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“Entonces supe, por primera vez, que hay que cultivar los recuerdos en el agua, que el agua 

elabora lo que en ella se refleja y que recibe el pensamiento. En caso de desesperación no hay 

que entregar el cuerpo al agua; hay que entregar en ella el pensamiento, ella lo penetra y él 

nos cambia el sentido de la vida” Y así fue. 
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RESUMEN 

 

Austrolebias arachan es una especie de pez anual endémica de Uruguay y sur de Brasil. Esta 

especie se distribuye en la cuenca del Río Negro y en una pequeña porción del Sistema Patos-

Merín, nordeste de Uruguay.  Este patrón es compartido de manera general con 3 especies del 

mismo  género: A. quirogai, A. vazferreirai y, A. juanlangi, donde se han sugerido dos posibles 

mecanismos causantes: dispersión de huevos (mediado por aves u otros organismos que se 

mueven por estos ambientes), favorecida por la gran resistencia de los huevos a la desecación 

o vicarianza mediada por eventos geodispersivos de capturas de cuencas.  Con el fin de 

contribuir a mejorar el entendimiento de los procesos que moldean la estructura poblacional y 

patrones de distribución de de los peces anuales, el objetivo del presente trabajo consistió en 

determinar la estructura poblacional e historia demográfica de esta especie a lo largo de su 

rango de distribución en Uruguay, utilizando marcadores morfológicos (Morfometría 

Geométrica) y dos marcadores moleculares (citocromo b mitocondrial y EPIC 1835, nuclear). 

Los resultados mostraron estructura de la variación de la forma y de las variantes genéticas 

mitocondriales de acuerdo a la configuración actual de las cuencas; no observándose el mismo 

resultado para el marcador nuclear, ni para el marcador morfológico. Las diversidades 

haplotípicas para ambos marcadores moleculares resultaron altas así como los índices FST 

entre las poblaciones, sugiriendo una gran estructuración poblacional, con bajo flujo génico 

entre las poblaciones. Para el marcador mitocondrial, se observó en la red de haplotipos una 

topología en forma de estrella, evidenciando una posible expansión poblacional reciente para 

las localidades pertenecientes al curso principal del Río Negro; lo que es reforzado por los 

valores negativos y significativos de los test de Neutralidad (Tajima y Fu) y un patrón unimodal 

del gráfico del análisis de las distancias pareadas (“Mismatch distribution”), de dicha 

población. En cuanto a la direccionalidad del flujo génico se observa que el mismo es 

asimétrico y que la población de Río Negro es la que tiene mayor aporte de migrantes, 

pudiéndose haberse comportado en un pasado reciente como una población fuente. Se 

evidencia a nivel de flujo génico una gran conexión pasada reciente entre el Río Negro y el Río 

Tacuarí, lo cual sería congruente con lo propuesto por Loureiro et al. (2011), que sugiere una 
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captura de cuencas en esta región. Los resultados apoyan la hipótesis propuesta para capturas 

de cuencas por Ribeiro (2006), quien propone que los drenajes del Atlántico (costeros) son los 

que capturan los drenajes del escudo de tierras altas. 

INTRODUCCIÓN 

 

La historia evolutiva de las poblaciones es el resultado de interacciones entre procesos como la 

mutación, la deriva genética, la selección natural y el flujo génico (Hardy & Edwards, 1908; 

Wright, 1951). La consecuencia de estos procesos depende altamente del tamaño efectivo 

poblacional. Se ha demostrado que las poblaciones pequeñas son más proclives a la influencia 

de dichos procesos, en particular la deriva genética (Templeton, 2006). Por ejemplo, las 

reducciones del tamaño efectivo poblacional están asociadas a un aumento de la tasa de 

endocría y consecuente pérdida de variación genética, mayor probabilidad de fijación de alelos 

deletéreos por deriva genética, reducción del potencial adaptativo e incremento de la 

probabilidad de extinción (Cornuet & Luikart 1996 y referencias allí citadas). Por contraparte, 

dichos «cuellos de botella» o los «efectos fundadores» poblacionales han sido propuestos 

como factores clave en algunos modos de especiación (Mayr, 1954; Carson, 1971; Kaneshiro, 

1976, 1980; Templeton, 1980). Por ejemplo, la colonización de una nueva área por pocos 

individuos o el apareamiento de una sola hembra, puede causar grandes cambios genéticos 

que podrían conducir al aislamiento reproductivo (Carson, 1971). 

La filogeografía es el estudio de los principios y procesos, históricos y contemporáneos, que 

influencian la distribución geográfica de los linajes genéticos dentro de una especie o entre 

especies próximas (Avise et al., 1987). Esta apunta a descifrar las marcas dejadas en la historia 

de la genealogía de las poblaciones, por los factores evolutivos (mutación, deriva genética, 

flujo génico y selección natural) y eventos demográficos (colonización, extinción de 

poblaciones locales, expansión o reducción poblacional y migración) y entender como esos 

factores modelaron la estructura genética actual de una especie (Cunha et al., 2010). Además, 

la genética de poblaciones, filogenética y filogeografía, como indicadores de la historia natural 

de las poblaciones y pronóstico de su futuro, proporcionan datos valiosos para su uso en el 

manejo de planes de conservación de especies amenazadas (O’ Brien, 1994; Bowen, 2016). 

Los estudios filogeográficos normalmente tratan con múltiples poblaciones distribuidas a lo 

largo del paisaje. A menudo existen impedimentos físicos o comportamentales a la dispersión 

entre algunas de las poblaciones, en el presente o pasado. En especies con vagilidad limitada, 
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las poblaciones van a estar parcialmente aisladas simplemente por la distancia que existe 

entre las mismas. Filtros o barreras físicas (como ríos para especies terrestres o montañas para 

especies de tierras bajas) en general aumentan los efectos de la limitada vagilidad 

promoviendo la estructuración poblacional. Algunos filtros pueden ser semi-permeables y 

permitir intercambios ocasionales de los linajes genéticos, pero otros pueden bloquear el 

intercambio genético por períodos evolutivos sustanciales (Avise, 2009). La dispersión es el 

proceso por el cual los individuos son llevados de su hábitat de nacimiento (o población) a otro 

hábitat para reproducirse (Manel et al., 2013). Este proceso es un factor clave para la 

persistencia de la población, especialmente en paisajes fragmentados (Nichols, 2001). La 

dispersión heterogénea en paisajes conduce a la noción de conectividad funcional (Manel et 

al., 2013). El concepto de conectividad funcional ha sido definido por Taylor et al. (1993) como 

"el grado en el cual el paisaje facilita o impide el movimiento entre los recursos parches”. En él 

se describe la respuesta de los individuos a las características del paisaje (en términos de 

comportamiento de dispersión, los riesgos de mortalidad y costos por movimiento), así como 

las tasas de dispersión resultantes (Manel et al., 2013). En el contexto de la genética del 

paisaje, la medición de la conectividad por el flujo de genes (Lowe et al., 2010)  es un método 

muy utilizado. El flujo de genes histórico y contemporáneo puede estimarse a partir de las 

distancias genéticas o la asignación y análisis de paternidad (Manel et al., 2005). 

 

Los patrones de la variación fenotípica de los individuos también son importantes de 

interpretar cuando se quiere investigar cuales son los factores y procesos involucrados en la 

historia evolutiva de una especie (Bailey & Smith, 1981; Thorpe, 1984). La morfometría 

geométrica juega un rol importante en muchos tipos de estudios biológicos (estudios 

antropológicos, morfo-funcionales, anatomía comparada, filogenética, etc.). En esta técnica, la 

forma de los individuos es representada por la posición relativa de los marcos anatómicos 

(“Landmarks”), puntos considerados homólogos entre los individuos (Bookstein, 1991). Una 

variedad de procesos biológicos son los que producen las diferencias en la forma entre los 

individuos o sus partes: desarrollo embrionario, adaptación a factores geográficos locales o 

diversificación evolutiva a largo plazo (Zelditch et al., 2004). Uno de los potenciales problemas 

que tienen los marcadores morfológicos para inferir eventos demográficos de la historia de las 

poblaciones, es que aunque algunas características estén bajo estricto control genético, la 

influencia de las condiciones ambientales significa que no suele haber en general una relación 

uno a uno entre el genotipo de un organismo y su fenotipo (Freeland, 2003).  
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Los peces anuales (Cyprinodontiformes, Aplocheiloidei), son peces de agua dulce que tienen 

un período de vida muy corto y que habitan ambientes extremadamente variables, charcos 

temporales que se secan estacionalmente. Los adultos mueren cuando el charco se seca y la 

población sobrevive mediante la puesta de huevos resistentes a la desecación y de estadios de 

diapausa que retrasan la eclosión de los embriones (Wourms, 1972; Podrabsky et al., 2007, 

Berois et al., 2014). De dicha forma, estos organismos logran superar esta condición de alto 

estrés de los charcos temporales. Su rápido desarrollo, corto período de vida y la expresión de 

genes relacionados al envejecimiento, han hecho de estos peces un modelo de estudio muy 

utilizado (Berois et al., 2015). Por otro lado, las características de hábitat fragmentado en que 

los peces anuales se desarrollan, son propicias para que mecanismos evolutivos tales como la 

deriva genética, cuellos de botella, efecto fundador y la endogamia tengan influencia sobre la 

evolución y la probabilidad de extinción de las poblaciones. La escasa vagilidad de estos 

organismos favorecería además el aislamiento entre las poblaciones. La acción conjunta de los 

mecanismos evolutivos mencionados propiciaría por tanto la diferenciación entre las 

poblaciones con la potencial probabilidad de la ocurrencia de eventos de especiación. Estas 

características biológicas los hacen un modelo ideal para el análisis de la relación entre 

fenómenos de rápida diferenciación poblacional y especiación en vertebrados. 

 

Los charcos temporales donde los peces anuales habitan se encuentran asociados a las 

márgenes de ríos, arroyos, humedales y lagunas, y si bien no están directamente conectados 

con los cursos de agua, ocasionalmente pueden ser inundados durante los eventos de lluvia 

intensa, ya sea desde los arroyos adyacentes o a través de la conexión con charcos vecinos. 

Dado este hábitat tan particular, la dispersión de estos peces está bastante limitada lo que 

favorece que las especies tengan distribuciones poblacionales muy restringidas. Por ejemplo, 

A. cinereus (Amato, 1986), una especie considerada por la UICN como críticamente amenazada 

(Loureiro et al., 2007), se conoce solo de un pequeño charco en la parte baja de la cuenca del 

Río Uruguay (Amato, 1986; Costa, 2006). Por otra parte, los peces anuales presentan un fuerte 

dimorfismo sexual en la forma y la pigmentación, sugiriendo que la selección sexual ha jugado 

un rol importante en la evolución de estos taxa (Vaz-Ferreira et al., 1964; Costa, 2006).  

 

Los peces anuales se distribuyen en América del Sur y África. Los que habitan en Sudamérica 

pertenecen a la familia Rivulidae, que incluye aproximadamente 20 géneros (Loureiro & de Sá, 

2015). Entre estos se encuentra el género Austrolebias (Costa, 1998), un taxón muy diverso 
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que contiene 39 especies, distribuidas en la cuenca Paraná-Plata y en el sistema de lagunas 

Patos-Merín (Calviño, 2005; Costa, 2006, 2014; Ferrer et al., 2008; Loureiro et al., 2011; Volcan 

et al., 2014). 

Austrolebias arachan es una especie de pez anual endémica de Uruguay y sur de Brasil (Volcan 

et al., 2012). Esta especie se distribuye en la cuenca del Río Negro y en una pequeña porción 

del Sistema Patos-Merín, al nordeste de Uruguay (Loureiro et al., 2004, 2011). Mientras que su 

grupo hermano putativo (complejo de especies A. adloffi, Garcia, 2006) presenta amplia 

distribución en las tierras bajas de todo el sistema Patos-Merín, Austrolebias arachan 

comparte su distribución con otras especies de este género, como lo son A. quirogai, A. 

vazferreirai, y A. juanlangi (Loureiro et al., 2011). En cuanto al patrón de distribución de estas 

especies se han sugerido dos posibles escenarios generadores: dispersión de huevos (mediado 

por aves que se mueven por estos ambientes) favorecida por la gran resistencia de los huevos 

a la desecación o vicarianza mediada por eventos de reordenamiento de los drenajes (Loureiro 

et al., 2011).  

La zona media de la cuenca del Río Negro y el Sistema Patos-Merín han sido propuestos como 

áreas de endemismo (Costa, 2010). Estos sistemas pertenecen a la Región Neotropical, la cual 

representa una de las regiones con mayor diversidad orgánica del planeta y en particular la 

riqueza de especies de esta región representa a la mayoría de los peces de agua dulce del 

mundo y tal vez a un 10% del total de vertebrados conocidos (Vari & Malabarba, 1998; Reis et 

al., 2003).  

 

El Río Negro pertenece a la cuenca del Río Uruguay con una longitud de 750 km y una 

superficie de cuenca de 70.714 km² (Serra et al., 2014). Dicho río se encuentra dentro de la 

Ecoregion del "Uruguay Medio-Bajo" (Abell et al., 2008) que cuenta con al menos 230 especies 

de peces, de las cuales entre 26 y 75 son endémicas. Esta región está compuesta por diversas 

formaciones geológicas, en términos de química, origen y edad, incluyendo rocas que van 

desde el Precámbrico al Cuaternario (Lambert, 1940). Por otro lado, el sistema Patos-Merín 

está compuesto por dos grandes sistemas lacunares y sus afluentes. En las partes bajas de 

ambas lagunas se concentra una gran extensión de humedales considerados una reserva de la 

biósfera (PROBIDES, 1999). Abell et al. (2008) consideran también a este sistema como una 

ecoregión a nivel de organismos de sistemas dulce acuícolas.  Este sistema presenta una alta 

cantidad de endemismos y un elevado índice de rareza de especies (Albert et al., 2011), dado 

seguramente por el aislamiento geográfico del mismo de otros sistemas hidrográficos. 
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Además, debemos considerar el origen complejo de esta ictiofauna dado por conexiones 

múltiples en espacio y tiempo con regiones eco/biogeográficas adyacentes, como los sistemas 

costeros de la región de Rio de Janeiro (Costa, 1998; Ghedotti et al., 2001; Lucinda, 2005),  el 

Río Paraná (Loureiro, 2004), así como evidencias recientes de conexiones marinas 

(Beheregaray et al., 2001). Sin embargo la mayor afinidad (en composición de especies) de 

este sistema es con la cuenca del Río Uruguay, sistema que drena el extremo austral del 

escudo Brasileño. Existen tanto especies en común como especies cercanamente 

emparentadas en ambos sistemas en diversos grupos taxonómicos como Characiformes 

(Buckup & Reis, 1997), Gymnotiformes (Loureiro & Silva, 2006), Cyprindontiformes  (Lucinda, 

2005; Loureiro et al., 2004, 2011) y Cichlidae (Reis & Malabarba, 1988; González-Bergonzoni et 

al., 2009). Por lo que podemos pensar que las conexiones entre ambas abarcan un rango 

temporal y/o espacial relativamente amplio.  

En este sentido, varios patrones de distribución, incluido el observado para las  especies de 

peces anuales mencionadas indican que es altamente probable que los procesos 

geodispersivos de captura de cuencas sean el mecanismo responsable de dicha conexión 

biogeográfica. La presencia compartida tanto en el escudo de tierras altas y en drenajes del 

Atlántico es un buen ejemplo del reciente patrón de translocación de acuerdo con el criterio 

de captura de cuencas establecido por Ribeiro (2006). El hecho de que estas especies de peces 

anuales estén restringidos a una pequeña zona aguas arriba de dos afluentes de ríos 

adyacentes (Yaguarón y Tacuarí) de la Laguna Merín, podría indicar que el reordenamiento de 

estos drenajes se produjo incluso más recientemente que en otras regiones. En este contexto, 

el canal del Río Tacuarí y varios sectores del Río Yaguarón presentan topología de “codo” 

(Loureiro et al., 2011), considerada una configuración característica de eventos de captura de 

cuencas (Bishop, 1995) (Figura 1).  

