purpose we used DNA sequences,
both mitochondrial and nuclear, of a large sample of each species. In the first two
chapters we investigate the diversification of the genus Lepidobatrachus. In the first
one, our goals were to assess genetic structure and to delimit a diversification
timeframe, which allow us to do associations with historical events and, thereby,
generate the first hypotheses about diversification within the Chaco. The identified
genetic structure is concordant with the geographic distribution of sampled specimens
as well as shows some breaks along the landscape. The most important of these
breaks matches with the central area of the Chaco, which due to the extreme aridity
may act as a climatic barrier for the dispersal of these animals. On the other hand, the
historical dynamics of the rivers of this region has influenced the genetic structure of
these species. We suggest an old and rapid radiation for Lepidobatrachus, with
marine introgressions and periods of high temperature and aridity as the main
responsible in the genus diversification. In the second chapter, we deepen the genetic
structure using allele frequency, we investigated the demographic history and used

isolation-with-migration models to test hypotheses proposed in the first chapter and to



understand the processes that resulted in the current diversity of the genus
Lepidobatrachus. Our results support that old and stable continental formations, such
as structural arches and cratons, have played an important role in the genus
diversification, acting as refuges during marine introgressions. The central Chaco
climatic barrier is confirmed for one species of the genus. Additionally, we find
different effects of the rivers on the species of the genus, related to the time of
persistence of each one in the area of influence of these rivers. The longer persistence
of Lepi. llanensis resulted in a genetic pattern shaped by dynamics of allochthonous
rivers. In the third and last chapter we analyzed the genetic structure and historical
demography of the widely distributed species Lept. bufonius in order to access the
recent evolutionary history of this biome. Our results support recent expansion events
and current gene flow among populations. The expansions are related to interglacial
periods. Gene flow is maintained by short dispersions that follow a "stepping-stone"
model enabling high connectivity, even among the most remote populations. The

same pattern was registered in frogs in other semiarid regions of the world.



SUMARIO

INTRODUGCAO GERAL ..ottt 10
Capitulo 1: What happened in the Chaco? Miocene events as main drivers of

diversification of the endemic frog genus Lepidobatrachus (Ceratophryidae:

Anura)

ADSEIACE ..ttt ettt et b et eaeenes 17
INEEOAUCLION ...ttt sttt st e b 18
Material and MEthOdS ..........coceiiiiiiiiiiie s 20
RESUILS <.ttt sttt ettt st 26
DISCUSSION ...ttt ettt et et sbe ettt bt bt e st e bt e bt estesete bt entesneenees 30
CONCIUSIONS ..ttt ettt b et sttt et et e sb et e sate st e et eatenaeentesaeenee 36
RETETEINCES ..ot ettt st 37
APPENAIX 1 oottt ettt et ebe e e e et enbeeaeeenne 45
APPENAIX 2 oottt ettt ettt ettt et et e et e e teeenbe e bt e enbe e taeenseenreenne 51

Capitulo 2: Diversification of the Chacoan endemic frog genus Lepidobatrachus
(Anura,Ceratophryidae): the role of marine introgression, old highs and cratons,

climatic barriers, and allochthonous rivers

ADSEIACE ..ttt ettt et st a et et ees 56
INEEOAUCLION ...ttt ettt e b 57
Material and MEthOdS ..........cocueiiiiiiiiie e 59
RESUILS <.ttt sttt ettt ettt et 65
DISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt sb et et b bt e e sb e bt et e eseenbeentesaeenees 76
CONCIUSIONS ..ttt ettt ettt ettt ettt et s bt et e satesbe et e eatenaeentesneenee 82
RETETEINCES ..ottt ettt et 84
APPENAIX 1 oottt e ettt e ebe e b e e taeenreenaeeenne 91
APPENAIX 2 oottt ettt ettt ettt e b e e bt e et e e beeenbe e taeenseeaeeenne 97
Supporting INFOrMALION ........cccvieiiieiiieiierie ettt et e e b e seneennees 101

Capitulo 3: Middle-Pleistocene expansion and current gene flow on the Chaco
Vizcacheras' White-lipped Frog, Leptodactylus bufonius Boulenger, 1894

(Anura, Leptodactylidae)

AADSIIACE ..ttt ettt ettt et st a et b e bt et st nbe et 106
INETOAUCTION ..ottt ettt 107
Material and MEthOdS ..........cocueviiiiiiiii e 109



