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RESUMEN

Las fluctuaciones climaticas del Cuaternario afectaron a nivel global la distribucién de
la vegetacion, condicionando conjuntamente la distribucion y evolucion de la fauna
asociada. ElI Gran Chaco integra la Diagonal de formaciones abiertas, y es objeto
fundamental en hipodtesis de conexiones pasadas entre la Selva Atlantica y la
Amazoniay las Yungas. El objetivo de esta investigacion fue evaluar si el Gran Chaco
fue escenario de expansion de bosques higroéfilos durante las fluctuaciones climaticas
del Pleistoceno, que podrian haber conectado la Selva Atlantica y las Yungas. Para
poner a prueba la hipotesis se utilizé como modelo de estudio un ave endémica
chaquefa, la Monterita Cabeza Negra Microspingus melanoleucus (Aves:
Thraupidae). Se estudiaron secuencias de ADN de marcadores nucleares y
mitocondriales de 27 muestras de distintas localidades de Argentina y Bolivia, y se las
dividié en cuatro grupos (Norte, Sur, Este y Oeste). Se generaron redes de haplotipos,
se estim0 la diversidad, estadisticas sumarias y se realizaron AMOVAs. El analisis
genético se complementé con modelados de nicho ecolégico para el presente y
periodos pasados (Ultimo Interglacial, Ultimo Glacial Maximo y Holoceno Medio). Los
resultados indicaron alto flujo génico en toda la distribucion del ave, sin que existan
linajes restrictos geograficamente. Los modelados de nicho no reflejaron grandes
modificaciones en la distribucién, aunque sugirieron para el presente, ausencia de
habitat a lo largo de una diagonal en sentido noreste-sudoeste, la cual se agudizé en
el Holoceno Medio y desaparecio en el Ultimo Glacial Maximo. Estas variaciones se
encontrarian relacionadas con cambios microclimaticos dentro del Gran Chaco. Los
resultados obtenidos permiten concluir estabilidad temporal de la ecorregion
chaquenia, por lo que se rechaza la hipétesis de expansiones de bosques higrofilos en
el area, en una magnitud tal que haya fragmentado la distribucién del modelo de

estudio en Norte/Sur para el periodo histoérico analizado.

Palabras clave: Filogeografia — Gran Chaco — Microspingus — Modelado de Nicho

Ecoldgico — Pleistoceno.



ABSTRACT

Quaternary climatic fluctuations affected the distribution of vegetation at a global level,
conditioning the distribution and evolution of the associated fauna. The Gran Chaco,
included in the Diagonal of open formations, is a fundamental region to test hypothesis
of past connections between the Atlantic Forest and the Amazon and the Yungas. The
aim of this study was to evaluate whether the Gran Chaco was the stage of expansion
of wet forests during Pleistocene climatic oscillations, which could have connected the
Atlantic Forest and the Yungas. To test the hypothesis, an endemic Chaco bird, the
Black-capped Warbling Finch Microspingus melanoleucus (Aves: Thraupidae) was
used as study model. DNA sequences of nuclear and mitochondrial markers from 27
samples of different locations from Argentina and Bolivia were divided into four groups
(North, South, East and West) and studied using a phylogeographic approach.
Haplotype networks were generated, diversity and summary statistics were estimated
and AMOVAs were performed. The genetic analysis was complemented with
ecological niche modeling (ENM) for the present and past periods (Last Interglacial,
Last Glacial Maximum and Middle Holocene). The results indicated high gene flow
among the studied populations, with no geographically restricted lineages. The niche
models showed a relatively conserved distribution range across historic periods,
although they suggested for the present and particularly in the Mid Holocene absence
of habitat suitability along a diagonal in the northeast-southwest direction. These
variations would be related to microclimatic changes within the Gran Chaco. The
results obtained support the temporal stability of the Gran Chaco ecoregion, and reject
the hypothesis of expansions of hygrophilous forests in an extent that they have
fragmented the distribution of the study model into North/South for the historical period

considered.

Key words: Ecological Niche Modelling — Gran Chaco - Microspingus -—

Phylogeography — Pleistocene.



INTRODUCCION

Historicamente, el clima global ha sido variable, fluctuando entre periodos glaciales e
interglaciales, atribuidos fundamentalmente a cambios en los principales parametros
orbitales (Pisias y Moore, 1981; Paillard, 1998). La intensidad y duracion de estos
ciclos se profundizaron durante el Cuaternario, luego de la Transicion del Pleistoceno
Medio, hace alrededor de 900 miles de afios —ka-, dando lugar a periodos glaciales e
interglaciales mas intensos (Pisias y Moore, 1981; Clark et al., 2006). Esta alternancia
climatica intervino a escala global en la modificacién de las condiciones ambientales,
introduciendo cambios en la distribucion de la vegetacion (Haffer, 1969; Vuilleumier,
1971; Ab’'Saber, 1977). Las consecuencias de estos cambios en los procesos de
diversificacion biolégica han sido ampliamente estudiadas en distintos grupos de
organismos y biomas, dando origen a una gran variedad de hipétesis al respecto
(Solbrig, 1976; Moritz et al., 2000). Por ejemplo, segun Haffer (1969) en sus estudios
en los bosques tropicales del Amazonas, el clima seco y frio de las etapas glaciales
propiciaria una contraccion/fragmentacion de las formaciones humedas y sus
especies asociadas, mientras que el clima himedo y calido de las etapas
interglaciales se asocia a una expansion de estas formaciones y sus especies. No
obstante, el impacto de los cambios climéaticos pasados en muchas regiones, adn es
controvertido y discutido, particularmente en relacion a la biogeografia histérica de los

biomas de areas abiertas (Werneck, 2011).

