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Resumen

Rhamdia quelen (bagre negro) pertenece al Orden Siluriformes y como varios
representantes del Orden, estos peces constituyen recursos valiosos en pesquerias y
para el desarrollo de la acuicultura. La sistematica de esta especie ha sido muy
controvertida, asi lo marcan las contradicciones en los distintos estudios de tipo
sistematico basados en caracteres morfoldgicos y, la contraposicion de éstos con los
analisis basados en caracteres moleculares y los estudios previos en citogenética. Es
por esto que surge la necesidad de desarrollar un estudio con el objetivo de realizar el
analisis filogeografico de esta especie en la regidon Neotropical y en particular dentro
de las cuencas de Uruguay a los efectos de identificar |la existencia de diferentes linajes
genéticos y la estructura poblacional asociada a las cuencas del pais. En este sentido,
este trabajo se dividid en tres niveles jerarquicos: 1) el andlisis filogenético de la
especie en la regidon Neotropical basados en gen mitcondrial citocromo b; 2) andlisis
poblacional macrogeografico en las cuencas de Uruguay basados en el marcador
mitocondrial citocromo b; y 3) analisis microgeografico en la Laguna del Sauce, Laguna
de Rocha y Laguna Castillos, tres lagunas costeras de importancia pesquera en Uruguay
mediante el andlisis de secuencias de citocromo b y marcadores de tipo microsatélite.
Los resultados obtenidos permitieron detectar siete linajes mitocondriales altamente
divergentes a nivel de especie, que conforman el complejo de especies R. cf. quelen,
éstos habrian divergido en alopatria por el fendmeno de vicarianza en el Plioceno -
Mioceno. Los siete linajes se agrupan en cuatro grandes clados: A) conformado por
linajes del Parana (Rgl), Rgq2 y Rq3; B) Rg 4 (Parand y Cuareim) y Amazonas (Rg5); C)
Cuenca del Essequibio (Rg6); D) presente en el Orinoco (Rg7). En Uruguay se
detectaron tres de estos linajes y, dos de los cuatro grandes clados encontrados en
esta especie a nivel global en la regidn Neotropical: Rg2-CladoA, presente en la cuenca
del rio Cuareim, Queguay y Lunarejo; Rg3-CladoA, en las cinco grandes cuencas del
Uruguay; y Rq4-CladoB, que habita la cuenca del rio Cuareim y la cuenca del Parana.
Debido a la alta divergencia de estos linajes, éstos podrian significar tres unidades
evolutivamente significativas (ESU) para la conservacion de recursos genéticos de esta
especie en el pais. En cuanto al andlisis poblacional macrogeografico en Uruguay, éste
nos permite afirmar que el patrén de distribucién de las poblaciones del bagre negro

en Uruguay se divide en cuatro grupos: la cuenca del Cuareim; la poblacién mezcla de



origen cultivado de Villa Constitucidn; las cuencas del Lunarejo, Queguay y la poblacién
de Rincén del Bonete; y por ultimo, el grupo mds extenso que agrupa el resto de las
poblaciones presentes en la cuenca del Rio Negro y al sur del mismo rio. Mediante la
red de haplotipos, encontramos los tres clados observados en los andlisis filogenéticos,
mostrando evidencias de que existe un linaje muy comudn en el pais que presenta
caracteristicas evolutivas asociadas con una rapida y reciente evolucién. Por ultimo, el
analisis a microescala geografica basado en marcadores nucleares de tipo microsatélite
y de ADN mitocondrial ha permitido diferenciar tres poblaciones que se corresponden
con las tres lagunas costeras analizadas a esta escala: Laguna del Sauce, Laguna
Castillos y Laguna de Rocha. Estas distintas poblaciones podrian representar distintas
unidades de manejo (MU), unidades prioritarias para la conservacion que deberian ser
estudiadas desde el punto de vista morfolégico, fisiolégico y gendmico, con el fin de
distinguir diferentes caracteristicas que podrian ser explotadas en la acuicultura.
Podemos concluir entonces que R. cf. quelen es un complejo de especies, altamente
estructurado en la regidn cis-andina y particularmente Uruguay presentaria tres ESUs
en sus cuencas hidrograficas y por lo menos tres MUs, detectadas en la regién de
lagunas costeras analizadas. A su vez, este estudio como los que lo anteceden,
evidencian la necesidad de realizar una revision sistemdtica exhaustiva de este
complejo de poblaciones a nivel morfoldgico y de variabilidad genética adaptativa con
aproximaciones de tipo gendmico (marcadores procedentes de secuenciacidon de

nueva generacién, neutros y génicos).



1. Introduccion
1.1. Silaridos Neotropicales

El Orden Siluriformes se destaca entre los Ostariophysi por ser uno de los mas diversos
de este grupo, con aproximadamente 35 familias y 2900 especies, aunque se estima
que existen 1750 que aun no han sido descritas (de Pinna 1998; Sullivan et al. 2006). El
Orden se distribuye en todos los continentes, con presencia de fésiles en la Antartida
(de Pinna 1998, Hardman 2005). Este grupo habita principalmente en masas de agua
dulceacuicolas, sin embargo, existen algunos siluridos de agua salada y estuarinos. Los
Siluriformes presentan una gran diversidad de adaptaciones, como por ejemplo:
especies xiléfagas, siluridos eléctricos y peces adaptados al parasitismo (Hardman
2005; Betancur-R 2009). Por su amplia distribucién y diversidad, son un modelo de
importancia en estudios de biogeografia a distintas escalas, de regional a global
(Sullivan et al. 2006). El Orden Siluriformes estd integrado por tres grupos:
Loricarioidei; Diplomystidae; Siluroidei (Sullivan et al. 2006). El primero es el mas
ancestral conformando un grupo reciprocamente monofilético a
Diplomystidae+Siluroidei. El hecho de que Loricarioidei como grupo mds ancestral de
los Siluriformes sea endémico de Sudamérica sugiere la idea de que el Orden
Siluriformes habria surgido en esta regién (Sullivan et al. 2006). En el presente se
considera que el grupo de siliridos Neotropicales tiene un origen polifilético,
concentrandose mas de la mitad de las especies del Orden (1650), distribuidas en 15

familias (de Pinna 1998).

El género Rhamdia, objeto de estudio en este trabajo, incluido inicialmente en la
familia Pimelodidae (Swainson 1838), ha sido reubicado por Lundberg & McDade
(1986) dentro de la familia Heptapteridae, en base a caracteres morfolégicos. Estos
autores confirmaron la monofilia de esta familia, delimitando su distribucion en masas
dulceacuicolas desde México hasta el sur de Argentina. Esta familia de silduridos
Neotropicales, incluyendo las subfamilias Rhamdiinae (Bleeker 1862) y Heptapterinae
(Lundberg & McDade 1986), presenta una de las mds grandes radiaciones dentro de
los Siluriformes (de Pinna 1998), compuesta por aproximadamente 150-200 especies

validas, las cuales se encuentran distribuidas en 24 géneros (Ferraris Jr. 2007).



Esta familia tiene representantes en todas las areas de endemismo del Neotrdpico, lo
que la convierte en un grupo potencial para andlisis de tipo biogeograficos (de Pinna
1998), ya que estas areas son Utiles a la hora de definir las dreas de estudio (unidades
basicas de estudios biogeograficos) y sus relaciones. Sin embargo, hasta la fecha no ha
sido tomada en cuenta en este tipo de analisis debido al escaso conocimiento que se
tiene de la relacion intergénero en varios de los taxa que la integran (Bockmann &
Guazzelli 2003). Aunque existen antecedentes de estudios de esta relacidn, ésta aun
no es del todo clara, ya que distintos autores han propuesto diferentes relaciones
intergenéricas dentro de Heptapteridae (de Pinna 1998). Por ejemplo, Lundberg &
McDade (1986) encontraron una fuerte relaciéon de Rhamdia con Brachyrhamdia,

Cetopsorhamdia, Goeldiella, Pimelodella, Rhamdella, Typhlobagrus.

La relaciéon de la familia Heptapteridae con el resto de siluridos Neoropicales fue
estudiada también por Sullivan et al. (2006) en base a marcadores moleculares
nucleares (ragl 'y rag2). Este estudio encontr6 que las familias
Heptapteridae+Conorhynchos y  Pimelodidae+Pseudopimelodidae  forman Ia
superfamilia Pimelodoidea, la cual colapsa en una politomia basal dentro del grupo
Siluroidei (Figura 1). Estos resultados fueron coincidentes con lo encontrado por

Hardman (2005) basado en el gen citocromo b.

100/55 ' : . .
700,700&_100/20 imelodus buf  Pseudopimelodidae
J6/8 ' 100,100 melodus man

100,100 100/60 phalus hem
99/11 100,100 L100/13 hthalmus ede Pimelodidae
06,100 100,100
, nchos con
97/10 81/4 u
100,100 80.08 100/49 Jella cri
100,100 i Heptapteridae

100/23
100,100 L_96/10
98,100

Figura 1. Relacion del género Rhamdia y la familia Hepapteridae dentro del grupo Pimelodoidea (PIM), en el contexto
del taxa Siluroidei (Sullivan et al. 2006).
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La familia de Heptapteridae es identificada mediante las siguientes sinapomorfias,

segln Lundberg & McDade (1986):

1) extremo posterior del cuarto proceso transversal expandido lateralmente sobre la
vejiga natatoria y mellado una a varias veces; 2) espinas neurales del centro del
complejo de weber unidas por una ldmina ésea de borde recto horizontal o a veces
inclinada; 3) el proceso para la insercidon del opérculo del musculo elevador en la
esquina posdorsal del hiomandibular esta altamente expandido; 4) cuadrado con
borde libre y forma dorsal bifida, extremos posteriores y anteriores articulan por
separado con el hiomandibular y metapterigoideo; 5) presencia de un proceso anterior
recurvado (gancho mesetmoide) que sale desde la esquina ventrolateral del

mesetmoide.

1.1.1. Antecedentes del género Rhamdia

El género Rhamdia se encuentra presente en todas las cuencas de la regién
Neotropical (Silfvergrip 1996). Silfvergrip (1996) realizé la revision mas exhaustiva del
género en base a caracteres morfoldgicos, incluyendo ejemplares que podrian
presentar caracteres relacionados con el género Rhamdia. El resultado de dicho
estudio fue la reduccidén del género a tan sélo 11 especies con mas de 100 especies
sinonimizadas. Por ejemplo, 48 especies fueron sinonimizadas a R. quelen (Quoy *&
Gaimard 1824), mientras que 18 fueron sinonimizadas con R. laticauda (Kner 1858).
Las 11 especies de Rhamdia finalmente consideradas fueron: R. foina (Miller &
Troschel 1849), R. humilis (Gunther 1864), R. itacaiunas (Silfvergrip 1996), R.
jequitinhonha (Silfvergrip 1996), R. laticauda, R. laukidi (Bleeker 1858), R. muelleri
(GlUnther 1864), R. nicaraguensis (Glinther 1864), R. poeyi (Eigenmann & Eigenmann
1888), R. quelen y R. xetequepeque (Silfvergrip 1996). En la Figura 2 se describe la

distribucién de las once especies del género Rhamdia segun Silfvergrip (1996).



Las sinapomorfias que definen el género Rhamdia, segun Silfvergrip (1996), son:

1) cuerpo revestido por piel o cuero, sin escamas; 2) tres pares de bigotes sensitivos de
diferente tamafio entre si; 3) una larga aleta adiposa con el extremo posterior libre; 4)
fontanelas posteriores cerradas; 5) procesos humerales bien desarrollados y ausencia

de dientes en el vémer.

Adicionalmente, su coloracién puede variar desde un amarillo palido hasta el gris, con
el vientre siempre mas claro, pudiendo presentar manchas. Los ejemplares adultos de
las especies del género Rhamdia pueden alcanzar los 40 cm de largo total y 2 Kg de
peso. No presentan dimorfismo sexual aparente, sin embargo, en épocas
reproductivas el orificio urogenital presenta diferencias entre sexo (Gomes et al. 2000,

Garcia 2009).

Perdices et al. (2002) realizaron un andlisis filogeografico en especies de Rhamdia de
Mesoamérica, mediante marcadores moleculares. En el mismo concluyeron la
existencia de dos grupos monofiléticamente reciprocos, las especies de Rhamdia trans-
andinas y cis-andinas, que habrian divergido a causa del levantamiento de los Andes.
Como consecuencia de este resultado, se restringe el limite norte de la distribucién de
R. quelen a la cuenca del Orinoco, ya que esta especie ha sido originalmente descrita
para la region cis-andina. Ademds, en este trabajo se propone la validez de R.
cinerascens (Glnther 1864) y R. guatemalensis (Glnther 1864), ya que éstas forman
clados diferentes, quedando externas a R. quelen y R. laticauda. Segun Silvergrip

(1996), tanto R. cinerascens, como R. guatemalensis, son sinonimias de R. quelen.

Por otro lado, Weber & Wilkens (1998) y Wilkens (2001) propusieron la validez de las
especies R. reddelli (Miller 1984) y R. zongolicensis (Wilkens 1994), basados en
evidencias de aislamiento postcigdtico en hibridos de primera generacidn, antes
sinonimizadas a R. laticauda (Silfvergrip 1996). Adicionalmente, Brachyrhamdia
marthae (Sands & Black 1985) fue incluida dentro del género Rhamdia por Zarske
(2003). A su vez, Nelson et al. (2004) reconocieron a R. parryi (Eigenmann &
Eigenmann 1888) como especie valida, antes sinonimizada a R. laticauda por

Silfvergrip (1996).
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Ademas, posteriormente a la revision de Silfvergrip (1996), se han descrito cuatro
nuevas especies del género Rhamdia: R. macuspanensis (Weber & Wilkens 1998); R.
laluchensis (Weber et al. 2003); R. guasarensis (Do Nascimiento et al. 2004) y R.
enfurnada (Bichuette & Trajano 2005). Rhamdia guasarensis, R. macuspanensis, R.
enfurnada, R. reddelli y R. zongolicensis son especies que, en mayor o en menor
medida, se encuentran adaptadas a la vida cavernicola, con distintos grados de
pigmentacidon y desarrollo ocular, llegando incluso a la pérdida de los ojos en R.

guasarensis (Do Nascimiento et al. 2004; Bichuete & Trajano 2005; Anza 2006).

Tomando en cuenta los datos previos disponibles, Anza (2006) concluye que el género
Rhamdia estd compuesto por 19 especies, estas son: R. cinerascens; R. enfurnada; R.
foina; R. guasarensis; R. guatemalensis; R. humilis; R. itacaiunas; R. jequitinhonha; R.
laluchensis; R. laticauda; R. laukidi; R. macuspanensis; R. marthae; R. muelleri; R.
nicaraguensis; R. poeyi; R. quelen; R. xetequepeque y R. zongolicensis. Aumentando a
20 especies, considerando a R. reddelli (Weber & Wilkens 1998) y a 25 tomando en
cuenta las 5 nuevas especies (R. sp1- R. sp5) descritas en un area de endemismos
delimitada por la cuenca del rio Ribeira do lguape y el Rio Tramandai, Brasil (Anza
2006). La distribucién de las 25 especies que se admiten actualmente dentro del
género Rhamdia se sefiala en la Figura 3. La especie R. sp4 estd presente en toda el
area de estudio, donde comparte cuenca con las otras cuatro especies (R. sp1; R. sp2;
R. sp3; R. sp5), sin embargo, con la Unica que se ha encontrado en simpatria es con R.
sp3. Esto podria indicar que la diferenciacion de al menos la mayoria de estas especies
haya tenido lugar en alopatria. Anza (2006) reconoce que estas cinco especies entran
dentro de la descripcidn de R. quelen, segun Silfvergrip (1996), incluso lotes de R. sp2'y
R. sp4 fueron utilizados en el trabajo de este ultimo. Por lo que critica la descripciéon de

Silfvergrip (1996) por creerla muy amplia y general.
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Sorprendentemente, Garcia (2009), en base al andlisis de cuatro marcadores
moleculares (ATPasa 6 y 8, citocromo b, NADH2 y regién control), contradice la
monofilia de Rhamdia y R. quelen, ya que la especie R. itacaiunas y muestras de R.
quelen resultaron mas cercanas a otro géneros de la familia Heptapteridae. Sin
embargo, reconoce que son necesarios un mayor numero de datos genéticos,
bioldgicos, asi como un estudio morfolégico mds exhaustivo, tanto de Rhamdia como
de los géneros de la familia Heptapteridae. A su vez, se propone que la amplia
distribucién en gran diversidad de ambientes, en escenarios de reducido tamafio
poblacional propiciaria la especiacidon en alopatria. Por lo tanto, la riqueza especifica
podria ser subestimada debido a la ausencia de caracteres diagndsticos, a su vez

explicable bajo seleccion estabilizadora sobre caracteres morfoldgicos (Garcia 2009).

