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Resumen

La region Neotropical presenta la mayor diversidad de peces de agua dulce del mundo.
Parte de esta gran diversidad corresponde a varias familias de Cyprinodontiformes.
Dentro de estas, se encuentra la familia Rivulidae, la cual presenta varios géneros con
un ciclo de vida anual Unico entre los vertebrados. Esto sumado a las caracteristicas de
habitat fragmentado en que estos peces anuales se desarrollan, los convierten en
excelentes modelos para el estudio de los patrones biogeograficos. Austrolebias
bellottii es un pez anual que habita charcos temporales de las cuencas Parand, Uruguay
y La Plata, presentando una de las distribuciones mas amplias para el género. El
presente estudio evallo la variacion en la forma respecto a la Latitud, la Cuenca
Hidrografica y la presencia de depredadores mediante analisis de morfometria
geométrica y conteos meristicos. Se encontraron relaciones con significancia
estadistica para las 3 variables estudiadas, se hallé6 una identidad por cuenca y
diferencias en la forma en presencia y ausencia de depredadores, la variable latitud
explica solamente el 10% y 15% de la variacion en machos y hembras respectivamente.
De acuerdo a estos resultados, se apunta a la dindmica historia geomorfoldgica de la
cuenca, generando procesos de aislamiento y efecto fundador, la interaccion con otras
especies y la propia biologia del grupo como los principales factores involucrados en la

variacion observada.



Introduccion

Los peces anuales como modelo

La region Neotropical presenta la mayor diversidad de peces de agua dulce del mundo,
con al menos 6000 especies habitando sus grandes cuencas hidrograficas (Reis et al.,
2003). Parte de esta gran diversidad Neotropical corresponde a varias familias de
Cyprinodontiformes, orden que se encuentra entre los cinco grupos con mayor
numero de especies en esta region (Vari & Malabarba, 1998). Entre ellas, la familia
Rivulidae presenta varios géneros con un ciclo de vida anual Unico entre los
vertebrados. El mismo consiste en la deposicidn, por parte de los adultos, de huevos
con resistencia a la desecacién en el fondo de los charcos temporales que habitan.
Estos huevos presentan una capa coridnica externa extremadamente gruesa y
ornamentada que los aisla del medio externo adverso (Simpson, 1979; Loureiro & de
S4, 1996, 2000). Ademads, los embriones tienen la capacidad de atravesar hasta tres
periodos de diapausa (Wourms, 1972), lo que les permiten retrasar el tiempo de
desarrollo hasta el momento en que las condiciones ambientales son nuevamente
propicias para la eclosiéon de los alevines y el desarrollo de los adultos. Estas
adaptaciones del desarrollo embrionario, son complementadas con una alta tasa
metabodlica que permite a los juveniles alcanzar la madurez sexual pocas semanas
después de la eclosién, en algunos casos solamente 4 semanas después del nacimiento
(Cardozo, 1999). Una vez adultos, los peces anuales se reproducen constantemente
hasta su muerte, la cual ocurre poco antes de secarse los charcos, posiblemente por
las altas temperaturas de fines de primavera (Simpson, 1979; Errea & Danulat, 2001).
El comportamiento reproductivo también se encuentra asociado a este particular ciclo
de vida. El mismo consiste en el despliegue de determinadas conductas de atraccidon y
respuesta por parte del macho y la hembra, cuya culminacion es el enterramiento total
de la pareja con el fin de depositar los huevos dentro del sustrato (Vaz-Ferreira et al.,

1964; Belote & Costa, 2002).



La familia Rivulidae presenta gran variabilidad morfolégica (Vaz-Ferreira & Melgarejo,
1984; Costa, 1990; Loureiro & de S3a, 1998) y también se ha registrado amplia
divergencia cariotipica entre las especies (Garcia, 2009). Las caracteristicas de habitat
fragmentado en que los peces anuales se desarrollan, son propicias para que
mecanismos evolutivos tales como la deriva genética (Gillespie, 2001), cuellos de
botella, efecto fundador (Carvalho & Hauser, 1999) y endogamia tengan influencia
sobre la evolucidn y la probabilidad de extincién de las poblaciones (Whitlock, 2000).
Estos mecanismos, junto con las altas tasas metabdlicas encontradas en estos
organismos (Cardozo, 1999), las caracteristicas estresantes del ambiente que ocupany
su corto tiempo generacional, provocarian altas tasas de evolucién que propiciarian
una alta variabilidad morfoldgica y molecular. Su escasa vagilidad favoreceria ademas
el aislamiento entre las poblaciones. La acciéon conjunta de estos mecanismos
evolutivos propiciaria por tanto la diferenciacion entre las poblaciones con la potencial
probabilidad de la ocurrencia de eventos de especiaciéon (Loureiro, 2004). Asimismo,
las interacciones ecoldgicas, tales como la competencia y la depredacién, son también
otros posibles mecanismos responsables de la creacién de variabilidad y diversidad en
estos organismos. Estas condiciones hacen de los peces anuales un buen modelo para
estudiar diferenciacién intraespecifica y especiacidon en los vertebrados (D’Anatro &

Loureiro, 2005).