La ecorregion del Gran Chaco comprende la vegetacion espinosa que cubre las
llanuras del centro-norte de Argentina, oeste de Paraguay y sudeste de Bolivia,
ingresando en Brasil como una franja estrecha que sigue el curso del rio Paraguay en
Mato Grosso do Sul (Prado, 1993). Desde un punto de vista climatico (aunque de
manera poco frecuente en la seccién nordeste), es compatible para practicamente
toda la region del Gran Chaco la ocurrencia de heladas (Sarmiento, 1972), y existe
una variacion N-S en las temperaturas medias anuales desde aproximadamente 26°
en el N de Paraguay a 17° o menos en el Chaco Serrano (Prado, 1993). En relacion
a las precipitaciones, existe un gradiente E-O que va desde alrededor de 1.200 mm a
450 mm anuales, disminuyendo hasta 350 mm hacia el sudoeste (Prado, 1993;
Sarmiento, 1972). La estacion seca es el invierno, cuya duracién varia entre 2 a 7
meses de este a oeste (Sarmiento, 1972). Dada la alta presencia de gradientes en las
variables climaticas, edaficas, geomorfologicas y botanicas de esta gran region

muchos autores la han sectorizado para su mayor comprension y facilidad de estudio
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(Cabrera, 1976; Morello y Adamoli, 1968; Popolizio, 1970; Prado, 1993). En este
trabajo se toma de referencia la regionalizacion simplificada de Prado (1993) a partir
de aquella llevada a cabo por Morello y Adamoli (1968): Chaco Oriental, Chaco

Central, Chaco Occidental y Chaco Serrano.

Esta region, al igual que el resto del continente, también experimentd cambios
climaticos durante el Cuaternario (Iriondo, 1993), pero alin no existe un consenso claro
de la magnitud, ni del impacto de estos en la flora y fauna. Segun Iriondo (1993), en
estas latitudes los cambios se expresan en las precipitaciones y no tanto en las
temperaturas, por lo tanto, la alternancia de periodos glaciales e interglaciales se
expresaria en el territorio en forma de alternancia de periodos mas humedos y mas
secos respectivamente. Asi, para el Ultimo Maximo Glacial se registra un periodo arido
para la region segun analisis estratigraficos (Iriondo, 1993), una transicién hacia un
clima con mayor humedad en el Pleistoceno Superior-Holoceno Inferior, mientras que
en el Holoceno Medio se ha reportado un periodo de mayor aridez (Piovano et al.,
2009). Luego, sobrevino un aumento relativamente progresivo de la humedad, con
algunos episodios aridos de baja intensidad y duracion (como la Pequefia Edad de

Hielo), hasta valores similares al clima actual (Werneck, 2011; Piovano et al., 2009).

La dinAmica del Chaco podria reflejar fenomenos en fase ocurridos en biomas vecinos
mas humedos. Por ejemplo, las alopatrias encontradas en las aves de las Yungas y
la Selva Atlantica surgirian principalmente a partir de aislamientos y reconexiones
sucesivas entre estas dos regiones, a causa de las variaciones climaticas del
Pleistoceno incidentes en la vegetacion, condicionando respectivamente la
distribuciéon y movilidad de la fauna asociada (Nores, 1992). Particularmente en los
periodos humedos, el Chaco habria sido escenario de expansiones de bosques
higréfilos desde el sur de las Yungas hasta la Selva Atlantica, y viceversa, por ejemplo,
alo largo de los rios Bermejo y Pilcomayo (Nores, 1992). Estudios recientes evaluaron
la conexidn entre estas formaciones humedas, a través de areas que actualmente
estan ocupadas por las regiones del Cerrado y/o el Chaco (Trujillo-Arias et al., 2017,
Trujillo-Arias et al.,, 2018; Cabanne et al.,, 2019). Las expansiones de bosques
higrofilos en el seno del Gran Chaco podrian haber impactado a la distribucién de
organismos asociados a esta Ultima region, por ejemplo, actuando como barrera e

impidiendo el intercambio génico entre poblaciones al sur y al norte de esta.

El abordaje complementario entre métodos genéticos y modelado de distribucién es

una herramienta util e integrada para intentar dilucidar fenémenos pasados (Chan et
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al., 2011). De esta manera, en los ultimos afios, estudios que combinan modelado de
nicho ecolégico y enfoques filogeograficos han permitido avanzar en la reconstruccion
de historias demogréficas de especies endémicas y sus patrones de diversificacion,
gue contribuyen al sustento de hipotesis biogeograficas de los distintos biomas en los
gue habitan (Graham et al., 2004; Knowles y Alvarado-Serrano, 2010; Trujillo-Arias et
al.,, 2018). Para la region del Gran Chaco, son escasas las investigaciones
filogeogréficas, y mas aun aquellas que utilizan aves como modelo de estudio. Las
aves endémicas de areas abiertas, a pesar de su capacidad de dispersion y, por ende,
de la posibilidad de alcanzar mayores valores de flujo génico, pueden encubrir altos
niveles de estructuracién por presencia de barreras geogréficas vigentes o ya

ausentes (Rocha et al., 2020).

La Monterita Cabeza Negra (Microspingus melanoleucus -D"Orbigny & Lafresnaye,
1837-, Aves: Thraupidae), se distribuye en bosques, sabanas y cercanias de selvas
(Narosky e Yzurieta, 2010) de Sudamérica del Gran Chaco y &reas aledafias (eBird,
www.ebird.com), y se considera un buen modelo para estudiar eventos historicos de

esas regiones debido a que es abundante y endémico (Figura 1).

%) Distribucién de M. melanoleucus
Bosqp;és Secos Montanos Bolivianos

Chaco Himedo
Chaco Seco
[I Chaco Serrano
Jﬂ:‘-‘Delta e Islas del Rio Parana
: Espinal
I Monte de sierras y bolsones
Pampa
[ Puna Andina Central
Sabana Mesopotamica del Cono Sur

Sabana Uruguayense

I Selva Tucumana-Boliviana

Figura 1. Distribucién actual de Microspingus melanoleucus e imagenes de la especie. Las
ecorregiones estan basadas en Dinerstein et al. (2017), con modificaciones. Créditos fotograficos:

Gustavo Fernando Duran (arriba) y Pablo Aguerrebere (abajo).



Es por ello que se propone poner a prueba hipétesis sobre la dinAmica biogeografica
del Gran Chaco, por medio del estudio filogeografico y de modelado de nicho de la
Monterita cabeza negra. Para esto se utilizaron datos genéticos pre existentes y se

realizaron analisis de genética de poblaciones y de nicho para el presente y el pasado.

