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Resumen

Los ciclidos son un grupo de peces teledsteos caracterizados principalmente por su
amplia diversidad especifica y por presentar procesos de radiacion adaptativa. Si bien
estos procesos han sido descriptos en grupos africanos, los ciclidos neotropicales no
han sido lo suficientemente estudiados, o que hace pensar que su divergencia
especifica seria aun mayor de lo que se sabe. Esta enorme diversidad, sumada a la
hipbtesis de radiacion adaptativa en la familia Geophaginae y la confirmacion de que
Gymnogeophagus gymnogenys es un complejo de especies, hace que este sea un
importante modelo de estudio para el analisis evolutivo. Los analisis previos muestran
un alto nivel de estructuraciéon y la existencia de linajes genéticos divergentes, lo cual
sugiere la hipotesis de especiacion multiple en este complejo. En el presente trabajo se
realizan analisis filogeograficos basados en secuencias del gen citocromo b
mitocondrial a los efectos de inferir patrones de diferenciacién en el complejo
Gymnogeophagus cf. gymnogenys en diferentes cuencas del Uruguay. Los analisis
filogenéticos muestran la existencia de cinco grupos con soporte robusto en algunos de
los clados. Analizando la distribucion geografica de las poblaciones de estos clados no
se encontré correspondencia entre ésta y la actual estructura geografica de las
cuencas, e incluso se observa que dos linajes diferentes pueden coexistir en una
misma cuenca. Esto puede ser explicado por dos tipos de hipdtesis: diferenciacion in
situ o dispersiéon de linajes genéticos entre cuencas con potenciales conexiones
durante periodos recientes (Pleistoceno). El hallazgo de estos cinco filogrupos
monofiléticos confirma la hipdtesis de que Gymnogeophagus cf. gymnogenys
constituye un complejo de linajes genéticos divergentes producto de eventos de

diferenciacion explosiva y reciente.



Introduccioén

Historia y evolucion en la familia Cichlidae
Los ciclidos son una de las familias de vertebrados con mas especies descriptas, por

encima de 1300 especies (Froese & Pauly 2010). Se destacan por su alta diversidad
morfoldgica, ecoldgica y en su comportamiento reproductivo (Sparks 2004; Salzburger
& Meyer 2004; Pereyra & Garcia 2008; Kobimduller et al. 2008; Smith et al. 2008).
Presentan una distribucion Gondwanica, estando presente en los continentes de Africa,
América, en Madagascar e India, ajustandose a la hipdtesis de vicarianza dado que el
aislamiento impuesto por la deriva de las placas continentales provocé la divergencia
de los ciclidos en estos cuatro grupos (Farias et al. 1999; Kullander & Ferraris 2003;
Sparks 2004; Salzburger & Meyer 2004; Koblmdller et al. 2008; Bettin Pires et al. 2010).
Los ciclidos han sido propuestos como uno de los mejores ejemplos de especiacion
explosiva y radiacién adaptativa (Farias et al. 1999; Salzburger et al. 2002; Baric et al.
2003; Seehausen 2006). Ademas se ha propuesto la especiacion simpatrica en esta
familia de teledsteos (Koblmiiller et al. 2008; Ri¢an et al. 2008); constatandose en
ciclidos del Este de Africa en los lagos Bermin y Barombi Mbo (Schliewen et al. 1994).
También se ha propuesto la hibridacion como generador de diversidad (Egger et al.
2007). Uno de los primeros en probar este fendmeno fue Stauffer et al. (1996) en
ciclidos del Lago Malawi (Africa) entre las especies Cynotilapia afra y Pseudotropheus

zebra.

La mayoria de los estudios en ciclidos han sido realizados sobre los ciclidos africanos,
mientras que los ciclidos Neotropicales han sido poco estudiados (Wimberger et al.
1998). Dentro del grupo Neotropical existen ocho subfamilias, 54 géneros, con una
estimacion de 1500 especies de las cuales algunas aun no han sido descriptas
(Wimberger et al. 1998; Bettin Pires et al. 2010). Los ciclidos Neotropicales constituyen
un clado monofilético y su distribucion en América va desde la Patagonia a Texas
(Wimberger et al. 1998, Musilova et al. 2008; Lopez-Fernandez et al. 2010). Farias et
al. (1999) en base a andlisis de ADN mitocondrial, encontraron que los ciclidos
Neotropicales poseen una mayor divergencia genética que sus pares Africanos. Por

otro lado, dentro de este clado se ha propuesto que la tribu Heroinii seria producto de



una rapida radiacién (Concheiro Pérez et al. 2007), mientras que para la subfamilia

Cichlasomatinae seria el resultado de eventos vicariantes (Musilova et al. 2008).

La subfamilia Geophaginae se distribuye a lo largo de América del sur y sur de
Panama, con al menos 18 géneros y aproximadamente 250 especies (Lopez-
Fernandez et al. 2005; Lépez-Fernandez et al. 2010). La radiacion adaptativa es la
rapida evolucion de la diversidad ecoldgica, o que genera variedad de linajes con
distintos caracteres morfolégicos adaptados a diversos ambientes (Schluter 2000).
Lépez-Fernandez et al. (2005) propusieron que el clado constituido por los
Geophaginae seria producto de una radiacion adaptativa pudiendo comprobar sélo tres
de las caracteristicas necesarias para evidenciar la ocurrencia de este fenémeno.
Siguiendo a Schluter (2000) estas caracteristicas son: la monofilia, la especiacion
rapida, la correlacion entre fenotipo y medioambiente. En este contexto, Lépez
Fernandez et al. 2010 no pudieron encontrar la existencia de caracteres morfoldgicos

utiles en su adaptacion al ambiente.

Antecedentes del género Gymnogeophagus
El género Gymnogeophagus propuesto por Ribeiro (1918), perteneciente a la

subfamilia Geophaginae, se distingue por la falta de supraneurales y la presencia de
una pequefia espina Osea sobre el primer pterigoporo dorsal. Este género es
considerado endémico de la cuenca del Rio de la Plata, del sistema de la Laguna dos
Patos y del drenaje del rio Tramandai (Reis & Malabarba et al. 1988). Estos autores
incluyeron las siguientes especies en su revision del género: G. australis, G. balzanii,
G. gymnogenys, G. labiatus, G. rhabdotus, G. lacustris, G. meridionalis. Luego se
incluyd G. setequedas (Reis et al. 1992) y la recientemente descrita G. tiraparae
(Gonzalez-Bergonzoni et al. 2009). Este género es uno de los pocos que presenta una
diversidad en su comportamiento reproductivo similar a la observada en la familia.
Presentan especies que depositan sus huevos y cuidan a sus crias en el substrato y
por otro lado especies que son incubadores bucales. Dentro de este género se
considera que la primera estrategia representa un caracter ancestral, y que la

incubacion bucal constituye un caracter derivado. Todas las especies del género
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poseen dimorfismo sexual, aunque estd mas marcado en los incubadores bucales, ya

que el macho posee una destacada giba en la nuca (Wimberger et al. 1998).

Niveles de complejidad taxondmica en Gymnogeophagus gymnogenys
La especie G. gymnogenys, la mas derivada del género, es endémica de la cuenca del

Rio de la Plata, Laguna dos Patos y Merin (Reis & Malabarba 1988). La misma fue
propuesta como un complejo de especies por Reis & Malabarba (1988) en base a datos
morfolégicos. Los complejos de especies estan formados por taxones que son
morfolégicamente similares (especies cripticas) unas de otras dentro de un mismo
género (Lépez-Fernandez et al. 2005). Luego, Wimberger (1998) propuso la existencia
de varias especies no descriptas relacionadas con G. gymnogenys. Los distintos linajes
dentro de este clado se diferencian morfolégicamente en caracteres que podrian ser de
importancia en la seleccion sexual, como la coloracion y la giba en machos. Mediante
analisis de sistematica molecular utilizando secuencias de citocromo b mitocondrial,
Pereyra & Garcia (2008), confirmaron a G. gymnogenys como un complejo de especie
en base al hallazgo de cuatro taxa monofiléticos con fuerte soporte estadistico. Debido
a que estos diferentes taxa colapsaban en una politomia basal en forma de estrella,
estos autores propusieron la hipétesis de la posible ocurrencia de eventos de
especiacion explosiva. Posteriormente a partir de uno de estos grupos fue descripta
como una nueva especie G. tiraparae sustentada en caracteres morfologicos
(Gonzalez-Bergonzoni et al. 2009). Recientemente, analisis citogenéticos en el género
Gymnogeophagus encontraron diferencias en el niumero de cromosomas metacéntricos

y submetacéntricos dentro de G. gymnogenys (Bettin Pires et al. 2010).