Por otro lado, el estudio a nivel citogenético de poblaciones de R. quelen de Brasil por
Martinez et al. (2011), ha mostrado un numero cromosémico constante (58
cromosomas), aunque con diferencias cariotipicas entre poblaciones del Parand alto
((22 metacéntricos (m) + 18 submetacéntricos (sm) + 12 subtelocéntricos (st) +6
acrocéntricos (a)) y las de Araguaia (18m + 18sm + 14st + 8a). Ademads, estos autores
encontraron variaciones en la ubicacién del ADN ribosomal 18S y 5S, evidenciando la
existencia de reordenaciones cromosdmicas generadas por inversiones pericéntricas.
Estas variaciones cromosémicas fijadas en las poblaciones serian la causa de la
divergencia de estas poblaciones de Rhamdia. Las contradicciones a nivel taxonédmico
junto a las evidencias de variacion cariotipica, conducen a la hipétesis de que R. quelen

es un complejo de especies (Martinez et al. 2011).

1.1.2. Importancia de R. quelen en el marco de las pesquerias y la acuicultura

El bagre negro (R. quelen) es explotado por medio de la pesca y la acuicultura para
consumo a nivel regional (Vaz et al. 2010); presentando caracteristicas que lo hacen un
buen modelo de cultivo, con alto rendimiento de la carcasa, alta tasa de crecimiento,
facil manejo reproductivo y una alta relacion proteina/grasa (Luchini 1988; Gomes et
al. 2000; Vaz et al. 2010). Sin embargo, es prioritario un analisis filogeografico que

aporte informaciéon necesaria para una correcta gestidn de los recursos
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genéticos/fuentes de diversidad genética disponibles en el desarrollo de programas de

cultivo y de la mejora genética (Vaz et al. 2010).

1.2. Filogeografia

La filogeografia es la disciplina que estudia los principios y procesos que inciden en el
patréon de distribucién de los distintos linajes genéticos, por tanto, es considerada
como una disciplina puente entre los procesos micro y macroevolutivos (Avise et al.
1987; Avise 2004; Piorski et al. 2008). De ahi que fendémenos a nivel poblacional tales
como mutacién, seleccion natural o deriva génica pueden evidenciar patrones
demograficos y relaciones filogenéticas a nivel de especie y niveles taxonémicos mas
altos (Bermingham & Moritz 1998). Aunque existen excepciones, el fenédmeno de
estructuracién genética se da en la mayoria de las especies, en mayor o en menor
medida (Balloux & Lugon-Moulin 2002; Avise 2009). La misma, puede darse tanto en
animales de baja dispersion, en donde la divergencia entre individuos suele estar
relacionada directamente con la distancia geografica y en los animales de alta
vagilidad, donde la estructura poblacional puede estar determinada por barreras

geograficas o por filopatria (Avise 2009).

Dentro del escenario de especiacién alopatrica existen dos hipdtesis que explican la
estructura encontrada en los diferentes taxa, dispersién y vicarianza. La primera
ocurre cuando un conjunto de individuos supera una barrera preexistente pudiendo
diferenciarse del taxén original, generando una nueva poblacién 6 subpoblacién.
Mientras que la vicarianza implica la subdivisién de un taxén por el surgimiento de una
barrera que puede conducir a la diversificaciéon en dos o mas grupos (Crisci et al. 2003).
En relacién a esto, Lieberman (2000) introduce el término geodispersién para referirse
a los eventos geoldgicos que generan la dispersiéon de un grupo de taxa, por ejemplo,

la captura de cuencas.

Andlisis filogeograficos basados en datos moleculares de estas poblaciones pueden dar
cuenta de la estructura poblacional, pudiendo delimitar la distribucién de las especies
(Barluenga & Meyer 2005; Piorski et al. 2008), reconocer poblaciones hibridas e
introgresion (Vera et al. 2012), asi como también, dar respuesta a preguntas del tipo

biogeografico, tales como: evidenciar fendmenos de vicarianza cripticas en la historia
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bioldgica de la biota, eventos pasados de fragmentacidn, expansion del rango de
distribucién y colonizaciéon (Avise 2000). De esta manera surge el término
“Filogeografia comparada”, esto es el estudio de la evolucidn del patrén geografico a
través del andlisis de la evolucidon de la estructura poblacional de varios taxa que

coexisten en el drea de estudio (Avise et al. 2000).

1.3. Unidades prioritarias para la conservacion

La pérdida de habitat para las especies y la fragmentacién ha puesto en riesgo la
diversidad bioldgica en general, a través de un incremento en el riesgo de deriva
genética, reduccién de la variabilidad genética a través de cuellos de botella,
inhibiendo de este modo el flujo génico y perjudicando los procesos de adaptacion de

las especies (Templeton 2001).

Es asi que surge la necesidad de implementar politicas de conservacion, para esto es
necesario conocer la estructura poblacional del taxén. El desconocimiento de esto o
decisiones erréneas al definir las unidades prioritarias, pueden conducir a no tomar
medidas para proteger un taxon desconocido en peligro de extincidn, el derroche de
esfuerzo en proteger especies abundantes o hibridos, o a la no conservacién de
poblaciones altamente divergentes que podrian ser utilizadas para contrarrestar
efectos negativos de la endogamia (Frankham et al. 2004). Ademas, cuando se trata de
una especie explotada en pesquerias y acuicultura la conservacién de la diversidad es
prioritaria para contrarrestar los efectos de la deriva génica y endogamia, y para
mantener la integridad genética de los stocks naturales (Welcomme & Barg 1997). A su
vez, se ha propuesto que niveles bajos de diversidad genética podrian representar un
riesgo para la eficacia biolégica de la especie o la viabilidad de las poblaciones

(Vrijenhoek 1994).

En este sentido, los estudios de enfoque filogeografico siguiendo a Moritz (1994)
permiten identificar ESU (del inglés, “Evolutionarily Significant Units”), esto es, un
grupo de organismos que han estado aislados de sus conspecificos, evolucionando de
forma independiente y presentando una diversificacién genética importante al resto

de las poblaciones de la especie. También, podemos detectar MU (“Management
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Units”), definidas como aquellas poblaciones en las que su dinamica esta marcada por
las tasas de nacimientos y muertes, no tanto por las migraciones (Moritz 1994;
Paetkau 1999). De esta manera podemos determinar subpoblaciones o stocks, ya que
segln Moritz (1994), genéticamente éstos tendrian las mismas caracteristicas que las
MUs. La identificacion de estas unidades es prioritaria para la conservacién, asi como
también es conocimiento bdsico para el desarrollo de emprendimientos de mejora
genética, debido a que las distintas unidades podrian presentar distintas adaptaciones
locales, poseer diferencias genéticas que promuevan distintas tasas de crecimiento,
resistencia a enfermedades, fertilidad y a nivel de especie adaptabilidad o

supervivencia (Hoarau et al. 2002).

1.4. Citocromo b, evidenciando linajes genéticos ancestrales.

El ADN mitocondrial en vertebrados varia entre 15-20 mil pares de bases, conteniendo,
ademas de la region control, 37 secuencias donde 22 corresponden a ARN de
transferencia, dos ARN ribosomales (12s y 16s) y 13 ARN mensajeros, por lo que
aproximadamente todo el genoma se encuentra destinado a funciones codificantes,
siendo muy raro encontrar intrones, secuencias repetidas o pseudogenes (Avise 2000).
El ADN mitocondrial es elegido como marcador genético en la mayoria de los andlisis
filogeograficos (Farias et al. 2001) debido a su rapida evolucién, entre 5 y 10 veces
mayor que los genes nucleares). Este es de herencia matrilineal y su rapida evolucién
se debe a una alta tasa de mutacién a causa de un ineficaz sistema de reparacién de
errores en la replicacidn. La alta tasa de mutacién se debe en parte a los altos niveles
de concentracion de especies reactivas del oxigeno en la mitocondria que generan un
ambiente inestable para la molécula de ADN. A su vez, la fijacidn de las mutaciones se
debe a los bajos niveles de seleccién purificadora debido a que los péptidos para los
que codifica el ADN mitocondrial no participan directamente de la replicacién,
trascripcidon y traduccion (Avise 2009). Este tipo de marcador de rapida evolucién es
indicado para determinar relaciones entre organismos estrechamente relacionados, es
decir, entre especies hermanas o poblaciones (Brown et al. 1979; Hey & Machado
2003). El gen citocromo b, como todos las secuencias codificantes, posee informacion

tanto de lenta como de rapida evolucion dependiendo de la posicidn analizada, ya que
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la tercera base del codén posee una mayor tasa evolutiva que las primeras dos

posiciones (Farias et al. 2001).

1.5. Microsatélites, una poderosa herramienta para el analisis de estructura

poblacional.

Los microsatélites o SSR (del inglés, “Single Sequence Repeat”) son secuencias cortas
de ADN de 1-6 nucledtidos repetidas en tandem de 20 a unos pocos cientos de pares
de bases, dispersos de forma ubicua por el genoma. Estos marcadores se caracterizan
por presentar herencia mendeliana codominante y alto polimorfismo, con una tasa
evolutiva por locus por generacidn entre 102-10° (Chistiakov et al. 2006; Piorski et al.
2008). Los marcadores microsatélite han sido utilizados en andlisis filogeograficos, en
especies que han divergido recientemente o en andlisis de variabilidad genética a nivel
intraespecifico, ya que a niveles evolutivos mayores la homoplasia representa un
riesgo debido a su alta tasa evolutiva. De esta forma, los SSR contribuyen a identificar
tanto las ESU y MU, idealmente en combinacion con otro tipo de marcadores
moleculares (por ejemplo: genes mitocondriales) para mejorar la identificacién de

ESUs (Chistiakov et al. 2006).

Por otro lado, los SSR también tienen sus aplicaciones en los emprendimientos de
mejoramiento genético, utilizados como herramienta en andlisis de paternidad,
analisis de trazabilidad en productos pesqueros, elaboracidon de mapas de ligamiento y
estudios de asociacion con caracteres de interés (Chistiakov et al. 2006). A su vez, los
SSR permiten detectar hibridos e incluso una estimacion de la introgresion (Vera et al.
2012), esto tiene su implicacién en la conservacién de la diversidad genética, por
ejemplo, en eventos de translocacidn de una poblacién a otra y la posibilidad de que

estas hibriden.

14



1.6. Hipétesis

El complejo de especies R. cf. quelen en el Uruguay esta compuesto por diferentes
linajes genéticos estructurados y asociados a la evolucion histérico-geoldgica de las

cuencas.

1.7. Objetivo General

Realizar un analisis filogeografico de R. cf. quelen en el Uruguay en el contexto de la
region Neotropical, a los efectos de identificar la existencia de diferentes linajes

genéticos y la estructura poblacional asociada a las cuencas del pais.

1.7.1. Objetivos especificos

e Realizar un andlisis filogenético de R. cf. quelen enfocados en las cuencas del
Uruguay, respecto al contexto macrogeografico de la especie en la regién
Neotropical mediante secuencias de citocromo b mitocondrial.

e Realizar un analisis poblacional macrogeogréfico en las grandes cuencas del
Uruguay, utilizando secuencias del gen citocromo b mitocondrial.

e I|dentificar posibles unidades evolutivamente significativas para la conservacion
de R. cf. quelen en el Uruguay mediante la utilizacién de secuencias de
citocromo b mitocondrial

e Realizar un analisis poblacional a nivel microgeografico en tres lagunas costeras
de importancia pesquera en Uruguay, utilizando secuencias de citocromo b
mitocondrial y microsatélites, para evaluar su aplicacién a la discriminacién de
unidades de manejo y conservacion (MUs) o “stocks” a nivel microescala.

e Proponer en base a estos analisis pautas para la conservacién de la diversidad

de poblaciones naturales de la especie en Uruguay.
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2. Materiales y métodos
2.1. Muestreo macrogeografico de R. cf. quelen en las cuencas de Uruguay

Un total de 171 individuos de bagre negro R. quelen, fueron colectados de 18
localidades distribuidas dentro de las cinco grandes cuencas del Uruguay: Cuenca del
Rio Uruguay, del Rio Negro, Rio de la Plata, Laguna Merin, y rios y arroyos de la cuenca
del Océano Atlantico (Figura 4, Anexo |). Es de destacar que la localidad de Villa
Constitucion corresponde a las instalaciones de la DINARA (Direccion Nacional de

Recursos Acuaticos; http://www.dinara.gub.uy), estos individuos son de origen cultivado

con una poblacién fundadora de origen diverso. El tamafio muestral disponible por
localidad oscilé entre 1 y 65, con una media de 18 a nivel global y un promedio por
cuenca hidrografica de aproximadamente 34 individuos. En las localidades de Laguna
del Sauce (65), Laguna de Rocha (39) y Laguna Castillos (40), dénde fue posible realizar
un mayor esfuerzo de muestreo, se abordd un andlisis poblacional a nivel
microgeografico. Las muestras de tejido (musculo, higado o aleta adiposa) fueron
fijadas en Etanol 95% y conservadas en el Laboratorio de Genética Evolutiva en

Modelos Animales en la Seccidn Genética Evolutiva, Universidad de la Republica.

2.2, Extraccion de ADN

La extraccién de ADN gendmico se realizd a partir de aproximadamente 20 miligramos
de musculo o aleta adiposa. El protocolo utilizado se basa en una modificacién del
publicado por Medrano et al. (1990). Este consiste en la precipitaciéon con alta
concentracion salina y Etanol absoluto en frio. El mismo comienza con dos lavados de
1ml de buffer STE 1X (50mM Tris-Cl pH 8, 50mM EDTA pH 8; 1% SDS y 100mM NacCl)
pH 8 en frio (4 °C). A continuacion, se le agrega 550ul de tampdn de lisis pH 8 (50mM
Tris-Cl pH 8, 50mM EDTA pH 8, 1% SDS y 100mM NaCl) y 11ul de Proteinasa K
(10mg/ml). Posteriormente, el tejido es homogeneizado mecanicamente y se deja
incubando toda la noche en estufa a 552C. Una hora antes de finalizar la incubacidn se
le agrega 7ul de ARNasa (10mg/ml). Finalizada la incubacidén, se centrifuga por 10
minutos a 12.000 rpm. El sobrenadante es transferido a otro tubo y se le agrega 200ul

de NaCl 5M para una concentracién final de NaCl 2M y se centrifuga por 30 minutos a
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12.000 rpm (a temperatura ambiente). El sobrenadante resultante, ya sin proteinas, es
transferido nuevamente a otro tubo para luego agregarle el doble de volumen de
Etanol absoluto en frio. Se homogeniza manualmente de forma lenta las dos fases, y se
deja precipitando el ADN por 48 horas a 4°C. Posteriormente, la muestra se centrifuga
durante 30 minutos a 12.000 rpm (a temperatura ambiente). A continuacién, se
elimina el sobrenadante y se realizan dos lavados del precipitado con Etanol 70%,
luego de cada lavado se realiza una centrifugacién de 5 minutos a 6.000 rpm vy se
elimina el sobrenadante. El precipitado se deja secando durante una hora en estufa a
55 °C, luego se resuspende en 100ul de buffer TE 1X (10mM Tris-Cl pH 8, 1ImM EDTA) y

finalmente, luego de un bafio a 65°C durante 20 minutos, se conservan a — 20 °C.

La calidad del ADN extraido se tested mediante migracién electroforética en gel de
agarosa (Sigma) 1% en buffer TAE 1X pH 7,5-7,8 (TAE 50X (1L): 242 g de Tris-base,
57,1ml de acido acético glacial y 10ml de 0,5 M EDTA pH 8), conteniendo bromuro de
etidio a una concentracién final de 5ul/100ml. Se mezclaron 5ul del ADN gendmico
extraido con 2l de tampdn de carga (0,25% Bromophenol Blue, 0,25% Xylene Cyanol
FF y 30% Glycerol en agua). La electroforesis se realizd6 durante 40 minutos a 80 V.
Todas las soluciones y los reactivos utilizados fueron preparados segiin Sambrook et al.