HIPOTESIS Y PREDICCIONES

Las expansiones de comunidades vegetales higréfilas dentro del Gran Chaco,
asociadas a fluctuaciones climaticas del Pleistoceno fragmentaron y redujeron el &rea

ocupada por organismos vinculados a ambientes xerofiticos chaquefos.
Predicciones:

1- Las poblaciones de organismos asociados a bosques xerofiticos como
Microspingus melanoleucus, ubicadas a cada lado de la barrera de bosques higrofilos,
estaran aisladas genéticamente. A su vez, se espera encontrar un gradiente de
diversidad genética entre las regiones afectadas por la expansion de bosques
higrofilos y aquellas més estables, siendo mayor en estas Ultimas.

2- Los modelos de nicho de organismos chaquefios proyectados al periodo de maxima
expansion de bosques higrofilos presentaran baja disponibilidad de habitat en
comparacién al presente, en particular en las regiones de supuesta expansion de

bosques higrofilos.

OBJETIVOS

Objetivo general: Poner a prueba hipotesis sobre la dinamica biogeografica histérica
del Gran Chaco, a través del estudio filogeografico y el modelado de nicho de la

especie endémica Microspingus melanoleucus (Aves: Thraupidae).
Objetivos especificos:

- Analizar la demografia histérica de poblaciones de Microspingus melanoleucus

mediante el estudio de secuencias de ADN mitocondriales y nucleares.

- Modelar el nicho y distribucién geografica de la especie en el presente y en el pasado.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo de estudio

La Monterita cabeza negra (Microspingus melanoleucus) es una especie monotipica
de ave paseriforme perteneciente a la familia Thraupidae. De comportamiento
inquieto, se desplaza generalmente en parejas o en grupos de seis-ocho individuos
(De la Pefna, 2020). En relacién a su dieta, Malizia et al. (2005) la clasifica como
granivora-insectivora, aunque también existen registros de ejemplares alimentandose
de frutos, flores y excepcionalmente de corteza de agalla y néctar (De la Pefia y
Pensiero, 2003; Fracchia y Aranda-Rickert, 2015). El nido tiene forma de tacita, es
sostenido o atado a tallos de plantas y aloja tres huevos claros ovoidales con manchas
oscuras concentradas en el polo mayor (De la Pefia, 2020). Como depredadores de
adultos se ha registrado al Esparvero comun (Accipiter striatus), mientras que de
huevos al Tordo renegrido (Molothrus bonariensis) (De la Pefia, 2020). Su distribucion
incluye bosques xerofilos y sabanas del norte y centro de Argentina, oeste y sur de
Uruguay, oeste, centro y sur de Paraguay, sudeste de Bolivia y sur de Brasil (Narosky
y Yzurieta, 2010; Figura 1). Se considera un buen modelo de estudio para evaluar la
hipotesis de trabajo debido a que es abundante y asociada a la region y ambiente
analizados en este proyecto. Ademas, es facilmente reconocible lo que brinda gran

confiabilidad a las bases de datos de registros utilizadas para los modelos de nicho.

Muestreo para analisis genéticos

Los datos genéticos para el presente trabajo fueron colectados en el contexto de un
proyecto previo; no obstante, esta es la primera vez que son analizados. Se estudiaron
27 muestras de Microspingus melanoleucus colectadas en 11 localidades de
Argentina y Bolivia (ver Tabla 1 y Figura 2). Se extrajo ADN de muestras de musculo
y sangre. EI ADN fue extraido siguiendo el protocolo de extraccion en filtros de fibra
de vidrio (lvanova et al., 2006). Fueron amplificadas y secuenciadas muestras propias
del gen mitocondrial Citocromo B (Cit B, 1.021 pares de bases —pb-) y dos marcadores
nucleares, resultando en 16 secuencias para Lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL, 487 pb) ligado al cromosoma sexual Z, y seis para Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (G3-pDH, 377 pb). Para amplificar Citocromo B se siguio a Lougheed
et al. (2000). En el caso de los marcadores nucleares se siguieron los protocolos de
Fjeldsa et al. (2003) para G3-pDH, y los de Borge et al. (2005an) para VLDL. Las
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secuencias de ADN fueron obtenidas en Macrogen (Seul, Corea) o en el Instituto de

Biotecnologia de INTA Castelar (Buenos Aires, Argentina).

El set de secuencias de Cit B fue complementado con secuencias disponibles en

bases de datos online (ver Tabla 1).

Tabla 1. Detalle de los ejemplares de M. melanoleucus y su localidad de colecta. También se indica
para cuales marcadores se obtuvieron secuencias de alta calidad, utilizadas posteriormente. Las
secuencias disponibles en GenBank estan acompafiadas del codigo de acceso correspondiente.

ID de .
locali Localidad ID de muestra Or|ge'zr’1 CytB VLDL GS3-pdh
accesion

dad

1 Palmarcito, Chuquisaca, GenBank AY005210.1  No No
Bolivia

2D

2 PN? Pilcomayo, Estero o\ ctor-3178  Propia Si Si No
Poi", Formosa
PN Pilcomayo, Estero o\ ctor-3182  Propia Si Si No
Poi", Formosa

3 RN Formosa, Seccional o\ cior-5367  Propia Si No No
Rio Teuco, Formosa

a .

RN® Formosa, Seccional -\ -\ cior-5379  Propia Si No Si
Rio Teuco, Formosa
RN Formosa, Secclonal v1\cn ctor-5397  Propia i No  Si
Rio Teuco, Formosa
RN Formosa, Seccional o\ cior-5429  Propia Si Si No
Rio Teuco, Formosa

4 PN Chaco, Chaco MACN CtOr-4794 Propia Si Si No
PN Chaco, Chaco MACN CtOr-4801 Propia Si No Si
PN Chaco, Chaco MACN CtOr-4802 Propia Si No Si
PN Chaco, Chaco MACN CtOr-4803 Propia Si Si No
PN Chaco, Chaco MACN CtOr-4804 Propia Si Si No

5 EBCO, Corrientes MACN CtOr-1434 Propia Si Si No
EBCO, Corrientes MACN CtOr-1632 Propia Si Si No
EBCO, Corrientes MACN CtOr-1644 Propia Si Si No

6 Manuel Derqui, - GenBank FJ799880.1  No No
Corrientes

7 PN Mburucuya, MACN CtOr-4986  Propia Si Si No
Corrientes
PN Mburucuya, MACN CtOr-5009  Propia Si Si No
Corrientes
PN Mburucuya, MACN CtOr-5010  Propia Si Si No
Corrientes