Propuesta de trabajo
El presente estudio pretende realizar un analisis filogenético y poblacional en el

complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys mediante el uso del citocromo b, a los
efectos de ampliar analisis anteriores, incluyendo nuevas localidades de muestreo al
sur y norte del Rio Negro en Uruguay, dado que la region Norte no estaba

suficientemente representada en los analisis anteriores. Este marcador ha sido



empleado en varios andlisis filogenéticos a altos y bajos niveles taxonémicos, debido a
que posee tanto informacién de lenta como de rapida evolucion. Este marcador ya ha
sido utilizado con éxito en analisis filogenéticos de ciclidos (por ejemplo: Schliewen et
al. 1994; Wimberger et al. 1998; Farias et al. 2001; Baric et al. 2003; Ri¢an et al. 2008;
Smith et al. 2008; Musilova et al. 2008; Lépez- Fernandez et al. 2010) y dentro de este
complejo de especies (Pereyra & Garcia 2008). Dado que ya se ha utilizado con éxito
como un buen marcador molecular y a las caracteristicas antes mencionadas, el gen
citocromo b es elegido en esta propuesta de trabajo como marcador, para el analisis

sistematico y poblacional de Gymnogeophagus cf. gymnogenys.

Caracteristica del ADN mitocondrial
El ADN mitocondrial es una molécula pequefia de ADN, menor a 20.000 pares de

bases en animales, con una estructura circular de doble cadena (Nelson et al. 2008).
Es elegido como marcador genético en la mayoria de los analisis filogenéticos (Farias
et al. 2001), por su rapida evolucion (entre 5 y 10 veces mayor que los genes
nucleares). Esta rapida evolucion se debe a su alta tasa mutacional a causa de un
ineficaz sistema de reparacidn de errores en la replicacion, mayor numero ciclos de
replicacion que los genes nucleares y herencia matrilineal (Brown et al. 1979). Este tipo
de marcador con rapida evolucion es indicado para determinar relaciones entre
organismos estrechamente relacionados, es decir entre especies hermanas vy
poblaciones (Brown et al. 1979; Hey & Machado 2003). El uso del ADN mitocondrial
como marcador ha sido cuestionado por presentar saturacién y homoplasia a niveles
taxondmicos superiores al intragénero (Hey & Machado 2003). Uno de los genes
mitocondriales mas conocido en estructura y funcién de proteina es el citocromo b
(Farias et al. 2001).



Analisis filogeograficos y estructuracion poblacional
El fendbmeno de estructuracidon genética se da en la mayoria de las especies, en mayor

o en menor medida. Un nivel alto de estructuracion entre poblaciones vecinas puede
conducir eventualmente a una posible especiacion, ya que dicha estructuracion facilita
la ocurrencia de fendmenos tales como la deriva génica y la seleccion sexual (Lopez-
Fernandez et al. 2005). Andlisis filogeograficos con datos moleculares de estas
poblaciones pueden dar cuenta de esta estructuracién (Barluenga & Meyer 2005).

Los analisis filogeograficos esto es, el andlisis espacial de los linajes genéticos y su
evolucion, es considerada como una disciplina puente entre los procesos micro y
macroevolutivos (Avise et al. 1987). Los procesos observados a nivel molecular tales
como mutacién, seleccion natural o deriva génica pueden evidenciar patrones
demograficos, relaciones filogenéticas a nivel de especie y niveles taxondmicos mas
altos (Bermingham & Moritz 1998). El aporte de la filogeografia puede ayudarnos a
discernir si los eventos de diferenciacibn que marcaron la estructura que hoy
observamos ocurrieron en simpatria o en alopatria. La especiacién alopatrica implica la
evolucion de barreras reproductivas entre poblaciones aisladas mediante barreras
geograficas, impidiendo el flujo génico entre ellas y por tanto favoreciendo la
diferenciacion entre ambas (Futuyma 2006). Mientras que la especiacion simpatrica
supone la adquisicion del aislamiento reproductivo entre poblaciones que habitan una
misma darea, sin aislamiento espacial. Este tipo de diferenciacion es muy dificil de
probar, por eso en este trabajo nos referimos como diferenciacion in situ. La
filogeografia también puede ayudar a investigar la relevancia de la seleccion sexual y la
diferenciacion ecolégica en los eventos de especiacién (Sturmbauer et al. 2005). Un
analisis de este tipo a nivel intraespecifico puede evidenciar Unidades Evolutivas
Significativas (ESU del inglés Evolutionary Significant Unit) y Unidades de Manejo (MU
en inglés: Management Units) importantes para la politicas de conservacion de la
biodiversidad (Moritz 1994). Las ESUs son grupos reciprocamente monofiléticos en
filogenias basadas en ADN mitocondrial y con una divergencia importante a nivel
nuclear. Mientras que las MU son poblaciones divergentes a nivel molecular con bajos

niveles de flujo génico con otras poblaciones.



Hipétesis de trabajo

El complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys esta integrado por un conjunto de

poblaciones estructuradas.

1- Esta estructuracion puede ser el resultado de eventos de vicarianza como

subproducto de la separacién entre cuencas, en un pasado mas o0 menos reciente.

2- Alternativamente, puede explicarse por procesos de diferenciacion in situ tanto por
diferencias en el apareamiento o tipos de cruzamientos, o por diferenciacién ecolégica

dentro del mismo ambiente.

3- Una tercera hipotesis podria ser la dispersion de linajes genéticos divergentes entre
cuencas que hayan tomado contacto como resultado de eventos geoldgicos mas o
menos reciente.

Objetivo general

Inferir patrones de diferenciacion en el complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys en

diferentes cuencas del Uruguay.

Objetivos especificos:
-Extender las localidades de muestreo en el area de distribucion del complejo

Gymnogeophagus cf. gymnogenys en el Uruguay.

-Testear la eficacia del gen citocromo b para resolver las relaciones dentro del

complejo.

-Realizar analisis filogeograficos dentro de poblaciones del complejo de

Gymnogeophagus cf. gymnogenys.



Materiales y métodos

Muestras analizadas
Los individuos trabajados en esta pasantia corresponden a ejemplares diagnosticados

exomorfologicamente como perteneciente a la especie G. gymnogenys, provenientes
de cuatro de las grandes cuencas del pais: cuenca del Rio Uruguay, del Rio Negro, del
Rio de la Plata, Laguna Merin (Tabla 1). En la Figura 1 se sefalan los puntos de

muestreo de los individuos trabajados.

Extraccion de ADN
Para la extraccion de ADN gendmico se utilizé aproximadamente 20 miligramos de

musculo. El protocolo utilizado fue una modificaciéon de Medrano et al. (1990). Este
consiste en la precipitacion con alta concentraciéon salina y etanol (EtOH) absoluto en
frio. El protocolo comienza con dos lavados de 1ml de buffer STE 1X pH 8 frio (60mM
Tris-Cl pH 8, 50 mM EDTA pH 8; 1% SDS y 100 mM NaCl). A continuacién se le
agrega 550 ul de tampon de lisis pH 8 (50mM Tris-Cl pH 8, 50mM EDTA pH 8; 1% SDS
y 100mM NaCl) y 11ul de Proteinasa K (10mg/mL). Luego el tejido es homogeneizado
mecanicamente. Se deja incubando toda la noche en estufa a 55 °C. Una hora antes de
finalizar la incubacion se le agrega 5 yl de ARNasa (10mg/mL). Finalizada la incubacion
se centrifuga por 10 minutos a 12000 rpm. El sobrenadante es transferido a otro tubo y
se le agrega 200ul de NaCl 5M para una concentraciéon final de NaCL 2 M y se
centrifuga por 30 minutos a 12000 rpm (a temperatura ambiente). El sobrenadante
resultante es transferido a otro tubo para luego agregarle el doble de volumen de EtOH
absoluto en frio. Se homogeneiza manualmente de forma lenta las dos fases. Se deja
precipitando por 48hs a 4°C. Pasadas las 48 hs el tubo se centrifuga durante 30
minutos a 12000 rpm (a temperatura ambiente). A continuacion se elimina el
sobrenadante y se realizan dos lavados del pellet con EtOH 70%, luego de cada lavado
se realiza una centrifugacion de 5 minutos a 6000 rpm y se elimina el sobrenadante. El
pellet se deja secando durante una hora en estufa a 55°C, luego se resuspende en
100ul de buffer TE 1X (10 mM Tris-Cl pH 8, 1mM EDTA). Finalmente, las muestras se

colocan en bafio a 65°C durante 20 minutos y se guardan a — 20°C.