(1989).
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Figura 4. En el mapa se sefialan las 18 localidades muestreadas en las cinco regiones hidrograficas del Uruguay (en rojo): Rio
Uruguay (RU), Rio Negro (RN), Laguna Merin (LM), Rio de la Plata (RP), Océano Atlantico (OA).

2.3. Amplificacién parcial del gen citocromo b

La amplificacién del fragmento de interés se realizé mediante la técnica de biologia
molecular: reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés Polymerase Chain
Reaction). Para esto, se utilizaron oligonucledtidos universales para amplificar el
citocromo b de peces, Gludg-L y Cb6-H (Tabla 1), publicados por Palumbi et al. (1991).
El fragmento amplificado esperado empleando estos oligonucleétidos es de

aproximadamente 1.200 pb.
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Tabla I. Secuencia nucleotidica de los oligonucledtidos
utilizados en la amplificacion del gen citocromo b.

Oligonucelotidica Secuencia nucleotidica
Gludg-L 5'TGA CTT GAA RAACCAYCG TTG 3'
Cb6-H 5' GGC AAATAG GAARTATCATTC 3'

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador automdtico (PTC-100, MJ
Research, Inc.). Para un volumen de 20ul se utilizaron 30ng del ADN gendmico extraido
de las muestras analizadas de R. quelen. La mezcla de la reaccién de un volumen final
tiene la siguiente composicidn: buffer 1X, MgCI2 1,5mM, dNTPs 0,15mM, de CB6-H y
Gludg-L 0,25uM vy 1,0 unidades de polimerasa Taq (Invitrogen). El programa utilizado
consiste en un primer paso de desnaturalizacién de 94 °C por 5 minutos. Luego 30
ciclos de tres pasos: desnaturalizacion a 94 °C por 1 minuto, annealing/pegado de
oligonucleétidos, a 45 °C durante 1 minuto y tercero la extension a 72 °C por 1: 30 min.

Por ultimo, 10 minutos de extension final a 72 °C.

2.4. Secuenciacion

Los productos amplificados del marcador citocromo b para todos los individuos
analizados, se enviaron a purificar y secuenciar a un Servicio de secuenciacién

automatico (Macrogen Inc., Corea).

2.5. Analisis de secuencias del gen citocromo b

Para el anadlisis de secuencias se incluyeron, ademas de las secuencias del marcador
mitocondrial citocromo b generadas en este trabajo, otras secuencias disponibles en
GenBank para el género Rhamdia (Anexo Il y Ill). Como grupo externo se utilizaron
secuencias del género Pimelodella (Anexo lll), el cual ha sido utilizado con este fin en

analisis previos de Rhamdia (Perdices et al. 2002).
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2.5.1. Alineamiento de secuencias del gen citocromo b

El alineamiento de 198 secuencias (166 secuencias originales de R. quelen, mas 26
secuencias obtenidas del GenBank de esta especie, otras especies de Rhamdia y del
género Pimellodella; Anexo 1) se implementd en el programa Clustal W (Thompson et
al. 1994). Para el analisis de secuencias multiples este programa realiza una busqueda
heuristica que comienza alineando aquellas secuencias con mejor “score” (puntuacion)
de alineamiento, asi hasta afiadir todas las secuencias. Por lo que el algoritmo de este
programa se basa en una matriz de distancia entre los “scores” de alineamiento, que
son calculados mediante los pardmetros de alineamiento configurados. A su vez,
confecciona un arbol de distancia, basado en el método de Neighbor-joining (Saitou &

Nei 1987), que es utilizado como guia para el alineamiento global.

2.5.2. Andlisis de diversidad del marcador citocromo b

Se contabilizé el numero de sitios polimérficos para los 176 individuos de R. cf. quelen.
Ademas, se calculd la diversidad nucleotidica como el promedio de las diferencias

pareadas a través de la formula:

T =;X)(j—:rr,-j

donde x es la frecuencia del individuo y 1t es la proporcion de diferentes nucledtidos

entre los individuos i y j (Nei 1987).

En el analisis de ADN mitocondrial se usa el término haplotipo para referirse a la
secuencia haploide de este ADN. Dentro de una poblacién puede encontrarse varios
haplotipos que son definidos como una combinacién de alelos que son heredados
juntos. En este sentido, se relevaron los haplotipos representados dentro de las
secuencias pertenecientes a dicho complejo y se estimd la diversidad haplotipica

mediante la siguiente ecuacion:

H=—"— (1-% %)
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donde n es el numero de copias en la muestra y X es la frecuencia haplotidica del
haplotipo i-ésimo, esta féormula es una modificacién de la ecuacion de Nei (1987)
(Librado & Rozas 2009). Los sitios polimdrficos, la diversidad nucleotidica, la
identificacion de haplotipos y la diversidad haplotipica fueron calculados mediante el

programa DNAsp v5 (Librado & Rozas 2009).

Con el fin de analizar la saturacidon en el marcador mitoconodrial, se realizé el analisis
de distancias dentro del género Rhamdia segun el modelo Kimura 2 parametros (K2P,
Kimura 1980). El modelo K2P asume diferentes tasas de transiciones y transversiones
gue son calculadas a partir de la matriz de datos. Se calcularon las diferencias pareadas
discriminando entre transiciones y transversiones. Ademds, se compararon las
transiciones y transversiones tanto como para las primeras dos posiciones del coddn,
como para la tercera. Por ultimo, se calculé la relacion entre el nuimero de
sustituciones sindnimas (Ks, son aquellas mutaciones que no cambian el aminoacido
codificado) y las no sindénimas (Ka, aquellas que si producen un cambio en el
aminodcido codificado). Las distancias genéticas fueron calculadas en el programa
Mega 5 (Tamura et al. 2011), mientras que los valores de ambas sustituciones (Ksy Ka)

fueron calculados en el programa DNAsp v5 (Librado & Rozas 2009).

2.5.3. Test de neutralidad en base a secuencias mitocondriales

Se implementaron dos test de neutralidad, “Tajima” y “Fu”, con el fin de definir si
nuestros datos se ajustan al modelo de neutralidad. El test de Tajima (Tajima 1989)
asume el modelo de sitios infinitos y sin recombinacidn. El estadistico D se calcula en
base al pardmetro poblacional 6 (6=2Nu para marcadores haploides, dénde N es el
tamafio poblacional y u es la tasa de mutacién neutral), el mismo se calcula a través de
la comparacion entre el pardmetro calculado a partir del nimero de sitios polimadrficos

y el que se calcula a partir de la diversidad nucleotidica en los datos.

El test de Fu (1997) también asume sitios infinitos y ausencia de recombinacion. El
mismo se basa en la probabilidad de encontrar un nimero de alelos igual o menor al

observado, realizando un muestreo al azar bajo la teoria neutral.
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La significacion de ambos estadisticos se calcula mediante la generaciéon de muestras al
azar utilizando una simulacién basada en el modelo coalescente. Estos calculos se

realizan bajo el modelo de neutralidad y considerando una poblacién en equilibrio.

2.6. Andlisis filogenético de R. quelen en la regidon Neotropical

Con el fin de analizar las relaciones filogenéticas se han implementados tres métodos
de construccion de filogenias: el método de Mdaxima Parsimonia (Eck & Dayhoff 1966)
el cual no se basa en un modelo de evolucién molecular; métodos basados en modelos
de evolucidon molecular, el método de Maxima Verosimilitud (Cavalli-Sforza & Edwards

1967) y coalescente.

2.6.1. Maxima Parsimonia

Se implementd la construccion filogenética basada en el criterio de maxima
parsimonia, en donde el menor nimero de cambios es el que mejor explica la relacién
entre los taxa (Eck & Dayhoff 1966). Este método comienza con un alineamiento de las
secuencias de cada taxdn, y se trabaja con los sitios parsimoniosamente informativos
(aquellos sitios dénde hay mas de un caracter que esté representado al menos dos
veces en la muestra). Debido a que en el conjunto de datos de este trabajo se
representa un numero importante de taxa (>20) se utilizé una busqueda heuristica, ya
gue una busqueda exhaustiva demandaria demasiado tiempo. Para adherir los taxa en
la construccién del arbol filogenético se utilizd el algoritmo “Stepwise Addition
Alghorithm” (Swofford et al. 1996). Este algoritmo integra cada taxén a las distintas
ramas, evaluando los arboles en cada adicién, de forma que se continda adhiriendo
taxa al arbol mas parsimonioso en la adicién anterior. Cuando se forma el arbol
provisional con todos los taxa se aplica el algoritmo “Tree Bisection and Reconection”,
generando nuevas topologias, cortando el arbol provisional y reconectdndolo en las
distintas ramas (Nei & Kumar 2000). El analisis filogenético basado en el método de
Mdxima parsimonia se realizé en el programa informatico PAUP* v4.0 b10 (Swofford
2002). La estabilidad del arbol fue testeada con 100 pseudoréplicas del test de

bootstrap (Felsenstein 1985), un método estadistico de muestreo de reposicion al azar.
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2.6.2. Modelo evolutivo de ajuste al conjunto de datos mitocondriales

El programa Modeltest 3.7 (Posada & Crandall 1998) fue utilizado con el fin de
seleccionar el modelo que mejor se ajuste a nuestro set de datos. Basados en el
criterio de informacidon de Akaike (Akaike 1974), el que compara simultdneamente
entre 56 modelos anidados y no anidados tomando en cuenta la verosimilitud del
modelo y los pardmetros del mismo, el modelo elegido fue el TIM+I+G (-InL=6152,6).
Sin embargo, el modelo utilizado fue el segundo elegido por este método (-InL=6150,9)
el GTR (“General Time Reversible”, Lanave et al. 1984), ya que los programas utilizados
(PhyML 3.0 (Guindon & Gascuel 2003) y BEAST v 1.6.2 (Drummond & Rambaut 2007))

no estan en los parametros por defecto la utilizacion del modelo TIM.

El modelo GTR es un proceso estacionario de Markov en el que las distintas
probabilidades de sustituciones son expresadas mediante una matriz. Este modelo
define la probabilidad de sustitucién para un tiempo infinitesimal mediante la

siguiente ecuacion:

P(t+dnH)=P() (I+Rdr)

’

donde | es la identidad y R es la matriz con las tasas de sustitucidn instantanea. A su
vez, tanto Lanave et al. (1984) y Rodriguez (1990) han demostrado que mediante la
siguiente ecuacidn se puede calcular la probabilidad de sustitucidn entre cualquier

estado:

P(7)=¢™
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2.6.3. Maxima Verosimilitud

El método de maxima verosimilitud (ML, del inglés Maximum Likelihood) fue disefiado
en principio por Cavalli-Sforza & Edwards (1967) para el andlisis de frecuencias genicas
y retomado por Felsenstein (1981), desarrollando un algoritmo para el analisis de
secuencias. Este método maximiza la verosimilitud dado el conjunto de secuencias y
basado en un modelo de evolucidn, por lo que la topologia elegida como correcta sera
aquella con mayor verosimilitud, usualmente escrita como L = P(data|tree) (Nei &

Kumar 2000; Graur & Li 2000).

El andlisis de mdaxima verosimilitud se realiz6 mediante el programa PhyML 3.0
(Guindon & Gascuel 2003). Para dicho analisis se utilizd el algoritmo de “Nearest
neighbor interchanges” (intercambio de vecinos cercanos) para refinar el arbol
obtenido mediante BioNJ y obtener el drbol punto de partida. Este método realiza una
serie de intercambios entre las ramas mientras el arbol se esta construyendo y una vez
finalizada la insercidon de todos los taxa (Guindon & Gascuel 2003). Mientras que el
test estadistico aLRT (Anisimova & Gascuel 2006) fue implementado para el soporte de
las ramas, este test es similar al bootstrap y mas rdpido de implementar que el test de
pseudoréplicas. Las distintas aproximaciones pueden variar sus resultados, sin

embargo, estos suelen estar altamente correlacionados (Dereeper et al. 2008).

2.6.4. Coalescente

La teoria del coalescente fue descripta originariamente por Kingman (1982), nombrada
como n-coalescente y se basa en una cadena de Markov de tiempo continuo de un
conjunto de estados finito. El coalescente es un modelo retrospectivo de la genética de
poblaciones que permite construir genealogias de genes incorporando los principios de
la genetica Mendeliana. Este modelo se basa en la idea de que todas las copias de
genes presentes en la muestra decienden de una Unica copia del gen. A su vez, el
coalescente asume que los linajes muestreados en el conjunto de datos son una
muestra tomada al azar de la generacidn anterior. El arbol de coalescencia, a diferencia
de las filogenias, se enraizan a través de la datacién de los distintos nodos no

enraizados a través del uso de un grupo externo (Hein et al. 2004).
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En este trabajo se implementd una aproximacién bayesiana para la inferencia
filogenética del coalescente. EIl metodo bayesiano se asemeja al método de ML, sin
embargo, la aproximacidn bayesiana tiene como supuesto que la hipdtesis o topologia
mas correcta es aquella que maximiza la probabilidad a posteriori (Holder & Lewis
2003). Dicha probabilidad es proporcional a la verosimilitud por la probabilidad a
priori. Como en el caso del método de ML, el bayesiano también se basa en un modelo
evolutivo que contribuye al calculo de la probabilidad a posteriori. El modelo correcto,
debe tener el numero correcto de pardametros, ya que esto esta directamente
relacionado con la distribucion de la probabilidad posterior (Buckley 2002). Las
cadenas de markov de Monte Carlo (MCMC) son la principal herramienta en el anélisis
bayesiano, ya que a través de un esquema de muestreo de simulaciones estocdsticas
proporciona una aproximacion a dicha probabilidad. Las MCMC permiten saltar entre
valles permitiendo acceder no solo a todo lo largo de la distribucion de la verosimilitud

sino que también puede acceder a aquellos picos mas altos (Avise 2000).

La topologia basada en el analisis bayesiano fue obtenida mediante el paquete
informatico BEAST v 1.6.2 (Drummond & Rambaut 2007), el que permite obtener una

filogenia calibrada, esto es un arbol enraizado incorporando una escala temporal.

Se ejecutaron 2 diferentes analisis en este programa siguiendo los siguientes
parametros: asumiendo el modelo de arbol a priori “Yule process”, ya que éste se
ajusta a los arboles a nivel de especies, y a una tasa constante de especiacién para
todos los linajes. El modelo evolutivo utilizado fue el GTR, con distribucién gamma con
cuatro categorias y sitios invariables. La longitud de las cadenas para las 2 ejecuciones
del programa fue de 120 millones de pasos, este numero es el adecuado para el
analisis de mas de 100 secuencias. La convergencia de las MCMC en una distribucién
estacionaria para todos los parametros fue testeada mediante el programa TRACER
v1.5 (Rambaut & Drummond 2011). El programa TREEANNOTATOR v1.6.2 (Rambaut &
Drummond 2011) fue implementado para obtener el arbol consenso, para eso se
utilizé un 10% como burn-in de los 20.000 arboles, utilizando el resto para la busqueda
de dicho arbol. Para la primera carrera del programa se utilizé el reloj molecular
estricto, que asume una misma tasa evolutiva para todos los linajes; mientras que para

la segunda se asumid un reloj molecular relajado de distribucién Log-Normal, que
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permite variaciones en la divergencia entre las ramas (Drummond et al. 2006). La tasa
evolutiva utilizada para el cdlculo del tiempo de divergencia del ancestro comin mas
reciente (tMRCA) fue de 1,5 % por millon de afios, ésta ha sido utilizada previamente
en el género Rhamdia en el andlisis de secuencias de citocromo b (Perdices et al.

2002).

2.6.5. Distancia genética entre grupos

Con el fin de conocer la distancia genética entre los distintos clados encontrados en R.
quelen, y compararla con la presentada por las especies de Rhamdia trans-andina y
con el género Pimelodella, se calcularon las distancias corregidas por el modelo Kimura
2 parametros en el programa Mega5 (Tamura et al. 2011), ya que este programa no
presenta modelos mas complejos que se ajusten a nuestro conjunto de datos para este

tipo de analisis.

2.7. Analisis poblacional en base a datos de ADN mitocondrial en las cuencas de

Uruguay

El andlisis poblacional se basd en el marcador mitocondrial citocromo b, analizando
166 secuencias, agrupadas en 16 poblaciones, acorde a las localidades de origen:
Colonia (rio Uruguay bajo), Rincén del Bonete, Paso Mazangano, Sauce Grande, Talita,
Maldonado (Grutas de Salamanca), Laguna del Sauce, Laguna Castillos, Laguna Blanca,
Laguna Negro, Laguna de Rocha, estacién de Villa Constitucidn, cuencas del Cuareim,

Queguay, Lunarejo y Abrojal.