El género Austrolebias (Cyprinodontiformes: Rivulidae) incluye aproximadamente 38
especies distribuidas a lo largo de la cuenca del Parana-La Plata (Parana, Paraguay y
Uruguay) y del sistema de lagunas Patos-Merin (Costa, 2006). Uno de los clados dentro
de Austrolebias, el complejo de A. bellottii (sensu Costa 2006), estd compuesto por
especies pequefias y medianas. En la actualidad, este complejo esta representado por
cinco taxa: A. bellottii Steindahcner 1881, A. apaii Costa, Laurino, Recuero y Salvia
2006, A. vandenbergi Huber 1995, A. melanoorus Amato 1986, y A. univentripinnis
Costa y Cheffe 2005. Austrolebias vandenbergi se distribuye en las cuencas de los rios
Paraguay y Alto Parand, A. melanoorus en la cuenca alta del rio Negro y la parte
superior del rio Yaguardn , mientras que A. univentripinnis se conoce para una unica

ubicacién en el sistema Patos-Merin (Costa, 2006). Mientras que los taxa mencionados
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parecen representar especies validas, A. bellottii debido a su alta variabilidad
morfoldgica y errores de identificacion de los ejemplares, ha mostrado historicamente
controversias taxondmicas (Vaz-Ferreira y Sierra, 1973; Costa, 2006). Esta especie se
conocia tradicionalmente para la provincia de Buenos Aires, la parte baja del rio
Parand y la cuenca del rio Uruguay, pero las poblaciones de esta ultima zona se han
descrito como una nueva especie, A. apaii (Costa, 2006). Sin embargo, estudios
recientes basados en andlisis moleculares y morfoldgicos, quitan el estatus de especie
valida a A. apaii incluyéndola nuevamente dentro de A. bellottii (Garcia et al., en

prensa).

Dentro de su rango de distribucidn Austrolebias bellottii comparte el habitat con otras
especies de peces anuales del mismo género; al menos 5 especies de 3 clados
diferentes estan representados en la region (Costa, 2006). Si bien no hay estudios
respecto a la interaccion de las diferentes especies para este caso, es de suponer que
procesos como competencia ya sea por espacio y/o recursos, y depredacién ocurran
entre las mismas. En este sentido cabe destacar la presencia en sintopia en parte del
rango de distribucién de A. bellotti, de una especie de anual de gran tamarfio, A.
elongatus, la cual es predadora de otros anuales (Obs. Pers). Las presiones ejercidas
por los depredadores se encuentran entre los principales factores que estructuran las
comunidades (Jeffries & Lawton, 1984; Jackson et al., 2001). Los depredadores no sélo
afectan la distribuciéon y abundancia de los taxa, sino ademds la distribucion y

abundancia de los fenotipos dentro de las especies (Endler, 1995; Reznick, et al. 2001)

Andlisis morfoldgico de la variacidn de A. bellottii

Entre los objetivos mas importantes de la biologia evolutiva se encuentra el entendimiento
de los patrones de diversificacion morfoldgica entre linajes y sus relaciones con los
patrones ecolégicos e historicos (Lessa & Patton, 1988). La evolucién morfoldgica involucra
a la seleccién natural como el principal proceso actuante (Endler, 1986), el cual favorece a

los animales que estén mejor adaptados al ambiente, tanto en estructuras anatdmicas



como en comportamiento (McNeill, 1982). Asimismo la variacion morfolégica puede darse
también por procesos de deriva genética, generando asi “deriva morfolédgica” la cual no

tiene implicancias adaptativas (Marroig & Cheverud, 2004).

La Morfometria Geomeétrica surgid en las ultimas décadas como una importante
herramienta para el estudio de la variacidn en estructuras anatémicas (Bookstein, 1991).
Las variables utilizadas en estos analisis morfolégicos son marcas anatdmicas
(“landmarks”) consideradas homodlogas en todos los individuos en estudio (Rohlf et al.,
1993; Monteiro & dos Reis, 1999). Esta técnica permite hacer un analisis detallado de la
forma lo cual permite su descripcién cuantitativa y por lo tanto la interpretacién bioldgica
de tal variacidn (Rohlf, 1990). La cuantificacién de la forma se lleva a cabo por medio de
modelos matemadticos y estadisticos, transformdndose la morfometria en un area en la
frontera de la biologia, la estadistica y la geometria (Monteiro & dos Reis, 1999). De esta
manera, Bookstein (1989) cred una definicién de forma mas precisa: “todas las propiedades de
una configuracién de puntos que no se alteran por efectos de tamafio, posicién u orientacion”
(Monteiro & dos Reis, 1999). Un punto importante en el estudio de la variacién morfoldgica
interespecifica es contar con la sensibilidad suficiente para que dicha variacidn sea detectada,
caracteristica en la que se destaca la Morfometria Geométrica (Zelditch, 2004). Es una técnica
muy efectiva en la captura de informacién sobre la forma de los organismos y sus resultados
son estadisticamente convincentes al testear las diferencias (Rohlf et al., 1993). Debido a la
efectiva capacidad de esta técnica ha sido escogida para llevar a cabo los analisis del presente

estudio.

Los caracteres morfoldgicos, incluyendo meristicos (conteo de series de
los elementos) y las proporciones del cuerpo, a menudo varian clinalmente (es decir, a lo largo
de un gradiente geografico) (Barlow, 1961; Chernoff, 1982). Los patrones de variacion
geografica en los rasgos fenotipicos entre una amplia gama de peces a menudo sugieren la
influencia de factores medio ambientales e influencias de los habitats locales (Corti & Crosetti,
1996). Estudios recientes de la variacidn en caracteres moleculares entre las poblaciones de
peces han permitido comparar el grado de variacidon de los rasgos moleculares con la de los
caracteres morfoldgicos y ayudar a evaluar el grado de plasticidad fenotipica mostrado por una
especie (Beheregaray & Levy, 2000). Los estudios de variacidn de caracteres morfoldgicos, por
lo tanto, son vitales para dilucidar los patrones observados en la variacidon de caracteres

fenotipicos y genéticos, entre las poblaciones de peces (Beheregaray & Levy, 2000).