Tabla 1. Lista de especimenes trabajados en este estudio, junto con sus respectivos sitios de muestreo

y las cuencas a las que pertenecen.

Espécimen Localidad Cuenca
P1530 Arroyo Batovi (-31:06:58/-55:24:56), Rivera. Rio Negro
P1531 Arroyo Cufapirt (-31:02:21/-55:29:31), Rivera. Rio Negro
P1532 Arroyo Cufapiru (-31:02:21/-55:29:31), Rivera. Rio Negro
P1533 Arroyo Cufapira (-31:02:21/-55:29:31), Rivera. Rio Negro
P1536 Arroyo Batovi (-31:54:30/-56:01:04), Tacuarembo. Rio Negro
P1537 Arroyo Batovi (-31:54:30/-56:01:04), Tacuarembod. Rio Negro
P1538 Arroyo Batovi (-31:54:30/-56:01:04), Tacuarembo. Rio Negro
P1540 Rio Yi (-33:23:49/-56:24:10), Durazno. Rio Negro
P1541 Rio Yi (-33:23:49/-56:24:10), Durazno. Rio Negro
P1542 Rio Yi (-33:21:45/-56:31:12), Durazno. Rio Negro
P1543 Rio Yi (-33:21:45/-56:31:12), Durazno. Rio Negro
P1544 Arroyo corrales (-31:23:26/-55:15:14), Rivera. Rio Negro
P1545 Arroyo corrales (-31:23:26/-55:15:14), Rivera. Rio Negro
P1546 Arroyo Yucutuja (-30:26:16/-57:17:46), Artigas. Rio Uruguay
P1547 Arroyo Yucutuja (-30:26:16/-57:17:46), Artigas. Rio Uruguay
P1548 Arroyo Yucutuja (-30:26:16/-57:17:46), Artigas. Rio Uruguay
P1549 Canada en la Ruta 4 (-32:12:25/-57:12:47), Paysandu. Rio Uruguay
P1550 Canada en la Ruta 4 (-32:12:25/-57:12:47), Paysandu. Rio Uruguay
P1551 Arroyo Pelado (-30:39:31/-56:40:27), Artigas. Rio Uruguay
P1552 Arroyo Pelado (-30:39:31/-56:40:27), Artigas. Rio Uruguay
P1553 Arroyo Pelado (-30:39:31/-56:40:27), Artigas. Rio Uruguay
P1554 Arroyo Pelado (-30:39:31/-56:40:27), Artigas. Rio Uruguay
P1555 Arroyo Guaviyu (-30:37:51/-57:41:18), Artigas. Rio Uruguay
P1559 Arroyo Tres cruces Grandes ruta 4 (-30:35:31/56:37:34), Artigas. Rio Uruguay
P1560 Arroyo Tres cruces Grandes ruta 4 (-30:35:31/56:37:34), Artigas. Rio Uruguay
P1561 Rio Tacuarembd (-31:58:33/-55:28:13), Tacuarembd. Rio Negro
P1576 Rio Tacuarembd, Tacuarembo. Rio Negro
P1577 Rio Rosario (Ruta 2 K 20,900), Colonia. Rio de la Plata
P1578 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembo. Rio Negro
P1579 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembd. Rio Negro
P1580 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembdé. Rio Negro
P1581 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembdé. Rio Negro
P1582 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembd. Rio Negro
P1583 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembd. Rio Negro
P1584 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembd. Rio Negro
P1585 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina, Tacuarembd. Rio Negro
P1586 Arroyo Molles (30 km al NW de la ciudad de Artigas), Artigas. Rio Uruguay
P1587 Palmar, Durazno. Rio Negro
P1588 Palmar, Durazno. Rio Negro
P1593 Rio Negro (Paraje 329), Durazno. Rio Negro
P1594 Rio Negro (Paraje 329), Durazno. Rio Negro
P1601 Rio Tacuari, Paso del Dragon, Cerro largo. Laguna Merin.
P1602 Rio Tacuari, Paso del Dragon, Cerro largo. Laguna Merin.
P1606 Arroyo Grande, Flores- Durazno. Rio Negro




La calidad del ADN extraido se testeé mediante una corrida electroforética en un gel de
agarosa (Sigma) 1% en buffer TAE 1X pH 7,5-7,8 (TAE 50X (1L): 242g de Tris-base,
57,1mL de acido acético glacial y 10mL de 0,5M EDTA pH 8), conteniendo bromuro de
etidio a una concentracion final de 5uL/100mL. Se siembra 5 uL del ADN gendmico
extraido con 2uL de buffer de corrida (Bromophenol Blue y Xylene Cyanol FF: 0,25%
Bromophenol Blue, 0,25% Xylene Cyanol FF y 30% Glycerol en agua). La corrida se
realiza durante 40 minutos a 80 V. Todas las soluciones y los reactivos utilizados

fueron preparados segun Sambrook et al. (1989).

Amplificacién de un fragmento del gen citocromo b mitocondrial
La amplificacién de la region de interés, aproximadamente 800pb, se llevé a cabo

mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Para la misma se utilizaron
oligonucledtidos universales para este gen: CB3-H y Gludg.L (Palumbi et al. 1991). Las

secuencias de estos oligonucledtidos se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de los dos oligonucleétidos universales utilizados en

la amplificacién parcial del citocromo b (Palumbi et al. 1991).

Oligonucleétido Secuencia nucleotidica
CB3-H 5' GGCAAATAGGAARTATCATTC 3'
Gludg-L 5' TGACTTGAARAACCAYCGTTG 3'

La reaccion de PCR se llevé acabo en un termociclador automatico (PTC-100, MJ
Research, Inc.). Para un volumen de 20uL se utilizaron 2uL del ADN gendmico extraido
de las muestras analizadas de G. cf. gymnogenys. La mezcla de la reaccion de un
volumen final tiene la siguiente composicién: 2uL de buffer 10X, 0.5 pyL MgCl, 50mM,
0,3 uL de dNTPs 10mM, 0,5 uL de CB3-H y Gludg-L 10uM y 0,1 pL de polimerasa Taq
(5U/uL). El programa utilizado consiste en un primer paso de desnaturalizacién de 94°C
por 5 minutos. Luego 30 ciclos de tres paso: primero se desnaturaliza el molde a 94°C
por 30 segundos, segundo paso (annealing=pegado de oligonucledtido) 45° C durante
30 segundo y tercero (extensién) a 72 ° C por 1 minuto. Finalmente 10 minutos de

extension final a 72° C.
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El producto de PCR fue analizado mediante una corrida electroforética en las
condiciones que ya fueron detalladas. En este caso, ademas de sembrar 5uL del
producto de PCR junto a 2uL de buffer de carga, se corre 3uL del marcador de peso
molecular (1kb ladder digerido con Hinf 1) (Invitrogen) junto con 2uL de buffer de

corrida.

Figura 1. Los puntos negros indican los 21 sitios de muestreos de los especimenes de
Gymnogeophagus cf. gymnogenys. Los puntos rojos sefalan las localidades a las que corresponden las
secuencias del complejo bajadas del GenBank. Los numeros en negro indican las distintas subcuencas
del Uruguay. 1, 2, 3 Cuenca del rio Uruguay (subcuencas 1- Cuareim, 2- Arapey, 3- Queguay). 4, 5, 6
Cuenca del rio de la Plata (subcuencas 4- Rio de la Plata W, 5- Rio Santa Lucia, 6- Rio de la Plata E). 7
Cuenca del Océano Atlantico (subcuencas: 7a- Laguna del Sauce, 7b- Laguna de Rocha, 7c- Laguna de
Rocha). 8, 9, 10 Cuenca del Rio Negro (subcuencas: 8- Rio Tacuarembd, 9- Rio Negro, 10- Rio Yi). 11,
12, 13 Laguna Merin (subcuencas: 11- Alta 12- Media 13- Baja). La divisién en subcuencas fue tomada

de Gonzalez-Bergonzoni (2008.).
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Secuenciacion
Los productos amplificados se enviaron a purificar y secuenciar a un Servicio de

secuenciacion automatico (Macrogen Inc., Corea).