8 PN El Palmar, Entre Rios MACN CtOr-4316 Propia Si Si No
PN El Palmar, Entre Rios MACN CtOr-4323 Propia Si Si No
PN El Palmar, Entre Rios MACN CtOr-4324 Propia Si Si No
PN El Palmar, Entre Rios MACN CtOr-4378 Propia Si Si No

9 La Para, Rio Primero, \\\oN ctor-52908  Propia Si No Si

Cérdoba
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La Para, Rio Primero,

Cordoba MACN CtOr-5319 Propia Si No Si
19 Quimili, Santiago del GenBank AY005208.1  No No
Estero
11 Monteagudo, Tucuman - GenBank AY005209.1 No No

aPN: Parque Nacional; RN: Reserva Natural
b MACN CtOr: muestras de la coleccion de tejidos de Ornitologia del MACN (Museo Argentino de
Ciencias Naturales)

" Localidades de ;olecta de M. melanoleucus

@ Grupo Norte, 2 @ Grupo Este

O Gmpt?lfs?'[”// © Grupo Oeste

- Bo§§'§u§é Secos Montanos Bolivianos
~Chlaco Hamedo

e = "/(,:haco Seco

. \/ i i Chaco Serrano

) I Delta e Islas del Rio Parana

Espinal

Pampa

B Selva Tucumana-Boliviana

Figura 2. Distribucion de las localidades de colecta de datos genéticos de M. melanoleucus, con su
namero ID correspondiente (Tabla 1). Se encuentran indicados los grupos de pertenencia geogréafica
con colores distintivos. Las imagenes corresponden a los paisajes de algunos de los sitios de colecta
y fueron tomadas de Google Maps y del Sistema de Informaciéon de Biodiversidad - APN.

Ecorregiones segun Dinerstein et al. (2017), con modificaciones.

Procesamiento de datos genéticos

Los electroferogramas se procesaron en CodonCode Aligner v 8.0.2 (Codon Code
Corp., Dedham, MA). Se utilizé el algoritmo Clustal para alinear las secuencias. La
edicion manual consisti6 en el corte de los extremos, y la interpretacion de las
posiciones heterocigotas en el caso de los marcadores nucleares. Posteriormente se

procedio a separar las fases de los marcadores nucleares con la funcion PHASE
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(Stephens y Donnelly, 2003) de DNAsp v 6.12.03 x64 (Rozas et al., 2017). En el caso
de VLDL, un marcador nuclear asociado a los cromosomas sexuales, el phasing solo
se realizd para especimenes macho (heterocigotas), pues las hembras solo poseen

un cromosoma Z (secuencia unica de VLDL).

Para facilitar los andlisis posteriores, los ejemplares fueron clasificados en cuatro
grupos segun su localidad de origen y afin a la hipétesis de trabajo, de la siguiente
manera: Norte (con secuencias de Formosa, Chaco y Bolivia), Este (con secuencias
de Corrientes), Sur (con secuencias de Entre Rios) y Oeste (con secuencias de
Cérdoba, Tucumén y Santiago del Estero). Los grupos mencionados fueron
conformados en DNAsp v 6.12.03 x64 (Rozas et al., 2017). Su distribucion geografica

puede apreciarse en la Figura 2.

Redes de haplotipos

Mediante el programa Network v5.0.0.3 (Bandelt et al., 1999) se analiz6 la distribucion
y el agrupamiento de los haplotipos con el armado de redes (Median Joining Network).

Posteriormente se identifico a cada grupo geografico con un color.

indices de diversidad, varianza y neutralidad.

Se calcularon los valores de diversidad nucleotidica (11) y diversidad haplotipica (H)
de cada grupo geoogréafico con MEGA X: Molecular Evolutionary Genetics Analysis
across computing platforms (Kumar et al., 2018). Arlequin v 3.5.2.2 (Excoffier y
Lischer, 2010) fue utilizado para evaluar distintos agrupamientos entre regiones
mediante un analisis de varianza molecular (AMOVA), y para evaluar la evolucion y el
tamafo poblacional mediante las pruebas de neutralidad de Tajima (Tajima, 1989) y
de Fu (Fu, 1997). EI AMOVA no se realizd para el marcador G3pdh por poseer

secuencias de solo dos grupos geogréficos, lo que imposibilita evaluar agrupamientos.

Dimension espacial de los polimorfismos

Se utiliz6 Geneland (Guillot et al., 2005) en el entorno de R Studio (RStudio Team,
2015) para estimar el numero mas probable de poblaciones genéticamente

diferenciadas, mediante un andlisis genético-espacial. En primer lugar, mediante
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Multiple independent runs (10) se infirié el nUmero mas probable de poblaciones, para
luego configurar el programa en base a este resultado y obtener mapas mas

confiables. Se realizaron tres repeticiones con los mismos parametros.

Modelados de distribucion

Se utilizaron modelos de nichos del Pleistoceno Superior como indicadores de
cambios en la distribucion del ave de estudio durante tales periodos, asi como durante
periodos previos semejantes. Debido a que durante la segunda mitad del Pleistoceno
los cambios climaticos habrian sido ciclicos y relativamente semejantes, se asumio
gue los modelos obtenidos para tales periodos son indicadores de periodos previos
(Anderson et al., 2013).

Para realizar los modelados de distribucion, se utilizaron las capas climaticas
disponibles en WorldClim (worldclim.org) para cuatro periodos: presente, Holoceno
Medio —HM- (~6.000 afios antes del presente —ap-), Ultimo Maximo Glacial ~-UMG-
(~22.000 afios ap) y Ultimo Interglacial —Ul- (~140.000-120.000 afios ap). En el caso
de los tres periodos mas recientes fueron descargadas las capas climaticas con una
resolucion de 2,5 minutos, mientras que para el Ultimo Interglacial la resolucién inicial
fue de 30 segundos, y posteriormente fue modificada a 2,5 minutos en QGIS v3.6.3
(QGIS Development Team, 2019). En el caso del Holoceno Medio y el Ultimo Maximo
Glacial se utilizaron las capas correspondientes a dos modelos climaticos: CCSM v4
y MIROC-ESM. Todas las capas fueron cortadas al area de estudio en DIVA-GIS v7.5
(Hijmans et al., 2007).