Hipotesis

La escasa vagilidad de los peces anuales, la extensa area de distribucion de A. bellottii
(tres sub-cuencas hidrograficas) con amplios rangos en condiciones locales y su parcial
coocurrencia con Austrolebias elongatus, (ictiofaga), determinan diferentes contextos
ecoldgicos que afectan el desempefio de A. bellottii. Procesos de adaptacion local a
estas condiciones y la evolucidn de respuestas plasticas determinan la existencia de

variabilidad morfoldgica en esta especie determinada por fuerzas ecoldgicas locales.
Objetivo

El presente estudio pretende analizar la variacion morfoldgica de Austrolebias bellottii,
partiendo de la hipodtesis de que la variacidon morfoldgica observada es explicada por

tres posibles factores: la cuenca hidrografica en las que la especie esta presente, como
factor histdrico, y como factores ambientales, la variacidn en un gradiente latitudinal y

la coocurrencia de especies de peces anuales predadores.

Materiales y métodos

Se trabajo con especimenes depositados en las colecciones de peces de la Facultad de
Ciencias, Montevideo (ZVC-P), Museo Nacional de Historia Natural de Montevideo

(MNHN), y el Museo Argentino de Ciencias Naturales (MACN), (Anexo 1).

En base a la informacion contenida en los catdlogos de las instituciones a donde
pertenecen los ejemplares, se georeferencié cada una de las localidades, utilizando el
programa Google Earth, cuando los datos de colecta no eran exactos se tomaron las
coordenadas de las zonas que presentaran humedales de caracteristicas temporales

mas cercanas a la localidad presente en la informacién del catalogo (Fig. 1).

Para la obtencion de datos de presencia de peces anuales potencialmente predadores
para A. bellottii, se realizé una busqueda bibliografica tomando en cuenta la ultima

revision del género (Costa, 2006), catdlogos de colecciones cientificas disponibles y de



revision de material en préstamo del Museo Argentino de Ciencias Naturales (MACN) y

Museo de La Plata (MLP).
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Figura 1. Mapa de la cuenca del Plata, los puntos representan una o varias de las localidades analizadas.

Para el analisis meristico se utilizaron 224 ejemplares de las localidades disponibles,
tomando un maximo de 10 ejemplares por lote. Los caracteres meristicos utilizados,
fueron los propuestos por Loureiro (2004): nimero de radios 6seos de las aletas dorsal
(Rdors), anal (Ranal), caudal (Rcaud), pectorales (Rpec) y pélvicas (Rpelv),; nimero de
escamas en la serie lateral (Elat), serie transversal (Etrans) alrededor del pedunculo
(Eped) y predorsales (Epred) contadas como la serie que va desde la region anterior de
la cabeza hasta el origen de la aleta dorsal; nUmero de neuromastos (Fig. 2) en la serie
supraorbital (Nsup), serie suborbital (Nsub), y serie preopercular (Npreop). Los

conteos de estructuras bilaterales se realizaron siempre del lado izquierdo.
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Figura 2. Series de neuromastos analizados en el estudio: A, vista superior, Nsupr; serie supraorbital. B, vista
ventral. C, vista lateral de la region cefélica, Nsub; serie suborbital, Npreop; serie preopercular (modificado de
Costa, 2006).

Mediante test no paramétrico de Mann- Whitney se evalud la significancia de la
variable Presencia de depredador sobre las variables meristicas. Para la Latitud se
realizo una regresion entre esta variable y los conteos meristicos evaluando la
significancia mediante test Lambda de Wilks. La significancia de la variable Cuenca fue
evaluada mediante el estadistico Kruskal-Wallis para las 3 variables a la vez, y luego se

analizaron las cuencas par a par mediante el estadistico Mann-Withney .

La variacién de la forma se analizd a través de andlisis de morfometria geométrica
utilizando la aproximacion de “thin plate splines” (Bookstein, 1991). Para el analisis se
utilizaron 384 ejemplares de 23 localidades de Uruguay y Argentina. La posicion de los
marcos anatémicos fue definida en base a Garcia et al. (en prensa), las imagenes de
los ejemplares fueron obtenidas mediante un scanner (RealTek Scanner), y
posteriormente digitalizadas con el software TPSdig (Rohlf, 2003). Quince marcos

anatémicos por espécimen fueron digitalizados en vista lateral (Fig. 3).
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Figura 3. Marcos anatdmicos utilizados: (1) punta del hocico, (2) origen de la aleta dorsal, (3) final de la aleta dorsal,
(4) origen dorsal de la aleta caudal (5) final del pedunculo caudal, (6) origen ventral de la aleta caudal, (7) final de la
aleta anal, (8) origen de la aleta anal, (9) origen de la aleta pélvica, (10) unién de los ceratohyales con el basihyal,
(11) margen anterior del ojo, (12) margen posterior del ojo, (13) insercién de la membrana opercular en la cabeza.
(14) insercidn dorsal de la aleta pectoral en el cuerpo y (15) insercion ventral de la aleta pectoral en el cuerpo.
(Modificado de D’Anatro & Loureiro, 2005)

Las configuraciones obtenidas para los marcos anatdmicos de cada individuo fueron
superpuestas de modo que las desviaciones entre estos fueron minimizadas usando el
método de ajuste “Procustes”. La variacidn entre individuos se expresa como variacién
en los pardmetros de una funcion interpolante que compara un individuo dado con la
configuracion consenso. Esta funcién luego fue descompuesta en elementos
geomeétricamente ortogonales llamados deformaciones principales (“principal warps”)
(Adams & Rosenberg, 1998). Los especimenes superpuestos se proyectaron sobre
estas deformaciones para describir sus desviaciones con respecto a la configuracién
consenso. Dichas proyecciones (“partial warps scores”) describen la diferencia en la
forma entre individuos en términos de la variacion de la deformacion de gradillas

(Bookstein, 1991).