Andlisis de secuencias
Ademas de las secuencias generadas en este trabajo se incluyeron otras secuencias

del GenBank del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys, del género

Gymnogeophagus y del género Geophagus (Anexo 1).

Edicion de secuencias y andlisis estadisticos del set de datos
La edicion de secuencias fue realizada manualmente en el programa Bioedit (Hall

1999). El alineamiento de las secuencias se realizé mediante el programa Clustal X
version 1.8 (Thompson et al. 1997).

Para los 47 individuos del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys se contabilizo el
numero de sitios polimérficos. Ademas, se calcul6 la diversidad nucleotidica como el

promedio de las diferencias pareadas a través de la formula:
A
m= 5 XiXimi

donde ¥ es la frecuencia del individuo y 1 es la proporcion de diferentes nucledtidos
entre los individuos i y j (Nei 1987).

También se relevaron los distintos haplotipos dentro de las secuencias pertenecientes
al complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys y se estimé la diversidad haplotidica
mediante la siguiente ecuacion:

H=n_ {1-EX%
n-1

donde n es numero de copias en la muestra, x es la frecuencia haplotidica del haplotipo
i-ésimo, esta formula es una modificacion de la ecuacion de Nei (1987) (Rozas et al.
2009).
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Los sitios polimorficos, la diversidad nucleotidica, el relevamiento de haplotipos y la
diversidad haplotidica fueron calculados en el programa DNAsp v5 (Rozas et al. 2009).

El programa Modeltest (Posada & Crandall 1998) se utilizé para identificar el modelo de
sustitucidn nucleotidica que mas se ajusta al set de datos. El tipo de criterio para
comparar entre los distintos modelos fue el criterio de informacion de Akaike (AIC por
sus siglas en inglés). El mismo pondera los modelos que se ajustan mejor a nuestro set
de datos y desvaloriza los modelos que menos se ajustan. El modelo elegido entre los
56 testeados por el Modeltest fue el Hasegawa Kishino Yano (HKY85; Hasegawa et al.
1985). Este modelo evolutivo toma en cuenta la diferencia entre transiciones
(sustitucion de una purina por otra purina o una pirimidina por otra) y tranversiones
(sustitucion de una purina por una pirimidina o viceversa), al momento de considerar la

tasa de sustitucién y la frecuencia nucleotidica.

Mediante el programa Mega 4.0 (Tamura et al. 2007) se realiz6 el analisis de distancias
dentro del género Gymnogeophagus segun el modelo Kimura 2 parametros (Kimura
1980). El modelo Kimura 2 parametros es similar al Hasegawa Kishino Yano ya que
también asume diferentes tasas de transiciones y transversiones que son calculadas a
partir de los datos analizados. También se calcularon las distancias genéticas entre el
complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys, G. meridionalis, G. labiatus y los
individuos del género Geophagus. Luego se calcularon las diferencias pareadas
discriminando entre transiciones y transversiones. Ademas se compararon las
transiciones y transversiones tanto como para las primeras dos posiciones del codén,
como para la tercera. Por ultimo, se calculd la relacion entre el numero de sustituciones
sinénimas (ks, son aquellas mutaciones que no cambian el aminoacido codificado) y las
no sinénimas (ka, aquellas que si producen un cambio en el aminoacido codificado).
Los valores de ambas sustituciones (ks y ka) fueron calculados en el programa DNAsp
v5 (Rozas et al. 2009).
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Test de neutralidad
Se implementaron dos tests “Tajima” y “Fu” con el fin de definir si nuestros datos

ajustan al modelo de neutralidad. El test de Tajima (Tajima 1989) asume el modelo de
sitios infinitos y sin recombinacion. El estadistico D se calcula en base al parametro
poblacional 6 (6=2Nu para marcadores haploides, donde N es el tamafio poblacional y
M es la tasa de mutacion neutral), el mismo se calcula a través de la comparacion entre
el parametro calculado a partir del numero de sitios polimérficos y el que se calcula a
partir de la diversidad nucleotidica en los datos.

El test de Fu (Fu 1997) también asume sitios infinitos y ausencia de recombinacién. El
mismo se basa en la probabilidad de encontrar un numero de alelos igual o menor al
observado, realizando un muestreo al azar bajo la teoria de neutralidad.

La significancia de ambos estadisticos se calcula mediante la generacién de muestras
al azar utilizando una simulacién del coalescente. Estos calculos se realizan bajo el

modelo de neutralidad y considerando una poblacién en equilibrio.

Analisis filogenético
Se implementaron dos métodos de reconstruccioén filogenética con el fin de tener una

mejor aproximacion a la genealogia de la especie Gymnogeophagus cf. gymnogenys.
Las topologias obtenidas se presentan en arboles filogenéticos.

En primer lugar se utilizé el método de distancia “Neighbor joining” o “Unién de
Vecinos” (Saitou & Nei 1987). Este método minimiza la subestimacion de las distancias
observadas con base a las distancias esperadas, basado en un modelo de evolucion.
El modelo utilizado fue el Hasegawa Kishino Yano (Hasegawa et al. 1985), basado en
el resultado del Modeltest. El método de Neighbor joining utiliza el principio de Minima
Evolucién en la union de cada vecino, lo que lo hace un método rapido a la hora de
construir una topologia (Nei & Kumar 2000). La construccién del arbol bajo este método
comienza con una topologia en forma de estrella y a continuacion se unen los dos taxa

que tengan el menor valor en la matriz de distancias. Luego se crea una nueva matriz
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donde los dos vecinos elegidos anteriormente se toman como un solo taxén, la unién
de vecinos continua hasta llegar una topologia binaria. Por ultimo, de los arboles
creados se elige el mejor segun el modelo de distancia empleado.

Ademas, se implementd la construccion filogenética basada en el criterio de maxima
parsimonia, en donde el menor numero de cambios es el que mejor explica la relacion
entre taxa (Avise 2004). Este método comienza con un alineamiento de las secuencias
de cada taxa, y se trabaja con los sitios parsimoniosamente informativos (aquellos
sitios dénde hay mas de un caracter que esté representado al menos dos veces).
Debido a que el set de datos en este trabajo es mayor a veinte taxa se utilizé una
busqueda heuristica, ya que una busqueda exhaustiva consumiria mucho tiempo. El
algoritmo para adherir los taxa para construir el arbol fue el “Stepwise Addition
Alghoritm”. El mismo integra cada taxa a las distintas ramas, en cada adicion se
evaluan los distintos arboles y se continda adhiriendo taxas al arbol que result6é ser el
mas parsimonioso en la adicion anterior. Cuando se forma el arbol provisional con
todos los taxas se aplica el algoritmo “Tree Bisection and Reconection”, generando
nuevas topologias, cortando ese arbol provisional y reconectandolo en las distintas
ramas (Nei & Kumar 2000). Para conocer la calidad del arbol se calcul6 el indice de
consistencia (numero minimo de pasos/numero de pasos posibles). Esto también nos
da una idea de la homoplasia presente, es decir, la cantidad de ruido en el conjunto de
datos empleados en la reconstruccion filogenética (Freeman & Herron 2002).

Los analisis filogenéticos tanto Neighbor joining como parsimonia se realizaron
utilizando el programa informatico PAUP* v4.0 b10 (Swofford 2002). La estabilidad de
ambos arboles fue testeada con 100 pseudoréplicas del test de bootstrap (Felsenstein
1985), un método estadistico de muestreo de reposicion al azar.

Los arboles fueron enraizados con el criterio de grupo externo. En este caso fueron
utilizados los siguientes taxa como grupos externos: G. labiatus, Gymnogeophagus cf.

meridionalis, Geophagus sp., Geophagus brasiliensis, Geophagus steindachneri.