RESUILS s senenenenenenen 114

DISCUSSION ..ttt ettt ettt ea et e e st e bt et satesbeenbesaeenbe et e saeeneeenne e 122
CONCIUSIONS ...ttt ettt ettt ettt ettt sb e et et esae e bt estesbeenaesaeenaeeneeas 130
RETETEINCES ..ottt et 131
APPENAIX 1 oottt et ettt et e be e e e enbeeneas 141
APPENAIX 2 .ottt ettt ettt et et e e tteenbe e taesnbe e naeenbeenees 149

CONCLUSOES GERALIS ..ottt ee e ae s e e e ees s eaeeseseneaeaes 154



10

INTRODUCAO GERAL

A diversificacdo de espécies nos Neotropicos ndo esta associada a apenas um
espaco de tempo ou evento (RULL, 2011), mas sim a diversos eventos € processos
que vém acontecendo desde o Eoceno superior / Oligoceno inferior até o Pleistoceno
(RULL, 2008). A orogénese dos Andes no Mioceno, o fechamento do Istmo do
Panama, e as introgressdes marinhas, juntamente com as mudangas climaticas do
Quaternario, sdo os principais eventos deste periodo de tempo (NORES, 2004;
GARDA & CANATELLA, 2007). Na América do Sul, eventos associados a
diversificacao tém sido muito mais estudados em florestas tropicais como a Amazonia
e a Mata Atlantica (TURCHETTO-ZOLET et al., 2013), deixando um pouco de lado

as formagdes mais abertas.

Os biomas abertos da América do Sul ocupam atualmente uma grande
superficie de areas subumidas a semiaridas que atingem em conjunto uma extensao de
aproximadamente 4.6 milhdes de km® (DUELLMAN, 1999). Essas formagdes se
estendem desde o centro da Argentina até o norte do Brasil, incluindo grande parte do
Paraguai e o sudeste da Bolivia, correspondendo aos biomas do Chaco, Cerrado e
Caatinga. Este conjunto de biomas ja foi denominado de diversas maneiras: “corredor
de savanas”, “cadeia de savanas desde o Chaco paraguaio ¢ Mato Grosso até Ceara e
Pernambuco” (SCHMIDT & INGER, 1951) e, por fim, como “diagonal de formagdes
abertas” (VANZOLINI, 1963). Historicamente, estas formagdes tém sido associadas
erroneamente a baixa diversidade de espécies e poucos endemismos. Caatinga,
Cerrado e Chaco foram muitas vezes considerados parte de uma unica formacao, mas

analises fitogeograficas suportam a existéncia de trés biomas floristicamente distintos

e bastante peculiares (CABRERA & WILLINK, 1973; RIZZINI, 1979).

Entre estes biomas, o Chaco ¢ o mais negligenciado em termos de
conhecimento sobre sua historia evolutiva (WERNECK, 2011), uma vez que carece
de estudos sobre possiveis promotores da diversificagdo de espécies, como barreiras
de dispersao ou eventos historicos. O Chaco ocorre desde o sudeste da Bolivia até o
centro da Argentina, ocupando grande parte do Paraguai e uma pequena por¢ao no sul
do Brasil, no estado do Mato Grosso do Sul. Tem uma superficie aproximada de 1

milhdo de km’, estando principalmente representado na Argentina (62% da sua
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extensdo) e no Paraguai (25%). O Chaco encontra-se limitado pelas formagdes pré-
Andinas a oeste (Yungas e Montes), pelo Espinal ao sudeste, pelos rios Paraguai e
Parand assim como pela Mata Atlantica Interior (Floresta Estacional Semidecidual) ao
leste, e pela Chiquitania Boliviana e o Cerrado ao norte. O Chaco ¢ considerado como
uma unidade biogeografica distinta, mas sua composicdo vegetal suporta o
reconhecimento de duas formagdes: o Chaco Seco ¢ o Chaco Umido (ADAMOLI et

al., 1990).