2.7.1. Andlisis de demografia histdrica: “Mismatch distribution”

Bajo la teoria de la coalescencia, este andlisis utiliza la diversidad molecular
encontrada en el conjunto de datos para evidenciar fendmenos demograficos en la
evolucidon del taxén estudiado. En este sentido, la expansién puede ser evidenciada por
una filogenia con forma de estrella, una distribucién unimodal cuando se analizan las

diferencias pareadas, la reduccion en el numero de sitios segregantes o alto nimero
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de mutaciones de baja frecuencia. Mientras que fendmenos de cuellos de botella o
reduccidon poblacional suelen presentar las caracteristicas opuestas a la expansién
poblacional (Schneider & Excoffier 1999). Con el fin de testear si nuestro conjunto de
datos se ajusta a un modelo de expansiéon demografica se utilizé el programa Arlequin
ver 3.0. (Excoffier et al. 2005). Este programa implementa el método de Schneider &
Excoffier (1999) para calcular los parametros de expansidon poblacional mediante el
método no lineal de minimo cuadrado. Se han implementado 100 pseudoréplicas de
“bootstrap” para calcular el intervalo de confianza para dichos parametros bajo el
modelo de coalescencia. Adicionalmente, se realiza un test basado en la suma del
cuadrado de la desviacién (SSD, del inglés, “Sum of Square Desviations”) de los
parametros observados con respecto a los obtenidos mediante la reestimacion a partir
de simulaciones realizadas partiendo de los pardmetros calculados y asumiendo que se
trata de una poblacion de tamafio estable. Por ultimo, se calculé el indice de
irregularidad (r) de Harpending (1994). Este indice toma valores altos cuando existe
una distribucién multimodal, lo que esta asociado con poblaciones estables, mientras

gue valores mds bajos estdn asociados a expansion.

2.7.2. Red de haplotipos

El paquete informatico NETWORK v.4.6.0.0 (Bandelt et al. 2004) fue utilizado para
confeccionar la red de haplotipos. Este programa utiliza el método de Maxima
Parsimonia, para dicho andlisis se utilizd el algoritmo “median-joining” (MJ), ya que

permite mas de una sustitucidén en un mismo sitio.
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2.7.3. Analisis de estructuracion poblacional

Se calculd el estadistico analogo (D) al estadisitico de Fsr (Wright 1951), el componente
relativo de diferenciacion genética interpoblacional para el conjunto de marcadores

analizados, oscilando de 0-1 (ausencia-maxima diferenciacion).

El estadistico se calculd a partir de la siguiente féormula:

N SSDWP)

i[’]_ SSDIAR) .
Fst=n MN-P :

_1
; F-1 N;

e

dénde n es el numero de copias del haplotipo en la poblacién-i, P es el nUmero de
poblaciones, N es el niumero de haplotipos, SSD es la suma de los cuadrados de la
desviaciones entre poblaciones (AP) y SSD es la suma de los cuadrados de las

desviaciones dentro de las poblaciones (WP) (Excoffier et al. 2005).

2.7.4. Analisis molecular de la varianza

Con el fin de estimar el patréon de estructura poblacional para nuestro conjunto de
datos realizamos el analisis de varianza molecular (AMOVA) mediante el programa
Arlequin ver 3.0. (Excoffier et al. 2005), evaluando la varianza haplotipica y el nimero
de mutaciones entre haplotipos. El mismo analiza la varianza en el conjunto de datos
de la frecuencia haplotipica y el nimero de mutaciones entre haplotipos. Los
haplotipos fueron previamente definidos en base a los resultados del programa DNAsp
v 5 (Librado & Rozas 2009). La significaciéon de los componentes de la varianza se

calcula mediante 1000 permutaciones no paramétricas.

2.7.5. Aislamiento por distancia

Con el fin de testear si el aislamiento genético medido a través del estadistico Fsr se
relaciona con las distancias geograficas, se realizd un test de Mantel (Mantel 1967).
Este analisis busca si hay correlacion entre dos matrices de datos, y a través de
permutaciones calcula la significacion de dicha correlacion. Este test se realizd

mediante el programa Mantel Non-parametric Test Calculator 2.0 (Liedloff 1999).
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2.8. Analisis microgeografico en tres lagunas costeras del Uruguay mediante /oci

microsatélite y secuencias del gen citocromo b

El analisis a microescala se concentré en tres localidades que se corresponden con las
Lagunas Castillos, Laguna del Sauce y Laguna Rocha siendo éstas las mas representadas
en el conjunto de datos. Para este analisis se analizaron 126 secuencias de citocromo b

y 67 individuos genotipados para los cinco loci de tipo microsatélite.

2.8.1. Amplificacion por PCR de los loci microsatélite

Mediante la técnica de PCR, siguiendo las condiciones para la mezcla de la reaccion
que se utilizaron para amplificar el gen mitocondrial (ver apartado 2.3), se amplificaron
cinco loci de tipo microsatélite (Tabla 1), en las localidades de Laguna del Sauce,
Laguna de Rocha y Laguna Castillos (Anexo 1), ya que éstas tienen mayor
representacién muestral en el conjunto de datos. A su vez, dichas lagunas son de
importancia socio-econdmica al representar una fuente de sustento para las
localidades de pescadores artesanales asociadas a estas lagunas. El panel de loci
microsatélite incluyd dos marcadores aislados originalmente en la especie Pimellodela
chagresi (PC17 y PC97; Moeser & Bermingham 2005). Otros dos loci, que fueron
aislados en la especie Pseudoplatystoma corruscans (Pcor y Pcor2) y han mostrado
polimorfismo en cuatro especies de la familia Pimelodidae (Revaldaves et al. 2005); y
un quinto microsatélite aislado especificamente en R. quelen (locus Rh1; Ribolli &
Zaniboni-Filho 2009). Estos marcadores han demostrado su utilidad para realizar
anadlisis poblacionales en muestras de R. quelen procedentes de Brasil (Ribolli &
Zaniboni-Filho 2009). Para poder observar los fragmentos amplificados se utilizaron
oligonucleétidos marcados con un fluoréforo (FAM y HEX) en el cebador sentido. Las
secuencias de los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién de los fragmentos
de interés se detallan en la Tabla Il. El programa para la amplificaciéon consté de un
primer paso de desnaturalizacién de 94 °C por 3 minutos. Luego 30 ciclos de tres
pasos: desnaturalizacién a 94 °C por 1 minuto, annealing/pegado de oligonucledtidos,
a 50 °C durante 1 minuto vy tercero la extensién a 72 °C por 1 minuto. Por ultimo, 10

minutos de extensioén final a 72 °C.
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Tabla Il. Secuencias de los oligonucleétidos cebadores de PCR para loci
microsatélite, motivo de repeticion y fluoréforos de marcaje utilizados en
el genotipado mediante secuenciador automatico.

Loci Secuencia de los oligonucledtidos Motivo Fluoréforo
Pcorl-F AAACCCGAGGATAACCAGTC FAM
(TC)9GC(TC)s

Pcorl-R CAGCGTGCTACTAACACAAAC

Pcor2-F GATATGCAAATAAGAAGGTC HEX
AGi9

Pcor2-R TCTTCTGGCTTTTCC*TCCTCT

Pcl17-F CACGACGTTGTAAAACGAC FAM
(CA)21

Pcl17-R AGGTATGCGGAACACTGACC

Pc97-F CACGACGTTGTAAAACGAC FAM
(CA)14

Pc97-R GGAACAGTGAGAGCGGAGAC

Rh1-F TTACTCGGGATACGATGC HEX
Desconocido

Rh1-R TTGTCAGAGTGCCAAAGG

2.8.2 Genotipado de loci microsatélite

Los fragmentos amplificados para cada uno de los 5 microsatélites en el total de
individuos analizados fueron enviados a un Servicio Comercial de Genotipado
(Macrogen Inc., Corea) para la obtencion de los electroferogramas a través de la
migracion en electroforesis por capilares en un secuenciador automatico ABI 3730XL
(Applied Biosystems). Posteriormente, los electroferogramas obtenidos fueron
analizados mediante el programa informatico PEAKSACANNER ver 1.0 (Applied
Biosystems) para el genotipado de loci microsatélite segin el tamafno del fragmento

amplificado.
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2.8.3. Analisis de datos de marcadores microsatélite
2.8.3.1. Evaluacion de genotipado (de errores de genotipado y alelos nulos)

Debido a la mayor eficiencia de la PCR en amplificar fragmentos mas cortos, se sabe
que cuando un individuo es heterocigota el alelo mas corto presenta un mayor nimero
de copias que el alelo mas grande, esto es conocido como dominancia del alelo mas
corto (este fendmeno suele denominarse en inglés como “dropout”) (Van Oosterhout
et al. 2004). Cuando los individuos presentan altas diferencias de tamafio, el alelo de
mayor tamafio puede no ser amplificado o llevar a dificultades en el genotipado.
Adicionalmente, el genotipado puede revelar error de tartamudeo (“stuttering”), sobre
todo en alelos con varias repeticiones, lo que acrecienta la probabilidad del
deslizamiento de la polimerasa sobre el motivo de repeticidn. El error de tartamudeo
suele resultar problematico al genotipar individuos heterocigotas, dénde el
tartamudeo de un alelo se superpone con el otro. Otro problema que surge en el
amplificado de microsatélites es la presencia de alelos nulos, estos son alelos que no se

Ill

pueden amplificar debido a mutaciones en la secuencia de pegado del “primer”. Con el
fin de testear la presencia tanto de alelos nulos como de errores de genotipado
(“dropout” y “stuttering”) se utilizé el programa Micro-Checker v2.2.3 (Van Oosterhout
et al. 2004). Este programa ademas permite calcular la frecuencia de alelos nulos

segln la siguiente ecuacién de Chakraborty et al. (1992):

r=((He-Ho)/He)/(2-((He-Ho)/He))).

2.8.3.2. Test de Hardy-Weinberg

En el programa Genepop v4.1 (Rousset 2008) se realizo el test de ajuste a condiciones
de equilibrio Hardy-Weinberg, con hipdtesis nula de tamaifo poblacidon grande,
apareamiento de gametos al azar (panmixia), ausencia de seleccién, mutacidon y
migracion. El algoritmo aplicado se basa en la cadenas de Markov para estimar el valor
de probabilidad P y su error estandar (Rousset 2008). Como ya hemos mencionado,
éste es un proceso de simulaciones estocdsticas que explora la distribucién de P. En
este caso la cadena de Markov comienza con un periodo de desmemorizacién 10.000,

el que permite que el proceso sea independiente del estado inicial. Luego este proceso
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se dividio en 20 lotes (“batches”) de 5.000 iteraciones, en el que cada uno estima un
valor de P derivado de la proporcién del tiempo que la cadena pasa “visitando” la
muestra, estos valores son utilizados para calcular el error estdndar de P. A su vez, se
realizd el test de Fisher en el mismo programa con el fin de testar el ajuste a las
condiciones equilibrio de Hardy-Weinberg al conjunto de cinco loci. Este test utiliza
una distribucién de xz para el calculo del valor de P, dénde valores de P menores a o
(0,05) indican que se rechaza la hipétesis nula, por tanto los datos no se ajustan a las

condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg.

2.8.3.3. Test de desequilibrio de ligamiento

En el programa Genepop v4.1 (Rousset 2008) también se implementé un test de
desequilibrio de ligamiento entre pares de loci (hipdtesis nula: “Los alelos de un locus
son independientes del otro locus”). Con este fin, el programa elabora una tabla de
contingencia entre los genotipos de cada locus y luego utiliza un algoritmo basado en
cadenas de Markov para calcular el valor de P (Rousset 2008). El valor P es obtenido
mediante cadenas de Markov de igual manera que el test de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Las cadenas de Markov se configuraron con una desmemorizacién de

10.000, 100 lotes de 5.000 iteraciones.

2.8.3.4. Anadlisis de la diversidad genética en marcadores microsatélites

A partir del conjunto de datos genotipicos de los cinco loci microsatélites ensayados
(Tabla 1l) se obtuvieron las frecuencias alélicas y se calcularon varios estimadores de
diversidad genética: Numero medio de alelos por locus (Na), Heterocigosis esperada
bajo el equilibrio de Hardy-Weinberg (He), Heterocigosis observada (Ho) y el contenido
de informacidn polimérfica (PIC) basado en la siguiente formula:

n n—1 n
PIC=1 - (ZpH)— X X 2pfp/
=1

i=1 j=i+l1

’

donde pi y pj es la frecuencia del alelo i y j respectivamente, mientras que n es el

numero de alelos.
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La Heterocigosis esperada, Heterocigosis observada y el contenido de informacién

polimérfica fue calculada en el programa Cervus (Kalinowski et al. 2007).

Adicionalmente, se calculd la riqueza alélica por poblacion y en total mediante la

siguiente formula (Mousadik and Petit 1996):

Hg) = Z{l_ N;N; y, gf}

)

donde r(g) es el numero de alelos en la poblacién de tamafio g, Ni es el nimero de
alelos i muestreados dentro de N, el nUmero de alelos muestreados. Este pardmetro
tiene como virtud que es independiente del tamafio muestral por lo que permite
comparar muestras de distinto tamafio. El calculo de la riqueza alélica se realizé en el

paquete informatico Fstat v1.2 (Goudet 1995)

2.8.3.5. Anadlisis de estructuracion poblacional en los marcadores nucleares

En el programa Fstat v1.2 (Goudet 1995) también se calculé el estadistico Fst (Wright
1951),

_a
FST_ a+b+c’

en el que a es el componente de la varianza observado entre poblaciones, b entre
individuos dentro de poblaciones y ¢ entre gametos dentro de individuos (Weir &
Cockerham 1984), a diferencia de otros autores, éstos integran a las ecuaciones
parametros como el tamaio de la muestra, frecuencia de heterocigotos y nimero de
poblaciones. Por otro lado, mediante el andlisis molecular de la varianza se estudié la
estructura poblacional entre las tres poblaciones analizadas, basados en el conjunto de
datos de los marcadores nucleares. Este analisis fue implementado en el programa

Arlequin ver 3.0. (Excoffier et al. 2005).
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2.8.3.6. Analisis Bayesiano de la estructura poblacional

Este analisis se aplicéd para evaluar cuantas poblaciones existen independientemente
de las localidades geograficas de muestreo; esto es importante cuando existen
poblaciones cripticas o subpoblaciones. Para ello se utiliz6 el programa Structure
(Pritchard et al. 2000). Este programa permite delimitar los individuos que integran
cada poblacién asignandole la probabilidad de pertenecer a cierta poblacion. Esta
aproximacion se basa en un método bayesiano de “cluster” basado en el modelo de
equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de las poblaciones y asumiendo equilibrio de
ligamiento, es decir, independencia de los loci. Las distintas ejecuciones en dicho
programa se realizaron permitiendo al programa que puedan existir individuos con
componentes genéticos de mas de una poblacidon. Este programa utiliza una
aproximacion a través de cadenas de Markov de Monte Carlo (MCMC) para conocer la
distribucién de P (X|K). En este analisis, se aplicé un calentamiento (burn-in) de 50.000
iteraciones para que la estimacidn de la distribucion de P sea independiente del estado

inicial y 100.000 repeticiones después del “burn-in”.

2.8.3.7. Distancias genéticas en base a marcadores microsatélite

El andlisis de las frecuencias alélicas es utilizado comunmente para poder discriminar
relaciones entre especies hermanas o poblaciones a nivel intraespecifico. Para dicho
fin existen varios métodos para el calculo de distancia genética entre
individuos/poblaciones y para la construccion de arboles que reflejen las relaciones
genéticas interindividuales y/o poblacionales (Nei et al. 1983). La construccién del
arbol que captura la relacion entre los individuos fue realizado mediante el método de
distancia “Neighbor joining” (Saitou & Nei 1987). Este método utiliza el principio de
Minima Evolucidn en la unién de cada vecino, lo que lo hace un método répido a la
hora de construir una topologia (Nei & Kumar 2000). La construccién del arbol bajo
este método comienza con una topologia en forma de estrella y a continuacién se
unen los dos taxa que tengan el menor valor en la matriz de distancias. Luego se crea
una nueva matriz donde los dos vecinos elegidos anteriormente se toman como un

solo taxén, la unidn de vecinos continda hasta llegar a una topologia binaria.
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El calculo de distancia se realizé basado en la siguiente formula:

ro
Dy=1-23 3 fup,
joe (Nei et al. 1983)
D estd basada en una distancia geométrica representada en una multidimensional
hiperesfera e independiente de modelos de mutacidn. La distancia Da ha sido testeada
por medio de simulaciones, demostrandose que es uno de los estimadores de
distancias genéticas mas eficientes en reconstruir la topologia correcta, aunque es

menos precisa en calcular el largo de las ramas (Takezaki & Nei 1996).