Para evaluar la incidencia de la cuenca en la variacién de la forma se agruparon a los
ejemplares de acuerdo a la pertenencia a una cuenca (Parana, Uruguay o La Plata) y
luego se realizd un analisis discriminante utilizando dichas agrupaciones. La
significancia a nivel discriminante del conjunto de variables fue expresada mediante el
estadistico de Lambda de Wilks. Ademas, la similitud entre las variables aleatorias
multidimensionales, teniendo en cuenta su correlacion, se realizé6 mediante distancias
cuadradas de Mahalanobis (Monteiro & dos Reis, 1999). El analisis discriminante es un

método de clasificacion formado por un conjunto de técnicas multivariantes
12



explicativas, descriptivas y predictivas que nos permiten estudiar la significancia y
naturaleza de las diferencias existentes entre grupos establecidos a priori, asi como la
asignacion de individuos a grupos cuyas caracteristicas hayan sido previamente

estudiadas (Gonzélez et al., 1991).

Respecto a la presencia de peces anuales ictiéfagos se siguid el siguiente criterio:
grupo 0, ausencia de depredador; grupo 1, presencia de depredador. Se realizé un
analisis de componentes principales en base a la matriz de peso (Partial Warps) y se
extrajeron los componentes principales 1y 2. Este analisis simplifica la matriz de peso
reemplazando las variables originales por los componentes principales, que son
combinaciones lineales de las variables originales e independientes unas de otras.
Estas nuevas variables estan ordenadas de mayor a menor respecto a cuanta variacién

explican de los datos originales (Manly, 2005).

Para evaluar la incidencia de la latitud se probd si existia una relacion lineal entre esta
y los factores 1 y 2 del analisis de componentes principales de la matriz de peso. Para
realizar los analisis de Morfometria Geométrica antes descriptos, se utilizaron los

programas tpsRegr y tpsRelw (Rohlf, F., http://life.bio.sunysb.edu/morph).

Dado el evidente dimorfismo sexual en la especie, machos y hembras fueron

analizados separadamente en todos los analisis realizados.

Resultados

Analisis meristico y presencia de depredador

Mediante el analisis con el estadistico Mann-Whitney se observaron diferencias
significativas entre los grupos de machos clasificados de acuerdo a la presencia o
ausencia de A. elongatus, en los conteos meristicos de escamas laterales, escamas
transversales, escamas predorsales y las series de neuromastos supraoculares vy

preoperculares (Fig. 4). Las demas variables meristicas no mostraron diferencias con

13



significancia estadistica. Para los conteos meristicos de las hembras, las diferencias

significativas de los grupos con presencia y ausencia de A. elongatus se observaron en

los radios de las aletas dorsales, anales y pectorales, en la serie de escamas

transversales y neuromastos supraoculares y preoperculares (Fig. 5).
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Figura 4. Box-plots para las variables meristicas analizadas con significancia estadistica (p<0,05) en
funcion de la presencia o ausencia de A. elongatus para machos. A: radios dorsales, B: escamas laterales,
C: escamas transversales, D escamas predorsales, E: neuromdastos supraorbitales, F: neuromastos

preoperculares.
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Figura 5. Box-plots para las variables meristicas analizadas con significancia estadistica (p<0,05) en
funcion de la presencia o ausencia de A. elongatus para hembras. A: radios dorsales, B: radios anales, C:
radios pectorales, D escamas transversales, E: neuromdstos supraorbital, F: neuromadstos
preoperculares.

Analisis meristico y Cuencas

Respecto a la variable Cuenca, el estadistico Kruskal-Wallis reveld diferencias
significativas entre los grupos en los conteos de radios de la aleta dorsal, anal, caudal y
pélvica, de neuromastos y en las series preopercular y suborbital en hembras (Fig. 6).

En machos, las diferencias fueron encontradas entre los radios de las aletas dorsal,
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anal, caudal y pélvica. Asimismo se encontro significancia estadistica en las series de

escamas transversales, del pedunculo y predorsales, y en los conteos de neuromastos

de la serie suborbital (Fig. 7). El andlisis con el estadistico de Mann- Withney para la

evaluacion de las cuencas de a pares mostré significancia estadistica en las variables

analizadas, observandose un mayor numero de diferencias en los conteos meristicos

entre los ejemplares de las cuencas Parand y Uruguay y menores numeros de

diferencias entre las cuencas La Plata y Parana (Tabla 1).
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Figura 6. Box-plots para las variables meristicas por cuenca

Rdors: KW-H(2|112) = 8,2218] p = 0,0164

Uruguay La plata Parana

Cuenca

Rcaudal: KW-H(2|112) = 17,5374| p = 0,0002

Uruguay La plata Parana

Cuenca

Npreop: KW-H(2/108) = 10,5233 p = 0,0052

Uruguay Laplata Parana

Cuenca

o Mean
[ Mean10.95 Conf. Interval
T Min-Max

C

o Mean
[ Mean0,95 Conf. Interval
T Min-Max

o Mean
[ Mean=0,95 Conf. Interval
T Min-Max

Ranal

Rpelv

Nsub

radios dorsales, B: radios anales, C: radios caudales, D:
neuromastos suborbitales.