Devido a sua situacdo geografica, o bioma Chaco esta associado a diversos
eventos historicos, como introgressdes marinhas, glaciagdes e as mudancgas climaticas
associadas (HERNANDEZ et al., 2005; ORTIZ-JAUGUERIZAR & CLADERA,
2006). As introgressdes marinhas do Mioceno tém sido apontadas como possiveis
promotores da diversificacdo para alguns vertebrados no sul da América do Sul
(CANDELA et al., 2012; MORANDO et al., 2014). Pelo menos trés importantes
introgressdes marinhas tém sido registradas para essa regido (OTTONE, et al., 2013).
A mais importante em extensdo, conhecida como mar Paranense, ocorreu entre 15 e
13 milhdes de anos atras, cobrindo quase toda a superficie do atual Chaco
(HERNANDEZ, et al., 2005; CANDELA et al., 2012; OTTONE, et al., 2013). Este
mar interno se estendeu através de uma grande superficie de terra, inundando todas as
terras baixas compreendidas entre as antigas formagdes continentais estaveis, como os
arcos estruturais e os cratons (HERNANDEZ et al., 2005). Outros importantes
eventos que fazem parte da historia do bioma Chaco sdo as glaciagdes do Quaternario.
Mesmo que as geleiras ndo tenham avancado mais que as latitudes mais austrais do
sul da América do Sul e que tenham persistido apenas nos Andes, as mudancas
climaticas e ambientais associadas a estes eventos resultaram em deslocamentos
ciclicos dos biomas do sul, assim como dos mais proximos a estes, como o Chaco

(COSACOV et al., 2010; ORTIZ-JAUREGUIZAR & CLADERA, 2006).

O Chaco ¢ uma grande planicie aluvial (PENNINGTON et al., 2000),
historicamente considerada como um continuum, carente de barreiras geograficas
para a dispersdo de organismos (BUCHER, 1982). Porém, a influéncia de possiveis
barreiras como os rios que atravessam a regido nunca foi formalmente testada. Os
principais rios que irrigam o Chaco sdo os rios Pilcomayo, Bermejo, Salado, Dulce e

Paraguay. Com a exce¢do do Paraguay, esses rios sdo todos aloctones com suas
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cabeceiras nos Andes. Esses rios atravessam o Chaco na dire¢do oeste-leste até
confluirem com os rios Paraguay e Parana. Estes rios mantém aguas correntes apenas
na temporada chuvosa. No resto do ano os canais perdem suas dguas por infiltragdo
(IRIONDOQO, 1993), principalmente nas regides mais afastadas das cabeceiras, além
disso, esses rios carregam grandes quantidades de sedimento que eventualmente
enchem os canais fazendo com que os rios mudem seus cursos, formando grandes

sistemas de leques aluviais.

Historicamente o Chaco tem sido associado com baixa diversidade e
endemismos (VANZOLINI, 1963). Porém, até agora ao redor de 100 espécies de
anuros foram registradas no Chaco, sendo 21 espécies e dois géneros endémicos
(TNC et al., 2005). Entre estes habitantes do Chaco o género Lepidobatrachus é um
interessante modelo para o estudo e o teste de hipoteses sobre possiveis promotores de
diversificacdo neste bioma. Este género de ceratophryideos contém trés espécies
(Lepi. asper, Lepi. laevis, and Lepi. llanensis) com distribuicdo geografica restrita ao
Chaco (FAIVOVICH et al., 2014), que apresentam certas caracteristicas que
poderiam ser associadas a baixa vagilidade. Estas espécies, quando ativas, sdo quase
totalmente aquaticas, habitando pocas temporarias. Quando as pogas estdo secando,
estes sapos se enterram no solo imido e produzem um casulo de pele morta que os
ajuda na protec¢ao contra a dessecagdo durante o periodo de estivagdo (FAIVOVICH
et al., 2014). A baixa vagilidade faz deste género um candidato ideal para o estudo da
diversificagdio no Chaco. Os ceratophryideos tém diversificado em ambientes
semiaridos (FAIVOVICH et al., 2014) e Lepidobatrachus especificamente no Chaco,
tendo assim uma longa histéria dentro deste bioma. Isso nos permite ter acesso a
histéria antiga do Chaco. Outro habitante do Chaco, porém com uma historia mais
recente dentro do bioma e diferente historia de vida é Lept. bufonius. Esta espécie é
menos dependente de corpos d’agua, utilizando-os apenas para a reproducao, € ndo se
enterra durante o periodo seco do ano. O fato de ter uma historia mais curta dentro do
Chaco faz desta espécie um modelo interessante para estudar a histdria evolutiva mais
recente do bioma, permitindo também comparar se espécies com biologias distintas
sdo diferentemente influenciadas pelos fatores e eventos historicos que fazem parte da