Analisis Poblacional
Con el fin de estimar el patron de estructura poblacional para nuestro set de datos

realizamos el analisis de varianza molecular (AMOVA) en el programa Arlequin ver 3.0
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(Excoffier et al. 2005). EI mismo analiza la varianza en el set de datos de la frecuencia
haplotidica y el numero de mutaciones entre haplotipos. Los haplotipos fueron
previamente definidos en base a los resultados del programa DNAsp v 5 (Rozas et al.
2009), y el set de datos introducido contiene solo sitios parsimoniosamente informativos
de las secuencias. La significancia de la covarianza se calcula mediante 100
permutaciones no paramétricas. Las poblaciones fueron definidas en base a las
distintas subcuencas definidas previamente por Gonzalez-Bergonzoni (2008). Ademas
siguiendo la interpretacion de Pereyra & Garcia (2008) se tuvo en cuenta que en
algunas de esas localidades se definieron distintos morfotipos (A y B) los que
posteriormente fueron descriptos como nueva especie (Gonzalez-Bergonzoni et al.
2009). Las hipotesis de agrupamientos de poblaciones se realizaron primero segun las
cuatro cuencas representadas en este estudio y segundo considerando que la hipotesis
que mejor describe la estructura poblacional es aquella que maximice la varianza entre

los grupos de poblaciones y minimice la heterogeneidad dentro de las poblaciones.

Ademas, se construyo la red de haplotipos mediante el “Minimum Spanning Network” a
partir de los sitios parsimoniosamente informativos de los distintos haplotipos. La red de
haplotipos se construye a partir de una matriz euclidiana del cuadrado de las distancias

pareadas entre los diferentes haplotipos de la muestra.

Se calcularon los estadisticos analogos (@) a los estadisticos F (Wright 1951) para
todos los pares de poblaciones con el fin de tener un estimativo de la estructuracion
poblacional y del valor indirecto del Flujo génico (nUmero de migrantes por generacion).

El estadistico se calcula a partir de la siguiente férmula:

N SSDWP)

i["_ SSDAP) _ 1 .
Fst=n [P-1 n; M- P ’

I

donde n es el numero de copias del haplotipo en la poblacion-i, P es el numero de
poblaciones, N es el numero de haplotipos, SSD (AP) es la suma de los cuadrados de
la desviaciones entre poblaciones y SSD (WP) es la suma de las desviaciones dentro

de las poblaciones. Mientras que el numero de migrantes por generacion basado en el
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modelo de islas y para genes haploides como los mitocondriales, se puede estimar con
la siguiente férmula: Nm= (1/Fst-1)/2 (Wright 1951). El Flujo génico puede dar cuenta
de la estructuracién de las poblaciones y si cada una se comporta como una unidad

evolutiva independiente (Slatkin 1994).

Al igual que el AMOVA, el Minimum Spanning Network y el calculo de Fst fueron

realizados en el programa Arlequin ver 3.0 (Excoffier et al. 2005).

Con el fin de testear si el aislamiento genético medido a través del estadistico Fst se
relaciona con las distancias geograficas, se realizé el test de Mantel (Mantel 1967).
Este analisis busca si hay correlacion entre dos matrices de datos, y a través de
permutaciones calcula la significancia de esta correlacion. El test de Mantel se realizo

en el programa Mantel Non-parametric Test Calculator 2.0 (Liedloff 1999).

Reloj Molecular
Con el fin de tener una referencia temporal de las distintas divergencias dentro del

complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys, se estimo6 un reloj molecular para el gen
de citocromo b y para el grupo. El mismo se calculé con una tasa de mutacion de un
2% (Brown et al. 1979) por millon de afos. La divergencia genética se calculdé basado

en el modelo evolutivo Kimura 2 parametros.
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Resultados

Extraccion, amplificacién y secuenciacion del gen citocromo b
Se realizé la extraccion de 53 individuos de G. cf. gymnogenys a partir de muestras de

musculo. A partir de ADN gendmico, mediante los experimentos de PCR se
amplificaron y se envio a secuenciar una regién parcial del gen mitocondrial citocromo
b en 21 muestras, las que representan secuencias nuevas para el complejo

Gymnogeophagus cf. gymnogenys.

Andlisis de secuencias
En el presente trabajo se obtuvieron 21 nuevas secuencias para el complejo

Gymnogeophagus cf. gymnogenys, las mismas se detallan en el Anexo 1.

Las nuevas secuencias de un total de 700 pb fueron alineadas en conjunto con
secuencias ya existentes en GenBank, generando un archivo final conteniendo 57
secuencias. Este archivo tiene un total de total 711 sitios, de los cuales 63 fueron

variables y 54 fueron parsimoniosamente informativos (Tabla 3).

Tabla 3. Estimadores de polimorfismo del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys.

Distancia
Pares Sitios Numero corregida (K2P)
de Sitios  parsimoniosamente de Diversidad = (Desvio (Desvio
Bases Variables informativos Haplotipos haplotidica estandar) estandar) D Fs
0,1804
710 41 30 22 0,951 (0,02545) 0.020 (0.005) -0,999 -4,904

(P>0,1) (P>0,05)
Diversidad Haplotidica (H) (adaptada de Nei 1987); Diversidad Nucleotidica (z) (Nei 1987); Distancias genéticas

corregidas con el modelo Kimura 2 parametros (Kimura 1980). Estadistico D del test de Neutralidad de Tajima
(1989); Estadistico Fs del test de Neutralidad Fu (1997).

Para el complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys se encontraron 41 sitios
polimdrficos. Mientras que la diversidad nucleotidica fue == 0,01804. También se

encontraron 22 haplotipos, representando una alta diversidad haplotidica (Tabla 3)

La distancia genética promedio, corregida por el modelo Kimura 2 parametros, dentro
del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys se observa en la Tabla 3. En la Tabla

4 se puede ver que la mayor distancia pareadas entre los grupos alli descriptos se
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observa entre el género Geophagus y los grupos G. labiatus y Gymnogeophagus cf.

gymnogenys.

Tabla 4. Tabla de distancias pareadas corregidas con el modelo Kimura 2 parametros, entre los

cuatro grupos descriptos en el texto.

1 2 3 4
1- Gymnogeophagus cf.
gymnogenys 0,000
2- Gymnogeophagus labiatus 0,086 0,000
3- Gymnogeophagus meridionalis 0,122 0,160 0,000
4- Geophagus 0,214 0,225 0,186 0,000

En la Figura 2A se observa la diferencia entre transiciones y transversiones. En la
misma las transiciones superan a las transversiones, con una relacion ts/tv = 5,41. En
esta grafica no se observan evidencias de saturacion. Cuando se distinguid entre las
primeras dos posiciones del codén y la tercera (Figura 2B), se observd que la mayor
parte de las transiciones ocurren en la tercera posicion evidenciando saturacién por
encima del 8 % de la diferencias genéticas. Ademas, se observé una mayor relacion
ts/tv en la tercera posicion del codon (ts/tv=10,66) que en las primeras dos posiciones
(ts/tv=1,13). En cuanto a la relacion Ks/Ka esta fue de 4,7317, lo cual revela la

existencia de seleccion positiva en el fragmento analizado.

Test de neutralidad
El valor del estadistico de Tajima fue D=-1,06745 mientras que el estadistico para el

test de Fu fue Fs= -5,255. Aunque ambos estadisticos fueron negativos, no se puede
afirmar que haya desplazamiento de la neutralidad debido a que ambos estadisticos no

fueron significativos.

Analisis Filogenéticos
El método de reconstruccion filogenética, Union de Vecinos “Neighbor joining” (Figura

3), mostro una topologia similar al método de Maxima Parsimonia (Figura 4). En ambos
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no se pudo comprobar la monofilia del género Gymnogeophagus dado que se observo
una politomia basal no resuelta donde coalescen tres clados: 1) El género Geophagus
y la especie G. meridionalis; 2) El complejo G. gymnogenys; 3) G. labiatus . Dentro del
complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys se encontraron 5 clados con fuerte
soporte estadistico. El indice de consistencia para el arbol consenso de maxima

parsimonia fue 0,662.

Distancia

A B
0,120 -
° 0,600 -
01997 .0”. 0,500 -
0,080 - / " = 0400 |
0,060 - f £ o300
0,040 - M 3 0200 -
0,020 | 0,100 1
0,000 \ : : 0,000 798 sy DOSROrPOR T ‘
0,000 0,050 0,100 0,150 0,000 0,020 0040 0060 0080 0,00 0,120 0,140
Distancia p Dinstancia p

- . o Transiciones 1%y 2° = Transversiones 1%y 22
¢ Transiciones m Transversiones . .
Transiciones 3? Transversiones 3?