Se seleccionaron 140 puntos de presencia uniformemente distribuidos (ver Figura
4) de Microspingus melanoleucus disponibles en bases de datos online como Global
Biodiversity Information Facility (GBIF; www.gbif.org), y se proyecté el mapa del
modelado de distribucion para el presente en el programa Maxent -Maximum
Entropy Species Distribution Modeling- v3.4.1 (Phillips et al., 2006). En primera
instancia se seleccionaron las variables que mas influyeron con un Permutation
importance superior a 5. A partir de ello, se generaron los mapas para todos los
periodos estudiados. Todas las proyecciones fueron realizadas con la siguiente

configuracion: Random seed=25, Replicates=10, Replicates type=subsample.
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Figura 3. Distribucién de puntos de presencia de M. melanoleucus utilizados para los modelados de
nicho en MaxEnt. Ecorregiones segun Dinerstein et al. (2017) con modificaciones.

Con el software DIVA-GIS fueron realizados los mapas binarios, usando como limite
el valor estandar de Equal training sensitivity and specificity Cloglog threshold de cada
proyeccion. En base a los mapas binarios se utilizé la herramienta Histograma para

realizar la comparacion de pixeles entre los diferentes periodos.
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RESULTADOS

Analisis de secuencias

Las redes de haplotipos para los tres marcadores utilizados no presentaron linajes
exclusivos a ninguna region (Figura 4, Tabla 2). Para Citocromo B la region Oeste
presentd el mayor porcentaje de haplotipos exclusivos, como también la mayor

diversidad haplotipica.

Cit B G3pdh

VLDL

Figura 4. Redes de haplotipos para las secuencias de Citocromo b, G3pdh y VLDL de M.
melanoleucus. Los colores representan la region geografica de donde provienen las muestras:
naranja=norte; amarillo=sur; azul=este; verde=oeste; blanco=Bolivia (se decidi6 colorear
distintivamente a pesar de considerarse dentro del grupo Norte para el resto de los analisis). Las

lineas perpendiculares a las ramas representan los pasos mutacionales.

Tabla 2. Cantidad y distribucion de los haplotipos de M. melanoleucus en los distintos grupos
geograficos. n: nimero de secuencias en cada grupo; h: numero de haplotipos; e: porcentaje de

haplotipos exclusivos de cada grupo; H: diversidad haplotipica.

Citocromo B VLDL G3-pdh
Grupo n h e (%) H n h e(®) H n h e (%) H
Norte 12 6 66,6667 0,7575 7 1 0 0 8 4 50 0,75
Este 7 3 33,3333 0,5238 9 1 0 0 0 O - -
Sur 3 66,6667 0,8333 6 2 50 05333 |0 O - -
Oeste 4 4 75 1 0O O = = 4 2 0 0,5
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El grupo geografico con mayor diversidad nucleotidica y haplotipica de Cit B fue el
grupo Oeste, mientras que aquel que presentd valores menores para H fue el grupo
Este. El grupo Sur fue el que presentd menores valores para 1 (Tabla 3). El grupo
Norte present6 siempre valores medios de diversidad respecto a los demas grupos de
secuencias. En el caso de los andlisis de diversidad de los marcadores nucleares,
para VLDL no se consiguieron secuencias de la regién Oeste, y fue el grupo Sur el
mas diverso para ambos valores evaluados. Para el marcador G3-pdh sélo se
pudieron evaluar los grupos Norte (mayor diversidad haplotipica) y Oeste (mayor

diversidad nucleotidica).

Tabla 3. Diversidad genética de poblaciones de M. melanoleucus. n: nimero de secuencias en cada

grupo, 1T diversidad nucleotidica y H: diversidad haplotipica.

Citocromo B VLDL G3-pdh
Grupo n 'IT H n m H n 'IT H
Norte 12 0,00539 0,7575 7 0 0 8 0,00488 0,75
Este 7 0,00309 0,52381 9 0,00040 0 0 - -
Sur 4 0,00249 0,83333 6 0,00184 0,53333 0 - -
Oeste 4 0,00730 1 0 - - 4 0,00549 0,5

Enrelacién a las estadisticas sumarias calculadas, todas fueron no significativas (valor
p>=0,05), indicando una evolucion neutral y/o estabilidad poblacional dentro de los

grupos (Tabla 4).

Tabla 4. indices de neutralidad de Tajima (D) y de Fu (FS), para los tres marcadores utilizados y las
cuatro. Ninguno de los valores fue significativo (valor p>=0,05 para D de Tajima; valor p>=0,02 para FS
de Fu).

Citocromo B VLDL G3-pdh
Grupo n D FS n D FS n D FS
Norte 12 -1,59365  8,76939 7 0 0 8 -1,06428  2,44506
Este -1,02379  0,90397 9 0 0 0 - -
Sur 0,86015 1,60646 6 1,03194 1,72310 0 - -
Oeste 0,06671 3,05126 0 - - 4 -0,78012 4,60454
TOTAL 27 -1,27575 11,3243 22 -0,8354 0,81309 | 12 -0.94609 2.48971
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Se realizaron AMOVA con las secuencias de Citocromo B para distintas agrupaciones
geograficas (Tabla 5). En el caso del marcador VLDL sélo fue evaluada la agrupacion

Norte//Este y Sur, cuyos valores resultantes fueron no significativos (p>0,05).

Tabla 5. Analisis de la Varianza Molecular (AMOVA) de Microspingus melanoleucus para el marcador

mitocondrial Citocromo B. Los valores estadisticamente significativos (p<0,05) estan resaltados en

negrita.
Porcentaje de variacion (%) indice de fijacion
Entre
Agrupacién Entre poblaciones Intra-
evaluada grupos dentro de  poblacional Fer Fsc Fer
grupos
Norte //
1) Oeste, Este -43,97 57,73 86,24 -0,43971 0,40098 0,13759
y Sur
Norte //
2) Oeste // 35,95 -9,50 73,56 0,35946 -0,14834 0,26444
Este y Sur
Oeste //
3) Norte, Este 53,64 -4,16 50,52 0,53638 -0,08976 0,49476
y Sur

La mayoria de los valores de las estadisticas F no fueron significativos, implicando
flujo génico homogéneo entre los diferentes grupos. En la Gltima agrupacion testeada
(Tabla 5, grupo 3), cuando consideramos al grupo Oeste separado del resto, el
AMOVA fue significativo para Fs1=0,49476.