Figura 1. A la izquierda: dibujo representativo de la topología evidenciada donde ocurrió un evento de captura de cuenca, tomada 

de Burridge et al., 2006. Al centro: imagen tomada de Google Earth donde se observa una topología similar en el Río Tacuarí, en la 

zona de la posible captura de cuenca. A la derecha: imagen tomada de Google Earth donde se observa una topología similar en el 

en el Río Yaguarón, en la otra zona con posible captura de cuenca.  
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Esto concuerda con lo propuesto por Ribero (2006), donde se sugiere que los drenajes del 

Atlántico (costeros) son los que capturan los drenajes del escudo de tierras altas. Además la 

presencia de dichas especies en la cuenca del Río Yaguarón, sugiere otro evento independiente 

de reordenamiento de drenajes involucrando el sector norte de la parte alta del Río Negro. En 

este caso la topología de “codo” se encuentra en un afluente del Río Yaguarón (Figura 1), pero 

también en un afluente del Río Negro (Loureiro et al., 2011). 

La hipótesis propuesta por Ribeiro (2006) es apoyada por los patrones de distribución y las 

relaciones filogenéticas de varios clados de peces neotropicales. Ribeiro (2006) identificó tres 

patrones diferentes que reflejarían las translocaciones en diferentes momentos de la 

evolución del continente: uno antiguo, representado por ejemplo por las familias de bagres 

Trichomycteridae y Doradidae, donde los clados más basales de ambos grupos son endémicas 

de los ríos del Atlántico, mientras que los miembros restantes están bien diversificados en los 

ríos del escudo; un patrón intermedio, observado a nivel de género y con clados hermanos 

distribuidos en ambas áreas (por ejemplo, Corydoradinae); y uno reciente, evidenciado por la 

presencia común de la misma especie tanto en los ríos del escudo como en los ríos costeros. 

Cabe destacar, que los roles de las barreras impermeables y semipermeables en producir y 

mantener la riqueza específica son escala dependientes (Heaney, 2000; Whittaker, 2000). A 

escalas temporales y espaciales más grandes, las barreras funcionarían aislando y protegiendo 

biotas de intercambios bióticos desde grandes islas e incluso continentes y promoviendo así 

especiación endógena in situ (Losos & Schluter, 2000). En este sentido, estas barreras ayudan a 

generar y mantener riqueza específica regional y global. A escalas menores (por ej.: dentro de 

una ecoregión), el rol de las barreras geográficas se vuelve menos importante, predominando 

el rol de los procesos ecológicos, y características fenotípicas, que permiten a muchas especies 

coexistir en simpatría.  

Por otra parte, además de estos mecanismos propuestos como generadores de diversidad de 

los peces de agua dulce neotropicales, recientemente se ha sugerido que las propiedades 

topológicas de los ríos también estarían contribuyendo de gran manera a la alta diversidad 

encontrada en los peces de agua dulce, promoviendo al aislamiento reproductivo dentro de la 

cuenca de un río (Ng’oma et al., 2013; Thomaz et al., 2016). Por ejemplo el aislamiento 

sustancial se daría en las poblaciones de las cabeceras de los ríos, las cuales tienen poco o 

nada de flujo génico debido a los altos niveles del río, ramificaciones y migración asimétrica 

aguas abajo (Thomaz et al., 2016). Por ejemplo, en los ecosistemas fluviales varios estudios 

han encontrado un aumento aguas abajo de la diversidad genética (Hanfling & Weetman, 
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2006). Los ecosistemas fluviales, son casos específicos de redes ecológicas dendríticas, 

caracterizados por su patrón de ramificación geométrica en forma de árbol (Benda et al., 2004; 

Campbell Grant et al., 2007), y fuertemente estructurada por elevación, lo que hace que el 

flujo de agua sea unidireccional. Estas dos características (la geometría y la ramificación del 

flujo de agua unidireccional) pueden restringir en gran medida los movimientos de los 

individuos y por lo tanto la dispersión. 

En cuanto a la influencia de estos procesos en la historia de los peces anuales, el patrón de la 

estructuración genética espacial encontrada en el género Austrolebias se asoció mayormente a 

eventos vicariantes de gran escala, ocurridos en la dinámica histórica de la cuenca del Plata 

(Garcia et al., 2012), mientras que el patrón de distribución encontrado para A. quirogai se 

atribuye a eventos de capturas de cuencas (Loureiro et al., 2011). En A. charrúa se observó un 

haplotipo central de donde derivan todos los demás en un caso con baja estructuración 

espacial y evidencia de expansión reciente (García et al., 2009), mientras que en A. bellottii la 

estructura que se observó fue en una escala espacial regional (García et al., 2012). Por otro 

lado, estudios en el género de peces anuales africanos Nothobranchius, sugieren por ejemplo, 

que en N. furzeri existe una dispersión muy limitada con un prominente aislamiento por 

distancia y una profunda estructuración geográfica favorecida por la configuración espacial de 

los ríos (Dorn et al., 2011; Bartakova et al., 2013), mientras que en N. kirki y N. wattersi de 

Malawi se han detectado grandes distancias génicas en escalas geográficas pequeñas (Ng'oma 

et al., 2013). 

 

Esta tesis pretende contribuir a mejorar el entendimiento de los procesos que moldean la 

estructura poblacional del pez anual Austrolebias arachan, con especial consideración del 

efecto de los procesos de reordenamiento de sistemas de drenaje y el concomitante proceso 

de dispersión, que se cree subyace al patrón de distribución de las especies de peces anuales 

en la cuenca del Río Uruguay y el Sistema Patos-Merín, implicando que esta zona podría 

funcionar como un corredor biológico que conecta dos ecoregiones. 

 

Objetivo General 

El objetivo general del presente trabajo consiste en determinar la estructura poblacional e 

historia demográfica de esta especie a lo largo de su rango de distribución en Uruguay, 

utilizando marcadores morfológicos y dos marcadores moleculares. 
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Objetivos específicos 

1. Determinar la variabilidad haplotípica y nucleotídica de un gen mitocondrial 

(citocromo b) de la especie y evaluar cómo se correlaciona con la configuración de los 

ríos. 

2. Determinar si existe diferenciación en la forma de los individuos asociada a la 

estructura geográfica. 

3. Determinar cuál es el número más probable de agrupamientos de las localidades 

muestreadas para cada marcador molecular. 

4. Establecer el nivel y la direccionalidad de flujo génico entre sus poblaciones. 

5. Comparación entre la variación de la forma de los individuos y la variación genética. 

 

Hipótesis 

Hipótesis y predicción 1. Considerando el patrón de anidamiento de las cuencas 

hidrogeográficas y un flujo génico (aporte de migrantes) potencial desde las poblaciones de las 

cabeceras de los cursos de agua hacia las poblaciones de las partes más bajas, entonces 

esperaríamos encontrar mayor diversidad genética en las poblaciones localizadas aguas abajo 

y menor diversidad genética en las poblaciones de las cabeceras de los ríos (Thomaz et al., 

2016). Este patrón asimétrico de flujo génico de las poblaciones hacia “aguas abajo” ha sido 

propuesto como mecanismo para el mantenimiento de la alta diversidad génica en sistemas 

lóticos (Maruyama, 1970; Morrissey et al., 2009).  

Hipótesis y predicción 2. Asumiendo que los peces anuales (Austrolebias) tienen baja vagilidad 

y por tanto solo podrían dispersarse en una escala geográfica moderada cuando ocurren 

grandes inundaciones, la hipótesis es que la configuración espacial (presente o pasada) de las 

cuencas de drenaje es una fuerza o factor importante en determinar la historia y estructura de 

los linajes genéticos y su características morfológicas. Como predicción se espera que la 

variación geográfica en A. arachan esté estructurada de acuerdo a las cuencas hidrográficas y 

que por lo tanto, individuos de una misma cuenca geográfica sean genéticamente y 

morfológicamente más similares entre sí. 

 

Hipótesis y predicción 3. Por otro lado, considerando la potencial ocurrencia de eventos 

pasados de captura de cuencas en la zona donde habita esta especie (Río Negro -Tacuarí y Río 
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Negro-Yaguarón), esperaríamos encontrar mayor similitud a lo esperado (dada la 

configuración actual de las cuencas y la baja vagilidad de los peces anuales), entre individuos 

de diferentes cuencas con posibles conexiones pasadas.  

MATERIALES Y  MÉTODOS 

Área de muestreo y marcadores moleculares 

Las muestras de tejido utilizadas para los análisis corresponden a individuos fijados y 

conservados en etanol 95% pertenecientes a la Colección de Vertebrados de Facultad de 

Ciencias (ZVC-P), provenientes de toda el área de distribución de la especie en Uruguay a lo 

largo de las cuencas del Río Tacuarembó, Río Negro, Río Tacuarí y Río Yaguarón (Figura 2). Este 

muestreo abarca casi la totalidad de la distribución de la especie ya que solamente quedó 

excluida una población ubicada en la cuenca del Río Yaguarón en el estado de Rio Grande del 

Sur (Brasil), la cual es muy próxima a la localidad de la misma cuenca incluida en este análisis 

(Paso de Melo, Departamento de Cerro Largo). Las extracciones de ADN total se realizaron 

siguiendo un protocolo modificado a partir del propuesto por Miller et al. (1988). Se realizaron 

extracciones de ADN de aproximadamente 10 individuos por localidad (charco) (Anexo 1).  

La amplificación de los fragmentos de interés se realizó mediante la técnica de reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain Reaction). Se amplificó un 

fragmento del gen citocromo b (Palumbi et al., 1991) y un marcador nuclear (EPIC) (Li et al., 

2010). 
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Figura 2. Izquierda: Mapa hidrográfico de Uruguay. Los puntos corresponden a las localidades de las cuales se cuenta con las 

muestras utilizadas en el presente trabajo, abarcando toda la distribución de A. arachan de Uruguay. Los puntos verdes 

corresponden a localidades pertenecientes a la cuenca del Río Negro, puntos amarillos a la cuenca del Río Tacuarí, puntos azules a 

la cuenca del Río Tacuarembó y puntos naranjas a la cuenca del Río Yaguarón.  Derecha: zoom en la zona donde se localizan todas 

las localidades muestreadas en el presente trabajo, a excepción de la localidad de Cololó. 

Los EPICs (“Exon-primed, intron-crossing markers”) son marcadores desarrollados mediante la 

comparación del genoma de peces (Li et al., 2010). Los oligos para estos marcadores se 

encuentran situados en regiones codificantes (exones) y conservadas del genoma y están 

diseñados para amplificar un intron, cuya localización es conservada pero su secuencia es 

potencialmente variable. Los intrones son regiones no codificantes del ADN genómico que son 

recortadas cuando se forma el ARN mensajero maduro. Datos empíricos han demostrado que 

dichos marcadores pueden ser considerados como neutrales y que poseen una serie de 

características deseables para análisis filogenéticos con datos moleculares (Friesen, 1997, 

2000). Otro tipo de marcador molecular que es muy utilizado en estudios poblacionales es el 

ADN mitocondrial. El ADN mitocondrial es una molécula cuya estructura y contenido están 

muy conservados a lo largo de la evolución. Se trata de una única molécula circular de doble 

cadena de aproximadamente 16,5 Kb con herencia clonal y generalmente a través de la línea 

materna en la mayoría de los organismos, y no suele experimentar procesos de recombinación 

(Avise et al., 1987). Desde un punto de vista filogenético, la falta de recombinación significa 

que los marcadores mitocondriales pueden servir para organizar a los individuos en un linaje 

matriarcal incluso luego de hibridización. Por lo que la heterogeneidad dada por este tipo de 

marcadores suele interpretarse directamente como resultado de un aislamiento reproductivo 

(aislamiento genético). Además de su rápida tasa evolutiva, debido al tamaño poblacional 

efectivo cuatro veces menor (ADN haploide heredado sólo por vía materna) al ADN nuclear 

diploide heredado biparentalmente, la tasa de deriva genética actuando sobre la población es 

mucho más alta incrementando de esta manera el grado de diferenciación genética entre 

poblaciones (Avise et al., 1987).  

 

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador automático Palm-Cycler TM 

Gradient Thermal Cycler, Corbett Life Sciences. Para un volumen de 25μl se utilizaron 

aproximadamente 30ng del ADN genómico extraído de las muestras analizadas de A. arachan. 

La mezcla de la reacción de un volumen final de 25 μl tiene la siguiente composición: agua 

destilada 5,0 μl, buffer 2,5 μl , MgCl2 3,5 μl, dNTPs 1,0 μl de cada oligonucleótido 0,4 μM, 

oligos 1,0 μl de cada uno, 0,25 μl de polimerasa Taq (Invitrogen) y 12,5 μl de ADN extraído 

diluido al 10%. El programa para la amplificación del marcador mitocondrial consistió en un 
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primer paso de desnaturalización de 94 °C por 3 minutos. Luego 35 ciclos de tres pasos: 

desnaturalización a 94 °C por 30 segundos, annealing/pegado de oligonucleótidos a 49 °C 

durante 30 segundos y la extensión a 72 °C por 45 segundos. Por último, 7 minutos de 

extensión final a 72 °C. El programa utilizado para la amplificación del marcador nuclear 

consistió en un primer paso de desnaturalización de 94 °C por 1 minuto. Luego 35 ciclos de tres 

pasos: desnaturalización a 94 °C por 45 segundos, annealing/pegado de oligonucleótidos, a 54 

°C durante 30 segundos y la extensión a 72 °C por 1:30 minutos. Por último, 10 minutos de 

extensión final a 72 °C. Los oligonucleótidos utilizados para la amplificación de ambos 

fragmentos se detallan en la siguiente tabla. 

 

Tabla 1. Lista de oligonucleótidos utilizados para la amplificación, vía PCR de los fragmentos analizados en el presente trabajo. 

Oligonucleótido Secuencia Cita Gen  

1835E6-F 5'-AAACATCGATACTGGGARACVGACTG-3' 
Li et al., 2010 

Canal de 

Sodio 1835E6-R 5'-GTTTGTCRTCYACCATGTTCCAGATGAT-3' 

CB3-H 5'-GGCAAATAGGAARTATCATTC-3' 
Palumbi et al. 1991 Cyt-b 

Gludg-L 5'-TGACTTGAARAACCAYCGTTG-3' 

 

Los fragmentos amplificados se secuenciaron con los oligonucleótidos 1835E6-F para el caso 

del EPIC y con Gludg-L para citocromo b; utilizando un servicio de secuenciación automático 

comercial Perkin-Elmer ABI Prism 377 (MACROGEN, Seúl, Korea).  

Las secuencias fueron editadas mediante el programa Mega versión 6 (Tamura, Stecher, 

Peterson, Filipski & Kumar, 2011), y alineadas con la herramienta de alineamiento múltiple 

ClustalW (Thompson et al., 1994), con los valores de penalidad fijados por defecto en dicho 

programa para la apertura y la extensión de los gaps. Las secuencias de ADN mitocondrial (cyt-

b) fueron traducidas a proteínas con el fin de verificar que no hubieran codones stop presentes 

dentro del fragmento amplificado. 

Para el caso de las secuencias nucleares, dicho set de datos (alineamiento de las secuencias 

diploides) fue analizado con el programa Phase (Stephens et al., 2003) para estimar las fases 

haplotípicas de ambas copias de los genes nucleares para cada individuo. Cuando la 

probabilidad de resolución de la fase de cada sitio fue menor a 0,6 se excluyeron esos sitios del 

set de datos. El programa Phase implementa un método estadístico bayesiano para reconstruir 

haplotipos a partir de los datos genotípicos de una población. Para el caso del marcador 
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nuclear, los análisis realizados en el presente trabajo se hicieron sobre los set de datos con las 

fases alélicas estimadas por Phase. 