Figura 2. A. Distancias calculada en base a las transiciones y transversiones en funcién de las distancias p sin corregir,
para las 52 secuencias del género Gymnogeophagus. B. Distancia calculada segun transiciones y transversiones
discriminando entre las dos primeras posiciones del codén y la tercera, en funcidon de las distancias p sin corregir para las

52 secuencias del género Gymnogeophagus.
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pseudoreplicas de bootstrap. El grupo externo fue: Geophagus brasiliensis, Geophagus sp., Geophagus

steindachneri, G. meridionalis y G. labiatus. Los numeros refieren a los distintos haplotipos y los colores indican las

cuencas donde fueron colectadas. A la derecha se sefialan los cinco grupos encontrados con fuerte soporte de

bootstrap dentro del complejo G. cf. gymnogenys que incluyen tanto el sensu stricto como la especie ya descripta

como G. tiraparae.
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362 pasos, basado en secuencias parciales del gen mitocondrial citocromo b. Los apoyos de los nodos fueron

obtenidos por 10 pseudoreplicas de bootstrap (arriba) y el consenso de mayoria (abajo). Se utilizaron como grupo

externo: Geophagus brasiliensis, Geophagus sp., Geophagus steindachneri, Gymnogeophagus meridionalis y G.
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derecha se indican los 5 grupos con fuerte apoyo de bootstrap, dentro del complejo Gymnogeophagus cf.

gymnogenys.
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Analisis poblacional
Dos de las hipotesis de agrupamiento testeadas se describen en la Tabla 5.

En la “hipotesis a” en la que se considera los agrupamientos por cuencas, se vio mayor
variacion dentro de las poblaciones que entre los grupos formados. De la misma
manera el estadistico @st hallado mostré una alta heterogeneidad dentro de las
poblaciones, considerando que dentro de una misma localidad existen diferentes
morfotipos representados por diferentes haplotipos. Para la estructura encontrada en
la “hipotesis b”, el nivel de varianza entre grupos fue mayor que dentro de las
poblaciones (Tabla 5). Para esta estructura el @st también fue alto al igual que el act,
lo que indica una alta heterogeneidad tanto dentro de las poblaciones como entre las

agrupaciones testeadas.

En la red de haplotipos (Figura 5) se observan los 5 grupos obtenidos mediante el
analisis filogenético. Ademas de la alta diferencia marcada por el nimero de cambios
entre los distintos haplotipos, se puede ver que dentro de las distintas cuencas
coexisten haplotipos altamente divergentes. La mayor diferencia se da entre los grupos
2 y 5 (30 pasos mutacionales). También se puede discriminar una topologia en forma
de estrella en donde el haplotipo F, es el mas frecuente y central localizado en el Rio

Negro, posiblemente representando el mas ancestral del cual derivan otros haplotipos.

Tabla 5. Analisis Molecular de Varianza genética. Se presentan los valores del analisis bajo dos Hipotesis de estructura

poblacional del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys en Uruguay.

Hipotesis Fuente de la Variacion Grados Suma de Componentes de  Porcentaje de Estadistico @
de cuadrados Varianza Variacion
Libertad

a Entre Grupos 3 58,19 0,58 Va 11,86 @c1=0,14
Entre poblaciones dentro de grupos 6 79,5 2,68 Vb 54,81 @Dc5=0,61

Dentro de las Poblaciones 37 60,33 1,63 Ve 33,33 Ds7=0,66

B Entre Grupos 3 95,90 3,99 Va 59,58 @c1=0,60
Entre poblaciones dentro de grupos 6 41,79 1,08 Vb 16,1 @c5=0,40

Dentro de las Poblaciones 37 60,33 1,63 Ve 24,32 Ds7=0,76

Tres niveles jerarquicos de la varianza: Grupos formados por poblaciones, entre las poblaciones de un mismo grupo y
entre las poblaciones. Tres Hipotesis fueron testeadas a) las poblaciones se agruparon segun las 4 grandes cuencas
representadas en este trabajo. b) Cuatro grupos: Yucutuja/Tres cruces; Pintado; Laguna Merin A y Yi A; Cuenca del

Rio Tacuarembo, Cuenca del Rio de la Plata W, Santa Lucia, Laguna Merin By Yi B.
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Figura 5. Red de haplotipos del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys. El Area de los circulos es
proporcional a su frecuencia. Las barras transversales a las lineas que conectan los circulos indican un
cambio entre los haplotipos Las letras corresponden a los haplotipos encontrados en el Arlequin en base
a los sitios parsimoniosamente informativos. Se indica la correspondencia entre estos y los haplotipos
encontrados en el DNAsp. Los colores refieren a las cuencas donde estd presente cada haplotipo. En
gris se observan conexiones alternativas. También se indican con numeros azules los 5 grupos
encontrados en el analisis filogenético.

En la Tabla 6 se observan los estadisticos Fst pareadas y el numero de migrantes por
generacion, entre las distintas poblaciones. En ésta se evidencia que las poblaciones
de Yucutuja, A. Pintado y Yi B estan aisladas de las otras poblaciones ya que los Fst
con las otras poblaciones fueron mayores a 1/3, o que indica menos de un migrante

por generacion intercambiado entre las poblaciones. Las restantes poblaciones tienen
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flujo génico por lo menos con una poblacion cada una. Sin embargo, varios de los
valores de Fst no fueron significativos. Es de destacar que el valor negativo de Fst
entre las poblaciones de la cuenca del Queguay y la del Rio Tacuarembd se debe al
algoritmo utilizado por el programa para su calculo. Esto es porque para estas dos
poblaciones el valor de SSD (AP) es bajo y SSD (WP) es alto; y consecuentemente el

valor negativo es interpretado como infinito niumero de migrantes infinito.

El grafico en la Figura 6, donde se comparan las distancias obtenidas por el estadistico
Fst y las distancias geograficas, se observd una alta dispersién. La falta de correlacion

es probada con el resultado del test de Mantel.

Tabla 6. En azul los valores pareados del estadistico Fst entre las diez poblaciones creadas segun subcuencas
y morfotipos. En negro se observa el Numero de migrantes por generacion. En negrita se sefiala los valores

significativos. En amarillo se sefala los valores que indican Flujo génico.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1-Yucutujé/Tres cruces - 0,014 0,257 0,000 0,042 0,259 0,000 0,155 0,330 0,000
2-A.Pintado 0,972 - 0,196 0,022 0,046 0,232 0,012 0,172 0,515 0,012
3-Tacuarembd 0,660 0,718 - © 3,047 1,128 0,833 0,999 0,409 0,115
4-Queguay 1,000 0,958 -0,312 - 0,488 1,674 0,000 1,165 0,900 0,000
5-R de la Plata W 0,923 0,917 0,141 0,506 - 0,543 0,160 0,451 0,247 0,021
6-Laguna MerinB 0,659 0,683 0,307 0,230 0,480 - 0,623 0,769 0,539 0,121
7-YiB 1,000 0,976 0,375 1,000 0,758 0,445 - 0,332 0,353 0,000
8-Santa Lucia 0,763 0,744 0,334 0,300 0,526 0,394 0,601 - 0,488 0,084
9-Laguna MerinA 0,602 0,493 0,550 0,357 0,669 0,481 0,586 0,506 - 1,500

10-YiA 1,000 0,977 0,813 1,000 0,960 0,806 1,000 0,857 0,250 -
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Figura 6. Relacion entre las distancias genéticas representadas con el estadistico Fst vs.

distancias geograficas, para 10 poblaciones de Gymnogeophagus cf. gymnogenys. Mantel

test (g=-0,7; r=0,107).

Reloj Molecular

Las estimaciones del tiempo de divergencia en base a la tabla de divergencia genética

(Tabla 7), permitié estimar que los grupos 1 y 2 (Figura 3 y 4) divergieron hace

aproximadamente 2,3 millones de afos, mientras que la diferenciacidon mas reciente fue

hace aproximadamente un millén de afos, entre los grupos 4 y 5 (Figura 3 y 4). Por

tanto, los diferentes eventos de divergencia fueron situados en el Pleistoceno.

Tabla 7. Tabla de Divergencia genética pareadas, bajo el modelo Kimura 2

parametros, entre los clados del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys,

encontrados en los analisis filogenéticos.

1 2 3 4 5
Grupo 1
Grupo2 0,046
Grupo 3 0,030 0,034
Grupo4 0,032 0,044 0,026
Grupo 5 0,029 0,045 0,025 0,021
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Discusion

Polimorfismo de ADN en el gen de citocromo b
Las secuencias obtenidas del complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys, mostraron

una alta variabilidad, especialmente una alta diversidad haplotidica. Los valores de esta
fueron cercanos a los encontrados en el género Gymnogeophagus por Pereyra &
Garcia (2008). Valores altos de variabilidad ya fueron destacados para los ciclidos
Neotropicales sobre todo en la subfamilia Geophaginae, la cual seria mas alta que la

encontrada en ciclidos Africanos (Farias et al. 1999).