También se estimaron Fst pareados para las secuencias de Citocromo by VLDL entre
los grupos geograficos (ver Tablas 6 y 7). El Fst pareado para las secuencias de G3-
pdh (solo grupos Norte y Oeste) fue -0,11942, no significativo. Se obtuvieron dos
valores significativos para Citocromo B: Este-Oeste (Fst= 0,47023) y Este-Sur (Fst=
0,37916). Estos valores permiten asumir diferenciaciéon genética, mediada por una

disminucién del intercambio genético pasado o presente entre dichos grupos.
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Tabla 6. Valores de Fstpareados para los grupos geogréficos a partir de secuencias de Citocromo b.

Los valores significativos se sefialan en negrita.

Grupo Norte Este Sur Oeste
Norte 0,00000 = = >
Este -0,05052 0,00000 - -
Sur -0,06025 0,37916 0,00000 -
Oeste 0,30555 0,47023 0,31807 0,00000

Tabla 7. Valores de Fst pareados para los grupos geogréficos a partir de secuencias de VLDL. Ningin

valor fue significativo.

Grupo Norte Este Sur
Norte 0,00000 > s
Este 0,00000 0,00000 -
Sur 0,23288 0,28713 0,00000

El analisis en Geneland sugirio la existencia de tres poblaciones. Teniendo en cuenta
este dato, se configur6 el programa para la existencia de tres poblaciones, sin
embargo, en las sucesivas iteraciones este gener0 mapas muy diferentes de

pertenencia geogréfica, sin ningln patrén congruente.

Modelados de distribucion

Se generaron modelos de distribucion correspondientes a cuatro periodos histéricos
(Figura 5). Las variables que mas contribuyeron a los modelados fueron las siguientes
(en orden de mayor a menor importancia): BlIO4 (estacionalidad de la temperatura),
B1O17 (precipitacion del cuarto anual méas seco), BIO19 (precipitacién del cuarto anual
mas frio), BIO15 (estacionalidad de la precipitacién), BIO7 (rango anual de la
temperatura) y BIO14 (precipitacion del mes mas seco). El valor promedio del AUC
(Area Under the Curve) para el modelado del periodo presente fue de 0,823 con una

desviacion estandar de 0,024.

En relacion al modelado del presente, se observa cierta discontinuidad en la

distribucion en forma de una diagonal en sentido NE-SO que cruza el centro de las
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provincias de Formosa, Chaco, Santiago del Estero hasta el sur de Catamarca y el
centro de La Rioja (Figura 5a). Dicha tendencia diagonal esta ausente en el Ultimo
Maximo Glacial (Figura 5c), mientras que se agudiza en el Holoceno Medio (Figura
5b). En el Ultimo Interglacial, los patrones de distribucién de areas con habitats
adecuados son completamente diferentes, y el porcentaje de superficie con
probabilidad de ocurrencia para la region estudiada (Tabla 8) desciende desde un
28,2872% en el Ultimo Maximo Glacial a un 3,3263% en el Ultimo Interglacial.

Tabla 8. Valores obtenidos en los histogramas de los mapas binarios de distribucion de M.

melanoleucus para cada periodo estudiado.

Porcentaje de

Sin probabilidad ~ Con probabilidad . Diferencia con
i ) . superficie total
Periodo de ocurrencia de ocurrencia - respecto a
con probabilidad
(px) (px) ] Presente (%)
de ocurrencia (%)
Presente 199.825 59.986 23,0883 0
Holoceno Medio 210.367 49.444 19,0308 4,0575
Ultimo Glacial
o 195.200 76.997 28,2872 -5,1989
Maximo
Ultimo Interglacial 250.758 8.628 3,3263 19,7620

21



AUC=0,823

o

Figura 5. Mapas de modelados de distribucién de distintos periodos correspondientes a M.
melanoleucus. Periodos historicos: a) Presente; b) Holoceno Medio (~6.000 afios ap); c)
Ultimo Méximo Glacial (~22.000 afios ap); d) Ultimo Interglacial (~140.000-120.000 afios

ap).

22



Por otro lado, si observamos los mapas del Holoceno Medio y del Ultimo Méaximo
Glacial (Figura 5b y 5c), podemos identificar que los nucleos de habitats
representados en color azul, en el primero son de menor tamafio que en el segundo
(ver valores en Tabla 9). Sin embargo, en términos porcentuales se mantiene la
correlacion de aproximadamente un 50% de la superficie con habitat adecuado

ocupada por nucleos de mayor probabilidad (Tabla 9).

Tabla 9. Valores en pixel de las superficies de mayor y de menor probabilidad de ocurrencia para dos

periodos estudiados, el Holoceno Medio y el Ultimo Glacial Maximo, para M. melanoleucus.

Porcentaje de

Nucleos de mayor Superficies con menor o
. N superficie con alta
probabilidad de probabilidad de N
) ) probabilidad de
presencia (px) presencia (px) .
ocurrencia (%)
Holoceno Medio 24.164 25.280 48,87145
Ultimo Glacial Maximo 39.619 37.378 51,45525
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DISCUSION

En este estudio se evalud la hipotesis de expansiones pasadas de bosques higrofilos
en el actual Gran Chaco, las cuales habrian conectado las Yungas con la Selva
Atlantica. Mediante un estudio genético y de modelado de nicho de un ave chaquefia
se puso a prueba la prediccidon de fragmentacion pasada en sentido Norte-Sur de la
distribucion del ave de estudio. Los datos no indicaron diferenciacion genética
poblacional, ni presencia de barreras que impidan el flujo genético en el area total de
estudio. Este resultado no soporta la hipétesis de expansion de bosques higréfilos en
el area, al menos en magnitud que haya fragmentado la distribucion de organismos

chaquefios como Microspingus melanoleucus.