La construccién del arbol fue realizada en el programa informdatico Population 1.2.28

(Langella 1999).

2.8.4. Analisis microgeografico del marcador mitocondrial

El andlisis microescalageografica consistio en el analisis de 62 secuencias de citocromo

b procedentes de la Laguna del Sauce, 39 de Laguna Castillos y 24 de Laguna de Rocha.

2.8.4.1. Estudio de la diversidad de secuencias de citocromo b

Para este conjunto de datos se estimd el numero de sitios segregantes, sitios

Ill

parsimoniosamente informativos, distancias genéticas dentro del “set” de datos y la

diversidad nuecleotidica.

2.8.4.2. Andlisis de estructuracion poblacional mediante secuencias de citocromo b

El estadistico (®) analogo al Fst (Wright 1951) fue calculado mediante la férmula ya
descrita entre las tres poblaciones analizadas a microescala geografica. La significancia
del estadistico fue calculada mediante 1.000 permutaciones. Por ultimo, se realizé el
AMOVA para evidenciar la estructura poblacional recogida por el marcador
mitocondrial, entre las tres lagunas analizadas. El cdlculo del estadistico Fst y el
AMOVA fueron realizados en paquete informatico Arlequin ver 3.0. (Excoffier et al.

2005).
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3. Resultados

3.1. Analisis de R. cf. quelen basados en el marcador mitocondrial en cuencas de la

region Neotropical

En el presente trabajo se obtuvieron 167 secuencias del gen mitocondrial citocromo b
de R. cf. quelen, con un largo total de 1043 pb. Se encontrd un total de 237 sitios
variables y 175 sitios parsimoniosamente informativos (Tabla Ill). A su vez, se ha
encontrado una alta diversidad haplotipica, una relativamente baja diversidad
nucleotidica y los dos test de neutralidad realizados mostraron valores negativos

aungue sélo el test de Tajima resulté significativo.

En la Figura 5a se observa la diferencia entre las distancias corregidas por el modelo
K2P, analizando por separado las transiciones y transversiones representados contra
las distancias pareadas para todas las posiciones. Igualmente se puede observar que
las transiciones superan a las transversiones, sin evidencias de saturacién. Cuando
observamos la Figura 5b encontramos una alta dispersién tanto al observar las
transiciones como las transversiones. Mientras que la tercera posicién rompe la
relacion entre transiciones y transversiones (Figura 5c¢), ya que a distancias mayores a
0,2 las transversiones superan a las transiciones, evidenciando saturacién en esta
posicion. En cuanto a la relacidn Ka/Ks, ésta fue de 0,102, lo cual revela la existencia de

seleccion purificadora en el fragmento analizado.

Tabla lll. Pardmetros estadisticos de diversidad genética de R. quelen Neotropical.

Sitios Distancia K2P
Pares de Sitios parsimoniosamente  Numero de H (Desvio
Bases Variables informativos Haplotipos 1t (Desvio estandar) estandar) D (P) Fs (P)
1043 237 175 85 0,803 0,01418 (0,00001) 0,012 (0,001) -2,47 -3,26

(P<0,01) (P>0,10)
Diversidad Haplotidica (H) (adaptada de Nei 1987); Diversidad Nucleotidica (r) (Nei 1987); Distancias genéticas p sin corregir.
Estadistico D del test de Neutralidad de Tajima (1989); Estadistico Fs del test de Neutralidad Fu (1997).
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Figura 5. Analisis de saturacion del gen citocromo b, a través del estudio de la relacidn entre las distancias corregidas,
analizando por separado las transiciones y las transversiones, y las distancias pareadas sin corregir: (a) tomando en cuenta
las tres posiciones del codon; (b) analisis de las primeras dos posiciones del coddn; (c) de la tercera posicién del codén.

3.2. Analisis filogenético
3.2.1. Maxima Parsimonia y Maxima Verosimilitud

Las topologias obtenidas mediante MP (Figura 6) y ML (Figura 7) poseen estructuras
similares. Ambas, permiten confirmar la monofilia del género Rhamdia, agrupando dos
grandes clados con buen soporte que incluyen, por un lado, los taxa del género
Rhamdia cis-andino y por el otro, los Rhamdia trans-andinos. Los bagres del clado
trans-andino se agrupan en tres taxas: 1- R. laticauda, R. rogersi, R. cabrerae, R.

nicaraguensis; 2- R. guatemalensis y R. wagneri; 3- R. cinerascens.

Dentro del grupo de los cis-andinos, nuestro grupo de interés, el andlisis permitié
diferenciar siete linajes de R. quelen. Estas topologias agrupan los siete linajes del
grupo cis-andino en cuatro grandes clados ( A- Rql, Rq2 y Rg3; B- Rg4 y Rg5; C- Rg6; D-
Rq7), donde A, By C coalescen en una politomia basal conformando un clado hermano
de D. Por lo que el grupo D conformado por individuos de la cuenca del Orinoco

constituye el clado mas basal de los R. quelen cis-andino.
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Figura 6. Topologia obtenida a partir del método de Maxima parsimonia (MP), dicho arbol fue obtenido mediante el consenso estricto a partir de 397 arboles. El apoyo de los nodos corresponde al soporte
estadistico obtenido mediante 100 pseudoréplicas de bootstrap. El grupo externo utilizado para enraizar dicho arbol fueron las secuencias del género Pimelodella. A la derecha se sefialan linajes de R.
quelen y su correspondiente cuenca de origen en azul, el resto de las especies de Rhamdia analizadas en naranja, en violeta los cuatro clados conformados por los linajes cis-andinos, en negro se agrupan
las secuencias trans- y cis-andina. En verde se sefiala el taxa que agrupa los individuos de Rhamdia. El clado rojo agrupa muestras del Uruguay que se describen en el Anexo I.
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Figura 7. Topologia resultante del analisis de maxima verosimilitud, el largo de las ramas es proporcional a la distancia. El soporte de los nodos corresponde a la probabilidad de aLRT. A la derecha se
sefialan aquellos linajes de R. quelen y sus cuencas de origen en azul, el resto de las especies de Rhamdia analizadas en naranja, en violeta los cuatro clados conformados por los linajes cis-andinos, en

negro se agrupan las secuencias trans- y cis-andina. En verde se sefiala el taxa que agrupa los individuos de Rhamdia. El clado rojo agrupa muestras del Uruguay que se describen en el Anexo I.
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Las distancias entre los distintos clados encontrados en este estudio muestra en
promedio una divergencia de 7% entre los taxa de R. quelen cis-andino, mientras que
los taxa presentes en Uruguay muestran valores que estan en el rango de 4-7% (Tabla
IV). El valor mas alto de distancia génetica dentro de los clados de Rhamdia trans-
andino fue registrado entre los individuos del grupo Rql y Rq7. Dentro del grupo trans-
andino, se encontraron valores similares entre las especies analizadas (3-8%), mientras
que los valores mas altos dentro del género se encontraron cuando comparamos
especies del clado trans-andino con linajes cis-andinos. Este analisis también arrojo
que los valores mas altos, apréximadamente 20%, cuando comparamos los dos

géneros Pimelodella y Rhamdia.

3.2.2. Coalescente

El arbol de coalescente construido mediante la aproximacién bayesiana asumiendo un
reloj estricto (Figura 8a), al igual que ML y MP permite confirmar la monofilia de
Rhamdia, asi como también la division del género en dos grupos, donde las especies
de se agrupan en las Rhamdia trans- y cis-andino. Dentro del género se observa una
estructura similar, donde se reconstruyen los mismos clados tanto en el grupo trans-
andino (1,2,3) colapsando en una politomia basal, como los cis-andino (A, B, C, D). Sin
embargo, el individuo P284 de Misiones queda como basal de un grupo monofilético

conformado por el linaje Rql (sin P284), Rq2 y Rqg3.

Al implementar la carrera basados en el reloj molecular relajado que permite la
variacion de divergencia entre los linajes, se ha reproducido la misma estructura
encontrada en el andlisis de ML y MP, es decir, que P284 conforma el linaje Rql, junto

a R. quelen AY036743 y AY036744.
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Figura 8a. Arbol filogenético del coalescente obtenido mediante la aproximacién bayesiana basado en el modelo GTR+I+G y en un reloj molecular estricto. Sobre los nodos se encuentra la probabilidad a
posteriori y por debajo los valores extremos del tiempo de divergencia (en Millones de afios) que agrupan el 95 % de los valores en la funcién de densidad de la probabilidad posterior calculados
mediante un reloj estricto. A la derecha se sefialan aquellos linajes de R. quelen en azul y el resto de las especies de Rhamdia analizadas en naranja, en violeta los cuatro clados conformados por los
linajes cis-andinos, en negro se agrupan las secuencias trans- y cis-andina. En verde se sefiala el taxa que agrupa los individuos de Rhamdia. El clado rojo agrupando muestras de Uruguay y los codigos

por muestra y localidad se describen en el Anexo I.
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Figura 8b. Arbol filogenético del coalescente obtenido mediante la aproximacién bayesiana basado en el modelo GTR+I+G y asumiendo un reloj relajado. Sobre los nodos se encuentra la probabilidad a
posteriori mientras que debajo se sefiala el tiempo de divergencia (en Millones de afios) obtenida mediante dicho método. A la derecha se sefialan aquellos linajes de R. quelen y su respectivas cuencas de
origen en azul, el resto de las especies de Rhamdia analizadas en naranja, en violeta los cuatro clados conformados por los linajes cis-andinos, en negro se agrupan las secuencias trans- y cis-andina. En
verde se sefala el taxa que agrupa los individuos de Rhamdia. El clado rojo agrupando muestras de Uruguay y los cddigos por muestra y localidad se describen en el Anexo I.
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3.2.3. Reloj molecular

El andlisis del reloj molecular implementando un reloj relajado no correlacionado con
una distribucién Log-Normal (Figura 8a) muestra un tMRCA mayor, en promedio, que
las calculadas utilizando un reloj estricto. El analsis de coalescencia utilizando un reloj
molecular relajado (Figura 8b) permitié datar la divergencia del género Rhamdia asi
como también la divisidn de los clados cis- y trans-andino entre 4,16-10,48 millones de
afnos (MA), desde Plioceno-Mioceno. En cuanto al MRCA de los Rhamdia cis-andinos,
éste fue datado en 2,97-9,05 millones de afios (MA), el cual es mayor en promedio que
el tMRCA encontrado para los trans-andinos 2,67-8,53. En cuanto a los linajes del
Uruguay, encontramos que Rg2 y Rq3 divergieron hace 1,33-4,79 MA (desde
Pleistoceno-Plioceno), mientras que el MRCA de estos dos con Rg4 se estima 2,23-6,85

MA.

Tabla IV. Distancias genéticas corregida por el modelo K2P entre pares de clados encontrados en los
analisis filogenéticos del género Rhamdia y Pimelodella, en base al marcador mitocondrial citocromo b.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

1-Rql

2-Rq2 0,06

3-Rqg3 0,06 0,04

4-Rg4 0,08 0,06 0,07

5-Rqg5 0,09 0,06 0,06 0,06

6-Rq6 0,09 0,06 0,06 0,07 0,06

7-Rq7 0,12 0,09 0,09 0,10 0,09 0,09

8-R. laticauda 0,12 0,10 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11

9-R. guatemalensis 0,11 0,09 0,09 0,10 0,10 0,10 0,11 0,08
10-R. wagneri 0,11 0,10 0,09 0,10 0,10 0,10 0,10 0,08 0,04

11-R. cabrerae 0,12 0,10 0,09 0,10 0,11 0,11 0,10 0,03 0,08 0,08

12-R. cinerascens 0,11 0,10 0,09 0,10 0,11 0,11 0,11 0,08 0,07 0,07 0,08

13-R. rogersi 0,12 0,11 0,10 0,11 0,11 O,11 0,11 0,03 0,07 0,08 0,03 0,08

14-R. nicaraguensis 0,12 0,11 0,10 0,11 0,11 0,11 0,11 0,05 0,07 0,07 0,04 0,08 0,05
15-Pimelodella 0,22 0,19 0,20 0,20 0,20 0,19 0,20 0,20 0,18 0,19 0,19 0,19 0,19 0,19
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3.3. Analisis poblacional y demografia histdrica

3.3.1. Andlisis de demografia histdrica: “Mismatch distribution”

El andlisis de la distribucidon del desajuste sobre las secuencias de R. cf. quelen del
Uruguay (Figura 9) muestra una distribucién con tendencia multimodal lo que se
relaciona con una poblacidn estable luego de posibles barridas selectivas. Para dicho
anadlisis el SSD fue de 0,002 (P> 0,05) lo que indica que no existen evidencias
estadisticamente significativas que permitan descartar el fendmeno de expansion en
este conjunto de datos. En cuanto al indice de irregularidad, este también fue alto, de
0,11 (P> 0,05), que sugeriria poblaciones estables, aunque no resulté estadisticamente

significativo.
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Figura 9. Grafico del analisis “Mismatch distribution” para secuencias del
marcador mitocondrial citocromo b de R. cf. quelen en las cuencas de
Uruguay obtenido mediante el programa DNAsp v5 (Librado & Rozas 2009).

3.3.2. Red de haplotipos

La red de relaciones entre los haplotipos citocromo b (Figura 10) permite reconstruir
seis de los linajes de R. quelen, no pudiendo recuperar el clado conformado por los
haplotipos H1 y H6 del Parana. Esto podria deberse a que este haplotipo presenta
varias mutaciones Unicas en el conjunto de datos. Los tres clados presentes en
Uruguay se encuentran separados por mas de 40 pasos mutacionales, coexistiendo los

tres en la cuenca del Cuareim y dos de ellos en el Rincon del Bonete y Villa
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Constitucion. Dentro del clado Rg3 se observa una topologia en forma de estrella con
un grupo de haplotipos (H9, H11, H17, H18) mas abundante en el centro y varios

haplotipos derivados separados por 1 a 4 pasos mutacionales.

3.3.3. Analisis de estructura poblacional

Los valores del estadistico Fst basado en el andlisis de secuencias del citocromo b
(Tabla V) entre las 16 poblaciones muestreadas muestran que tres de las poblaciones
presentan importante diferenciacién genética respecto a la mayoria de las restantes
(Laguna Blanca, Lunarejo y Queguay). Laguna Blanca sélo muestra valores bajos-
moderados de diferenciacion con Villa Constitucion (0,06), mientras que las
poblaciones del Lunarejo y Queguay muestran valores muy reducidos Unicamente con

la poblacién del Cuareim (Tabla V).