Análisis genéticos 

Para ambos loci se contabilizaron los sitios polimórficos o segregantes (S) y los sitios 

parsimoniosamente informativos (Pi). Además, se calculó la diversidad nucleotídica (π) como el 

número promedio de las diferencias por sitio entre secuencias tomadas a pares y la diversidad 

haplotípica (Hd), para todas las secuencias juntas y tanto la π y la Hd, para cada localidad. Con 

el fin de evaluar la primera hipótesis propuesta, se analizó la correlación entre la diversidad 

haplotípica y nucleotídica de cada localidad y el orden del curso de agua lótico más cercano, de 

acuerdo a la clasificación de Strahler (1957), la cual permite estimar el nivel de complejidad del 

sistema de drenaje aguas arriba de un punto dado. Un sistema de orden 1 no recibe agua de 

ningún afluente, mientras que los órdenes mayores van reflejando de forma creciente la 

complejidad del sistema de drenaje. Este análisis se realizó solamente para el marcador 

mitocondrial, por contar con datos para la totalidad de las localidades y se utilizó para ello la 

aproximación General Regression Model del programa STATISTICA (data analysis software 

system), version 10 (StatSoft, Inc. 2011; www.statsoft.com). La diversidad nucleotídica y 

haplotípica se estimaron mediante el programa DNASP versión 5 (Librado et al., 2009). 

 

Se realizó una red de haplotipos mediante el programa PopArt (http://popart.otago.ac.nz), 

utilizando como algoritmo de agrupamiento el utilizado por el programa TCS. El TCS utiliza el 

método de parsimonia (Templeton, 1992) para calcular el número máximo de pasos 

mutacionales entre haplotipos. 

 

Con el fin de estudiar la partición de la varianza molecular intra- e interpoblacional se realizó el 

análisis de AMOVA (Excoffier, 1992), mediante el programa Arlequin versión 3.1. (Excoffier et 

al., 2005). Dicho análisis evalúa la varianza en el conjunto de datos de la frecuencia haplotípica 

y el número de mutaciones entre haplotipos. La significación de los componentes de la 

varianza se calculó mediante 10000 permutaciones no paramétricas. Se analizaron varias 

hipótesis de agrupamiento de las poblaciones (ver Tabla 2), siguiendo varios criterios según las 

cuencas y aislamiento de las mismas, y proponiendo a los grandes ríos como barreras 

(Bartáková, 2013), para ambos marcadores moleculares. La hipótesis de agrupamiento que 

mejor describe la estructura poblacional es aquella que maximiza la varianza entre los grupos 

(ФCT) y minimiza la heterogeneidad dentro de las poblaciones (ФST) (Excoffier et al., 1992). 

http://www.statsoft.com/
http://popart.otago.ac.nz/
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Tabla 2. Hipótesis de agrupamiento evaluadas mediante el Análisis de la varianza molecular (AMOVA). *Los 8 grupos de esta 

hipótesis corresponden a: Río Negro, Aceguá, Río Tacuarembó, Río Yaguarí, Arroyo Sarandí, Arroyo Cuentas, Río Yaguarón, Río 

Tacuarí. **Los 7 grupos correspondientes a esta hipótesis son: Río Negro, Cuentas, Chuy, Tacuarembó, Tacuarí, Sarandí y 

Yaguarón. 

Hipótesis de 
agrupamiento 

A B C D 

Cantidad de 
grupos 

2 2 8 7 

Criterio de 
agrupamiento 

Un grupo al sur 
y otro al norte 
del Río Negro 

Dos cuencas: Río 
Negro y Laguna 

Merín 
Subcuencas* 

Poblaciones sobre el curso 
principal de las Cuencas + 

poblaciones en localidades 
con mayor aislamiento de las 

principales cuencas** 

Los haplotipos se definieron previamente con el programa DnaSP versión 5 utilizando 

únicamente los sitios informativos de las secuencias.  

 

Para evaluar la historia demográfica de las poblaciones se realizaron los Test de neutralidad: 

test D de Tajima (Tajima, 1989) y el test Fu de Fu (Fu, 1997) y el análisis de la distribución de 

las diferencias pareadas (“mismatch distribution”). Dichos análisis se realizaron para los 

agrupamientos que mejor explicaron la diferenciación entre los grupos según lo obtenido 

mediante el análisis de AMOVA. Los mismos fueron computados en el programa ARLEQUIN 

versión 3.1. Para el caso del marcador nuclear no se analizó el test F de Fu (Fu, 1997), por no 

soportar dicho test recombinación de datos. 

 

La teoría neutral de evolución molecular planteada por Kimura (1968) predice que a nivel 

molecular la mayoría de los cambios evolutivos y mucha de la variabilidad dentro de las 

especies no son causados por selección positiva de alelos ventajosos ni por selección 

balanceadora; sino que se deben a la deriva genética al azar de los alelos mutantes que son 

seleccionados de manera neutral o casi neutral (Wen-Hsiung & Graur, 1991). El test de Tajima 

asume el modelo de sitios infinitos (donde todo alelo ó estado de carácter en términos 

filogenéticos surge una única vez por mutación), en ausencia de recombinación. Dicho test 

examina la relación entre el número promedio de diferencias pareadas en los datos y el 

número de sitios segregantes. Un valor de D negativo estaría reflejando expansión 

demográfica y/o una barrida selectiva en contra de mutaciones levemente deletéreas; sin 

embargo un valor de D positivo indicaría selección balanceadora o población estructurada.  
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El test de Fu (Fs) (Fu, 1997) que también se basa en el modelo de sitios infinitos, sugiere 

estimar la probabilidad de observar una muestra con un número de alelos igual o menor al 

valor observado bajo la asunción de una población selectivamente neutra. Valores negativos 

de Fs indican un exceso en el número de alelos, como el que se esperaría de una reciente 

expansión poblacional. Para detectar estos fenómenos el test de Fu es más sensible que el de 

Tajima. Valores positivos de Fs son evidencia de una deficiencia de alelos, lo que 

correspondería de recientes cuellos de botella poblacionales o selección sobredominante. La 

significancia de ambos estadísticos (D y Fs) se calcula mediante generación de muestreos al 

azar utilizando simulación del coalescente, bajo un modelo de neutralidad y una población en 

equilibrio.  

Tanto para el marcador mitocondrial como para el nuclear, se realizaron análisis de 

"distribución de las diferencias pareadas" (“Mismatch distribution”) en el programa ARLEQUIN 

versión 3.1. El mencionado análisis se basa en la comparación de las frecuencias observadas de 

diferencias nucleotídicas pareadas entre los individuos contra las frecuencias que se esperaría 

bajo un modelo demográfico de expansión poblacional (Rogers & Harpending, 1992).  

 

Para evaluar el grado de estructuración de las poblaciones y una estimación del flujo génico 

entre las mismas, se calcularon los índices FST, utilizando el mismo programa. Estas distancias 

se calculan bajo el modelo de Fisher-Wright, dicho modelo  permite obtener la distribución de 

frecuencias génicas entre poblaciones sujetas a un proceso de deriva genética (WRIGHT S. 

1951. The genetical structure of populations. Ann Eugen. 1951 Mar; 15(4):323-54, citado en 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4578636/). 

Para evaluar si existe correlación entre la divergencia genética entre las poblaciones y la 

distancia geográfica existente entre las localidades se realizó un Test de Mantel entra la matriz 

de los índices de FST y una matriz de las distancias medidas en kilómetros entre las localidades. 

Este análisis se realizó en el programa Microsoft Excel (2007), con un complemento llamado 

XLSTAT. 

Para evaluar cuál modelo evolutivo es el que mejor describe la historia mutacional de cada 

locus, se evaluaron 56 posibles modelos de substitución nucleotídica mediante el criterio de 

información jerárquico de BIC (Bayesian Inferention Criterion) con el programa jModeltest 2 

(Darriba, 2012). Este método asume igual probabilidad a priori para todos los modelos, 

eligiendo el modelo con el BIC más bajo lo cual es equivalente a seleccionar el modelo con 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4578636/
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mayor probabilidad a posteriori. Se calculó el likelihood para cada modelo, utilizando los 

siguientes parámetros: N° de escenarios de sustituciones: 7 (56 modelos evolutivos), N° de 

categorías: 4, algoritmo del árbol de búsqueda: NNI (Nearest Neighbour Interchange). 

 

A modo de evaluar el escenario que mejor describa la cantidad de agrupamientos de las 

poblaciones, así como evidenciar quiebres filogeográficos, para cada marcador molecular, se 

utilizó el programa Geneland versión 3.2.2 (Guillot et al., 2005a; Guillot et al., 2005b; Guillot 

2008). Dicho programa utiliza múltiples loci para inferir el número de poblaciones, asignar 

individuos a estas poblaciones, e identificar individuos migrantes y zonas hibridas. Para 

marcadores diploides dicho programa implementa un modelo que asume equilibrio de Hardy-

Weinberg de las k poblaciones y equilibrio de ligamiento entre loci. Para datos haploides el 

modelo utilizado asume distribución multinomial de los genotipos condicionado a las 

frecuencias alélicas y a la pertenencia de los individuos a las poblaciones, también asume 

equilibrio de ligamiento. El programa implementa un algoritmo de agrupación bayesiana y 

utiliza un método de re-muestreo mediante simulación de cadenas de Markov Monte Carlo 

(MCMC) para estimar parámetros desconocidos incluyendo el número de grupos 

poblacionales. GENELAND incorpora además los datos espaciales (coordenadas geo-

referenciadas) para cada individuo (Guillot et al., 2005a; Guillot et al., 2005b).  

El número de poblaciones (K) fue determinado mediante 4 réplicas independientes, con los 

siguientes parámetros: 106 iteraciones MCMC permitiendo que el valor de K varíe en cada uno 

de ellos, la tasa máxima del proceso de Poisson fijado a 100, la K mínima = 1, la K máxima = 8, 

el número máximo de núcleos en el teselado de Poisson-Voronoi fijado a 300, y un “burn-in” 

de 104 en el post-procesamiento. Se utilizó el modelo de frecuencias no correlacionadas 

(Guillot, 2008), el cual asume que las frecuencias alélicas son similares en las poblaciones.  

Para generar un mapa con la membrecía de los individuos por localidad a los clúster definidos 

como los más probables, se utilizaron los valores obtenidos mediante Geneland de las 

probabilidades de pertenencia de cada individuo a los clúster. Dichos valores fueron 

introducidos en el programa DISTRUCT versión 1.1 (Rosenberg, 2004) para generar un gráfico 

de los coeficientes de membresia para los individuos. 

 

Para calcular tasas de flujo génico y direccionalidad de las mismas para los agrupamientos 

propuestos por Geneland, así como que modelo de aislamiento de migración se ajusta más a 

los datos, se empleó el programa Migrate-N (Beerli & Felsenstein, 1999, 2001; Beerli, 2006). El 
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programa Migrate-N no logra estimar bien los parámetros cuando se definen muchas 

poblaciones, ya que por lo general con más de 3 poblaciones puede tener problemas para la 

estimación de los parámetros (Beerli, 2008). Para este trabajo se utilizó el método de 

inferencia bayesiana, que es mejor que el método utilizado por la máxima verosimilitud, en el 

sentido que permite comparar tanto modelos anidados como no anidados (Beerli, 2008). Para 

la comparación de los modelos se utilizará el Logaritmo del Factor de Bayes (LBF), que se 

calcula a partir de la comparación de los valores marginales de la máxima verosimilitud de los 

diferentes modelos a evaluar. Si LBF < -2 se apoya el modelo 2, y si es > 2 se apoya el modelo 1. 

También se evaluó la probabilidad para cada modelo, de la siguiente manera: Prob. 

(modeli)=mLmodeli/∑mLmodelj. Se utilizarán los valores marginales aproximados mediante el 

método termodinámico porque es más estable durante las corridas de las cadenas largas que 

el método armónico (Beerli, et al., 2010). . Para estimar el flujo génico, se utilizó el parámetro 

M, que representa la relación entre la tasa de mutación y la tasa de migración M= m/μ. M 

representa la importancia de la variabilidad introducida a la población por migración 

comparada con la generada por mutación, mientras que m es la fracción de nuevos migrantes 

de la población por generación. A partir del parámetro M se calculó el número de migrantes 

por generación, como Nm= M.Ɵ. 

 

La estrategia de búsqueda utilizó una distribución de tipo uniforme para theta con valor inicial 

basado en los FST. La tasa de transversión/transición y el parámetro gamma (citocromo b) se 

fijaron según los valores determinados por el jModelTest para cada locus. Se seleccionó la 

opción de múltiples cadenas (4) de MCMC con “calentamiento” de tipo estática, ya que es 

necesario esta opción para comparar modelos con estimaciones de verosimilitud marginal 

(MLE), los valores de calentamiento de las cadenas se dejaron por defecto. Para el marcador 

mitocondrial se fijó el valor de heredabilidad en 0,25, por tratarse de un marcador haploide y 

de herencia uniparental. Se especificó una tasa de mutación variable. Se optó por una cadena 

larga de Markov, de 100 mil pasos, con un burn-in de 20 mil. La matriz de migración se 

modificó dependiendo de cada modelo de migración a evaluar:  

A- Poblaciones aisladas 

B- "Full matrix": se dejan libres todos los parámetros de la matriz de migración entre las 

poblaciones. 
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C- Río Negro como sumidero, existiendo solo migración unidireccional desde las demás 

poblaciones hacia la población de Río Negro. 

D- Población de Tacuarembó aislada, resto de las poblaciones intercambian migrantes 

con tasa no simétrica. 

E- Población de Río Negro como fuente (Hipòtesis de captura de cuencas). 

F- Población de Tacuarembó aislada, Chuy solo aporta individuos hacia Tacuarí y no 

recibe de ninguna población, no hay migración desde Tacuarí a Yaguarón y el resto de 

las poblaciones. intercambian migrantes con tasas no simétricas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Diagrama de las diferentes matrices de migración evaluadas mediante el programa Migrate-N. Las columnas representan 

las poblaciones que aportan migrantes y las filas las poblaciones que reciben. 1: Río Negro, 2: Tacuarembó, 3: Tacuarí, 4: 

Yaguarón, 5: Chuy. La diagonal representa el parámetro θ. 

Para el marcador nuclear se fijó el valor de heredabilidad en 1, por tratarse de un marcador 

diploide y de herencia bi-paternal y se probaron los modelos de migración A-E. 

Figura 4. Diagrama de las diferentes matrices de migración evaluadas mediante el programa Migrate-N. Las columnas representan 

las poblaciones que aportan migrantes y las filas las poblaciones que reciben. 1: Río Negro, 2: Tacuarembó, 3: Tacuarí. La diagonal 

representa el parámetro θ. 

 

 

       A                             B                             C                             D                             E  

     A               B    C        D 

  

                   E           F 
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Morfometría geométrica  

La variación en la forma fue analizada a través de datos morfométricos utilizando 15 marcos 

anatómicos homólogos (“landmarks”) del cuerpo de los ejemplares (Figura 3). Los marcos 

anatómicos utilizados fueron: (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 pedúnculo 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) unión de los ceratohyales con el basihyal, (11) margen anterior del ojo, (12) 

margen posterior del ojo, (13) inserción de la membrana opercular en la cabeza, (14) inserción 

dorsal de la aleta pectoral en el cuerpo y (15) inserción ventral de la aleta pectoral en el cuerpo 

(modificado de D'Anatro & Loureiro, 2005).  

 

Figura 5. Ejemplar de A. arachan sobre el cual se indican con puntos rojos los marcos anatómicos utilizados en el análisis 

(modificado de D'Anatro & Loureiro, 2005). 

Los individuos digitalizados corresponden a muestras conservadas en formol, pertenecientes a 

la Colección de vertebrados de Facultad de Ciencias (ZVC-P) (Anexo 2). Las imágenes digitales 

fueron obtenidas con un escáner Microtek ScanMaker4700. Los marcos anatómicos se 

digitalizaron a partir de las imágenes mediante el programa tpsDig 2 

(http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsdig2w32.exe). Para cada ejemplar, cada uno 

de los marcos anatómicos queda definido por coordenadas cartesianas (x; y). Las coordenadas 

fueron alineadas en el programa tpsRelw 

http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsdig2w32.exe
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(http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsrelww32.exe), mediante una técnica de 

mínimos cuadrados conocida como sobreposición de Procustes (Sneath, 1967; Gower, 1975; 

Siegel & Benson, 1982; Rohlf & Slice, 1990; Bookstein, 1991). En la misma, las configuraciones 

de los marcos anatómicos se rotan, trasladan y escalan, para retirar de los datos información 

tal como orientación, posición en la imagen y tamaño respectivamente (Rohlf & Slice, 1990). 