28

26

24

22

20

Ranal: KW-H(2|112) = 11,9549] p = 0,0025

Uruguay La plata Parana

Cuenca

Rpelv: KW-H(2/112) = 9,0963| p = 0,0106

(-] B

Uruguay Laplata Parana

Cuenca

Nsub: KW-H(2[108) = 33,4802| p = 0,00000

=T

o Mean
[ Meanz0,95 Conf. Interval
T Min-Max

D

o Mean
[0 Mean:0,95 Conf. Interval
T Min-Max

Uruguay Laplata Parana

Cuenca

o Mean
[[] Mean0,95 Conf. Interval
T Min-Max

en hembras con significancia estadistica (p<0,05). A:
radios pélvicos, E: neuromastos preoperculares, F:

16



30

28

26

24

Rdorsal

22

20

28

26

24

22

Rcaudal

20

21

20

Etrans
>

26

24

22

20

Epred

Rdorsal: KW-H(2|112) = 8,5258| p = 0,0141

o Mean

Parana Uruguay La Plata

cuenca

Reaudal: KW-H(2/112) = 14,402| p = 0,0007

[ Mean0,95 Conf. Interval
T Min-Max

C

o Mean

Parana Uruguay La Plata

cuenca

Etrans: KW-H(2/101) = 16,4954| p = 0,0003

[[J Mean+0,95 Conf. Interval
T Min-Max

o Mean

Parana Uruguay La Plata

cuenca

Epred: KW-H(2/94) = 10,2128| p = 0,0061

[] Meanz0,95 Conf. Interval
T Min-Max

G

o Mean

Parana Uruguay La Plata

cuenca

[ Meanz0,95 Conf. Interval
T Min-Max

Ranal

Rpelv

Eped

Nsub

34

32

30

28

26

24

22

65

6,0

55

50

45

40

35

30

40
38
36
34
32
30
28
26
24
22

Ranal: KW-H(2[112) = 15,6306] p = 0,0004

Parana Uruguay La Plata

cuenca

Rpelv: KW-H(2/112) = 6,7346] p = 0,0345

Parana Uruguay La Plata

cuenca

Eped: KW-H(2/98) = 12,685| p = 0,0018

Parana Uruguay La Plata

cuenca

Nsub: KW-H(2|108) = 18,4287| p = 0,00010

Parana Uruguay La Plata

cuenca

o Mean
[] Mean0,95 Conf. Interval
T Min-Max

D

o Mean
[0 Meanz0,95 Conf. Interval
T Min-Max

o Mean
[ Mean+0,95 Conf. Interval
T Min-Max

H

o Mean
[[] Mean0,95 Conf. Interval
T Min-Max

Figura 7. Box-plots para las variables meristicas por cuenca en machos con significancia estadistica (p<0,05). A: radios
dorsales, B: radios anales, C: radios caudales, D: radios pélvicos, E: escamas transversales, F: escamas pedunculo, G: escamas
predorsales H: neuromastos suborbitales.
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Tabla 1: valores del estadistico Mann-Withney para las variables meristicas por cuencas. En negrita se muestran los
valores con significancia estadistica (p-valor<0,05)

LaPlata- Uruguay LaPlata- Parand Uruguay- Parana
z p-level z p-level z p-level
ajustado ajustado ajustado
Rdors 0.4752 0.6346 3.1686 0.0015 2.4541 0.0141
Ranal 2.9477 0.0032 2.8380 0.0045 1.6020 0.1091
Hembras Rcaudal  -3.4127 0.0006 -0.2349 0.8143 3.0419 0.0023
Rpelv 2.1452 0.0319 -0.4614 0.6445 -2.3610 0.0182
Npreop 2.8073 0.0050 0.3314 0.7404 -2.1447 0.0319
Nsub 5.2724 0.0000 1.7812 0.0749 -3.2841 0.0010
Rdorsal -2.6006 0.0093 -2.5930 0.0095 0.6183 0.5363
Ranal -3.4193 0.0006 -3.5434 0.0003 1.2373 0.2159
Rcaudal 3.2663 0.0010 -0.3855 0.6998 2.5579 0.0105
Machos Rpelv -2.1263 0.0334 0.5950 0.5518 -1.8515 0.0640
Etrans 1.7461 0.0807 -2.9287 0.0034 3.7456 0.0001
Eped 1.8964 0.0578 -1.9083 0.0563 3.2390 0.0011
Epred 3.2587 0.0011 1.6480 0.0993 -0.0153 0.9877
Nsub -4.2232 0.00002 -2.2052 0.0274 -1.2322 0.2178

Analisis meristico y Latitud

La regresion lineal realizada entre las variables meristicas y la latitud, en hembras,
mostré correlaciones significativamente diferente de 0 en los conteos de radios
dorsales, caudales, pectorales y de las aletas pélvicas, asi como también en las series
de escamas del pedinculo caudal, serie predorsal y en el nimero de neuromastos
supraoculares. Para el grupo de los machos la significancia del estadistico se observd
en los conteos de radios dorsales y de la aleta anal, en la serie de escamas
transversales y el los neuromastos preopeculares y suborbitales (Tabla 2). Es necesario
destacar que si bien los conteos meristicos mencionados mostraron significancia

estadistica, estos presentan valores de R? bajos, siendo en ningun caso mayores a 0.15.
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Tabla 2. Valores de la regresion lineal entre variables meristicas y latitud. En negrita se muestran los valores con
significancia estadistica (p-valor<0,05)

Hembras Machos
R? p-valor R? p-valor

ajustado ajustado
Rdors 0,1548 0,0001 0,1446 0,0001
Ranal -0,0079 0,5609 0,1088 0,0008
Rcaudal 0,0802 0,0049 -0,0043 0,4345
Rpect 0,0446 0,0291 0,00005 0,3189
Rpelv 0,0456 0,0277 -0,0009 0,3418
Elat 0,0061 0,2217 -0,0075 0,5631
Etrans -0,0066 0,5054 0,0719 0,0061
Eped 0,0564 0,0161 0,0187 0,1041
Epred 0,0814 0,0046 0,0061 0,2161
Nsup 0,0347 0,0480 -0,0056 0,4829
Npreop -0,0055 0,4649 0,0548 0,0149
Nsub -0,0119 0,9469 0,0431 0,0276