Las distancias genéticas dentro de las poblaciones (Tabla VI) se encuentran en el rango
de 0 a 4%, siendo la poblacidn de Cuareim la que presenta la mayor diversidad dentro
de las localidades andlizadas. A la poblacion del Cuareim le siguen Villa Constitucién y
Rincén del Bonete. Es importante destacar que en nuestro conjunto de datos existen

limitaciones en el muestreo que podrian influir en estos resultados.
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Figura 10. Red de haplotipos citocromo b de R. cf. quelen analizando secuencias de la regidn cis-andino, en donde el area de los circulos es proporcional a su frecuencia. Los puntos y los nimeros rojos
sefialan la cantidad de mutaciones que separan dos haplotipos. Los colores refieren a las localidades o cuencas donde estd presente cada haplotipo. En el grafico se indican los siete grupos (Rql-7)
encontrados en el analisis filogenético. El haplotipo 9 (H9) integra los haplotipos H11, H17, H18, H19, H20, H29, H30, H33, H35, H39, H45, H49, H50, H53, H54, H55, H58, H64, H66, H68, H70, H71, H75,
H78, H79, H80, H84; H81 integra los haplotipos H82 y H85; H34 integra el haplotipo H36; H31 incluye H40; H7 integra los haplotipos H27, H69 y H77; H46 integra el haplotipo H47; H60 integra el

H_61

L
&

H_63¢

:

haplotipo H62; H12 integra el haplotipo H41.
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Tabla V. Valores del estadisitico Fst pareado entre localidades, estimados mediante secuencias citocromo b
entre las poblaciones muestreadas.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1- Laguna del Sauce 0,00
2- Laguna de Rocha 0,02 0,00

3- Laguna Castillos 0,14 0,17 0,00

4- Laguna Blanca 0,68 1,00 0,64 0,00

5- Colonia -0,29 0,00 -0,13 1,00 0,00

6- Maldonado -0,90 000 -0,59 1,00 0,00 0,00

7- Talita -0,11 0,00 001 100 0,00 0,00 0,00

8- Paso Mazangano 0,22 0,86 0,17 086 0,00 -1,00 0,38 0,00

9- Sauce Grande 0,12 0,49 0,16 0,71 -0,26 -1,00 0,00 0,00 0,00

10- Laguna Negra -0,16 0,00 -0,03 100 000 oO00 000 0,25 -0,09 0,00

11- Villa Constitucién 0,21 0,14 o016 0,06 -0,32 -099 -0,13 -0,29 -0,10 -0,18 0,00

12- Queguay 0,98 1,00 097 100 100 100 1,00 09 09 100 0,58 0,00

13- Rincén del bonete 0,40 049 034 029 -026 -1,00 -0,03 -0,23 0,00 -0,09 -0,19 0,71 0,00

14- Cuenca del abrojal 0,09 086 004 08 000 -100 038 -033 000 025 -041 09 -0,19 0,00

15- Lunarejo 0,98 00 097 100 100 100 100 09 09 100 05 100 0,70 095 0,00

16- Cuareim 0,85 0,77 079 037 -002 -067 026 -004 026 0,16 0,16 -065 -001 -0,14 -0,67 0,00

Los valores en negrita corresponden a valores significativos (P<0,05) a través de 1.000 pseudoreplicas.

3.3.4. Andlisis molecular de la varianza

Mediante el AMOVA (Tabla VII) se encontrd que la estructura poblacional, aquella que
maximiza la varianza entre grupos (61,72%) y minimiza la varianza dentro de los grupos
(31,26%), de R. quelen en el Uruguay identifica cuatro grupos: 1- Cuareim; 2-Villa
Constitucion; 3-Rincén del Bonete, Lunarejo, Queguay; 4- Abrojal, Paso Mazangano,
Sauce Grande, Santa Lucia, Laguna Blanca, Laguna Negra, Maldonado, Colonia, Laguna

de Rocha, Laguna Castillos y Laguna del Sauce.
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Tabla VI. Distancias genética corregidas mediante el
modelo k2P dentro de las poblaciones muestreadas y
su correspondiente desviacion estandar (S.E.).

Distancia genética  S.E.

1- Laguna del Sauce 0,001 0,000
2- Laguna de Rocha 0,000 0,000
3- Laguna Castillos 0,001 0,001
4- Laguna Blanca 0,001 0,001
5- Colonia 0,000 0,000
6- Maldonado 0,000 0,000
7- Talita 0,001 0,001
8- Paso Mazangano 0,002 0,001
9- Sauce Grande 0,001 0,001
10- Laguna Negra 0,000 0,000
11- Villa Constitucién 0,023 0,003
12- Queguay 0,000 0,000
13- Rincon del bonete 0,017 0,004
14- Cuenca del abrojal 0,003 0,002
15- Lunarejo 0,000 0,000
16- Cuareim 0,056 0,007

3.3.5. Aislamiento por distancia

En el grafico en la Figura 11, donde se comparan las distancias obtenidas por el
estadistico Fst y las distancias geograficas, se evidencia una alta dispersién de los
datos. La falta de correlacién fue probada mediante el test de Mantel, donde el
estadistico g tomo un valor de -0,21 siendo inferior a la regién critica (g= 1,645 para p
=0,05), por lo que no se puede rechazar la hipdtesis nula. Por tanto, no encontramos
evidencias de asociacion entre los elementos de las dos matrices de distancia,

distancias geograficas y genéticas.
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Tabla VII. Andlisis Molecular de Varianza genética a nivel macrogeografico en las cuencas
de Uruguay. Se presentan los valores basados en el gen mitocondrial del AMOVA de
acuerdo a una de las hipdtesis testeadas para evaluar la estructura demogréfica de las
poblaciones de R. quelen analizadas en este trabajo.

Porcentaje
Gradosde Sumade Componentes de
AMOVA libertad cuadrados de laVarianza variacion
Entre grupos 3 58,63 1,59* 61,72
Entre poblaciones dentro de
grupos 12 29,61 0,18%* 7,02
Dentro de poblaciones 150 120,60 0,80* 31,26

165 208,84 2,57
La estructura estd marcada por cuatro grupos: 1- Cuareim; 2-Villa Constitucién; 3-Rincon del Bonete,
Lunarejo, Queguay; 4- Abrojal, Paso Mazangano, Sauce Grande, Santa Lucia, Laguna Blanca, Laguna Negra,
Maldonado, Colonia, Laguna de Rocha, Laguna Castillos y Laguna del Sauce. Los componentes de la varianza
estadisticamente significativos (P<0,05) se indica con un asterisco (*).
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Figura 11. Grafico de la relacién entre las distancias geograficas y las distancias
genéticas medidas mediante el estadistico Fs; en R. quelen de las cuencas de
Uruguay.
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3.4. Andlisis microgeografico en tres lagunas costeras de Uruguay mediante Joci

microsatélite y secuencias del gen citocromo b
3.4.1. Analisis de datos de marcadores microsatélite

El analisis de la matriz de datos de los cinco loci microsatélite mediante el programa
Micro-Checker no mostré evidencias de errores de genotipado, sélo signos de alelos
nulos en el locus Pc97 en la Laguna del Sauce con una frecuencia estimada de 0,1972.
Todos los loci en las tres lagunas mostraron ajuste a las condiciones de equlibrio de
Hardy-Weinberg (HW), con la excepcion del Pc97 en la Laguna del Sauce. Se
detectaron evidencias significativas de desequilibrio de ligamiento entre los pares de
loci: Pc97-Pc17 en Laguna de Castillos y Rh1-Pcor2 en Laguna de Sauce, aunque en

ningun caso resultaron significativas tras aplicar la correccién de Bonferroni.

Los parametros de diversidad genética presentes en los cinco loci microsatélite
ensayados en las tres lagunas analizadas fueron moderados a altos, con valores
promedio global entre loci de 0,697 y 0,645 para la heterocigosis esperada y contenido
de informacién polimdrfica (Tabla VIII). ElI andlisis de diversidad evidencio
heterogeneidad entre loci, aunque Pcor2 y Rh1 se encuentran entre los mads variables
(Na: 11-14 y 5-18; He: 0,790-0,891 y 0,656-897; PIC: 0,742-0856 y 0,581-0,870; ra:
8,818-10,406 y 4,909-11,123) (Tabla VIl y IX).

La poblacién de Laguna del Sauce muestra los valores de diversidad genética promedio
mas altos (Na: 11,2; He: 0,761; PIC: 0,719)(Tabla VIII y IX). Los valores en promedio
resultaron muy similares ente Laguna Castillos y Laguna de Rocha (Na: 7,4 y 5,6; He:

0,654y 0,677; PIC: 0,605y 0,613; ra: 5,900 y 5,429) (Tabla VIl y IX).
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Tabla VIII. Variabilidad genética para los cinco loci microsatélite ensayados en las tres
lagunas analizadas.

Laguna del Sauce

Locus N N°a Ho He PIC P value
Pcorl 32 8 0,625 0,663 0,622 0,080
Rh1 27 18 0,815 0,897 0,870 0,200
Pcor2 30 14 0,900 0,833 0,803 0,610
Pc97 32 10 0,563 0,726 0,679 0,000
Pc17 23 6 0,696 0,688 0,621 0,590
Media/Total 11,2 0,720 0,761 0,719 0,000
Laguna de Rocha
Pcorl 12 4 0,750 0,630 0,541 0,740
Rh1 12 5 0,667 0,656 0,581 0,530
Pcor2 12 11 0,833 0,790 0,742 0,740
Pc97 12 4 0,667 0,612 0,515 1,000
Pcl7 11 4 0,636 0,697 0,684 0,450
Media/Total 5,6 0,711 0,677 0,613 0,789
Laguna Castillos
Pcorl 20 3 0,300 0,272 0,247 1,000
Rh1 20 10 0,800 0,835 0,792 0,710
Pcor2 20 11 0,800 0,891 0,856 0,110
Pc97 20 9 0,900 0,771 0,719 0,690
Pcl7 20 4 0,600 0,499 0,409 0,820
Media/Total 7,4 0,680 0,654 0,605 0,944

N: nimero de individuos analizados por poblacién; N°,: numero de alelos por locus por poblacion; Ho:
Heterocigosidad observada; He: heterocigosidad esperada; PIC: Contenido de informacion del
polimorfismo; P: valor de la probabilidad del test de Hardy-Weinberg.

Tabla IX. Riqueza alélica estandarizada para 11 individuos
diploides (L. Rocha).

Riqueza alélica

locus L. del Sauce L.Rocha L. Castillos Total
Pcorl 6,053 3,917 2,770 5,177
Rh1 11,123 4,909 7,230 10,929
Pcor2 8,818 10,406 9,490 12,092
Pc97 6,431 3,913 6,908 8,320
Pc17 5,200 4,000 3,100 5,270
Media 7,525 5,429 5,900 8,358
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En el andlisis a escala microgeografica del estadistico Fst del conjunto de datos de /oci
microsatélite se observan altos valores de Fst (Tabla X), que indican aislamiento
genético entre las lagunas. En cuanto al analisis molecular de la varianza (Tabla XI),
cuando contrastamos las distintas hipotesis de agrupamiento, la que maximizo la
varianza entre grupos fue la siguiente estructura: Laguna Castillos y la Laguna de Rocha

en un grupo y por otro lado la Laguna del Sauce.

Tabla X. Estadistico Fs; en base a marcadores
microsatélites entre pares de poblaciones de las lagunas
analizadas a nivel de microescala.

Localidad 1 2 3
1- Laguna Castillos -
2- Laguna del Sauce 0,24 -
3- Laguna de Rocha 0,19 0,21 -

Los valores en negrita corresponden a valores significativos (P<0,05) a
través de 1.000 pseudoreplicas.

Tabla XI. Analisis Molecular de Varianza genética a nivel microgeografico mediante marcadores
microsatélite. Se presentan los valores del analisis maximizando los valores de Fcr para la
estructura conformada por dos grupos: 1- Laguna Castillos y Laguna de Rocha; 2- Laguna del
Sauce.

Gradosde Sumade Componentes  Porcentaje

AMOVA libertad cuadrados delaVarianza de variacion
Entre grupos 1 16,859 0,070* 5,59
Entre poblaciones dentro de grupos 1 7,972 0,232* 17,49
Dentro de poblaciones 125 127,856 1,023* 77,22
127 152,688 1,324

Los componentes de la varianza estadisticamente significativos (P<0,05) se indica con un asterisco (*).
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Figura 12. Topologia construida en base al metodo de Neighbor-joining, utilizando las distancias
genéticas D, Nei (1983) entre todos los pares de individuosen base a los cinco loci microsatélites
analizados. En rojo se sefialas los nodos que soportan los tres cluster conformados por individuos de las
tres lagunas

El arbol de distancia construido a partir del método de unién de vecinos (Figura 12)

agrupo los individuos en tres clados diferentes que se corresponden con la laguna de

origen de los mismos. A su vez, el analisis bayesiano de “cluster” (Figura 13) reveld que

el nimero de poblaciones mas probable es de tres (PX|K)=-1096,53, con buena

correspondencia geografica dado que todos los individuos fueron asignados de forma

coherente a su correspondiente localidad (Figura 13).
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L. Castillos L. Rocha L. del Sauce

Figura 13. Analisis bayesiano de cluster mediante /oci microsatélite implementado en el programa STRUCTURE. En el
grafico se observa la probabilidad de cada individuo de pertenecer a cada cluster. Debajo se indica la localidad a la que
pertenecen los individuos muestreados.

3.4.2. Analisis microgeografico de secuencias del gen citocromo b

Los parametros de diversidad genética (sitios polimorficos, diversidad nucleotidica y
distancias corregidas) dentro del conjunto de datos de citocromo b (Tabla XIl)

evidencian una baja diversidad encontradas en las tres lagunas.

Tabla XIl. Estadisticos descriptivos del conjunto de datos mitocondriales para el
analisis microgeografico

Pares de Sitios Sitios parsimoniosamente 1t (Desvio Distancia K2P (Desvio
Bases Variables informativos estandar) estandar)
0,00836

1043 20 6 0,000 (0,000)

(0,0001)

Diversidad Nucleotidica (m).

El estudio del estadistico Fst basado en los datos del marcador mitocondrial (Tabla XIlI)
evidenciaron valores altos, aunque no de aislamiento entre la Laguna Castillos y las
otras dos lagunas, mientras que muestra valores bajos de diferenciacidon entre la
Laguna del Sauce y Laguna de Rocha. En cuanto al andlisis molecular de la varianza, se
encontré que el agrupamiento de poblaciones que maximizaba la varianza entre
grupos y minimizaba la varianzaa dentro de los grupos, segln las secuencias de
citocromo b (Tabla XIV), fue la conformacién de un grupo entre la Laguna del Sauce y

Laguna Rocha y el otro conformado por Laguna Castillos.
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Tabla Xlll. Estadistico Fs; en base al andlisis de secuencias
citocromo b entre las tres lagunas analizadas.

Localidad 1 2 3
1- Laguna Castillos -
2- Laguna del Sauce 0,13 -
3- Laguna de Rocha 0,15 0,02 -

Los valores en negrita corresponden a valores significativos (P<0,05) a
través de 1.000 pseudoreplicas.

Tabla XIV. Andlisis Molecular de Varianza genética. Se presentan los valores del
analisis segln el gen mitocondrial para la estructura conformada por dos grupos: 1-
Laguna de Rocha y Laguna del Sauce; 2- Laguna Castillos.

Porcentaje
Gradosde Sumade Componentes de
AMOVA libertad cuadrados delaVarianza variacion
Entre grupos 1 2,467 0,039* 13,46
Entre poblaciones dentro de
grupos 1 0,376 0,004* 1,24
Dentro de poblaciones 122 30,221 0,248* 85,3

124 33,064 0,29

Los componentes de la varianza estadisticamente significativos (P<0,05) se indica con un asterisco (*).
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4. Discusion
4.1. Polimorfismo del gen citocromo b en R. cf. quelen

El conjunto de secuencias de R. quelen estudiadas a nivel macrogeografico presenta
una baja diversidad nucleotidica, aproximadamente un 1%. Estos niveles son similares
a los encontrados en poblaciones de Pimelodus albicans (Vergara et al. 2008), especie
perteneciente a la familia Pimelodidae. Sin embargo, estos niveles son inferiores a los
encontrados previamente a nivel intraespecifico dentro del género Rhamdia (Perdices
et al. 2002; Garcia 2009). Las diferencias encontradas con respecto a los resultados de
Perdices et al. (2002), son de esperar debido a que nuestro analisis sélo tiene en
cuenta parte de la diversidad encontrada en el género. La relativamente baja
diversidad nucleotidica y la alta diversidad haplotipica estd acompaiiada de una alta
frecuencia (0,44) del “haplotipo 11” (Anexo ). Valores relativamente bajos de
diversidad nucleotidica y altos de diversidad haplotipica podrian revelar, segin Avise
(2000), rapidos crecimientos de la poblacién a partir de una poblacién ancestral
pequeiia. En tanto los resultados de los test de neutralidad (Tajima y Fu’s tests),
resultaron negativos, pudiendo interpretarse como un exceso de alelos raros. El
resultado del test de Tajima, con valor negativo, y significativo, evidencia que nuestro
conjunto de datos no se ajusta al modelo de mutacién neutral. Como hipdtesis
alternativa, surge la presencia de seleccion purificadora eliminando alelos raros é que
la poblacion de R. quelen haya estado sometida a cuellos de botella (Tajima 1989). Sin
embargo, el test de Fu (1997) no rechaza significativamente la hipdtesis nula, esto
puede deberse a que este test es mas poderoso cuando existe expansion poblacional o
“hitchhiking” (seleccion por ligamiento) y menos poderoso cuando existe seleccion de
fondo. En tanto, los resultados de demografia histérica indican que R. quelen
conformaria una poblacion estable con huellas de posibles barridas selectivas. En este
sentido, mediante la relacidon Ka/Ks podemos concluir que las evidencias apuntan a que
existe seleccidn purificadora en el gen citocromo b, lo que es de esperar en un gen
codificante para una proteina de la cadena respiratoria mitocondrial. Ademas,
podemos decir que hay ausencia de seleccién positiva en la evolucién del ADN
mitocondrial de este taxdn, ésta es una de las asunciones necesarias para poder

asegurar que los patrones genéticos reflejan la historia de los organismos (Zink 2005).
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Otro fendmeno que puede afectar el analisis de tipo filogenético en base a marcadores
moleculares es la saturacidén en el set de datos, sobre todo cuando se trata de genes
codificantes debido a que presentan altas tasas de mutacidn, principalmente en la
tercera base del coddn (Farias et al. 2001). En nuestro caso, los andlisis de saturacién
indican que solo ésta puede ser importante en la tercera base para distancias cercanas
al 20%. Esto no indicaria un riesgo para nuestros analisis, ya que las distancias
genéticas entre los distintos taxa pertenecientes al género Rhamdia estdn por debajo

del 20%.