Diferenciacion Norte-Sur versus Oeste-Este

Los resultados genéticos no confirmaron la prediccion de que el ave de estudio
presentaria estructura genética en el sentido Norte-Sur. Particularmente, se espero
que las poblaciones asociadas a los rios Bermejo y Pilcomayo se diferencien de las
del resto y/o que presenten la menor diversidad genética. Las redes de haplotipos
resultaron en forma de estrella, sin linajes restrictos geograficamente. Ningln grupo
geografico presentd todos sus haplotipos exclusivos, siendo el grupo Oeste el grupo
con mayor exclusividad (Tabla 2) y el grupo Este el que presenté el menor valor. En
los analisis de diversidad, el grupo Oeste fue el mas diverso para el marcador
mitocondrial (Tabla 3), mientras que, para los marcadores nucleares, el grupo Sur
resulté el mas diverso para VLDL. En el caso de G3-pdh, el mayor H lo presento el
grupo Norte y el mayor valor de 1 fue del grupo Oeste. En los AMOVA del marcador
mitocondrial los valores de Fct para todos los agrupamientos fueron no significativos.
Los valores de Fsttambién fueron no significativos, excepto para la agrupacion Oeste
vs. Norte, Este y Sur (Fst= 0,49476). En relacion a los valores de Fst de a pares se
observé una diferenciacién del grupo Este respecto de Sur (Tabla 6), y en mayor
medida, del grupo Oeste. Estos resultados reflejan la existencia de flujo génico entre
los grupos evaluados, por lo que no se soporta la presencia historica de barreras de
gran magnitud, indicado principalmente por la configuracién en forma de estrella de
las redes de haplotipos, la baja exclusividad de haplotipos en los grupos geograficos

y los valores no significativos de Fcry Fsr.
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En los modelados de nicho no se observo patrones de distribucion que impliquen algun
nivel de aislamiento en sentido Norte-Sur, tanto en el presente como en el pasado
(Figura 5). No obstante, en el presente existié ausencia de habitat para el ave en forma
de diagonal fragmentando la distribucion en noroeste vs. sudeste. Esta fragmentacion
aparece también en otros periodos, como el Holoceno Medio en el cual es de gran
intensidad, mientras que en el Ultimo Maximo Glacial aparece atenuada, pudiéndose
observar solo en los nucleos de habitat con mayor probabilidad (regiones coloreadas

con azul oscuro, Figura 5c).

Este segmento diagonal resulta menos favorable climaticamente para el ave,
pudiendo actuar como barrera al flujo génico. La extensién completa de esta franja
corresponde a la zona transicional o ecotonal entre el Chaco Oriental y Occidental
(Chaco Central segun Prado, 1993) y al Chaco Occidental, desde el limite con el
Chaco Oriental en el noreste de la distribucion, al limite con el Monte hacia el sudoeste
de la distribucion. Tanto el Chaco Central como el Occidental se caracterizan por una
disminucién en las precipitaciones respecto al Oriental. La franja diagonal ya
mencionada, abarca en Paraguay, Formosa y Chaco la transicion Chaco Oriental-
Chaco Central. En Santiago del Estero, Catamarca y La Rioja parece coincidir con un
aumento en el rango anual de la temperatura (temperaturas extremas), segun los

patrones de las capas individuales de los modelos climaticos utilizados.

Reconstruccién climatica y dinamicas biogeograficas chaquefias

Durante el Holoceno Medio existi6 una reduccion del habitat para el modelo de
estudio. La evidencia de que el Holoceno Medio fue un periodo arido para el continente
(May et al., 2008; Ledru, 2002; Behling y Hooghiemstra, 1998; Prado et al., 2013)
podria ser el factor con mayor influencia en la alteracién climatica de la regién en
estudio, teniendo en cuenta que las variaciones climaticas afectaron a Sudamérica
principalmente en la modificacion de las precipitaciones, y no tanto las temperaturas
(Iriondo, 1993). A raiz de las evidencias climaticas mencionadas, y de estudios
basados en analisis de polen para otras regiones que sugieren el reemplazo de
bosques humedos por arbustales y pastizales (Prado et al., 2013), se soporta la
hipotesis de una expansion durante el Holoceno medio de las condiciones

actualmente observadas para el Chaco Central sobre el area actual ocupada por el
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Chaco Oriental, siendo mas notoria y corriéndose hacia el este los limites de dicha

transicion.

En el Ultimo Maximo Glacial ocurrid6 una extension del habitat propicio para el ave
respecto al periodo presente, pero siempre dentro de los limites de la distribucién
actual (Figura 1), por lo que se puede hipotetizar un pequefio avance de la ecorregion
del Gran Chaco sobre el ecotono con el Monte de Llanuras y Mesetas, particularmente
en el sentido sur. La desaparicion de la franja diagonal de aislamiento, bien
identificada en otros periodos, puede atribuirse a una disminuciéon en el rango de
temperaturas en el centro-sudoeste, y hacia el norte una modificacion en las
condiciones climaticas del Chaco Central. Para el Ultimo Méaximo Glacial existen
controversias en la bibliografia respecto al nivel de humedad en diferentes zonas del
continente, en muchos casos por escasez de datos y en otros por evidencias
regionales muy heterogéneas. Aun asi, la mayoria de los trabajos caracterizan al &rea
de estudio con un periodo mas seco que el actual (Sylvestre, 2009).

Con respecto al Ultimo Interglacial, podrian haberse dado modificaciones en la
distribucion de la fauna por grandes cambios en vegetacién y clima, dado que han
sido hallados indicios de climas tropicales/subtropicales en estudios paleontologicos
para regiones con climas templados en la actualidad (e.g. Entre Rios en Brunetto et
al., 2015). El Ultimo Interglacial se caracterizé por presentar condiciones mas célidas
y humedas que las actuales (Brunetto et al., 2015; Ferrero et al., 2017), con
importantes variaciones en el nivel del mar, sin embargo, aln resta mucho trabajo

para encontrar mayores evidencias correspondientes a ese periodo.