Morfometria geométrica y Cuencas

Los anadlisis de funciones discriminantes muestran separaciones definidas entre
individuos de las distintas cuencas, en ambos sexos. En machos, a lo largo de los
valores positivos de la raiz 1 se ubican los individuos pertenecientes a La Plata (Fig. 8).
Estos presentan desplazamientos respecto al consenso en los landmarks
pertenecientes al final de la aleta dorsal y anal; estos desvios se caracterizan por un
corrimiento hacia posiciones posteriores. Asimismo, se observan cambios en la
posicion del inicio de la aleta pélvica y anal, dichos marcos anatdmicos se desvian en
direccién postero-inferior respecto al consenso, también se observa un acercamiento
en los marcos anatdmicos pertenecientes al ojo; los peces dentro de este grupo
tienden a presentar cuerpos mas altos, un pedidnculo caudal mas corto y robusto, y
0jos mas pequefios. Desviaciones opuestas ocurren en los valores negativos de dicha
raiz. Sobre los valores negativos de la raiz 2 se encuentran los individuos de la cuenca
Uruguay, cuyas desviaciones en relacion al consenso ocurren en los landmarks ocurren
principalmente en la regidon caudal; se observa un acercamiento entre el final de las

aletas dorsal y el inicio dorsal de la aleta caudal, y del final de la aleta anal y el inicio
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ventral de la aleta caudal. Esto genera un pedunculo caudal mas robusto. Los demas
marcos anatdmicos no presentan desvios aparentes respecto al consenso. Sobre los
valores positivos de la raiz 2 se ubican los ejemplares pertenecientes a la cuenca
Parand, que presentan desvios opuestos a los anteriores, presentando, por lo tanto

pedunculos caudales mas estilizados.
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Figura 8. Raiz 1 vs. Raiz 2 de funcion linear discriminante realizado para matriz de las deformaciones
parciales entre individuos hembras de las distintas cuencas. Gradillas A. y B. representan las
deformaciones negativas y positivas, respectivamente, de Raiz 1. Gradillas C. y D. representan las
deformaciones positivas y negativas, respectivamente, de Raiz 2.Gradilla E forma consenso. Valor
estadistico de Lambda de Wilks de 0.2054415 (p-valor < 0,0000).

La matriz de clasificacion muestra un total de individuos correctamente clasificados de
aproximadamente un 92%. Respecto a las distancias de Mahalanobis obtenidas, la
mayor similitud entre los grupos se observa entre los ejemplares de La Plata y Parana,

y la menor similitud se encuentra entre los grupos de Parand y Uruguay (Tabla 2).

Los cambios asociados a la forma en las diferentes cuencas para las hembras se
observan en la Figura 9. Sobre la raiz 1 los cambios destacables en la posicién de los
marcos anatdémicos ocurren en los margenes del ojo, para valores positivos. Dichos

puntos tienden a acercarse, tanto el inicio de la aleta anal como el de las pélvicas
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sufren un desvio en sentido postero-inferior. En esta zona se encuentran los individuos
de la cuenca de La Plata. Deformaciones en sentido opuesto ocurren hacia valores
negativos. Sobre la raiz 2, las deformaciones en los valores positivos, ocurren
principalmente en la aleta dorsal, donde, ambos puntos sufren un desplazamiento
hacia posiciones posteriores y los marcos anatdomicos correspondientes a la aleta
caudal se desplazan hacia adelante, generando asi un acortamiento del pedunculo
caudal en su totalidad. Los especimenes de Parana se posicionan en esta zona del

grafico. Hacia valores negativos se observan cambios en sentido opuesto.
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Fig.9. Raiz 1 vs. Raiz 2 de funcidon linear discriminante realizado para matriz de las deformaciones
parciales entre individuos hembras de las distintas cuencas. Gradillas A. y B. representan las
deformaciones negativas y positivas, respectivamente, de Raiz 1. Gradillas C. y D. representan las
deformaciones positivas y negativas, respectivamente, de Raiz 2.Gradilla E forma consenso. Valor
estadistico de Lambda de Wilks de 0.2121151 (p-valor< 0,00000).

De acuerdo a la matriz de clasificacion, el 90% de los ejemplares fueron asignados
correctamente, asimismo las distancias cuadradas de Mahalanobis muestran un patrén
similar al de los machos, en donde la mayor similitud se ve entre los grupos de

Uruguay y Parana, y la menor similitud entre los grupos de La Plata y Parana (Tabla 3).
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Tabla3. Matriz de clasificacion y distancias de Mahalanobis al cuadrado. En negrita se denotan las
diferencias significativas entre especies a p<0,05.