Este proceso de sobreposición produce un conjunto de coordenadas que localizan a cada 

espécimen en una superficie curva. Para proyectar los especímenes en un espacio de tangente 

lineal, de modo que la variación y covariación puedan ser analizadas con técnicas estadísticas 

multivariadas lineales, se utilizó la aproximación “thin plate spline” y componente uniforme 

(Bookstein, 1991), mediante el programa tpsRelw. 

(http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsrelww32.exe). Esta técnica modela las 

transformaciones de la forma como si la configuración consenso (la configuración promedio de 

todos los especímenes) yaciera en la superficie de una placa de metal fina infinita. La función 

deforma la placa para transformar la configuración de referencia (consenso) en otra 

configuración (la deseada) y minimiza la energía necesaria para doblar la placa de metal. Los 

parámetros de la función ajustada representan un nuevo conjunto de variables que están 

contenidos en una nueva matriz llamada matriz de peso (“warps” parciales). La matriz 

obtenida para este trabajó consistió en 24 variables (“warps” parciales) y los componentes 

uniformes (estos últimos no fueron incluidos en los análisis). 

A partir de dicha matriz se realizó un análisis discriminante, con el fin de evaluar la incidencia 

de pertenencia a un grupo en la variación de la forma de los individuos en el programa PAST 

3.11 (Hammer et al., 2001). Para esto los individuos fueron agrupados según a la cuenca de 

pertenencia de la localidad donde fueron colectados y considerando a las localidades en el 

oeste del Río Negro y el Chuy como grupos separados de sus cuencas por el aislamiento 

espacial que tienen con el resto de las localidades de su propia cuenca. Dichos grupos son: Río 

Negro Oeste, Río Negro, Cuentas, Sarandí, Tacuarembó, Tacuarí, Chuy. La significancia a nivel 

discriminante del conjunto de variables fue expresada mediante el estadístico de Lambda de 

Wilks. Además, la similitud entre las variables aleatorias multidimensionales, teniendo en 

cuenta su correlación, se realizó mediante distancias al cuadrado de Mahalanobis.  

 

Se realizó también una matriz de clasificación de los individuos, para ver que tan bien quedaban 

clasificados según el criterio de grupos arbitrarios utilizado para el análisis discriminante. Se 

evaluó mediante una regresión lineal la relación entre la variación del tamaño de los individuos y 

http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsrelww32.exe
http://life.bio.sunysb.edu/morph/morphmet/tpsrelww32.exe
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los coeficientes de la raíz canónica 1 y 2, para descartar la posible influencia del tamaño en la 

variación de la forma de los individuos. Dado el evidente dimorfismo sexual en la especie, machos 

y hembras fueron analizados separadamente en todos los análisis realizados. De los 198 

individuos machos analizados: 19 pertenecen al grupo Cuentas, 38 al Chuy, 47 al Río Negro (este) , 

8 a Río Negro oeste, 5 a Sarandí, 67 a Tacuarí y 14 a Tacuarembó. De los 208 individuos hembras  

analizados: 21 pertenecen al grupo Cuentas, 21 al Chuy, 47 al Río Negro (este), 21 a Río Negro 

oeste, 3 a Sarandí, 82 a Tacuarí y 12 a Tacuarembó. 

A modo de comparar los resultados obtenidos con el marcador mitocondrial y con el marcador 

morfométrico se realizó un Test de Mantel entre la matriz de los índices de FST y la matriz del 

análisis discriminante (Distancias de Mahalanobis), tanto para las hembras como para los 

machos. Este análisis se realizó en el programa Microsoft Excel (2007), con un complemento 

llamado XLSTAT. 

 

RESULTADOS 

 

Marcadores moleculares 

Se obtuvieron un total de 179 secuencias de un fragmento de 662 pares de bases del gen 

citocromo b mitocondrial y un fragmento de 609 pares de bases de un total de 196 secuencias, 

para el marcador nuclear EPIC 1835. La cantidad de secuencias obtenidas para los dos 

marcadores moleculares se detallan en la tabla del anexo, según la localidad de pertenencia 

(Tabla 1A).  

 

Estimación de las fases haplotípicas de ambas copias de los genes nucleares  

Para el EPIC_1835 se encontraron 19 sitios ambiguos distribuidos en un total de 50 genotipos. 

El análisis realizado en el programa Phase logró estimar las fases haplotípicas de ambas copias 

de los genes nucleares con una probabilidad de resolución de la fase de cada sitio mayor a 0,6, 

a excepción de los siguientes sitios: sitio 39 para el individuo CAR_45, con una probabilidad de 

0,54; sitio 114 para el individuo ARR_2, con una probabilidad de 0,59 y sitio 397 para el 

individuo CAR_113, con una probabilidad de 0,50. Estos sitios fueron excluidos de los análisis.  

 

Índices de diversidad 

A partir del alineamiento del fragmento de 662 pb del citocromo b, se observaron un total de 

76 sitios variables (S) y 56 sitios parsimoniosamente informativos (Pi). La cantidad de 
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haplotipos encontrados fue 63, representando una diversidad haplotípica (Hd) de 0,928. La 

diversidad nucleotídica (π) para estos datos fue de 0,011. El contenido de G+C representó el 

36,7 %. 

Para los datos obtenidos del marcador EPIC 1835, el número de sitios usados para estimar los 

siguientes valores fue de 439, excluyendo los sitios con falta de datos. Se observaron un total 

de 21 sitios variables (S) y 18 sitios parsimoniosamente informativos (Pi). Se encontraron 20 

haplotipos, representando una diversidad haplotípica de 0,755. La diversidad nucleotídica 

representó el 0,008. El contenido G+C representó el 32,6%. 

Para 

ambos 

marcador

es 

molecular

es 

amplifica

dos es 

notoria la 

alta Hd 

encontrada, siendo más alta la encontrada para el marcador mitocondrial (Tabla 3).  

Los valores de la Hd para cada localidad, se muestran en la Anexo 3. 

Tabla 3. Valores de los índices de diversidad, para cada marcador molecular, obtenidos a partir del programa DNASP versión 5 

(Librado et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

Correlación entre diversidad molecular y orden de los ríos 

  Citocromo b EPIC 1835 

Pares de bases 662 609 

Sitios variables (S) 76 21 

Sitios parsimoniosamente informativos (Pi) 63 18 

Contenido G + C 0,367 0,326 

N⁰ de haplotipos 63 20 

Diversidad haplotípica (Hd) 0,928  0,755  

Desvío estándar de Hd 0,015 0,022 

Diversidad nucleotídica (π) 0,011 0,008 

Desvío estándar de π 0,00060 0,00067 
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El modelo de regresión entre la diversidad haplotípica y nucleotídica con el orden de los ríos 

que mejor se ajustó a los datos fue el de una regresión polinomial. Se realizó también una 

regresión lineal, que resultó de la siguiente manera: Div. Hap.: R2 = 0.33, p < 0.01; Función de 

la curva: y = 0.05 + 0.11*x; Div. nucl.: R2 = 0.1, p <0.2; Función de la curva: y = 0.003+0.004*x  

Los valores de los coeficientes de regresión, resultaron en ambos casos relativamente bajos 

(R2= 0,49/div. Hap.; R2= 0,36/div. Nuc.), aunque significativos (p= 0,009/div. Hap.; p= 0,0437). 

En ambos casos se observó en los ordenes menores una tendencia al aumento de las 

diversidad en relación al aumento de orden y luego un leve decaimiento a partir del orden 7 

(Figuras 6 y 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Regresión polinómica  entre la diversidad haplotípica (Hd) de cada localidad y el orden del curso más cercano a cada 

localidad. Función de la curva: y = -1.803+0.79*x-0.06*x2 

 

 

 

 

 

R
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= 0,3605; p=0,0437 

R
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R
2
= 0,36; p=0,0437 
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Figura 7. Regresión polinómica entre la diversidad nucleotídica (π) de cada localidad y y el orden del curso más cercano  a cada 

localidad. Función de la curva: y = -0.16+0.06*x-0.005*x2 

 

Red haplotipos citocromo b 

A modos general, en dicha red de haplotipos se observa que tanto los haplotipos 

correspondientes al Río Tacuarí (cuenca Tacuarí) y al Río Yaguarón (cuenca Tacuarí) se 

encuentran más cercanos a los haplotipos de la cuenca del Río Negro que entre ellos mismos. 

La red de haplotipos reconstruida a partir de las secuencias de citocromo b muestra una 

estructura marcada de los haplotipos según la cuenca a la que pertenecen (Fig. 8).. Sin 

embargo, existen casos particulares que se destacan como los haplotipos correspondientes a 

individuos de la localidad del Chuy y de Sarandí. Los haplotipos del Chuy quedan separados del 

resto de los haplotipos de esta cuenca (Río Tacuarí), por 10 cambios mutacionales. Los 

haplotipos de Sarandí (perteneciente a la cuenca del Río Negro) quedan más cercanos a la 

cuenca del Tacuarí, pero quedan separados del resto de los haplotipos de dicha cuenca por 

aproximadamente 8 pasos y del haplotipo más cercano de la cuenca del Rio Negro por 14 

pasos. Por otra parte los haplotipos de los individuos de la localidad del Cerro de las Cuentas 

también quedan separados del resto de los haplotipos de su cuenca (Rìo Negro) por 

aproximadamente 5 cambios mutacionales (Figura 8). Los haplotipos de las localidades de la 

cuenca del Río Tacuarembó quedan agrupados y separados de las demás cuencas, así como los 

haplotipos de la cuenca del Yaguarón. Sin embargo, hay un haplotipo compartido entre un 

individuo colectado en la localidad Cañada de los Molles (cuenca Río Negro) y un individuo de 

Paso de Melo (cuenca Río Yaguarón) (Figura 8). Para los individuos pertenecientes al Río 

Negro, se observa una topología con forma de estrella, con un haplotipo central altamente 

frecuente y varios haplotipos que se diferencian del central en uno o dos pasos mutacionales. 

Las secuencias que representan los haplotipos de la red del citocromo b aparecen detalladas 

en el anexo (Anexo 4). 

Red de haplotipos EPIC 1835 

La red de haplotipos reconstruida a partir de las secuencias del marcador nuclear muestra una 

estructura diferente a la encontrada para el marcador mitocondrial (Fig. 9). La mayoría de los 
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haplotipos correspondientes a localidades del Río Tacuarembó, quedan agrupados cercanos 

entre sí y separado del resto por al menos 6 pasos mutacionales. Los haplotipos más cercanos 

a este grupo pertenecen a la cuenca del Rio Negro, siendo que el haplotipo 4 y 6, es 

compartido con individuos de la cuenca del Rio negro, más precisamente el Arroyo Sarandí. 

Por otro lado el haplotipo más frecuente de estos datos, está conformado por 56 secuencias, 

de las cuales 37 corresponden al Rio Negro, 17 a Tacuarí y 2 a Paso de Melo.  El siguiente 

haplotipo más frecuente, lo presentan 37 secuencias, de las cuales 23 pertenecen a individuos 

del Tacuarí y 14 a individuos del Rio Negro. El siguiente haplotipo más frecuente, está 

representado por 14 secuencias del Río Negro, 6 del Tacuarí y 14 de Yaguarón. Estos tres 

haplotipos se encuentran separados por muy pocos cambios mutacionales. La única cuenca 

que queda agrupada como una unidad es la del Río Tacuarembó. Las secuencias que 

representan los haplotipos de la red del EPIC 1835 aparecen detalladas en el anexo (Anexo 5). 

 

 

 

Citocromo b 
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Figura 8. Red de haplotipos para el marcador citocromo b mitocondrial, realizada en el programa PopArt 

(http://popart.otago.ac.nz). Los haplotipos se encuentran coloreados según la cuenca a la que pertenecen las secuencias de dicho 

haplotipo y la frecuencia en que se encuentran. Símbolos: Verde = Río Negro; Amarillo = Río Tacuarí; Azul =  Río Tacuarembó; 

Anaranjado = Río Yaguarón; Círculo punteado = Chuy; Círculo línea espaciada = Sarandí. Los puntos negros corresponden a 

haplotipos hipotéticos.  

 

http://popart.otago.ac.nz/
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EPIC_1835 

 

Figura 9. Red de haplotipos para el marcador EPIC_1835 nuclear, realizada en el programa PopArt (http://popart.otago.ac.nz). Los 

haplotipos se encuentran coloreados según la cuenca a la que pertenecen las secuencias de dicho haplotipo y la frecuencia en que 

se encuentran. Símbolos: Símbolos: Verde = Río Negro; Amarillo = Río Tacuarí; Azul =  Río Tacuarembó; Anaranjado = Río 

Yaguarón.  

 

 

 

http://popart.otago.ac.nz/
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Análisis molecular de la varianza (AMOVA) 

Para ambos marcadores, la hipótesis que mejor se ajustó a los datos, según el análisis de 

AMOVA fue la hipótesis D, que agrupa a las poblaciones en 7 grupos: Río Negro, Cuentas, 

Chuy, Tacuarembó, Tacuarí, Sarandí y Yaguarón. Para el caso del marcador mitocondrial la 

varianza entre los grupos representa aproximadamente el 74% de la varianza (Tabla 4), 

mientras que para el marcador nuclear sólo el 56% (Tabla 5). 

 

Tabla 4. Análisis de la varianza molecular (Amova) en A. arachan, para citocromo b mitocondrial. Los componentes de la varianza y 

los índices de fijación resultaron significativos (p<0,05), con 10000 réplicas. Se resaltan con negrita los resultados del 

agrupamiento que mejor se ajustó a los datos fue la hipótesis D: Río Negro, Tacuarí, Tacuarembó, Yaguarí, Yaguarón, Cuentas, 

Chuy.  

Agrupamiento % Vc entre 
grupos 

% Vc entre 
poblaciones dentro 
de los grupos 

% Vc dentro de 
poblaciones 

FSC FST FCT 

A 2,46 75,4 75,4 0,773 0,779 0,025 

B 32,1 49,5 18,5 0,728 0,815 0,321 

C  57,2 22,5 20,3 0,525 0,797 0,572 

D 74,4 7,21 18,4 0,282 0,816 0,744 
 

 

 

Tabla 5. Análisis de la varianza molecular (Amova) en A. arachan, para EPIC. Los componentes de la varianza y los índices de 

fijación resultaron significativos (p<0,05), con 10000 réplicas. Se resaltan con negrita los resultados del agrupamiento que mejor se 

ajustó a los datos fue la hipótesis D: Río Negro, Tacuarí, Tacuarembó, Yaguarí, Yaguarón, Cuentas, Chuy.  

Agrupamiento % Vc entre 
grupos 

% Vc entre 
poblaciones dentro 
de los grupos 

% Vc dentro de 
poblaciones 

FSC FST FCT 

A 6,38 46,4 47,3 0,495 0,527 0,064 

B 32,1 49,5 18,5 0,728 0,816 0,321 

C 39,7 13,9 46,4 0,231 0,536 0,397 

D 56,3 4,35 39,4 0,099 0,606 0,563 

 

Test de neutralidad 

El test D de Tajima fue evaluado para ambos marcadores moleculares, mientras que el test Fu 

de Fu fue evaluado solo para el caso del marcador mitocondrial,por no soportar recombinación 

de los datos. Ambos test se evaluaron para los agrupamientos obtenidos en el AMOVA. Para el 

caso del marcador mitocondrial ambos test resultaron significativos, para las poblaciones Río 

Negro; para las poblaciones de Tacuarembó y Chuy resultaron significativos en el caso del test 
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de Fu. En todos estos casos los índices fueron negativos, sugiriendo un apartamiento del 

equilibrio de H-W de dichas poblaciones. En el caso particular de la población Sarandí para el 

marcador mitocondrial, el test de Fu no pudo ser computado por contar con un único alelo 

(Tabla 6). Para el caso del marcador nuclear el test D de Tajima no resultó significativo para 

ninguna de las poblaciones. 

Tabla 6. Valores de los índices de los test de neutralidad, Tajima (D) y Fu (FS), para cada grupo inferido por el análisis de AMOVA, 

para el marcador mitocondrial. Los valores en negrita son los que resultaron estadísticamente significativos P (D simul < D obs), a 

través de 1000 simulaciones. Los valores de D (Tajima) a la izquierda de la celda corresponden al marcador mitocondrial y a la 

derecha al marcador nuclear. 