En términos generales, el Chaco ha sido caracterizado como una region estable,
aunque dentro de esa macro-estabilidad, se han registrado modificaciones en la
vegetacion en el pasado o0 especies con cierta estructura genética, que serian
evidencias de dinAmicas climaticas de menor escala (Brusquetti et al., 2019; Contreras
y Zucol, 2019). Los resultados de esta investigacion corroboran la hipodtesis de alta
estabilidad temporal de la ecorregion chaquefia. En lo que concierne a la estabilidad
ambiental y ecolégica del Chaco en los periodos analizados, es interesante en primer
lugar resaltar lo propuesto en numerosos estudios acerca de las caracteristicas de las
regiones histéricamente estables, que no han sufrido alternancia de temperaturas
extremas en su paleoclima. Dichas areas permitirian el establecimiento y persistencia
de especies, con un consiguiente aumento en la diversidad genética y el nivel de

endemismo (Graham et al., 2006; Carnaval y Moritz, 2008). Por el contrario, en las
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regiones inestables climaticamente la cobertura vegetal seria variable y las dinamicas
evolutivas se modificarian, segun este modelo, reduciendo la diversidad genética y los
niveles de endemismo (Harrison y Noss, 2017; Werneck, 2011). Aun asi, estudios
avalan que las regiones inestables propician otro tipo de fendmenos como
especiaciones alopatricas y endemismos relacionados a condiciones ecoldgicas
propias de la variabilidad climatica (Harrison y Noss, 2017). ElI Chaco en cuestién ha
sido caracterizado como una region pobre en endemismos y con poca diversidad, lo
gue fue refutado en los dltimos afios con numerosos trabajos cientificos, dando cuenta
de su composicion taxondmica particular (Biani et al., 2006; Prado, 1993). Respecto a
reconstrucciones de historias biogeograficas, la mayoria de las investigaciones que
incluyen parcialmente al Gran Chaco se han realizado en torno a otras regiones (como
los Bosques Secos Estacionales Neotropicales), o bien con el fin de evaluar hipotesis
de conexiones entre otras areas, sin ser foco de estudio central la ecorregion
chaqueia. Sin embargo, los escasos trabajos orientados a la misma han encontrado,
al igual que en la presente investigacion, baja o ausente estructura genética y baja
diversidad intraespecifica, siendo asociado esto a modificaciones en el curso de rios
e inestabilidad climatica durante el Cuaternario (Camps et al., 2018) y a altos niveles

de flujo génico y expansiones poblacionales recientes (Brusquetti et al., 2019).

En relacién a la hipétesis inicialmente propuesta por Nores (1992) al respecto de un
corredor chaquefio de bosques higréfilos que permiti6 un contacto Yungas-Selva
Atlantica durante los periodos humedos del Cuaternario, y las investigaciones
posteriores de contactos Yungas-Selva Atlantica via la diagonal de formaciones
abiertas, conformada por las regiones de Caatinga, Cerrado y Chaco (Vanzolini,
1963), este estudio no soporta la opcion de un corredor via Chaco, de acuerdo a los
resultados obtenidos. Esta ausencia de evidencia va en sintonia con otras
investigaciones que apoyan en cambio la hipétesis de un corredor principal via el
Cerrado o via transicion Chaco-Cerrado (Sobral-Souza et al., 2015; Trujillo-Arias et
al., 2017, 2018; Cabanne et al., 2019). Sin embargo, es también necesario remarcar
que la reconstruccion de historias biogeograficas es un proceso complejo, y esta
sujeto a la historia biogeografica de las especies en estudio, por ejemplo, si existen
evidencias de conexiones a través del Chaco para otras especies (Turchetto-Zolet et
al., 2016). Por esto es posible pensar en mas de un corredor que conecto las dos
areas selvaticas en distintos periodos y por diferentes sectores, permitiendo la

configuracion de dinamicas complejas que aun no han sido dilucidadas.
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Dindmicas biogeograficas extra-chaquefias

Por otra parte, es posible hacer algunos comentarios sobre la historia biogeogréafica
de regiones aledafias también incluidas dentro del area de distribucion de
Microspingus melanoleucus. En general, se espera que las poblaciones residentes en
areas histéricamente mas estables desarrollen mayor diversidad genética
intraespecifica, y mayor exclusividad haplotipica que aquellas residentes en &reas
inestables (Carnaval et al., 2009). A partir de esto, es notable la relacion entre la baja
diversidad encontrada en los grupos Este y Sur, y la zona de influencia de los cauces
Paraguay-Parand. Contreras et al. (2019) describe una heterogeneidad ambiental en
las formaciones geoldgicas de la region (provincia de Corrientes) correspondientes al
Pleistoceno Superior que podrian ser atribuidas a cambios en el paisaje debido a la
actividad de los cauces de los rios, con una alternancia periédica entre inundaciones
y mal drenaje, lo cual podria explicar la baja diversidad genética observada en el
presente trabajo para los grupos Este y Sur. Para la region de influencia Paraguay-
Parand Anzotegui et al. (2019) describe asociaciones paleovegetales para el
Pleistoceno que incluye flora correspondiente al Chaco, al Cerrado y a los Bosques

Secos Estacionales Neotropicales, reforzando la hipétesis de alta inestabilidad.

Finalmente, consideramos que los andlisis filogeograficos de Sudamérica son
abundantes, pero que estan concentrados en ciertas regiones tropicales o templado-
frias (Amazonas, Patagonia). Resulta necesario el desarrollo de mas estudios
centrados en el Gran Chaco para comprender las dinamicas biogeograficas del
continente, entendiendo que no necesariamente esta subordinado a la interaccion de
otras regiones (Iriondo, 1993), pudiendo poseer sus procesos y mecanismos propios.
Para esto, se sugiere como una buena herramienta al enfoque filogeogréfico sobre
aves de areas abiertas, considerandolas como potentes fuentes de informacion de
diferenciacion geografica e historias evolutivas (Rocha et al., 2020). Adicionalmente,
de implementarse en combinacion con el estudio filogeografico comparado con otros
organismos endémicos podrian permitir encontrar congruencia topolégica, temporal
y/o demografica, y conformar un sustento solido para probar hipotesis biogeograficas

postuladas para el Neotrépico (Abelaez-Cortés, 2012; Turchetto-Zolet et al., 2013).
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CONCLUSION

En conclusion, el ave en estudio Microspingus melanoleucus se ha mantenido con una
distribucion geografica relativamente estable desde el Pleistoceno Superior en
adelante. A raiz de esto, no hay evidencia que soporte la hipotesis de grandes
expansiones de vegetacion higrofila en la actual zona del Gran Chaco, asociadas a

las fluctuaciones climéaticas del Pleistoceno.
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