% correctamente asignados Distancias de Mahalanobis
Machos Hembras Parana Uruguay La Plata
Paranad 78,9474 73,0769 X 4,7984 12,7468 ?
Uruguay 92,5234 93,9849 6,7016 X 11,8696 §
La Plata 98,0769 91,8367 15,2858 9,61791 X
Total 92,6966 90,8654 Hembras

Morfometria geométrica y coocurrencia de depredador

Los factores obtenidos del analisis de componentes principales en machos, fueron evaluados
mediante un test de T, del cual se observd que solamente el factor 1 presentaba significancia
estadistica respecto a la variable Ausencia/Presencia de A. elongatus (p-valor=0,009093,
T=2,637745, FD=176). La visualizacidon de las deformaciones de los marcos anatémicos sobre
el factor 1 se observan, hacia valores negativos (con presencia de A. elongatus), en los
landmarks correspondientes al inicio de la aleta dorsal una desviacién en direccién posterior.
Tanto los marcos anatdmicos de la aleta pectoral, como el inicio y final de la anal tienden a
ubicarse en una posicidn postero-inferior respecto al consenso. Estas caracteristicas generan

un cuerpo con una altura mayor y de forma opuesta a lo largo de los valores positivos (Fig. 10).

o elongatuspresente
+ elongatusausente

Factor2: 18,74%

Figura 10. Factor 1 vs factor 2 del andlisis de componentes principales realizado para matriz de las deformaciones
parciales entre individuos machos de los grupos con presencia y ausencia de A. elongatus. Gradillas A. y B.
representan las deformaciones negativas y positivas, respectivamente, de Raiz 1, C. consenso.

22



Para las hembras, el test de T muestra significancia estadistica solamente en el factor 1
(p-valor= 0,000028, T= 4,286726, DF=206) hacia valores negativos de dicho eje, se
observa un patrén similar al descripto para los machos en los landmarks de las aletas
pélvicas, dorsal y anal, con corrimientos hacia posiciones posteriores al consenso.
Ademas de estas desviaciones el tamafio del ojo se ve reducido en los individuos que
se encuentran sobre valores negativos del factor 1. Los valores positivos de este eje
representan desvios exactamente opuestos a los anteriores. (Fig. 11).

<+ elongatus ausente
4 elongatus presente

Factor 2: 16,04%

Figura 11: factor 1 vs factor 2 del analisis de componentes principales realizado para matriz de las deformaciones
parciales entre individuos hembras de los grupos con presencia y ausencia de A. elongatus. Gradillas A. y B.
representan las deformaciones negativas y positivas, respectivamente, de Raiz 1, C. consenso.

Morfometria geométrica y latitud

En machos, la regresiéon de los factores 1 y 2 con la variable latitud muestra
significancia estadistica (p-valor=0,000036 y 0,020936, R? ajustado= 0,087591 vy
0,024413 respectivamente), la latitud explica aproximadamente el 9% y el 2%
respectivamente de la variabilidad observada. Para las hembras, sélo el factor 1
presentd significancia estadistica (p-valor<0,01, R? ajustado= 0,164817) y explica
aproximadamente el 16% de la variabilidad.
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Discusion

Factor histdrico: cuencas hidrograficas

La descripcion geométrica de la forma mediante deformaciones parciales y andlisis de
variables candnicas, y el analisis de las variables meristicas, ha demostrado que los
grupos muestran variabilidad morfoldgica entre las cuencas analizadas permitiendo
identificar los cambios de forma en cada una de ellas. Asimismo, las variaciones
observadas varian entre machos y hembras, lo que sugiere que diferentes mecanismos

pueden estar generando estos patrones.

En sus ultimos 600 km, el Parana se presenta como un rio de planicie con depdsitos
aluviales y extensas llanuras de inundacion (Kawakami de Resende, 2003), es la
Ecorregion ictiofaunistica (Lopez et al., 2002), que presenta la mayor diversidad de
peces de la cuenca del Parana-La Plata (Lopez et al., 2005). La parte baja del Rio
Uruguay, también se considera una ecorregion ictiofaunistica (Lopez et a.l, 2002), y
presenta similares caracteristicas que la anterior. Los dos rios (Parana y Uruguay)
descargan en el Rio de La Plata que desemboca en el Océano Atlantico. Existe la
hipotesis de que estos rios se han conectado entre si en diferentes lugares y tiempos
geoldgicos (Bonetto, 1994). Por otra parte, extensas transgresiones marinas se han
producido en esta zona durante el Mioceno (11,8 a 10,0 millones de afios), generando
lo que se llama el Mar Paranaense (Lundberg et al., 1998). Estos escenarios geoldgicos,
hidrologicos y geomorfoldgicos han generado un area geografica muy dinamica y

fluctuante.

En este contexto, procesos como diferenciacion alopatrida, por ejemplo mediante
efecto fundador, pueden haber tenido un rol significativo en la evolucion de las
poblaciones. El habitat fragmentado y la escaza vagilidad pueden favorecer este tipo

de fendmenos.

La importancia de la seleccién sexual en peces del género Austrolebias,

potencialmente podria ser muy importante en este caso, siendo considerada como
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uno de los principales factores evolutivos implicados en la generacién de variabilidad
en estos organismos (Garcia & Loureiro, 2008). Diferencias en la eleccién de pareja por
parte de las hembras de las distintas cuencas pueden generar variaciones tanto en la

forma como en los caracteres meristicos.

Tampoco podemos descartar la posible interaccién con las demas especies de peces
anuales que habitan los sistemas temporales, enmarcado en la teoria de la
competencia (MacArthur & Levins, 1964), como factor generador de la variabilidad
observada. En este sentido, podria existir un proceso de desplazamiento de caracteres
debido a las interacciones ecoldgicas que ocurren con las especies con las que
comparte habitat y recursos. Si bien A. bellottii esta presente en los tramos bajos y
medios de los Rios Uruguay y Paranad, asi como en el Rio de la plata, las demas especies
gue coocurren con A. bellottii presentan rangos de distribucion mas acotados y
muchas de ellas estan restringidas a una sola de las 3 cuencas (Costa, 2006), lo que
genera distintos ensambles de especies en cada uno de los sistemas hidricos

estudiados.