 Rio Negro Tacuarembó Chuy Tacuarí Cuentas: 
31K 

Yaguarón Sarandí: 23K 

D 
(Tajima) 

-2,35 1,55 -1,23 -1,05 -0,.812 1,27 -1,25 -0,144 -0,762 - 0,648 -0,888 - 0,320 

FS (Fu) -26,0 -4,.30 -1,39 -3,25 -0.616 -1,92 - 

 

Análisis de la “distribución de las diferencias pareadas” 

Se realizaron análisis de distribución de las diferencias pareadas, para las poblaciones inferidas 

del mejor agrupamiento encontrado según el análisis de AMOVA.  

Para el marcador citocromo b, la población de Río Negro experimentó una expansión 

poblacional reciente, ya que presenta una distribución unimodal muy evidente (Figura 10). El 

índice de desigualdad de Harpending resultó igual a 0,041 y el índice de la suma de los 

cuadrados igual a 0, lo que indica que los datos observados se ajustan bien al modelo, 

apoyando la hipótesis de expansión poblacional (Tabla 7).  

Para la población del Chuy también se observa una gráfica unimodal, aunque los datos 

observados en este caso no se ajustan tan bien al modelo simulado. Para la población de 

Sarandí no se pudo computar el análisis, debido a que la varianza de la distribución de las 

distancias pareadas era demasiado pequeña. Para todas las poblaciones, excepto Tacuarembó 

en el caso del test del Índice de desigualdad de Harpending, ambos test evaluados (SSD y 

Harpending) no resultaron estadísticamente significativos, por lo cual no se puede rechazar la 

hipótesis nula de expansión poblacional. 

Para el caso del marcador nuclear (EPIC 1835), no se observa una clara distribución unimodal 

de la grafica para ninguna de las poblaciones (Figura 11).  Sin embargo, ambos test 

computados para este análisis (SSD y Harpending) no resultaron significativos (Tabla 8), por lo 

cual no se puede rechazar la hipótesis nula de expansión poblacional. Para la población de 

Cuentas tampoco se pudo computar el análisis por la misma razón.  
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Figura 10. Gráficas de las distribuciones pareadas para cada población, para el marcador citocromo b mitocondrial. La línea 

continua representan los valores simulados por el modelo bajo una asunción de expansión poblacional y la línea punteada 

representa los valores observados. 

 

Tabla 7. Índice de desigualdad de Harpending e índice de la suma de los cuadrados, con los valores estadísticos asociados, según 

1000 réplicas y un índice de confianza de 0,10, para marcador citocromo b mitocondrial. 

  Río Negro Tacuarembó Tacuarí Chuy Cuentas Sarandí Yaguarón 

Suma de la desviación 
de los cuadrados 
(SSD) 0,000 0,027 0,031 0,048 0,004 - 0,012 

p (SSD sim. >= SSD 
obs.) 0,750 0,080 0,240 0,200 0,810  - 0,820 

Índice de desigualdad 
de Harpending 0,041 0,124 0,063 0,290 0,044 - 0,032 

p (r sim. >= r obs.) 0,770 0,020 0,100 0,150 0,990 -  0,970 

43210

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

Distancias pareadas

Simulados

Observados

Cuentas

14121086420

1400

1200

1000

800

600

400

200

0

Dieferencias pareadas

Simulados

Observados

Río Negro

6543210

90

80

70

60

50

40

30

20

10

0

Distancias pareadas

Simulados

Observados

Tacuarembo

20151050

180

160

140

120

100

80

60

40

20

0

Distancias pareadas

Simulados

Observados

Tacuarí

9876543210

6

5

4

3

2

1

0

Distancias pareadas

Simulados

Observados

Yaguarón

3,02,52,01,51,00,50,0

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

Diferencias pareadas

Simulados

Observados

Chuy



34 

 

 

 

Figura 11. Gráficas de las distribuciones pareadas para cada población, para el marcador EPIC_1835. La línea continua representan 

los valores simulados por el modelo bajo una asunción de expansión poblacional y la línea punteada representa los valores 

observados. 

Tabla 8. Índice de desigualdad de Harpending e índice de la suma de los cuadrados, con los valores estadísticos asociados, según 

1000 réplicas y un índice de confianza de 0,10, para marcador citocromo b mitocondrial. 

  Río Negro Tacuarembó Tacuarí Chuy Cuentas Sarandí Yaguarón 

Suma de la desviación 
de los cuadrados (SSD) 0,025 0,442 0,566 0,464 - 0,042 0,087 

p (SSD sim. >= SSD obs.) 0,600 0,000 0,000 0,000 -  0,120 0,130 

Índice de desigualdad de 
Harpending 0,155 0,082 0,058 0,263 -. 0,109 0,438 

p (r sim. >= r obs.) 0,700 1,00 1,00 0,970 -  0,380 0,270 
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Índices de fijación: FST 

Los valores del índice  FST, muestran en general un alto nivel de estructuración para la mayoría 

de las poblaciones para el marcador mitocondrial, sugiriendo un bajo nivel de flujo génico 

entre poblaciones, siendo en general mayor el flujo génico entre poblaciones dentro de la 

misma cuenca. La mayoría de los valores calculados resultaron estadísticamente significativos 

(p < 0,05; Tabla 9).  

 

Para el marcador nuclear las distancias resultaron mucho menores, siendo que la única cuenca 

que presenta muy baja estimación de intercambio de migrantes con el resto es la del 

Tacuarembó, , por otra parte la población correspondiente al Cerro de las Cuentas también 

presenta baja estimación de intercambio de migrantes con el resto (Tabla 10). El nivel de 

estructuración no sigue el mismo patrón que el encontrado para el marcador mitocondrial, en 

cuanto a la relación entre el nivel de flujo génico entre las poblaciones y la pertenencia a la 

misma cuenca o no. Por otra parte muchos de los valores calculados no resultaron 

significativos (p > 0,05; Tabla 10).  

Citocromo b  

Tabla 9. Debajo de la diagonal las distancias pareadas (FST), entre las localidades muestreadas, para el marcador citocromo b 

mitocondrial, en negrita los valores que resultaron estadísticamente significativos (P< 0,05), a través de 1000 pseudoréplicas. 

Arriba de la diagonal la estimación del número de migrantes por generación (M=Nm). Estos valores se obtuvieron mediante el 

programa Arlequín, Versión 3.1. 
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Epic 1835 

Tabla 10. Debajo de la diagonal las distancias pareadas (FST), entre las localidades muestreadas, para el marcador EPIC_1835 

nuclear, en negrita los valores que resultaron estadísticamente significativos (P< 0,05), a través de 1000 pseudoréplicas. Arriba de 

la diagonal la estimación del número de migrantes por generación (M=2Nm). Estos valores se obtuvieron mediante el programa 

Arlequín, Versión 3.1. 

Correlación entre Matriz genética y Matriz de distancias geográficas 

Se realizó el Test de Mantel entre la matriz genética de citocromo b (Índices de FST) y la matriz 

de distancias entre las localidades, medidas en kilómetros. No se realizó este test para la 

matriz genética del marcador nuclear, por no observarse en la red de haplotipos de dicho 

marcador algún tipo de estructura asociada a las localidades de pertenencia de las poblaciones 

y sus cuencas. El índice de correlación entre ambas matrices fue muy bajo y no significativo, 

por lo cual no se puede rechazar la hipótesis nula de que ambas matrices no están 

correlacionadas. 

Tabla 11. Índice de correlación y valor p asociado, entre la matriz genética del citocromo b (índices de FST) y la matriz de distancias 

entre las localidades (Km). Análisis realizado con el complemento XLSTAT del Microsoft Excel (2207). 

 

 

 

 

 

Modelos evolutivos 

Para el citocromo b mitocondrial, el modelo que mejor se ajustó a los datos fue Tamura Nei + 

G, 1993, con distribución gamma no uniforme de la tasa de sustitución entre sitios, con 

parámetro α= 0,117. La relación entre la tasa de transiciones y transversiones fue de 16,08. Las 

frecuencias de las bases, las siguientes: fA= 0,255; fC= 0,222; fG= 0,145; fT= 0,378. 

 FST cytb (A)/distancias (B) 

r (A/B) 0,145 

Valor p 0,096 

alfa 0,05 
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Para el gen nuclear (EPIC 1835), el modelo que mejor se ajustó a los datos fue el Hasegawa 

Kishino Yano + I, 1985. La relación entre la tasa de transiciones y transversiones fue de 3,36. 

Las frecuencias de las bases, las siguientes: fA= 0,319; fC= 0,160; fG= 0,178; fT= 0,342. 

Análisis de número de clusters poblacionales 

Para realizar el análisis con Geneland se excluyó en el caso del citocromo b mitocondrial, los 

datos correspondientes a la localidad de Cololó (oeste del Río Negro), debido al "gap" de 

distribución de A. arachan en la zona media del curso principal del Río Negro, por la presencia 

de las represas de Palmar, de Baygorria y del Rincón del Bonete) (Figura 2). En el anexo se 

muestra el mapa obtenido cuando se incluyen los datos de la localidad de Cololó (Anexo 8). Las 

4 réplicas simuladas bajo los mismos parámetros iniciales arrojaron el mismo resultado del 

número más probable de clústers para ambos set de datos. 

Para el marcador citocromo b, el número más probable de clústers (k) fue de 5 y se obtuvo una 

buena convergencia de las cadenas de MCMC para dicho parámetro (Anexo 6). Los 5 clúster 

representan de manera espacial las cuencas: Río Negro, Río Tacuarembó, Río Yaguarón y 

coloca a la localidad Chuy en un clúster separado (Figura 12). Con la peculiaridad de que la 

localidad de Sarandí queda agrupada dentro del clúster de la cuenca del Río Yaguarón y no con 

el de la cuenca del Río Negro, como sería esperable (Figura 12). Las probabilidades de 

pertenencia de las poblaciones (localidades) a los clústers resultaron igual a 1 para el clúster 

dentro del cual se posicionó a la población (Figura 13). 

Para el marcador EPIC_1835, el número más probable de clúster (k) fue de 3 y se obtuvo una 

buena convergencia de las cadenas de MCMC para dicho parámetro (Anexo 7). La 

representación espacial de las poblaciones agrupa a la mayoría de las poblaciones del Río 

Negro en un mismo clúster, pero también incluyendo dentro de este clúster a dos localidades 

de la cuenca del Río Tacuarí (localidades Chuy y Tacuarí), por otro lado las demás localidades 

del Río Tacuarí quedan agrupadas dentro del mismo clúster, junto con la localidad Sarandí y 

Paso de Melo. El tercer clúster lo conforman las dos localidades de la cuenca del Río 

Tacuarembó (Figura 14). Para este marcador la probabilidad de pertenencia de las poblaciones 

(localidades) a los clúster resultaron mayores, con porcentajes de alrededor del 70% para el 

clúster con mayor probabilidad (Figura 15). 
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Figura 12. Mapa del valor de asignación a cada uno de los 5 grupos inferidos para cada uno de los pixeles del área de estudio, para 
el marcador citocromo b. Los puntos representan las localidades de pertenencia de los individuos. Superficie Azul= clúster 
“Tacuarembó”; superficie Anaranjada= clúster “Río Negro”; superficie Amarilla= clúster “Tacuarí”; superficie Verde= clúster 
“Chuy”; superficie Blanca= clúster “Yaguarón”. 

Figura 13. Representación gráfica de la probabilidad de pertenencia de cada localidad de muestreo a los clusters inferidos por el 

programa Geneland, para el marcador citocromo b. Las etiquetas encima de la figura representan la cuenca a la que corresponde 

cada localidad. Las etiquetas abajo hacen referencia a las localidades.  
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Figura 14. Mapa del valor de asignación a cada uno de los 3 grupos inferidos para cada uno de los pixeles del área de estudio, para 
el marcador nuclear EPIC_1835. Los puntos representan las localidades de pertenencia de los individuos. Superficie Amarilla= 
clúster “Tacuarí”; superficie Verde= clúster “Tacuarembó”; superficie Blanca= clúster “Río Negro”. 

Figura 15. Representación gráfica de la probabilidad de pertenencia de cada localidad de muestreo a los clusters inferidos por el 

programa Geneland, para el marcador EPIC 1835. Las etiquetas encima de la figura representan la cuenca a la que corresponde 

cada localidad. Las etiquetas abajo hacen referencia a las localidades. 
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Flujo génico y direccionalidad 

Citocromo b 

El modelo que mejor se ajustó a los datos fue el model F (Tabla 12, Fig. 16).  

Tabla 12. Modelos evaluados mediante el LBF, para el marcador citocromo b, con el programa Migrate-n. Se indican los números 

de parámetros estimados para cada modelo, el MLE y el LBF calculado. 

 

Figura 16. Figura representativa del modelo que resultó más representativo de los datos, según el LBF, para el marcador citocromo 

b. Los círculos representan el tamaño poblacional escalado por la tasa mutacional (parámetro θ) y las flechas representan el 

sentido y el peso relativo (representado por el grosor de las flechas) del parámetro M (migración escalada por la tasa mutacional). 

TI: Tacuarí, CH: Chuy, TO: Tacuarembó, RN: Río Negro, YON: Yaguarón. 

Para todos los modelos probados el ESS (Effective sample size) para cada parámetro calculado, 

resultó muy mayor a 500, lo cual es un indicador de una buena estimación de los parámetros. 

Además las gráficas de la distribución a posteriori de los parámetros muestran una buena 

estimación de los parámetros. 

 

 

 

  
Modelo A 

(M0) 
Modelo 

B Modelo C Modelo D Modelo E 
Modelo 

F 

N° de parámetros 5 25 9 17  9 12 

ln(Prob(D|M)) -2050,78 -1615,14 -1761,45 -1993,57 -1966,59 -1607,73 

LBF= 2*ln(Prob(D|M0))-
ln(Prob(D|Mi)) 0 -871,28 -578,66 -114,42  -168,38 -886,10 

Prob.(modeli)=mLmodeli/∑mLmodelj ˜0 0,000605 ˜0 ˜0 ˜0 0,999999 
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EPIC 1835 

El modelo que mejor se adaptó a los datos fue el modelo E (Tabla 13, Fig. 17).  

Tabla 13. Modelos evaluados mediante el LBF, para el marcador EPIC 1835, con el programa Migrate-n. Se indican los números de 

parámetros estimados para cada modelo, el MLE y el LBF calculado. 

 

Figura 17. Figura representativa del modelo que resultó más representativo de los datos, según el LBF, para el marcador EPIC 

1835. Los círculos representan el tamaño poblacional escalado por la tasa mutacional (parámetro θ) y las flechas representan el 

sentido y el peso relativo (representado por el grosor de las flechas) del parámetro M (migración escalada por la tasa mutacional). 

TI: Tacuarí, TO: Tacuarembó, RN: Río Negro. 

Nuevamente, para todos los modelos probados, el ESS (Effective sample size) para cada 

parámetro calculado, resultó muy mayor a 500, lo cual es un indicador de una buena 

estimación de los parámetros. Las gráficas de la distribución posteriori de cada parámetro 

resultantes de la corrida del programa muestran una buena estimación de los parámetros.  

Para el marcador mitocondrial, las tasas de migración resultaron mucho más bajas que para el 

marcador nuclear, siendo todas muy similares a excepción de la tasa que representa migración 

(escalada por la mutación) desde Río Negro a Yaguarón, que resultó relativamente más alta 

que el resto. La población con mayor tamaño poblacional estimado (Ɵ) fue Río Negro, seguido 

por Tacuarí y Yaguarón, que presentaron tamaño poblacional similar entre sí. 

Para el marcador nuclear, la tasa de migración (escalada por la mutación) desde Río Negro a 

Tacuarí resultó tres órdenes mayor que la tasa desde la misma población hacia Tacuarembó. 

  
Modelo A 

(M0) Modelo B Modelo C Modelo D 
Modelo 

E 

N° de parámetros 3 9 5 5 5 

ln(Prob(D|M)) -1860,75 -1617,60 -1661,59 -1669,07 -1610,32 

LBF= 2*ln(Prob(D|M0))-
ln(Prob(D|Mi)) 0 -486 -398 -384 -500,86 

Prob.(modeli)=mLmodeli/∑mLmodelj ˜0 0,000689 ˜0 ˜0 0,999999 

RN 

TO TI 
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En las siguientes tablas se detallan los valores de los parámetros calculados por el análisis del 

Migrate-N, para los modelos que mejor explican los datos para ambos marcadores 

moleculares. La población con mayor tamaño poblacional estimado (Ɵ), para este marcador, 

fue para Tacuarí, seguido por el Río Negro y luego Tacuarembó. 