historia do Chaco.
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Esta tese esta organizada em trés capitulos que investigam desde os eventos e
processos mais antigos até os mais recentes que tém atuado como promotores da
diversificacdo das espécies do género Lepidobatrachus e da espécie Lepto. bufonius,
assim propondo hipoteses sobre a diversificagdo no bioma Chaco. Os dois primeiros
capitulos tratam sobre a diversificagdo do género Lepidobatrachus. No primeiro deles
investigamos a estrutura genética e delimitamos o periodo de tempo de diversificacao
dentro do género, com o objetivo de correlacionar com eventos histéricos que
poderiam ter influenciado na histéria evolutiva do género e gerar assim hipdteses
sobre a diversificacdo no Chaco. No segundo capitulo aprofundamos nas hipoteses
geradas no primeiro capitulo com o proposito de esclarecer os mecanismos que tém
gerado a diversidade atual dentro de Lepidobatrachus, assim como também testamos
com maior robustez as possiveis barreiras de dispersdo e a influéncia dos rios na
estrutura genética das diferentes espécies do género. No ultimo capitulo focamos na
historia mais recente do Chaco, investigando a estrutura genética e a demografia

historica da espécie de ampla distribuicdo Lepto. bufonius.
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CONCLUSOES GERAIS

1) Identificamos certo grau de estruturagdo genética nas espécies do género
Lepidobatrachus que pode estar relacionado a algumas quebras ao longo da paisagem.

Lepi. llanensis foi a espécie que apresentou maior estruturacao.

2) A principal quebra identificada corresponde a uma drea extremamente arida
localizada no centro do Chaco que estaria atuando como uma barreira climatica para
as populagdes de Lepi. llanensis, resultando na distribuicdo disjunta desta espécie.
Nao encontramos evidéncia de migragdes entre as populagdes do norte e sul dessa

barreira desde a sua separagdo no Pleistoceno médio.

3) Os rios Pilcomayo e Bermejo influenciaram mais na estrutura genética de Lepi.
llanensis do que na de Lepi. laevis que poderia estar associado ao fato de Lepi.
llanensis ter um tempo de persisténcia bem maior na area de influéncia desses rios.
Devido a sua dinamica historica, esses rios aléctones promoveram eventos vicariantes
curtos e intermitentes permitindo conexdes temporais entre as populagdes de ambas

margens desses rios.

4) De acordo com nossas datagdes, o género Lepidobatrachus diversificou-se entre o
Mioceno médio e o Mioceno superior. Os principais eventos associados a esse

periodo sdo as introgressdes marinhas e as mudangas climaticas do Mioceno superior.

5) Durante as introgressdes marinhas do Mioceno médio as antigas formacgdes
continentais estaveis (arcos estruturais e cratons) poderiam ter atuado como refligios
isolando populagdes do Lepidobatrachus ancestral dando origem as diferentes

espécies do género.

6) As mudancgas climaticas do Mioceno superior favoreceram a expansdo de areas
abertas, levando a fragmentagdo do habitat florestal que as espécies do género
Lepidobatrachus estdo associadas. Esta fragmentagdo, ao igual que as introgressoes
marinhas, poderia ter provocado o isolamento de populagdes em areas florestadas

levando a divergéncia destas espécies.
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7) A baixa estrutura genética apresentada por Leptodactylus bufonius ja foi registrada
para espécies de anuros de outros ambientes aridos e semiaridos do mundo e poderia
ser o resultado da combinagdo de eventos de expansdo recente e de um constante

fluxo génico entre as populacdes.

9) Os eventos de expansdo estariam relacionados aos periodos interglaciais das
principais glaciagdes Pleistocénicas. Essas glaciacdes tiveram uma forte influéncia na
distribuicdo do Chaco, principalmente ao sul deste bioma devido a expansdes da
Estepa PatagOnica e a formacdo de corredores de extrema aridez desde a costa

atlantica até a base dos Andes.

10) O fluxo génico em Lept. bufonius segue um modelo de “stepping-stone” com alto
grau de dispersdo entre populagdes proximas, permitindo assim uma alta

conectividade, inclusive entre populagdes distantes.
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