El analisis de distancia genética indica que la especie mas cercana al complejo G. cf.
gymnogenys, en el contexto de este estudio, es G. labiatus, mientras que la especie G.
meridionalis seria una especie hermana de estas dos. Asimismo, los ejemplares del
género Geophagus muestran ser hermanos a los del género Gymnogeophagus, lo que
confirmaria la monofilia del género Gymnogeophagus. Las relaciones encontradas
concuerdan con estudios anteriores (Reis & Malabarba 1988; Wimberger et al. 1998;
Pereyra & Garcia 2008).

Uno de los cuestionamientos del uso de los genes mitocondriales para los analisis
filogenéticos es la evidencia de saturacion y homoplasia (Hey & Machado 2003; Lépez
Fernandez et al. 2005). En este estudio solo se observdé saturacion en
Gymnogeophagus cf. gymnogenys cuando se analizaron las transiciones en la tercera
posicion; no asi cuando se estudio la saturacion en las tres posiciones del codon en su
conjunto. Segun Farias (1999), esto se debe a que la saturacion se evidencia cuando la
divergencia entre los individuos supera el 15%. Este valor no se supera dentro del
complejo estudiado, mientras que si se dan valores mayores a 0,15 entre G.

meridionalis y G. labiatus, y entre los géneros Gymnogeophagus y Geophagus.
Los test de neutralidad realizados no constataron evidencia de seleccidon natural o de

expansion demografica en la secuencia de citocromo b analizada, por tanto esta no

compromete nuestras inferencias evolutivas.
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Sin embargo, en el presente set de datos se evidencid seleccion positiva lo que es de
esperar en un gen codificante para una proteina de la cadena respiratoria de la
mitocondria. La ausencia de seleccion purificadora en la evolucion del ADN
mitocondrial es una de las asunciones necesarias para poder asegurar que los

patrones genéticos reflejan la historia de los organismos (Zink 2005).

Analisis filogenéticos
Las relaciones filogenéticas encontradas mediante los dos métodos no concuerdan con

resultados anteriores. Nuestros analisis muestran una politomia basal donde coalescen
tres clados: 1) Geophagus y G. meridionalis; 2) G.cf gymnogenys; 3) G. labiatus. El
complejo G. cf. gymnogenys incluye, G. gymnogenys sensu stricto y G. tiraparae
ademas de los otros 3 linajes genéticos divergentes. En contraposicion, en analisis
anteriores los géneros Geophagus y Gymnogeophagus son monofiléticos
respectivamente. En esos analisis G. gymnogenys seria una especie hermana de G.
labiatus y estos dos forman un clado hermano de G. meridionalis (Reis & Malabarba
1988; Wimberger et al. 1998; Pereyra & Garcia. 2008). La incongruencia entre el
presente trabajo y los resultados anteriores puede deberse a la saturacion del
marcador para distancias genéticas mayores a 15 %, caso en el cual, de acuerdo a
Farias et al. (1999) las relaciones filogenéticos no quedarian bien dilucidadas debido a
la existencia de homoplasia. Otra posible causa para la mencionada incongruencia,
puede deberse a que no se puedan resolver las relaciones entre Geophagus y
Gymnogeophagus debido a que la politomia basal puede estar representando o falta
informacion o rapida especiacion, eventos ya reportados para la familia Geophaginae
(Lépez Fernandez et al. 2005). Esto podria solucionarse con un grupo externo menos
emparentado dentro de la familia. En nuestros analisis filogenéticos el género
Gymnogeophagus resulta parafilético debido a que G. meridionalis se encuentra
formando un clado con el género Geophagus. Por tanto, se confirma que G.
meridionalis posee caracteres basales dentro del género Gymnogeophagus, sin
embargo no se puede confirmar la monofilia del género Gymnogeophagus en base al

presente set de datos.
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En cuanto al complejo Gymnogeophagus cf. gymnogenys se confirma la monofilia, al
igual que lo hicieron Pereyra & Garcia (2008). Dentro del complejo se encontraron 5
grupos incluyendo el sensu stricto y la especie G. tiraparae, uno mas que los
encontrados anteriormente por Pereyra & Garcia (2008). El nuevo grupo encontrado
pertenece a las localidades de Yucutuja y Arroyo Tres Cruces (Artigas), muy cercano al
Arroyo Pintado donde se encuentra otro grupo. Los 5 grupos encontrados concuerdan
con la hipotesis propuesta por Reis & Malabarba (1988) y que luego fue confirmado por
Pereyra & Garcia (2008), que este taxa seria un complejo de especie. Estos analisis no
pudieron resolver la relacion entre cuatro grupos y dentro de uno de los grupos,
observandose una politomia no resuelta, lo cual se ha visto antes en ciclidos
(Seehausen 2006; Pereyra & Garcia 2008). Esta politomia puede deberse tanto a la
falta de informacidn necesaria para resolver las relaciones filogenéticas o a eventos de
rapida diferenciacién (Lopez-Fernandez et al. 2005).

Los distintos episodios de divergencias dentro del complejo fueron situados en el
Pleistoceno, en acuerdo con Pereyra & Garcia (2008). Este resultado, en base al Reloj
Molecular, puede ser cuestionado debido a que los registros fosiles son escasos en la
familia y nulos en Gymnogeophagus lo que dificulta la calibracion del mismo
(KobImdller et al. 2008; Pereyra & Garcia 2008).

Analisis poblacional
La red de haplotipos también evidencié una alta divergencia, haplotipos divergentes

separados por varios cambios que representan haplotipos intermedios no encontrados.
Estos haplotipos intermedios no encontrados pueden ser a causa de un muestreo no
representativo o a una divergencia de estos haplotipos en un pasado lejano
(Seehausen 2006). Ademas, en este analisis se pueden ver los cinco agrupamientos
encontrados en los andlisis filogenéticos. Las relaciones observadas en la red de
haplotipos, no concuerdan con la distribucién de los organismos en las cuencas,
presentandose haplotipos altamente divergentes en la misma cuenca, incluso
coexistiendo en la misma localidad. Esto podria indicar o bien que la estructura
geografica actual de las cuencas no se corresponde con el pasado, por lo que

haplotipos altamente divergentes previamente diferenciados en alopatria, puedan
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dispersarse por diferentes cambios geoldgicos y climaticos en las cuencas y cohabitar
en una misma cuenca. Por otro lado, la presencia de esos haplotipos altamente
divergentes, también puede explicarse mediante procesos de diferenciacion in situ. La
hipdtesis de dispersidon para explicar solapamiento de poblaciones divergentes, ya fue

propuesta en el género Tropheus de ciclidos Africanos (Sturmbauer et al. 2005).

Al buscar la estructura poblacional del complejo Gymnogeophagus cf. gymmnogenys
mediante el AMOVA, se pudo confirmar que esta no se ajusta con la estructura actual
de las cuencas. La hipotesis de agrupamiento que mejor describe la estructura del
complejo en el Uruguay fue la “b” (Tabla 5), en la cual no solo se tuvo en cuenta los
agrupamientos que incluyen la mayor cantidad de poblaciones, minimizando la varianza
entre las poblaciones dentro de esos grupos y maximizando la varianza entre grupos,
sino que también se agruparon poblaciones en base a similitudes morfolégicas. Esto no
concuerda con una divergencia en alopatria de acuerdo a la actual estructura de
cuencas, mientras podria apoyar la posible divergencia in situ a través de la
especializacion ecologica o seleccidon sexual. Estos mecanismos ya han sido
propuestos para la diferenciacion en ciclidos (Farias et al. 1999; Salzburger et al. 2002;
Salzburger & Meyer 2004; Koblmdller et al. 2008). Por ejemplo, Schliewen et al. (1994)
probaron la diferenciacion en simpatria dentro de los lagos Bermin y Barombi Mbo, ya
que la forma conica de los lagos no permitiria la separacién entre poblaciones en
cambios del nivel del agua. También encontraron una relaciébn entre los grupos
encontrados mediante analisis moleculares de citocromo b y las adaptaciones troficas
de los distintos grupos. Alternativamente, los resultados del AMOVA pueden explicarse
por dispersion de linajes divergentes entre cuencas que hayan tomado contacto

mediante eventos geoldgicos en un pasado mas o menos reciente.