4.2. Filogeografia de R. quelen en la region Neotropical

Los analisis filogenéticos permiten confirmar la monofilia de R. quelen, esto concuerda
con lo obtenido por Perdices et al. (2002) basado en el gen citocromo b. Sin embargo,
se contraponen a los resultados de Garcia (2009), donde las filogenias construidas a
partir de la concatenacién de tres genes mitocondriales (regién control, NADH2 vy
citocromo b), evidencian un origen polifilético de Rhamdia con secuencias del género
Pimelodella dentro de nuestro género de interés. Los resultados filogenéticos de
Garcia (2009), son confirmados por la elevada distancia observada, en sus analisis,
entre las secuencias de Rhamdia, donde estas secuencias se hallan mas cercanas con
secuencias de Pimelodella que con el resto de las secuencias de Rhamdia. Es por esto,
gue la autora propone una revision morfoldgica de estos ejemplares, asi como también

la necesidad de mayores analisis genéticos estudiando el linaje problematico.

Debido a la naturaleza de los peces de agua dulce, su asociacidon con los rios y los
distintos cursos de agua, se sabe que éstos reflejan la evoluciéon de las cuencas
geograficas que integran, ya que su evolucién estd marcada por los fenédmenos que
afectan dichas cuencas. Esto puede evidenciarse en nuestros resultados, donde
encontramos dos gupos reciprocamente monofiléticos, separados por la cordillera de
los Andes, lo que concuerda con los resultados de Perdices et al. (2002). Por tanto,
podemos determinar que el género Rhamdia se compone de dos clados que se han

diversificado por el levantamiento de los Andes.

Nuestros resultados evidencian que la division del género Rhamdia por el

levantamiento de los Andes, separando las cuencas del rio Orinoco y la cuenca del rio
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Magdalena, segun el reloj molecular relajado habria ocurrido entre 4,16-10,48 (en
promedio 7,32) MA atras, mientras que el andlisis basado en el reloj molecular estricto
ubicéd este ancestro comun mas reciente 4,8-6,9 (5,85) MA atras. El promedio de
nuestra estimacién utilizando un reloj relajado se asemeja a lo encontrado por
Perdices et al. (2002) quienes basados en un “set” de datos combinados (citocromo by
ATPasa 8/6) situan este evento entre 7,7-8,8 MA atras. Por otro lado, Sivasundar et al.
(2001) en un estudio de Prochilodus estimaron la divergencia de las cuencas trans-
andinas y cis-andinas. Basados en el gen ATPasa esta divergencia fue datada en los
5,37 MA atrds, mientras que en base a la region control del genoma mitocondrial la
divergencia fue de 16,18 MA atras. Por ultimo, la evidencia geoldgica sitla este evento
10 MA atras, culminando hace 8 MA (Lundberg et al. 1998). Basados en esta evidencia,
continuaremos discutiendo las estimaciones obtenidas asumiendo un reloj molecular
relajado, ya que éste mostrd valores coherentes con las evidencias geoldgicas y una

topologia coherente con el resto de las topologias obtenidas mediante otros métodos.

4.3. Grupo Rhamdia cis-andino

Los resultados del tiempo de divergencia respecto a los ancestros comunes mas
recientes muestran que el grupo de los Rhamdia cis-andinos tendrian un MRCA mas
antiguo que el grupo de Rhamdia trans-andino, por lo que podriamos seialar a la
region cis-andina como distribucién original del género Rhamdia. Dentro del taxa cis-
andino, el linaje “Rq7” presente en las cuencas del Orinoco es el mas basal, mientras
gue los otros componen un grupo reciprocamente monofilético a este ultimo, esto
indicaria que el origen de distribucidn de Rhamdia seria la cuenca del Orinoco. Por
otro lado, nuestros resultados muestran que el linaje presente en la cuenca del
Essequibo en la regidn de la Guyana estaria mas emparentado con los de las cuencas
del Amazona, Parand, Uruguay y Rio de la Plata que con los del Orinoco, lo que
coincide con varios trabajos que han encontrado que la biota de peces de la regién de
la Guyana, donde se encuentra el Essequibo, tiene sus ancestros mas cercanos en el

Amazonas (Cardoso & Montoya-Burgos 2009).

En cuanto al grupo conformado por tres clados (A, B y C) que colapsan en una

politomia basal, se puede ver que los linajes de A y B coexisten en la misma cuenca,
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tanto en Parana como en la cuenca del Rio Uruguay (Figuras 6-7-8a-8b). Lo que sugiere
como hipdtesis mds parsimoniosa el contacto secundario, es decir, la divergencia de
estos clados previo a la coexistencia en estas cuencas y posterior dispersion a través de
la captura de cuencas entre el Amazonas y el Parand (clado B), Parand y Uruguay (clado
A y B). Esta relacidon entre el Parand y Uruguay ha sido citada en varios estudios
(Clavijo & Olazarri 2009); de la misma manera, el fendmeno de captura de cuencas
entre el Parand y el Amazonas ha sido documentado al menos cuatro veces para los
ultimos 70 mil afos (Lundberg et al. 1998). A su vez, hemos datado el MRCA del clado
A en 1,33-4,79 (3,06) MA en el Plioceno temprano, por lo que esta divergencia habria
ocurrido antes de la separacion entre los linajes Rq4 y Rg5 (1,07-4,67; 2,87 MA). Estas
evidencias hacen aun mas plausible la hipdtesis de que el clado B tendria su origen en
la cuenca del Amazonas con un posterior contacto entre cuencas entre el Parana-
Amazonas (1,07-4,67; 2,87 MA), mientras que el clado A habria diversificado en la
cuenca del Parana-Uruguay. La diversificacion dentro del clado A podria haber sido
facilitada mediante los periodos de reduccién en el nivel del mar durante el
Pleistoceno, lo que facilitaria la estructuracidon genética a causa de la limitacién en la
conectividad de los rios (Chenoweth et al. 1998). Por otro lado, existen antecedentes
en estudios a nivel citogenético en poblaciones del Parand que han encontrado
diferencias dentro de R. quelen en la férmula cariotipica y que proponen la existencia
de eventos de inversiones pericéntricas y reordenaciones cromosdmicas (Martinez et
al. 2011). Este fendmeno podria explicar la divergencia de estos linajes o podria actuar

como un refuerzo de aislamiento en un contacto secundario entre linajes divergentes.

4.4. Divergencia genética de R. cf. quelen cis-andino

Debido a la alta estructuracién encontrada en R. quelen cis-andino, tanto en el analisis
arbol de coalescente construido mediante la aproximacion bayesiana como mediante
los otros métodos de reconstruccidn filogenética, y los valores de distancia genética
entre los linajes que componen este grupo, se hace necesaria la revision taxondmica
de R. quelen. Cuando comparamos con especies propuestas como validas por Perdices
et al. (2002), R. cinerascens y R. guatemalensis, la distancia genética encontrada es del

7%, similar a los valores observados al comparar los linajes que componen los Rhamdia
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cis-andinos en este estudio. De la misma manera, cuando comparamos con un analisis
similar en el género Pseudoplatystoma (Torrico et al. 2009) de la familia Pimelodidae,
los valores de distancia en el gen citocromo b son similares a los encontrados entre los
linajes de R. quelen, variando de 6% entre P. punctifer-P. reticulatum y 7,6% entre P.

magdaleniatum- P. corruscans.

En este sentido, las distintas especies descriptas y validadas luego de la revision de
Silfvergrip (1996), sumado a las evidencias presentadas en este trabajo, podrian indicar
gue estos linajes con divergencias genéticas profundas constituirian especies
diferentes, haciendo necesario una nueva revision taxondmica de estos clados. Sin
embargo, como hipdtesis alternativa, estos linajes podrian componer especies
cripticas, no pudiéndose identificar bajo el analisis de caracteres morfoldgicos y

apoyando la idea de que R. quelen seria un complejo de especies.

4.5. Analisis poblacional de R. quelen en las cuencas de Uruguay

La red de haplotipos (Figura 10) nos permite separar 7 clados altamente divergentes a
nivel macrogeografico, separados por mas de 30 mutaciones en sitios
parsimoniosamente informativos. En Uruguay encontramos tres de estos clados, el
Rqg2 esta mas representado en la mayoria de las poblaciones muestreadas (14), siendo
el mas abundante dentro de nuestro muestreo. Dentro de las muestras analizadas de
Uruguay podemos decir, a través de las diferencias pareadas, que existen dos hipotesis
de la historia demografica de R. quelen: 1) este taxéon habria estado sujeto a periodos
de expansidn; 2) bajo seleccion a favor de un haplotipo central del cual derivan
haplotipos raros. Ambas hipdtesis son coherentes con la topologia en forma de
estrella que presenta el clado Rg2; ademas la frecuencia de dichos haplotipos hacen
pensar que éstos representarian los haplotipos ancestrales de este clado. A su vez, los
pocos pasos entre los haplotipos, el alto nimero de haplotipos derivados podria estar

asociado a eventos de una rapida radiacién.

La estimacion indirecta del flujo génico de las localidades muestreadas revela una
restriccion de flujo génico de las poblaciones de Lunarejo, Laguna Blanca y Queguay
respecto a la mayoria de los restantes sitios de muestreo; lo cual explicaria la presencia

de haplotipos endémicos en estas tres poblaciones. Es de destacar la limitacion
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muestral en nuestro conjunto de datos, dénde el Lunarejo y Queguay estan
representadas con tan sélo un ejemplar. Por otro lado, las localidades de Cuareim,
Rincén del Bonete, Villa Constitucidn presentan valores bajos de Fst evidenciando altos
valores de flujo génico con el resto de las poblaciones, aunque presentan los mayores
valores de distancia genética dentro de la poblacidn. Esta situacion tiene su explicacion
en que las tres poblaciones estan compuestas por mds de uno de los taxa de R. quelen
encontrados (Cuareim Rqg2, Rg3, Rg4; Rincdn del Bonete: Rg2, Rg3; Villa Constitucién:
Rg3, Rg4).

Los resultados del AMOVA muestran que la estructura mas plausible que explica la
relacion entre las localidades muestreadas es el agrupamiento de las poblaciones en
cuatro grupos. En donde uno de los grupos esta integrado por la cuenca del Cuareim,
conteniendo los tres linajes altamente divergentes encontrados en el estudio
filogenético y en la red de haplotipos, siendo la Unica poblacién natural que presenta
este linaje. Por tanto podriamos decir que el origen de los individuos que presentan los
haplotipos H24 y H26 de Villa Constitucion podrian tener su origen en la cuenca del
Cuareim. Un segundo grupo estaria integrado por la poblacién de origen cultivado en
la estacion de DINARA (Villa Constitucién), con representantes de los linajes Rq3 y Rg4.
El tercer grupo integraria las localidades de Queguay, Lunarejo y Rincén del Bonete
gue presentan haplotipos pertenecientes a dos linajes Rg2 y Rqg3; este grupo esta
caracterizado por la presencia del linaje Rg2 en las tres poblaciones. Por ultimo, se
encuentra un cuarto grupo con el mayor nimero de poblaciones analizadas, que sélo
presentan haplotipos del linaje Rg3. En la red de haplotipos este subgrupo, conforma
una topologia en forma de estrella, con un haplotipo central mas frecuente vy
haplotipos derivados separados por pocos pasos mutacionales, lo que indicaria una
reciente divergencia de los mismos. Esta reticulacién encontrada dentro del linaje Rq3
podria ser la causa de la politomia no resuelta encontrada entre los linajes de R.
quelen, aunque ésta también podria tener su explicacion en una rapida evolucién
donde los nuevas mutaciones no se fijarian, por lo que las reconstrucciones
filogenéticas estarian marcadas por los polimorfismos ancestrales. Por su parte, el
subgrupo conformado por los haplotipos H9, H11, H17, H18 representaria a los
haplotipos mas ancestrales dentro del linaje Rg3. Estos también se encuentran en las

poblaciones de Laguna Castillos, Laguna del Sauce, Laguna de Rocha, Talita, Sauce
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Grande, Maldonado, Paso Mazangano, Laguna Negra y Abrojal, dejando como
hipdtesis mas parsimoniosa la dispersidon de este linaje en periodos de alto nivel del
mar y posterior estructuracion. Esta hipdtesis se sustenta en que no se han encontrado
haplotipos derivados compartidos por dos poblaciones, con la excepcién del grupo
conformado por los haplotipos H7, H27, H69 y H77, en el que el haplotipo H77 se
encuentra en la estacion de Villa Constitucion. Como ya vimos esta estacion conforma
una poblacién artificial, pudiendo atribuir el origen de este haplotipo a la poblacién de
la Laguna del Sauce. Respecto a las poblaciones de Laguna Blanca y Rincdn del Bonete
que solo tienen haplotipos derivados, se sugiere un origen posterior al resto de las
poblaciones. A pesar de que existe cierta estructuracidn poblacional relacionada con la
estructura geografica de Norte a Sur, el test de Mantel descartd la hipdtesis de
aislamiento por distancia. Esto es de de esperar cuando existen haplotipos altamentes
divergentes coexistiendo en una misma cuenca y cuando haplotipos estrechamente
relacionados se encuentran ampliamente distribuidos y presentes en la mayoria de las

localidades muestreadas.

4.6. Analisis microgeografico en tres lagunas costeras de Uruguay mediante /oci de

microsatélites y secuencias del gen citocromo b

En este estudio se ha realizado un andlisis poblacional a escala microgeografica en las
poblaciones mejor representadas en nuestro conjunto de datos. En este sentido, las
poblaciones de Laguna del Sauce, Laguna Castillos y Laguna de Rocha fueron

analizadas en base a marcadores moleculares de tipo microsatélite y mitocondriales.

En cuanto al test de equilibrio de Hardy-Weinberg, éste sélo resultd significativo en el
locus Pc97 en la Laguna del Sauce, y en el test global sobre /oci mediante el test de
Fisher en la misma poblacién. Este resultado podria tener su explicacién en la
presencia de alelos nulos en Pc97 en la Laguna del Sauce inferido mediante el
programa Microchecker, ya que el resto de los marcadores no mostraron
apartamientos de las condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg, ni indicios de
errores de genotipado ni de presencia de alelos nulos. Por lo tanto, podemos decir que
nuestro estudio sugiere que las tres lagunas se comportan como tres poblaciones que

cumplen con los supuestos de Hardy-Weinberg, es decir, que existe panmixia y
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ausencia de seleccion. A su vez, podemos descartar efecto Wahlund, es decir, la
depresion de heterocigosis debido a la subestructuracion dentro de la poblacién.
Ademas, no se encontraron indicios de desequilibrio de ligamiento entre pares de loci
en las tres poblaciones, ya sea por ausencia de recombinacién entre dos loci o debido
al analisis de la mezcla de dos o mas poblaciones, con distintas combinaciones y

frecuencias alélicas.