Estudios filogenéticos en A. bellottii (Garcia et al., en prensa) sugieren una compleja
historia biogeografica para la especie. Eventos vicariantes ocurridos durante el
plioceno parecen haber separado las poblaciones del margen oriental del Rio Uruguay
de las restantes, y similares procesos ocurridos durante el pleistoceno dividieron las
poblaciones pertenecientes al Parana de las de la Provincia de Buenos Aires (Rio de la

Plata) y las del Rio Uruguay.

Las menores diferencias observadas en distancias de Mahalanobis (tabla 2) entre las
poblaciones de Parana y Uruguay, pueden atribuirse a flujo genético entre dichas
agrupaciones mediante el corredor de humedales que comunica ambas cuencas en las
provincias de Entre Rios (Gualeguaychu) al sur y Corrientes (Esteros de Ibera) al norte.
Tanto evidencias genéticas para esta especie (Garcia et al., en prensa), como reportes
relacionados a la distribucién de otros taxa no-anuales (Zarucki et al., 2010) respaldan

la hipotesis de conexion entre ambos rios.
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Factor ecolégico: Variable Depredador

La depredaciéon en una de las mayores causas de seleccién natural de patrones de
coloracién, tamafio corporal y forma (Endler, 1995). La presencia de A. elongatus,
especie ictiéfaga (Obs. Pers) con potencial efecto depredador sobre las poblaciones de
A. bellottii podria ejercer presiones selectivas tanto a nivel morfolégico como
meristico, (siempre teniendo en cuenta que variables no evaluadas pueden estar
influenciando las variaciones observadas). Las poblaciones que se encuentran dentro
del rango de distribucién de A. elongatus muestran tendencias a cuerpos mas altos y
pedunculos caudales robustos (vs. cuerpos estilizados en ausencia de A. elongatus),
ambas caracteristicas pueden responder a estrategias antipredadoras; cuerpos altos
pueden ayudar a los peces a escapar del rango de tamafios de presa que un
depredador posee. En este sentido, la relacion entre un pedunculo caudal robusto vy la
presencia de depredadores puede significar una tendencia a aumentar la velocidad de
escape, la cual podria ser clave en la supervivencia en un sistema donde la
depredacion es significativa. Si bien es evidente que un pedunculo caudal robusto esta
relacionado con una mayor cantidad de musculo encargado de los movimientos de la
aleta caudal, experimentos biomecanicos son necesarios para respaldar esta Ultima

hipotesis.

En el género Austrolebias, el sistema de la linea lateral es altamente elaborado,
sobretodo en la region cefdlica (Costa, 2006). Dicho sistema, estd formado por
cumulos de células ciliadas que producen potenciales nerviosos cuando son excitadas
por movimientos en el agua (Dijkgraaf, 1963) estos receptores, denominados
neuromastos cumplen un rol fundamental en la supervivencia de los peces, las sefiales
detectadas por este sistema influencian comportamientos tales como reproduccién
(Satou et al., 1994) deteccion de obstaculos, presas, predadores, formacién de
cardiumenes y rheotaxis (Coombs & Van Netten, 2006). En presencia de A. elongatus se
observa un aumento en el niumero de neuromastos en dos de las tres series

estudiadas, si bien esta diferencia puede ser causada por variables no evaluadas en el
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presente estudio, teniendo en cuenta la funcién del sistema mecanoreceptor de la
linea lateral, es esperable que un mayor nimero de receptores pueda ser un factor
clave en la deteccidn temprana y efectiva de un depredador en los sistemas

temporales.
Factor Biogeografico: variable latitud

Si bien en otros trabajos se destaca la relacion entre las variables meristicas y morfometricas
con la latitud (Barlow, 1961; Chernoff, 1982; O’Reilly, 2004), los resultados del presente
estudio no encuentran una relacidon clara entre estas variables. Esto puede deberse a un
gradiente latitudinal demasiado pequefio en el cual no se evidencian patrones claros. Ya que
la mayoria de las reglas biogeograficas relacionadas con la latitud, involucran a factores
ambientales como los responsables de los patrones observados (Bell, 2009), la biologia tan
particular de los peces anuales (huevos enterrados en el sedimento protegidos del fotoperiodo
y fluctuaciones de temperatura, etc.) puede desvanecer los patrones que facilmente se

observarian en otros grupos de peces con ciclos de vida diferentes.

Conclusiones y perspectivas

Dos de las tres variables estudiadas resultaron estar relacionadas con la variacion en la
forma de la especie. Los analisis de caracter exploratorio que fueron realizados
arrojaron resultados interesantes en torno a las posibles potenciales adaptaciones
frente a las presiones ejercidas por los predadores y respecto a las identidades propias

de las agrupaciones por cuenca.

Es necesario resaltar la evidente correlacidon entre las variables estudiadas; solamente
en las cuencas Uruguay y La Plata se encuentra A. elongatus. Al mismo tiempo, la
presencia de depredador se da solamente en ciertas latitudes, por lo que no es posible
identificar aisladamente el efecto entre estas variables con los analisis realizados en

este trabajo.
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Futuros estudios de laboratorio resultan necesarios para evaluar la incidencia e
interaccion de cada una de las variables en juego, para esto, los peces anuales parecen
ser modelos animales excelentes dados sus bajos requerimientos de espacio y

mantenimiento.

La correcta delimitacion de las diferentes poblaciones o unidades evolutivas es
imprescindible para aumentar los esfuerzos de conservacion de estos peces y sus
ambientes, los cuales se encuentran en aéreas con fuertes presiones antrdpicas. La
aproximacion morfoldgica puede utilizarse como “proxy” de la variacion genética
subyacente (Heywood, 1995) y ademas tiene varios puntos a su favor. Por un lado, la
morfologia sigue siendo la base de las diagnosis especificas y por otro su aplicacién

requiere bajos costos con resultados relativamente rapidos.
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