El analisis de flujo genético sugiere varias poblaciones aisladas y con muy bajo numero
de migrantes por generacion lo que indica que el aislamiento no es reciente. Este
analisis confirma la existencia de dos poblaciones divergentes y aisladas cohabitando
en las localidades tanto de Laguna Merin como en el rio Yi. Los resultados del Mantel

descartan el aislamiento por distancia en Gymnogeophagus cf. gymnogenys; lo que
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esta de acuerdo con los anteriores analisis ya que se han visto poblaciones altamente

divergentes coexistiendo en la misma localidad.

Conclusién
En este estudio se confirmd la monofilia de Gymnogeophagus gymnogenys y la

hipétesis de que seria un complejo de especie. Este complejo estd compuesto por
cinco clados con fuerte apoyo. Estos clados deberian ser tenidos en cuenta en futuras
politicas de conservacion de la biodiversidad como distintos ESUs. Ademas se
encontraron poblaciones altamente divergentes cohabitando los mismos ambientes vy
con bajos valores de flujo génico entre si. Se descarté la diferenciacidon por distancia,
dejando dos hipotesis como posibles fendbmenos a explicar la divergencia de los
distintos clados: diferenciacion in situ y por otro lado, diferenciacién en alopatria con
eventos de dispersion por contacto entre cuencas durante un pasado reciente.

Nuestra investigacién permitié la reconstruccion de relaciones filogenéticas y de la
historia biogeografica de un complejo de especies de una de las familias de teledsteos

mas diversa, en el Uruguay.

Perspectivas
Con el fin de poder discriminar si la politomia se debe a falta de informacion del

marcador utilizado o a una diferenciacion rapida in situ, es necesario el muestreo en
localidades que aun no estan representadas en nuestros analisis (por ej: cuenca del
Arapey y Queguay), ya que un muestreo riguroso puede maximizar la resolucién (Riéan
et al. 2008; Lopez-Fernandez et al. 2010). Asi mismo se deberan realizar analisis
combinados de genes mitocondriales con genes nucleares. Estos analisis proveen
diferente informacion para poder resolver las relaciones filogenéticas y acerca de los
eventos de diferenciacion (Hey & Machado 2003; Ri¢an et al. 2008).

En este estudio no se pudo resolver el fendmeno de diferenciacion en el complejo, para
esto se propone un andlisis morfolégico, ecoldgico y etoldégico para probar si existe
seleccidn sexual o especializaciones tréficas relacionadas a los clados encontrados.
Por otro lado, en base a nuestros resultados y a los antecedentes en la subfamilia

Geophaginae, es importante estudiar el fenémeno de radiacion adaptativa. Para ello, es
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importante comprobar las caracteristicas que propuso Schluter (2000): mondfilia, rapida
diversificacién, correlacién entre fenotipo medioambiente y caracteres con utilidad
ecoldgica. Las dos primeras se pueden desprender de nuestros analisis, mientras que
las dos ultimas implicarian un estudio ecoldgico de los caracteres morfoldgicos.

Por ultimo, debido a que ya se ha encontrado variacion a nivel citogenético dentro del
género Gymnogeophagus (Bettin Pires et al. 2010) seria informativo realizar un estudio
a nivel citogenético dentro del complejo y contrastarlo con los grupos o poblaciones

aisladas encontradas en este estudio.
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Anexo 1. Numero de haplotipos en base a secuencias parciales del citocromo b obtenidos del complejo
Gymnogeophagus cf. gymnogenys en cuatro cuencas del Uruguay y su correspondencia con el numero de

catalogo 6 numero de acceso del Genbank, sitio de muestreo y cuenca correspondiente.

Haplotipo Espécimen (N) Localidad Cuenca
1 DQ448257 Arroyo Colla. Dpto. Colonia. Rio de la Plata
2 P1544 Arroyo corrales (-31:23:26/-55:15:14). Dpto Rivera. Rio Negro
DQ448258 Arroyo Colla. Dpto. Colonia. Rio de la Plata
DQ448259 Arroyo Colla. Dpto. Colonia. Rio de la Plata
P1577 Rio Rosario (Ruta 2 K 20,900). Dpto. Soriano. Rio de la Plata
3 DQ448252 Rio Tacuari. Dpto. Treinta y Tres. Laguna Merin
4 DQ448256 Rio Tacuari. Dpto. Treinta y Tres. Laguna Merin
5 DQ448269 Rio Santa Lucia. Dpto. Florida. Rio de la Plata
DQ448269 Rio Santa Lucia. Dpto. Florida. Rio de la Plata
DQ448266 Rio Santa Lucia. Dpto. Florida. Rio de la Plata
6 P1594 Rio Negro (Paraje 329), Dpto. Durazno. Rio Negro
DQ448265 Rio Negro. Dpto. Cerro Largo. Rio Negro
P1587 Palmar. Dpto. Durazno Rio Negro
7 DQ448264 Rio Yi. Dpto. Durazno Rio Negro
8 DQ448251 Rio Tacuari. Dpto. Treinta y Tres. Laguna Merin
P1580 Rio Tacuarembd, Pueblo Ansina. Dpto. Tacuarembé Rio Negro
DQ448255 Rio Tacuari. Dpto. Treinta y Tres. Laguna Merin
9 DQ448267 Rio Santa Lucia. Dpto Florida. Rio de la Plata
10 DQ448268 Rio Santa Lucia. Dpto. Florida. Rio de la Plata
11 EF426493 Rio Yaguaron. Dpto. Cerro Largo. Laguna Merin
EF426492 Rio Yaguaron. Dpto. Cerro Largo. Laguna Merin
EF426491 Rio Yaguaron. Dpto. Cerro Largo. Laguna Merin
EF426490 Rio Yaguaron. Dpto. Cerro Largo. Laguna Merin
12 DQ448261 Arroyo Pintado. Dpto. Artigas. Rio Uruguay
DQ448261 Arroyo Pintado. Dpto. Artigas. Rio Uruguay
13 P1576 Rio Tacuarembd. Dpto. Tacuarembd, Rio Negro
P1606 Arroyo Grande. Dptos. Flores- Durazno. Rio Negro
P1530 Arroyo Batovi (-31:06:58/-55:24:56). Dpto. Rivera. Rio Negro
P1533 Arroyo Cufapiru (-31:02:21/-55:29:31). Dpto. Rivera. Rio Negro
Arroyo Batovi (-31:54:30/-56:01:04). Dpto.
P1538 Tacuarembd. Rio Negro
P1545 Arroyo corrales (-31:23:26/-55:15:14). Dpto. Rivera. Rio Negro
Cafada en la Ruta 4 (-32:12:25/-57:12:47). Dpto.
P1549 Paysandu. Rio Uruguay
14 P1531 Arroyo Cufiapiru (-31:02:21/-55:29:31). Dpto. Rivera. Rio Negro
15 P1532 Arroyo Cufapiru (-31:02:21/-55:29:31). Dpto. Rivera. Rio Negro
16 P1540 Rio Yi (-33:23:49/-56:24:10). Dpto. Durazno. Rio Negro
P1542 Rio Yi (-33:23:49/-56:24:10). Dpto. Durazno. Rio Negro
17 P1559 Arroyo Pelado (-30:39:31/-56:40:27). Dpto. Artigas. Rio Uruguay
P1546 Arroyo Yucutaja (-30:26:16/-57:17:46). Dpto. Artigas. Rio Uruguay
P1547 Arroyo Yucutaja (-30:26:16/-57:17:46). Dpto. Artigas. Rio Uruguay
18 P1552 Arroyo Pelado (-30:39:31/-56:40:27). Dpto. Artigas. Rio Uruguay
19 P1582 Rio Tacuarembd, Pueblo ansina. Dpto. Tacuarembé. Rio Negro

38



DQ448262 Rio Yi. Dpto. Durazno. Rio Negro
DQ448263 Rio Yi. Dpto. Durazno. Rio Negro
20 DQ448260 Arroyo Pintado. Dpto. Artigas. Rio Uruguay
21 DQ448253 Rio Tacuari. Dpto. Treinta y Tres. Laguna Merin
22 DQ448254 Rio Tacuari. Dpto. Treinta y Tres. Laguna Merin
AF370661
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