 

Tabla 14. Estimación de la media del la tasa de migración escalada (M=m/μ) y la media del tamaño poblacional escalado (θ), 
mediante el análisis realizado con el Migrate-N sobre los datos mitocondriales. A la derecha del valor M se muestra el valor de Nm 
(n° de migrantes por generación). Los grupos fuente están representados en las columnas (Población j) y los grupos sumideros en 
las filas (Población i). Los valores entre paréntesis corresponden al intervalo de confianza del 95%. Θ=Neμ, siendo Ne: tamaño 

efectivo poblacional y μ: tasa mutacional por sitio por generación. M=m/μ, siendo m: tasa de migración.  

 

Tabla 15. Estimación de la media del la tasa de migración escalada (M=m/μ) y la media del tamaño poblacional escalado (θ), 

mediante el análisis realizado con el Migrate-N sobre los datos nucleares. A la derecha del valor M se muestra el valor de Nm (n° 

de migrantes por generación). Los grupos fuente están representados en las columnas (Población j) y los grupos sumideros en las 

filas (Población i). Los valores entre paréntesis corresponden al intervalo de confianza del 95%. Θ=4Neμ, siendo Ne: tamaño 

efectivo poblacional y μ: tasa mutacional por sitio por generación. M=m/μ, siendo m: tasa de migración. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Población j 

Población i θ Rio Negro Tacuarembó Tacuarí Yaguarón Chuy 

Rio Negro 0,00614 (0,00453-0,00973) - - 

36,4 (0-

117,3)/0,157 

25,8 (0-

76,7)/0,106 - 

Tacuarembó 0,00063 (0,000001-0,00227) - - - - - 

Tacuarí 0,00432 (0,00087-0,00807) 60,3 (0-206)/0,37 - - 

47,4 (0-

168)/0,194 

40,3 (0-

109,3)/0,010 

Yaguarón 0,00411 (0,00007-0,00867) 

142,8 (0,7-

341,3)/0,877 - - - - 

Chuy 0,00026 (0,000001-0,00153) - - - - - 

Población j 

Población i θ Rio Negro Tacuarembó Tacuarí 

Rio Negro 0,00926 (0,00540-0,13470) - - - 

Tacuarembó 0,00628 (0,00073-0,01333) 280,9 (32,0-618,0)/2,60 - - 

Tacuarí 0,01104 (0,00453-0,01847) 826,7 (579,3-1000,0)/7,66 - - 
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Morfometría geométrica 

Machos 

La raíz canónica 1 y la raíz canónica 2 del análisis discriminante representaron 

aproximadamente el 39% y el 22% de la varianza total del grupo de datos, respectivamente, 

por lo cual sólo estos dos fueron utilizados para la representación gráfica. La correlación entre 

el tamaño del centroide y las raíces discriminantes (1 y 2) no mostró una relación lineal entre 

ambas variables (valor r para raíz 1 = 0,014; p = 0,844, valor r para raíz 2 = 0,223; p = 0 ,002; 

Anexos 9 y 10). El análisis discriminante presentó diferencias significativas entre los grupos 

(Lambda de Wilks= 0,146; p < 0,05). A lo largo de la raíz 1 se observa una discriminación de los 

individuos pertenecientes al grupo “Chuy”, hacia el lado positivo del eje y se observa también 

una leve discriminación, hacia el lado opuesto del grupo “Cuentas” (Figura 18). Los individuos 

que se apartan de la forma consenso hacia la raíz positiva tienden a tener una forma más 

alargada y estilizada, mientras que los que se apartan del consenso hacia la raíz negativa 

tienden a tener una forma más comprimida y robusta. La discriminación de estos dos grupos, 

fueron significativos según las distancias cuadradas de Mahalanobis (Tabla 16).  

Por otro lado, a lo largo de la raíz 2 se observa discriminación hacia el lado positivo del eje del 

grupo Río Negro oeste y hacia el lado negativo del grupo Tacuarembó. En cuanto a los cambios 

observados en la forma sobre el eje de esta raíz, los individuos que se discriminan hacia el lado 

positivo de la raíz 2 tienden a tener una cabeza más comprimida y el comienzo de la aleta 

dorsal más desplazado hacia arriba y atrás. Por otro lado los individuos que se diferencian 

hacia el lado opuesto de la raíz, tienden a tener los cambios opuestos, una cabeza más 

alargada y el comienzo de la aleta dorsal se desplaza hacia la parte antero inferior (Figura 19). 

En referencia a las distancias de Mahalanobis, la mayor distancia (significativa) se observa para 

los pares Sarandí-Cuentas, mientras que la menor distancia (significativa) es para los pares Río 

Negro-Tacuarí. La única distancia que no resultó significativa fue entre los grupos Sarandí-Río 

Negro Oeste (Tala 16). La distancia de Mahalanobis que no resultó significativa fue el par 

Tacuarí - Sarandí, probablemente se deba al bajo número de datos para la localidad de Sarandí 

(5 individuos). En cuanto a la matriz de clasificación esta muestra que el 69% del total de los 

individuos fueron asignados correctamente al grupo. El grupo que presenta el mejor 

porcentaje de clasificación (78,57%) es Tacuarembó (Tabla 17). 
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Figura 18. Raíz 1 vs. Raíz 2 de función linear discriminante realizado para matriz de las deformaciones parciales entre individuos 

machos de los distintos grupos. 
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A 

 

B                 C 

 

D                 E 

Figura 19. Gradilla A forma consenso de los machos, con representación gráfica de los vectores de todos los datos tomados para 
cada landmark Gradillas B y C representan las deformaciones negativas y positivas de los machos, respectivamente, de Raíz 1. 
Gradillas D y E representan las deformaciones positivas y negativas de los machos, respectivamente, de Raíz 2. Valor estadístico de 
Lambda de Wilks: 0,146,  p < 0,000. 
 
Tabla 16. Distancias cuadradas de Mahalanobis (machos) entre los centroides de los grupos analizados en base a los caracteres 
morfométricos. Valores en rojo representan diferencias no significativas con p > 0,05. Valores sobre la diagonal = distancias; 
valores por debajo de la diagonal = valor estadístico asociado a la distancia (p<0,05).  

 Rio Negro Oeste Tacuarí Tacuarembó Rio Negro Sarandí Cuentas Chuy 

Rio Negro Oeste  9,525 12,24 7,767 14,81 7,758 12,18 

Tacuarí <0,0001  4,379 2,792 8,901 5,435 4,024 

Tacuarembó 0,00125 0,01268  6,330 12,06 10,22 10,67 

Rio Negro 0,00801 <0,0001 <0,0001  9,751 4,701 6,644 

Sarandí 0,03292 0,06740 0,04019 0,04282  15,88 11,44 

Cuentas 0,04585 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001112  10,89 

Chuy <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,01305 <0,0001  
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Tabla 17. Matriz de clasificación de los individuos (machos) de A. arachan según los grupos definidos para el análisis discriminante. 

 % Rio Negro Oeste Tacuarí Tacuarembó Río Negro Sarandí Cuentas Chuy 

Rio Negro Oeste 75,00 6 0 0 1 0 0 1 

Tacuarí 74,63 2 50 1 5 0 1 8 

Tacuarembó 78,57 0 1 11 2 0 0 0 

Rio Negro 59,57 1 8 2 28 1 3 4 

Sarandí 60,00 0 1 0 0 3 0 1 

Cuentas 73,68 0 3 0 1 0 14 1 

Chuy 65,79 1 10 0 2 0 0 25 

Total 69,19 10 73 14 39 4 18 40 

 

Hembras 

La raíz canónica 1 y la raíz canónica 2 del análisis canónico de la varianza representaron 

aproximadamente el 34% y el 28% de la varianza, respectivamente. Dado que la suma de las 

dos primeras raíces representa más del 60% de la varianza, se utilizaron estos dos factores 

para las representaciones gráficas. La correlación entre el tamaño del centroide y las raíces 

discriminantes (1 y 2) no mostró una relación lineal entre ambas variables. Valor r para raíz 1 =  

0,2781; p = 0,00005, valor r para raíz 2 = 0 ,0489; p =  0,4835 (Anexos 11 y 12). 

El análisis discriminante presentó diferencias significativas entre los grupos (Lambda de Wilks= 

0,08460; p<0,05). A lo largo de la raíz 1 se observa una discriminación de los individuos 

pertenecientes al grupo “Cuentas”, hacia el lado positivo del eje y se observa también una leve 

discriminación, hacia el lado opuesto del grupo “Tacuarí” (Figura 20). Los individuos que se 

apartan de la forma consenso hacia la raíz positiva tienden a tener un cuerpo más alto y 

alargado, así como un hocico mas comprimido, se observa un corrimiento de la posición de 

inicio de la aleta dorsal desplazándose hacia la parte postero-superior, mientras que los que se 

apartan del consenso hacia la raíz negativa tienden a tener una longitud del cuerpo más corta 

y un hocico mas alargado, también se observa un corrimiento de la posición de inicio de la 

aleta dorsal pero esta vez desplazándose hacia la parte antero-inferior (Figura 21). A lo largo 

de la raíz 2 no se observa una clara discriminación de ningún grupo (Figura 20).  

La discriminación de estos dos grupos, fueron significativos según las distancias cuadradas de 

Mahalanobis. En referencia a estas distancias, la mayor distancia (significativa) se observa para 

los grupos Sarandí-Cuentas, mientras que la menor distancia (significativa) es para los grupos 

Río Negro-Chuy. Las únicas distancias que no resultaron significativas fueron entre los grupos 

Sarandí-Tacuarembó y Sarandí-Tacuarí (Tabla 17). Las distancias de Mahalanobis que no 
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resultaron significativas fueron los pares Tacuarí – Sarandí y Tacuarembó – Sarandí, 

probablemente se deba al bajo número de datos para la localidad de Sarandí (3 individuos). 

 

En cuanto a la matriz de clasificación muestra que aproximadamente el 75% del total de los 

individuos fueron asignados correctamente al grupo. El grupo que presenta el mejor 

porcentaje de clasificación (aprox. 86%) es Cuentas (Tabla 19). 

 

Figura 20. Raíz 1 vs. Raíz 2 de función linear discriminante realizado para matriz de las deformaciones parciales entre individuos 

hembras de los distintos grupos. 
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A 

Figura 21. Gradilla A forma consenso de las hembras, con representación gráfica de los vectores de todos los datos tomados para 

cada landmark Gradillas B y C representan las deformaciones negativas y positivas de las hembras, respectivamente, de Raíz 1. 

Gradillas D y E representan las deformaciones positivas y negativas de las hembras, respectivamente, de Raíz 2. Valor estadístico 

de Lambda de Wilks: 0,146,  p < 0,000. 

Tabla 18. Distancias cuadradas de Mahalanobis (hembras) entre los centroides de los grupos analizados en base a los caracteres 
morfométricos. Valores sobre la diagonal = distancias; valores por debajo de la diagonal = valor estadístico asociado a la distancia 
(p < 0,05) 

 
Rio Negro Oeste Tacuarí Rio Negro Tacuarembó Sarandí Cuentas Chuy 

Rio Negro Oeste  10,17 7,281 12,36 17,26 13,47 9,235 

Tacuarí <0,0001  5,032 5,242 14,68 12,08 5,456 

Rio Negro <0,0001 <0,00001  7,988 18,42 12,21 3,901 

Tacuarembó <0,0001 0,0050 <0,00001  17,51 13,81 9,506 

Sarandí 0,0304 0,0527 0,0090 0,0572  21,77 16,86 

Cuentas <0,0001 <0,0001 <0,00001 <0,0001 0,0032  14,71 

Chuy <0,0001 <0,0001 0,0035 <0,0001 0,0384 <0,0001  

 
 
 
 
 
 
 
 

B C 

E D 
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Tabla 19. Matriz de clasificación de los individuos (hembras) de A. arachan según los grupos definidos para el análisis 

discriminante. 

 
% Rio Negro Oeste Tacuarí Rio Negro Tacuarembó Sarandí Cuentas Chuy 

Rio Negro Oeste 68,18 15 3 4 0 0 0 0 

Tacuarí 82,93 0 68 8 1 0 4 1 

Rio Negro 72,34 2 5 34 1 0 2 3 

Tacuarembó 50,00 0 4 2 6 0 0 0 

Sarandí 66,67 0 1 0 0 2 0 0 

Cuentas 85,71 0 2 1 0 0 18 0 

Chuy 66,67 0 3 4 0 0 0 14 

Total 75,48 17 86 53 8 2 24 18 

 

Correlación entre Matriz genética y Matriz morfológica  

Se realizó el Test de Mantel entre la matriz genética de citocromo b (FST) y la matriz del análisis 

discriminante (Distancias de Mahalanobis), para hembras y para machos, por separado. 

El índice de correlación entre la matriz de los índices de FST y la matriz de las distancias de 

Mahalanobis de los machos resultó significativo, aunque con un valor relativamente bajo. Sin 

embargo la correlación entre la matriz de los índices de FST y la matriz de las distancias de 

Mahalanobis de las hembras no resultó significativo y el valor fue aún menor. 

 

Tabla 20. Índice de correlación y su valor p asociado para la correlación entre la matriz genética de citocromo b (índices de FST) y la 

matriz de las distancias de Mahalanobis obtenidas del análisis discriminantes de los machos y para la correlación entre la matriz 

genética de citocromo b (índices de FST) y la matriz de las distancias de Mahalanobis obtenidas del análisis discriminantes de las 

hembras. Análisis realizado con el complemento XLSTAT del Microsoft Excel (2207). 

 FST cytb (A)/Dist. 

Mahalanobis Machos (B) 

FST cytb (A)/Dist. Mahalanobis 

Hembras (B) 

r (A/B) 0,434 0,259 

Valor p 0,001 0,052 

 

DISCUSIÓN 

Los resultados de esta tesis apoyan, de manera parcial, la primera hipótesis propuesta. Esta 

predice encontrar mayor diversidad genética en las poblaciones localizadas aguas abajo, por lo 

tanto en los cursos de agua de mayor orden. En este trabajo la diversidad genética aumentó 

claramente hasta los cursos de orden 6, con una posterior disminución en órdenes superiores. 

Esta caída de la diversidad puede deberse a la baja vagilidad que presentan los peces anuales. 

Los resultados encontrados por Thomaz et al. (2016), son para especies de peces fluviales, con 
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mayor vagilidad que los anuales. Diferencias en la capacidad dispersiva podría tener como 

consecuencia que el flujo del sistema dendrítico en el que habita no esté directamente 

afectando al flujo génico entre sus poblaciones, ya que los charcos se encuentran alejados, en 

diferente grado, del curso principal del río. En el trabajo de Thomaz et al. (2016) se encontró 

también que las poblaciones que se encontraban en la confluencia de los ríos presentaban la 

mayor diversidad genética encontrada, siendo que la misma comenzaba a disminuir aguas 

abajo de la confluencia. Tal vez en el presente trabajo puede estar sucediendo algo similar con 

las poblaciones que se encuentran en las localidades de órdenes mayores (>6). 

La diversidad haplotípica fue alta para ambos marcadores moleculares. La diversidad 

haplotípica y nucleotídica para el marcador citocromo b fue similar a la encontrada para A. 

charrúa (especie emparentada con A. arachan) (García et al., 2014). La alta variabilidad 

genética, morfológica y cromosómica, parece ser una característica de varias especies de este 

género (Vaz-Ferreira & Melgarejo, 1984; García et al., 1993; Loureiro, 2004). Por otra parte, 

valores relativamente bajos de diversidad nucleotídica y altos de diversidad haplotípica 

podrían revelar rápidos crecimientos de la población a partir de una población ancestral 

pequeña (Avise, 2000). 

 

La predicción planteada a partir de la segunda hipótesis, propone que individuos de una misma 

localidad geográfica son genéticamente y morfológicamente más similares entre sí. Esta 

predicción se cumple para el marcador mitocondrial, que representa una clara estructura de la 

variabilidad genética de acuerdo a la estructura de las cuencas actuales. Sin embargo, la 

variación genética encontrada para el marcador nuclear no refleja la misma estructura que las 

cuencas actuales, por lo que dicho marcador podría estar mostrando un patrón de otro 

momento de la historia de las cuencas. Estos son resultados esperables dadas las diferentes 

tasas evolutivas de los marcadores utilizados (Avise et al., 1994) y también debido al tamaño 

efectivo poblacional (Ne), ya que el marcador mitocondrial tiene su Ne reducido a la cuarta 

parte y por lo tanto el tiempo de coalescencia para este marcador es menor, el tiempo 

transcurrido puede haber sido suficiente para el marcador mitocondrial como para eliminar los 

alelos que pasaron de una cuenca a otra, pero no así para el marcador nuclear. Por otra parte, 

el marcador morfológico muestra cierto grado de estructura aunque su variación no refleja 

exactamente el patrón de las cuencas hidrográficas actuales. Lo cual también es esperable 

debido a la potencial influencia de otros factores (por ej: selección natural por competencia, 

de predación etc.) en su variación. El cambio en la forma de los individuos también puede 



51 

 

deberse a la respuesta del fenotipo al ambiente (plasticidad fenotípica). El cambio fenotípico 

de un organismo es a menudo responsabilidad de la heterogeneidad ambiental. Tanto el 

gradiente ambiental de la estructura física y las diferencias en las interacciones ecológicas, 

como la predación y competencia son importantes representantes de dicha heterogeneidad 

(Eklov, 2005).  

Los valores encontrados de los índices de FST y los resultados del análisis AMOVA sugieren una 

estructura poblacional alta y bajo flujo génico, ya que la divergencia genética resultó muy alta 

incluso para poblaciones que se encuentran a pocos kilómetros de distancia. Esto se observa 

para ambos marcadores moleculares, aunque para el marcador nuclear muchos de estos 

valores no resultaron significativos. Para el marcador mitocondrial los índices fueron menores 

entre localidades cercanas, sobre todo entre las localidades dentro del curso principal del Río 

Negro, sugiriendo gran conexión entre estas; incluso con la localidad Cololó, que se encuentra 

sobre el Río Negro a gran distancia del resto. Sin embargo no se encontró una correlación 

entre los índices de FST y la distancia geográfica (Km) entre las localidades (ver Tabla 11). Las 

diferentes poblaciones ubicadas sobre el curso principal del Río Negro se conectarían entre sí 

durante los períodos de grandes inundaciones; escenario similar al propuesto por García et al. 

(2006, 2012), para las poblaciones de peces anuales que se distribuyen en la Laguna Merín y 

en las cuencas bajas del ríos Uruguay y Paraná. El concepto de conectividad funcional ha sido 

definido por Taylor et al., (1993) como "el grado en el cual el paisaje facilita o impide el 

movimiento entre los recursos de parches”. Esta zona del Río Negro, es una gran planicie y la 

misma podría estar representando una zona de alta conectividad entre las poblaciones. Los 

humedales asociados al Río Negro podrían estar funcionando como un gran corredor entre las 

localidades de esta zona.  

La topología en forma de estrella observada en la red de haplotipos del marcador mitocondrial 

correspondiente a las poblaciones del Río Negro (curso principal) podría estar evidenciando un 

evento de expansión poblacional reciente, ya que se trata de un marcador considerado neutro, 

por lo cual su evolución no sería directamente afectada por eventos selectivos, a no ser por 

algún efecto de hitch-hiking de otro gen (Avise, 1987). El haplotipo central más frecuente, 

probablemente sea el haplotipo ancestral (Avise, 2009). Los valores encontrados para los test 

de neutralidad para este grupo resultaron en ambos casos negativos y significativos, 

reforzando la hipótesis de que este grupo haya experimentado recientemente una expansión 

poblacional, siguiendo el criterio de Slatkin y Hudson (1991). El test de Fu es más sensible 

cuando existe expansión poblacional o “hitchhiking” (selección por ligamiento), lo que 

Con formato: Español (Uruguay)
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reforzaría la hipótesis de que el apartamiento del equilibrio entre la deriva y la mutación de 

este gen para la población en cuestión esté dado por una expansión poblacional reciente. Esta 

evidencia también se encuentra apoyada por el análisis de las diferencias pareadas para esta 

población donde la curva de los valores observados se ajusta de muy buena manera a la curva 

de los valores simulados, sugiriendo que la población ha experimentado una expansión 

reciente (Slatkin & Hudson, 1991; Rogers & Harpending, 1992). La expansión demográfica es 

más fácil de evidenciar en gen mitocondrial, debido al menor tamaño efectivo poblacional 

(Avise, 2000).  

 

A modo general se observa que en la red de haplotipos para las variantes haplotípicas 

mitocondriales los haplotipos correspondientes a la cuenca del Río Negro se encuentran en 

una posición intermedia entre los haplotipos correspondientes al Río Tacuarí y los haplotipos 

correspondientes al Río Yaguarón, ambos ríos pertenecientes a la cuenca de la Laguna Merín 

(ver Figura 8). Este resultado estaría apoyando la hipótesis de dos posibles eventos de captura 

de cuenca, uno entre el Río Negro y el Río Tacuarí y otro entre el Río Negro y el Río Yaguarón. 

Además un haplotipo perteneciente a la población de Molles (cuenca Río Negro) queda 

agrupado junto a los haplotipos del Paso de Melo (Yaguarón), reforzando la hipótesis del 

posible evento de captura a la altura del Río Yaguarón. 

 

La estructura observada a nivel de esta red de haplotipos se contrasta con lo encontrado para 

la especie A. charrua (García et al., 2006) donde no se observa estructura de los haplotipos de 

acuerdo a la localidad de procedencia, sino un único haplotipo central más frecuente y el resto 

en baja frecuencia y con pocas diferencias respecto al anterior. Esto puede deberse a la 

diferente distribución de las especies, ya que A. charrua se distribuye a lo largo de la cuenca 

baja de la laguna Merín, donde los humedales son más extensos y probablemente sean 

mayores las conexiones entre los charcos. Sin embargo, el ambiente de la cuenca del Río 

Negro y de la parte alta de la laguna Merín son topológicamente muy diferentes habiendo 

mayores barreras entre las diferentes cuencas. Por ejemplo en esta red se observa que los 

haplotipos correspondientes a la localidad de Chuy, se encuentran agrupados entre sí, pero 

separados de muchos pasos mutacionales del resto de los haplotipos, encontrándose el 

haplotipo más cercano (cuenca del Tacuarí) a 10 pasos. Esta localidad se encuentra en una 

zona alta de la cuenca y posiblemente la conexión entre esta localidad y el resto no sea muy 

frecuente, lo que favorecería que la deriva génica tenga mayor impacto sobre esta población. 

Esto podría mostrar la importancia de la altitud y por tanto la topografía, como barrera para el 
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flujo entre las poblaciones de peces anuales y modelación de las poblaciones debido al paisaje. 

Dorn et al. (2011), encontraron un patrón en la distribución de varios clados del género anual 

africano Nothobranchius asociado al gradiente altitudinal de la región en la que habitan. Estos 

resultados posicionan a la población del Chuy como una posible población de interés en 

cuanto a la conservación de esta especie por estar genéticamente muy diferenciada del resto 

de las poblaciones, presentando un solo haplotipo compartido con otra población (Tacuarí). 

 

Todas las secuencias de la cuenca de Sarandí corresponden a un único haplotipo endémico, el 

haplotipo más similar a este corresponde a un haplotipo de la cuenca del Río Tacuarí 

(Conventos) y no a una población del Río Negro, como sería más esperable por la cercanía 

geográfica. Este resultado es congruente con el encontrado mediante el análisis de clústers 

para el marcador nuclear, que adjudica a la población de Sarandí con mayor probabilidad de 

pertenencia al clúster del cual forman parte las poblaciones de la cuenca del Tacuarí y no del 

Río Negro. De todas formas esta localidad de Sarandí actualmente se encuentra retirada del 

curso principal del Río Negro a una distancia considerable (24Km). Estos resultados indican la 

importancia de conservar esta población dada su identidad y baja diversidad genética. 

La red de haplotipos del marcador nuclear difiere de la obtenida con el citocromo b. En esta 

red no se observa la estructura marcada de las cuencas, las localidades comparten los 

haplotipos entre cuencas distintas, sugiriendo mayor flujo génico para este marcador. Por 

ejemplo, el haplotipo más frecuente es compartido por individuos de localidades de la cuenca 

del Río Negro, Tacuarí y Yaguarón. La distribución de los demás haplotipos en la red, sugiere 

una gran conexión entre estas tres cuencas. Al tener un tamaño efectivo poblacional mayor, 

por tratarse de un marcador nuclear, puede que el tiempo no haya sido suficiente para que las 

poblaciones se diferenciaran según la configuración actual de las cuencas. El número de 

clústers que mejor explica el agrupamiento de las poblaciones para el marcador nuclear, 

mediante el análisis del Geneland fue tres y se observa nuevamente una gran conexión entre 

las cuencas de Tacuarí, Río Negro y Yaguarón, ya que la población del Río Yaguarón queda 

agrupada con la mayoría de las localidades de la cuenca del Tacuarí y el Chuy con el Río Negro.  

Tanto las redes de haplotipos como los clústers encontrados con Geneland con ambos 

marcadores, posicionan a las localidades de Tacuarembó como una unidad aislada del resto, lo 

que sugiere cierto nivel de aislamiento, quizás producido por el Río Negro actuado como 

barrera, impidiendo la dispersión de individuos desde y hacia la cuenca del Tacuarembó. En un 

estudio realizado en otra especie de pez anual, Nothobranchius furzeri, se propone a un río de 
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la región donde habita, como barrera entre clados de dicha especie (Bartakova et al., 2013). 

También es posible que la barrera se deba a que entre las localidades del Río Tacuarembó y las 

localidades del Río Negro el ambiente no sea propicio para el desarrollo de peces anuales, 

generando una barrera de dispersión entre ambos drenajes. Además, el modelo de mejor 

ajuste en el análisis de migración (desarrollado más adelante) del marcador mitocondrial pone 

a la población Tacuarembó aislada del resto y para el marcador nuclear como receptora de 

pocos migrantes desde el Río Negro.  

Para el marcador mitocondrial a partir del análisis realizado con Geneland se encuentra como 

más probable que las poblaciones se agrupen en cinco clústers. En este caso el Chuy queda 

como una población diferente al resto, reforzando la idea de aislamiento de esta localidad y 

rápida diferenciación genética, probablemente debido al mayor impacto de la deriva génica 

sobre esta población. Cabe destacar que este análisis agrupa a la población del Río Yaguarón 

con la población del Sarandí. Esto difiere a lo esperado, ya que ambas localidades se 

encuentran separadas espacialmente y aparentemente no conectadas. Sin embargo la 

población de Sarandí presenta una única variante alélica, puede que esta variante haya 

desaparecido o no haya sido muestreada en poblaciones intermedias. Por otro lado, en la red 

de haplotipos del marcador nuclear, la localidad Sarandí comparte variantes con las 

poblaciones del Río Tacuarembó (muy cercanas geográficamente).   

En cuanto a los resultados obtenidos para la evaluación de la direccionalidad del flujo génico 

entre las poblaciones, se observa que el parámetro M (migración escalada por la mutación) es 

asimétrico entre las poblaciones. Para el marcador mitocondrial la tasa M más grande es la que 

representa la migración desde Río Negro hacia Yaguarón y en el sentido contrario sería 5 veces 

y media menor, sin embargo el aporte de migrantes entre todas las poblaciones que 

intercambian es relativamente bajo (<1 migrante por generación). Para el caso del marcador 

nuclear, el modelo que mejor se ajustó a los datos es el que propone a la población del Río 

Negro como fuente, apoyando de esta manera la hipótesis de capturas de cuencas propuesta 

por Ribeiro (2006), que propone que los drenajes del margen pasivo del continente (costeros) 

son los que capturan los drenajes del escudo de tierras altas. La tasa M es de tres órdenes 

mayor en dirección al Río Tacuarí que al Tacuarembó. Lo que estaría mostrando una gran 

conexión pasada entre las cuencas del Río Negro y Tacuarí. La contribución de la migración 

asimétrica en ríos (Morrissey & Kerckhove, 2009; Paz-Vinas et al., 2013) y el rol de la 

conectividad (Labonne et al., 2008) a nivel de metapoblaciones ha sido previamente 

demostrado ser un factor importante en el mantenimiento de la variación genética. Muchos 
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estudios biogeográficos han demostrado que la evolución de las cuencas de los ríos pueden 

modelar la distribución de las variantes genéticas (Mayden, 1988; Bãnãrescu, 1990; Matthews, 

1998) y las relaciones filogeográficas entre drenajes de agua dulce (Near & Keck, 2005; Kozak 

et al., 2006; Schwarzer et al., 2011),. En contraste, factores intrínsecos como el tamaño 

corporal, la fecundidad y la vagilidad, también se espera que estén relacionados con la 

diversidad genética, a través de su influencia en el tamaño efectivo poblacional y flujo génico 

(Crispo et al. 2006; Faulks et al. 2010).  

Por otro lado, también ha sido demostrado que las diferencias en la calidad del hábitat, las 

interacciones sociales o factores abióticos (por ejemplo, viento, corrientes oceánicas, el caudal 

del río o de la gravedad) con frecuencia generan una dinámica fuente-sumidero que impone 

un flujo de genes asimétrico en las poblaciones naturales (Kaweesi & Holt, 2002). En este caso 

la población de Río Negro se habría comportado en el pasado como una fuente para el resto 

de las poblaciones aportando migrantes en mayor grado. Esta gran conexión entre estas dos 

cuencas, apoya la teoría de la captura de cuenca como posible agente estructurador de la 

variación genética. Además la dirección de mayor flujo génico se observa desde Río Negro 

hacia Tacuarí, lo cual refuerza la hipótesis propuesta para capturas de cuencas por Ribeiro 

(2006). En general, la geodispersión por captura de cuencas ha contribuido a la formación de la 

ictiofauna de toda la cuenca de América del Sur tropical, región dentro de la cual habitan los 

Rivúlidos. Esto quiere decir que la ictiofauna de todos estos drenajes de cuencas está 

compuesta por distintos orígenes geográficos (Hubert & Renno, 2006; Capítulo 2), un 

fenómeno referido como “mosaic macroevolution” (Bouchard, 2004). En un estudio del grupo 

Gymnotus coatesi (Albert et al., 2004), uno de los principales resultados es la importancia del 

rol de las barreras semi-permeables, en la vicarianza y la geodispersión, ayudando a construir 

altos niveles de riqueza intra?específica regional. Cuencas semipermeables facilitan la mezcla y 

separación de la fauna acuática mediante la creación y erosión de las barreras entre ríos de 

cuencas vecinas.  

La tasa de migración encontrada desde Río Negro hacia Yaguarón y lo encontrado en la red de 

haplotipos para citocromo b, donde dentro del grupo de haplotipos de Yaguarón aparece un 

individuo del Río Negro (Cañada de los Molles) que comparte haplotipo, sugiere una conexión 

reciente entre estas dos cuencas. Estos resultados podrían estar apoyando parcialmente la 

topología encontrada en esta zona, en forma de codo, que podría representar un segundo 

evento independiente de captura de cuencas (Loureiro et al., 2011). El reordenamiento de 

drenaje ha sido ampliamente propuesto como un mecanismo geomorfológico general de 
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translocación de peces de agua dulce en otras regiones del mundo (Bishop, 1995; Waters et al, 

2001; Burridge y otros, 2006; Craw et al., 2007). Los procesos geológicos pueden causar 

reordenamientos de drenajes, aislando o conectando sistemas de ríos (Smith 1981; Richardson 

& Gold 1995; Waters & Nordt 1995). Por ejemplo una división entre drenajes previamente 

conectados, puede producir similares patrones de distribución genética de especies 

simpátricas (Waters et al. 2001). Para el caso particular de los peces anuales, se observa el 

mismo patrón de distribución para tres especies más del género Austrolebias: A. quirogai, A. 

vazferreirai, y A. juanlangi (Loureiro et al., 2011). 

 

Los resultados obtenidos para los marcadores morfológicos fueron distintos para el caso de los 

machos y las hembras. Esto resulta razonable ya que los factores que influencian sobre la 

forma de los individuos podrían estar actuando de distinta manera frente a los dos sexos; esto 

se puede ver reflejado en el gran dimorfismo sexual que presentan los peces anuales. La 

importancia de la selección sexual en peces del género Austrolebias es considerada como un 

factor evolutivo importante implicado en la generación de variabilidad en estos organismos 

(Hass et al., 1976; Passos et al., 2014). Diferencias en la elección de pareja por parte de las 

hembras de las distintas cuencas pueden generar variaciones en la forma de los individuos, 

generando una presión sobre la modelación de la forma en el caso de los individuos machos. 

Se ha demostrado que las hembras de Austrolebias prefieren machos de mayor tamaño 

(Passos et al., 2013). 

Para ambos sexos, la distancia de Mahalanobis entre los individuos de las localidades 

correspondientes al curso principal del Río Negro y los de la localidad ubicada al oeste del Río 

Negro es relativamente alta. Esto queda contrastado con el marcador mitocondrial donde la 

localidad al oeste del Río Negro se agrupa dentro de la misma población que las demás 

localidades del Río Negro. Lo que nos sugiere que los mecanismos (interacción con otras 

especies, selección sexual, etc.) que estarían actuando sobre la variación en la forma son 

distintos a los que modelan la evolución de los marcadores moleculares neutros, evaluados en 

este trabajo. 

Además en el análisis discriminante realizado para los machos se observa una discriminación 

del grupo Río Negro oeste.. Esto nos podría estar sugiriendo, que los individuos de dicha 

localidad evolucionaron adaptaciones locales (en lo que respecta a la forma de los individuos), 

como respuesta al ambiente (plasticidad fenotípica), o que los factores que afectan en la forma 

de los individuos presentan una tasa evolutiva mucho más acelerada que los marcadores 
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moleculares, siendo que dicha localidad ha estado aislada  desde muy recientemente y que no 

ha transcurrido el tiempo suficiente como para ver este patrón en el citocromo b (Cherry et al., 

1978). En un estudio realizado en una especie del género Austrolebias con marcadores 

morfométricos se ha sugerido que la variación de dichos marcadores estaría asociada 

solamente al patrón filogeográfico (D´Anatro & Loureiro, 2005).  

 

Los machos de las localidades Cuentas y Chuy se ubicaron en extremos opuestos de la 

variación morfométrica en el análisis discriminante. Los individuos de Cuentas tienden a tener 

una forma más robusta, mientras que los de Chuy son estilizados. En Cuentas, A. arachan 

comparte el hábitat con otras especies de peces anuales: A. quirogai, A. vazferreirai y, A. 

juanlangi (Loureiro et al., 2011); mientras que en Chuy, A. arachan no cohabita con otras 

especies de peces anuales. Una posible explicación es que factores ecológicos como la 

competencia con otras especies de peces anuales, podrían estar influenciando la variación de 

la forma de los individuos (Eklov, P. & Svanback, R., 2005). Por otra parte, la discriminación de 

los individuos pertenecientes a la cuenca del Chuy es concordante con lo encontrado para el 

marcador mitocondrial, tal vez reforzando la hipótesis de aislamiento como el factor que 

promueve su identidad morfológica. 

Se observan ciertas concordancias entre los resultados encontrados para el marcador 

mitocondrial y el marcador morfométrico, como la diferenciación de las poblaciones Cuentas y 

Chuy (en el caso de los machos), así como la unidad de la cuenca del Río Tacuarembó como 

una unidad bien definida, tanto para el marcador morfológico como para el marcador 

mitocondrial. El análisis de correlación entre amabas matrices, morfológica vs. mitocondrial 

resultó significativo para el caso de los machos, aunque con un bajo índice de correlación. Esto 

estaría apoyando las concordancias parciales encontradas para ambos marcadores, al menos 

para el caso de los machos. Sugiriendo que algunos de los mecanismos modeladores de la 

variación genética y morfométrica podrían ser compartidos. 

 

Conclusiones y perspectivas 

En el presente trabajo, se observa que si bien existe congruencia entre los resultados 

observados para los marcadores moleculares y morfológicos, también hay diferencias entre los 

mismos, lo que nos sugiere que los factores que subyacen a ambos tipos de marcadores 
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podrían ser distintos, además de las diferencias en las tasas evolutivas a la que están 

sometidas dichos marcadores (Cherry et al., 1978). 

Por otra parte queda evidenciado que existen factores de configuración de los ríos, así como 

factores geomorfológicos, que han influenciado la distribución de las variantes genéticas. La 

distribución de la diversidad genética en el paisaje está determinada por al menos tres grandes 

clases de factores, los cuales incluyen: procesos geológicos, características intrínsecas y 

características del paisaje (Waters, 2015). Si bien no se cumple exactamente la predicción de la 

primera hipótesis planteada, en parte se logra apreciar la relación de la diversidad génica de 

acuerdo a la ubicación de las localidades respecto a la topología  de los ríos, siendo en general 

mayor la diversidad encontrada cuando las poblaciones se encuentran más alejadas de las 

cabeceras de los ríos. 

Los resultados de este trabajo indican la importancia de los eventos de geodispersión (captura 

de cuencas) en la estructuración de la variación. Además, de acuerdo a la topología de la red 

de haplotipos y el análisis de clusters poblacionales se evidencia que estos fenómenos de 

captura de cuencas habrían ocurrido más de una vez y en sectores diferentes de la cuenca del 

Río Negro.  

Las poblaciones del Río Tacuarembó presentaron una unidad evolutiva apoyada por todos los 

análisis y marcadores, lo cual indica que deberían ser consideradas como una unidad de 

conservación diferente de las restantes.   

En cuanto a la estructura poblacional e historia demográfica de la especie, sería interesante 

amplificar otros marcadores moleculares neutros que permitan inferir la historia demográfica 

de esta especie, pero con distinta tasa evolutiva, como por ejemplo microsatélites 

(marcadores hipervariables) a partir de los cuales se podría obtener resultados que 

representen una historia más reciente de la especie y de la región en la cual habita. 

En cuanto al marcador nuclear utilizado en el presente trabajo, sería importante evaluar si 

dicho marcador presenta copias parálogas en el genoma de Austrolebias arachan y si dichas 

copias divergieron de la original. Para esto sería útil contar con el genoma anotado de la 

especie. 

Por otro lado sería importante incluir análisis para inferir tiempos de divergencia entre las 

poblaciones con el fin de estimar tiempos de los posibles eventos geomorfológicos ocurridos 

en la zona. Sin embargo, no se cuenta con registros fósiles para este género, por lo cual se 
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tendrían que utilizar relojes moleculares que hayan sido propuestos para taxa cercanos en la 

escala evolutiva. Tampoco se tiene dataciones de los eventos geomorfológicos de captura de 

cuencas, por lo que es imprescindible avanzar en ese sentido.  

Muchos análisis de genética del paisaje han comparado patrones filogeográficos entre 

especies que se encuentran co-distribuidas en la misma región (Bermingham & Moritz, 1998) y 

se ha encontrado que muchas de esas especies tienden a tener estructuras genealógicas 

similares. Estos patrones compartidos sugieren que la biogeografía histórica no ha sido solo 

modelado por la distribución de una especie en su rango, sino que también han moldeado 

concordantemente la arquitectura genética de regiones de biotas particulares (Avise, 2009). 

Sería de suma importancia comparar los patrones obtenidos para A. arachan con los de otras 

especies que habitan la misma región (incluyendo especies con diferente vagilidad) para inferir 

de manera más robusta patrones de distribución más generales y procesos geomorfólogicos 

que involucren a la biota de la región.  
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ANEXOS 

Localidades/Marcadores Citocromo b EPIC 1835 

Cololó 24 0 

Paso Arriera 8 12 

Paso Aguiar 10 16 

Lechiguana 14 2 

Paraje 329 9 14 

Mazangano 10 10 

Cda. de los Molles 10 18 

 Cerro de las Cuentas 10 20 

Sarandí 8 14 

Tacuarí 9 12 

Codo 9 10 

Tres Boliches 10 12 

Chuy 8 16 

Conventos 9 8 

Caraguata 11 8 

Yaguarí 11 6 

Paso de Melo 9 18 

Total 179 196 
Anexo 1. Número de secuencias para cada marcador molecular, utilizado en el presente trabajo, para cada localidad de muestreo 

de A. arachan. 
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Lote  Localidad Cuenca 

7681 Bañados aledaños a Ruta 6 Rio negro 

7719 Río Negro oeste Rio negro oeste 

7733 Cañada de la Arena Arroyo Conventos 

7809 Río Negro y Ruta 26 Rio negro 

8642 Ciudad de Melo Arroyo Conventos 

8673 Arroyo Sarandí Arroyo Sarandí 

8692 Paraje 329 Río Negro 

8698 Las Cuentas Arroyo Cuentas 

8719 Río Negro oeste Rio Negro oeste 

8747 Río Yaguarí y Ruta 26 Río Yaguarí 

8763 Paso Pereira Río Negro 

9714 Paraje 329 Río Negro 

9717 Cerro de Las Cuentas Arroyo Cuentas 

9722 Paso Mazangano Río Negro 

9723 Boliche Blanco Arroyo Conventos 

9730 Cañada de la Arena Arroyo Conventos 

9731 Arroyo Chuy Arroyo Chuy 

9732 Arroyo Caraguatá Arroyo Caraguata 

9737 Ruta 26 Km 331 Arroyo Caraguata 

9738 Río Negro y Ruta 26 Río Negro 

9739 Río Tacuarí Río Tacuarí 

11596 Río Negro oeste Río Negro oeste 

2641-88 Río Negro oeste Río Negro oeste 

Anexo 2. Número de lote de la colección de vertebrados de Facultad de Ciencias (ZVC-P) de los cuales se utilizaron individuos para 

la toma de los datos morfométricos. 
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Localidad Categoría Hd π 

Chuy 6 0,750 0,012 

Conventos 4 0,806 0,079 

Sarandí 4 0,000 0,000 

Codo 4 0,417 0,011 

Lechiguana 4 0,440 0,006 

Cañada de los molles 5 0,533 0,035 

329 7 0,583 0,009 

Cuentas 5 0,644 0,015 

Tres boliches 5 0,733 0,025 

Cololo 8 0,773 0,017 

Paso Aguiar 7 0,778 0,018 

Tacuarí 6 0,786 0,050 

Yaguari 6 0,818 0,019 

Paso Arriera 6 0,857 0,020 

Mazangano 7 0,867 0,024 

Caraguatá 6 0,873 0,032 

Paso de Melo 6 0,944 0,050 

Anexo 3. Diversidad haplotípica (Hd) y diversidad nucleotídica (π) calculada para cada localidad y las categorías asignadas a cada 

una de las localidades, según el criterio de su ubicación en la cuenca en relación a la cabecera de los ríos. 
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Anexo 4. Secuencias por haplotipos de citocromo b (entre paréntesis la cantidad de secuencias de dicha localidad con dicho 

haplotipo) 

 

 

 

 

 

 

 

 
1- Chuy (4), Tacuari (1) 
2- Chuy (1) 
3- Chuy (2) 
4- Chuy (1) 
5- Tacuari (1) 
6- Codo (1) 
7- Codo (1) 
8- Codo (7), Tacuari (4) 
9- Tacuari (1) 
10- Tacuari (1) 
11- Tres Boliches (4) 
12- Tres Boliches (4) 
13- Tres Boliches (1) 
14- Conventos (3) 
15- Conventos (1) 
16- Sarandi (8) 
17- Tres Boliches (1) 
18- Conventos (2) 
19- Conventos (3) 
20- Cololo (7), Mazangano (1) 
21- Cuentas (2), Mazangano (1) 
22- Cuentas (6), Mazangano (1) 
23- Cuentas (1), Mazangano (1) 
24- Cuentas (1) 
25- Cololo (5) 
26- Cololo (2) 
27- Paraje 329 (1), Aguiar (1) 
28- Cololo (1) 
29- Aguiar (1) 
30- Arriera (1) 
31- Arriera (3), Cololo (9), Lechiguana (10), 

Molles (7), Paraje 329 (6), Mazangano 
(4), Aguiar (5) 

 

32- Aguiar (1) 
33- Molles (1) 
34- Aguiar (1) 
35- Aguiar (1) 
36- Arriera (1) 
37- Arriera (1) 
38- Arriera (2) 
39- Mazangano (1) 
40- Paraje 329 (1) 
41- Lechiguana (4) 
42- Molles (1) 
43- Paraje 329 (1) 
44- Mazangano (1) 
45- Cololo (1) 
46- Caraguata (2) 
47- Yaguari (4) 
48- Yaguari (3) 
49- Yaguari (1) 
50- Yaguari (1) 
51- Caraguata (4), Yaguari (2) 
52- Caraguata (1) 
53- Caraguata (1) 
54- Caraguata (1) 
55- Caraguata (1) 
56- Caraguata (1) 
57- Paso de Melo (1) 
58- Paso de Melo (1), Molles (1) 
59- Paso de Melo (1) 
60- Paso de Melo (2) 
61- Paso de Melo (1) 
62- Paso de Melo (1) 
63- Paso de Melo (2) 
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1- Yaguari (1) 

2- Yaguari (1) 

3- Caraguata (5), Yaguari (4) 

4- Caraguata (1), Sarandi (2) 

5- Sarandi (1) 

6- Caraguata (1), Sarandi (1) 

7- Melo (2) 

8- Aguiar (1), Arriera (2), Codo (2), Chuy (4), Lechiguana (2), Mazangano (1), Melo (14), Sarandi (5), 329 (3). 

9- Sarandi (3) 

10- Conventos (1) 

11- Aguiar (4), Codo (6), Conventos (3), Mazangano (1), Molles (5), Sarandi (2), Tres_Boliches (12), Tacuari (2), 329 (2) 

12- Conventos (2) 

13- Tacuari (2) 

14- Arriera (3), Conventos (1), Tacuari (2) 

15- Conventos (1) 

16- Arriera (1) 

17- Molles (6), Aguiar (10), Arriera (6), Codo (2), Chuy (10), Mazangano (7), Melo (2), 329 (8), Tacuari (5), Cuentas (20).  

18- 329 (1) 

19- Chuy (2), Tacuari (1), Mazangano (1) 

Anexo 5. Secuencias por haplotipos EPIC 1835 (entre paréntesis la cantidad de secuencias de dicha localidad con dicho 

haplotipo) 
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Anexo 6. Arriba: número de clúster encontrados m a través del análisis de 100000 iteraciones de MCMC. Abajo: gráfico de 

convergencia de la búsqueda del parámetro mediante el análisis de MCMC. Para el marcador citocromo b.  

Anexo 7. Arriba: número de clúster encontrados m a través del análisis de 100000 iteraciones de MCMC. Abajo: gráfico de 

convergencia de la búsqueda del parámetro mediante el análisis de MCMC. Para el marcador EPIC_1835. 
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Anexo 8. A la izquierda: mapa del valor de asignación a cada uno de los 5 grupos inferidos para cada uno de los pixeles del área de 
estudio, para el marcador mitocondrial citocromo b, incluyendo los individuos de la localidad al oeste del Río Negro (Cololó). Los 
puntos representan las localidades de pertenencia de los individuos. A la derecha y arriba: número de clúster encontrados m a 
través del análisis de 100000 iteraciones de MCMC. A la derecha y abajo: gráfico de convergencia de la búsqueda del parámetro 
mediante el análisis de MCMC. Para el marcador citocromo b, incluyendo la localidad al oeste del Río Negro (Cololó). 

Anexo 9. Gráfica tamaño vs. Raíz 1 (machos)  r = 0,014| p = 0,844; r2 = 0,0002 
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Anexo 10. Gráfica tamaño vs. Raíz 2 (machos)  r = 0,223| p = 0 ,002; r2 = 0,0498 

Anexo 11. Gráfica tamaño vs. Raíz 1 (hembras) r = 0,2781| p = 0,00005 
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Anexo 12. Gráfica tamaño vs. Raíz 2 (hembras) r = 0 ,0489| p =  0,4835 
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