Los estadisticos indicadores de diversidad genética de microsatélites en las tres
lagunas analizadas han mostrado niveles por locus de medios a altos, tanto el
contenido de informaciéon polimérfica (0,247-0,870) como de heterocigosidad
esperada (0,272-0,897). Se observaron niveles medios de riqueza alélica (2,770-
11,123), destacando Pcor2 como y Pcorl como los loci de mayor y menor diversidad
alélica sobre poblaciones, respectivamente. Como ya mencionamos, este estadistico se
distingue del resto por ser independiente del tamafio muestral. Estos resultados se
contraponen a lo encontrado por Ribolli & Zaniboni-Filho (2009), en un anélisis del
comportamiento reproductivo de R. quelen en alto Uruguay, Brasil. En este estudio los
autores encontraron valores altos de contenido de informacién de polimorfismo (PIC)
en Pcorl, ademas de Pcor2 y Rhl, en comun con este estudio, mientras Pc17 y Pc97
mostraron ser menos polimoérficos. Por lo tanto, teniendo en cuenta los niveles de
polimorfismo en las tres lagunas costeras, principalmente teniendo en cuenta la
riqueza alélica, podemos recomendar el uso de Pcor 2, Rh1l y Pc97 para andlisis de
paternidad ya que han mostrado altos niveles de polimorfismo. Sin embargo, debido a
las diferencias encontradas con otras poblaciones de R. quelen (Ribolli & Zaniboni-Fllho
2009), se recomienda una evaluacién tanto de niveles de diversidad como de presencia

de alelos nulos para las poblaciones objetivo de analisis de paternidad.

Cuando comparamos los parametros descriptivos de loci microsatélite entre las tres
poblaciones encontramos que existe un mayor niumero de alelos muestreados por loci,
en promedio, en la Laguna del Sauce y menor en la Laguna de Rocha, esta tendencia
podria estar influida por el tamano muestral. Sin embargo, cuando comparamos los
valores de riqueza alélica, Heterocigosis esperada y el contenido de informacién
polimdrfica, estadisticos menos sensibles al tamafio muestral, la Laguna del Sauce

continla mostrando los niveles de diversidad mas altos. Por otro lado, las tendencias
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de cual seria la laguna menos diversa no es clara, ya que la Laguna Castillos y Laguna

de Rocha muestran valores similares de diversidad.

A diferencia de lo revelado por las secuencias del gen citocromo b, en donde se
encontraron niveles bajos de estructuracién, en cuanto a los valores de Fst entre las
tres lagunas en base a marcadores microsatélite, éstos evidenciaron altos niveles de
estructuracién, cercanos al aislamiento. Ademas, la red de haplotipos basada en el
marcador mitocondrial evidencié secuencias endémicas en cada una de las tres
lagunas, aunque las tres lagunas presentan los haplotipos que conforman el grupo
ancestral (H9, H11, H17 y H18) del clado Rg2 mas abundante (60%). Mientras que el
analisis bayesiano de cluster, el método de unidn de vecinos, test de Hardy-Weinberg y
el estadistico Fst basados en los loci nucleares sustentan que las muestras obtenidas de
las tres lagunas estudiadas a microescala geografica conforman tres poblaciones que
se encuentran aisladas genéticamente. Como se ha mencionado el estadistico Fsr
puede estar relacionado con el flujo génico, de la misma manera que la estructura
poblacional es consecuencia del intercambio o no de migrantes entre las distintas
localidades. Por lo que la diferenciacion observada podria ser la consecuencia de la
estructuracién geografica donde las Lagunas habrian representado sistemas aislados,
no permitiendo el intercambio de individuos en la historia evolutiva de estas
poblaciones. De igual forma, los resultados del AMOVA en relaciéon a las lagunas
mediante los dos tipos de marcadores se contraponen. El citocromo b podria estar
recuperando una relacién ancestral entre la Laguna del Sauce y Laguna de Rocha, mas
relacionadas entre si que con Laguna Castillos. Los resultados de microsatélites
reconstruyen una relaciédn mas cercana entre Laguna Castillos y Laguna de Rocha, lo
gue estd en concordancia con la estructura de las cuencas actuales, dénde Laguna
Castillos y Laguna de Rocha pertenecen a la cuenca del Océano Atlantico y la Laguna
del Sauce a la del Rio de la Plata. Las diferencias entre los resultados obtenidos
mediante el analisis de ambos tipos de marcadores podrian deberse a la alta tasa
evolutiva de los microsatélites que le permite resolver relaciones por debajo del nivel
especifico y definir la estructura poblacional (Chistiakov et al. 2006; Piorski et al. 2008).
Estos resultados indicarian que existe cierta estructuracién a causa del aislamiento
geografico entre las tres lagunas, este aislamiento habria ocurrido en un pasado

reciente ya que esta estructuracion no pudo ser recuperada con el marcador
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mitocondrial. Por otro lado, esta oposicidn entre los resultados obtenidos mediante los
dos tipos de “set” de datos podria ser debido a que el marcador mitocondrial al estar
bajo la fuerza de seleccidn purificadora no revele de forma fiel la historia demogréfica
de poblaciones que han divergido recientemente, a diferencia de los marcadores
microsatélites de tipo andénimo que son considerados neutrales a la selecciéon. Una
nueva hipodtesis surge al tomar en cuenta la herencia del marcador mitocondrial,
reconstruyendo la historia evolutiva de linajes matriarcales. Esto podria ser importante
cuando existen diferencias comportamentales entre sexos tales como migracion o

filopatria, aunque esto no ha sido documentado para R. cf. quelen.

A diferencia de lo encontrado en nuestro estudio, en un andlisis del alto Uruguay de la
especie Pimelodus maculatus de la familia Pimelodidae, Ribolli et al. (2012) basados en
loci de tipo microsatélites, encontraron una alta diversidad genética en promedio (He=
0,629-0,948) y valores bajos del estadistico Fst (inferior a 0,03). Sin embargo, estos
autores analizaron localidades que se encuentran conectadas en una misma cuenca
para una especie con una alta tasa migratoria, mientras que la estructura geografica de
las lagunas estudiadas en el presente trabajo supone una barrera para el flujo génico.
De esta manera, las poblaciones aisladas de estas lagunas estan mas expuestas a los
efectos de la deriva génica, disminuyendo los valores de la diversidad génica vy
aumentando los valores de Fst debido a la falta de intercambio de migrantes y la
evolucién independiente de las lagunas. En otro estudio basado en P. corruscans
encontraron un amplio rango de heterocigosidad esperada (0,31-0,94) y niveles
intermedios de divergencia con valores de Fsr en el rango de 0,034-0,163 (Pereira et al.
2009). El andlisis, que se llevd a cabo en el sistema Parana-Paraguay, permitio
identificar distintas poblaciones de esta especie migratoria pudiendo evidenciar que a
diferencia de nuestro estudio la estructura poblacional de la especie estaba marcada
por el fendmeno de “homing” o filopatria, este fendmeno ya habia sido propuesto

para esta especie en base a un estudio de captura y recaptura (Godinho et al. 2007).
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4.7. Unidades prioritarias para la conservacion

Los siete linajes mitocondriales encontrados en R. quelen, como vimos presentan
valores de divergencia similares a los encontrados entre especies emparentadas, por lo
que en este trabajo se proponen como unidades evolutivamente significativas (ESUs).
En este sentido, se entiende necesario, dentro del Uruguay, conservar las poblaciones
del Cuareim, Lunarejo o Queguay, mientras que el linaje Rq3 pareceria menos
vulnerable al encontrarse ampliamente expandido en las cuencas del Uruguay. Sin
embargo, como ya mencionamos, es necesario un analisis de este tipo con marcadores

nucleares para la confirmacién de estas unidades evolutivamente significativas.

Las poblaciones presentes en las tres lagunas, Laguna del Sauce, Laguna Castillos y
Laguna de Rocha, representarian diferentes “pools” genéticos que deberian
considerarse como unidades de manejo (MU) independientes y por tanto deberian ser
conservadas en pos de conservar la diversidad genética total de la especie en el area
de estudio, ya que podrian incluso representar adaptaciones locales Unicas (Moritz

1994, Waits et al. 1998, Piorski et al. 2008).

4.8. Conclusion

Este estudio constituye el primer andlisis de tipo filogeografico de R. quelen en
Uruguay, encontrando una alta estructuracion dentro del grupo taxonémico R. quelen
cis-andino, presentando siete linajes mitocondriales altamente divergentes, a nivel de
especie, y confirmando la hipdtesis de que éste seria un complejo de especies.
Ademas, se han identificado tres nuevos linajes mitocondriales dentro de las cuencas

de Uruguay.

El fendmeno de divergencia de R. quelen estaria marcado por el fenédmeno de
vicarianza entre grandes cuencas cis-andinas. La historia de R. quelen revela dos
contactos secundarios a través del fendmeno de captura de cuencas entre la cuenca
del Amazonas y la de Parand-Uruguay, el primero aproximadamente 3,25 atras y el
segundo 2,3 MA. Mientras que en el Parana-Uruguay este fendmeno podria haber
ocurrido debido a la estructuracion, consecuencia de la reduccién de nivel del mar y

posterior contacto entre cuencas.
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El bagre negro, una de las especies autdctonas prioridad en la acuicultura en el
Uruguay y prioritaria para la conservaciéon para SNAP por ser recurso pesquero,
muestra una alta diversidad en el pais, presentando tres linajes mitocondriales de los 7
encontrados en este trabajo. Ademds, dentro de estos linajes encontramos
representados dos clados, uno emparentado con el linaje de la cuenca del Amazonas
gue esta presente en la localidad de la Laguna Franquia y en Villa Constitucién, y otro
clado que esta presente en las cuencas del Parand, Uruguay, Rio de la Plata, Laguna

Merin y que encontramos en la mayoria de las localidades muestreadas.

Los resultados del andlisis poblacional indican que la poblacion del Cuareim representa
gran parte de la diversidad genética de R. quelen en el Uruguay. A su vez, encontramos
que las poblaciones de Lunarejo, Queguay y Rincén del Bonente conforman un grupo
diferente respecto al resto de las poblaciones de la cuenca del Rio Negro, Laguna
Merin, Rio de la Plata y Océano Atlantico, caracterizadas por presentar unicamente el

linaje mas abundante (Rq2).

Si bien los dos tipos de marcadores, microsatélite y citocromo b, evidencian distintos
resultados, estos se complementan a la hora de reconstruir la historia de R. quelen en
el Uruguay. En tal sentido, el analisis de ambos marcadores a nivel microgeografico ha
permitido identificar tres MUs que se corresponden con las poblaciones de Laguna del

Sauce, Laguna Castillos y Laguna de Rocha.
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4.9. Perspectivas

Debido a los problemas taxonémicos en R. quelen presentados en esta Tesis y la
estructura encontrada en los andlisis filogenéticos, surge la necesidad de realizar una
revision sistematica basada en caracteres morfolégicos de R. quelen, principalmente

de los linajes encontrados en este trabajo.

Se propone extender el muestreo en aquellas localidades menos representadas, como
el Lunarejo, Queguay y cuenca de la Laguna Merin, con el fin de conocer si la
diversidad encontrada es representativa de la diversidad presente en las cuencas del
Uruguay y con ello aumentar la robustez de nuestros analisis. En cuanto a las unidades
prioritarias para la conservacion, es necesario el analisis de las ESUs encontradas en
este estudio utilizando marcadores nucleares neutrales de tipo microsatélite para
poder ratificarlas como tales. Mientras que para poder identificar las distintas MUs
presentes en el Uruguay es prioritario el analisis del resto de las localidades con /oci

nucleares de herencia biparental, tipo microsatélites.

Como hemos visto, es necesario, una vez identificadas las unidades evolutivas y de
manejo, realizar un analisis de tipo ecoldgico no sélo para confirmar su estatus como
unidades prioritarias para la conservacion, sino también para su caracterizacion como
potenciales variedades para el cultivo en la acuicultura, ya que estas podria presentar
caracteristicas de importancia para esta actividad, como por ejemplo: mayores tasas
de crecimiento, resistencia a enfermedad, mayores tallas. Y lo que es mds importante,
variabilidad genética subyacente para estos rasgo, como materia prima esencial en la

fundacidn de programas de seleccién genética.
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Anexo l. Lista de individuos R. quelen trabajados en este estudio. Se indican: el origen muestral; el
haplotipo y linaje mitocondrial del marcador citocromo b (-: individuos no analizados para el
marcador mitocondrial); y los individuos genotipados para marcadores microsatélite (x).

Individuos Localidad Cuenca Haplotipo Linaje Genotipado
P1689 Laguna del Sauce RP h07 Rg3
P1693 Laguna del Sauce RP h07 Rg3 X
P1983 Laguna del Sauce RP h07 Rg3
P1994 Laguna del Sauce RP h07 Rg3
P2076 Laguna del Sauce RP h08 Rg3
P2077 Laguna del Sauce RP h09 Rg3
P2135 Tajamar, cuenca abrojal RN h10 Rg3
P1664 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3 X
P1666 Laguna del Sauce RP hll Rg3 X
P1667 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3
P1668 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3
P1669 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3 X
P1670 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3 X
P1671 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3 X
P1673 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3 X
P1675 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3
P1690 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3
P1694 Laguna del Sauce RP hl1 Rg3 X
P1716 Laguna Negra OA hll Rg3
P1717 Arroyo de las Viboras, Colonia RP hl1 Rg3
P1718 Punta Gorda, Colonia RP hl1 Rg3
P1734 Laguna del Sauce RP h11 Rg3 X
P1735 Laguna del Sauce RP h11 Rg3
P1736 Laguna del Sauce RP h11 Rg3 X
P1752 A? Talita, Santa Lucia RP h11 Rg3
P1753 A? Talita, Santa Lucia RP h11 Rg3
P1772 Sauce Grande RP h11 Rg3
P1773 Sauce Grande RP h11 Rg3
P1777 Paso Mazangano-Paso Aguiar RN h11 Rg3
P1790 Laguna de Rocha OA h11 Rg3
P1815 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1816 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1818 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1820 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1822 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1824 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1828 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1829 Laguna Castillos OA h11 Rg3 X
P1830 Laguna Castillos OA h11 Rg3
P1831 Laguna Castillos OA h11 Rg3
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P1833
P1836
P1837
P1838
P1839
P1840
P1841
P1842
P1843
P1844
P1845
P1846
P1848
P1878
P1880
P1881
P1883
P1885
P1886
P1887
P1888
P1890
P1892
P1893
P1894
P1896
P1897
P1898
P1899
P1900
P1902
P1960
P1962
P1966
P1970
P1971
P1972
P1974
P1975
P1976
P1977
P1979
P1982
P1986
P1990

Laguna Castillos

Maldonado, Frente a gruta de Salamanca

Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha
Laguna de Rocha

Salto, Villa Constitucion.
Salto, Villa Constitucion.
Salto, Villa Constitucion.
Salto, Villa Constitucion.
Salto, Villa Constitucion.
Salto, Villa Constitucion.

Instalaciones DINARA
Instalaciones DINARA
Instalaciones DINARA
Instalaciones DINARA
Instalaciones DINARA
Instalaciones DINARA

Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce

OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP

h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11
h11

Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
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P1992
P2136
P2141
P2143
P2144
P0485
P2142
P1993
P1989
P1988
P1985
P1981
P1980
P1973
P1969
P1964
P1963
P1961
P1901
P1706
P1895
P1884
P1707
P1817
P1832
P1879
P1882
P1877
P1847
P1835
P1834
P1827
P1826
P1825
P1823
P1819
P1789
P1776
P1775
P1774
P1771
P1723
P1768
P1769
P1764

Laguna Negra
Tajamar, cuenca abrojal
Rincdn del Bonete
Rincdn del Bonete
Rincdn del Bonete
Rio Cuareim
Rincén del Bonete
Laguna Negra
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Rio Queguay
Laguna del Sauce
Salto, Villa Constitucidn. Instalaciones DINARA
Salto, Villa Constitucidn. Instalaciones DINARA
Salto, Villa Constitucidn. Instalaciones DINARA
Salto, Villa Constitucidn. Instalaciones DINARA
Laguna de Rocha
Laguna Castillos
Laguna de Rocha
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna de Rocha
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
A2 Lunarejo, Paso Real. Cuenca Tacuarembd
Paso Mazangano-Paso Aguiar
Sauce Grande
Sauce Grande
Sauce Grande
Laguna Blanca
Laguna Blanca
Laguna Blanca
Laguna Blanca

OA
RN
RN
RN
RN
RU
RN
OA
RP
RP
RP
RP
RU
RP
RU
RU
RU
RU
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
OA
RU
RN
RP
RP
RP
OA
OA
OA
OA

h11
h11
h12
h13
h14
h15
h16
h17
h18
h19
h20
h21
h22
h23
h24
h25
h26
h27
h28
h29
h29
h30
h31
h31
h31
h31
h31
h32
h33
h34
h35
h36
h37
h38
h39
h40
h41
h42
h43
ha4
h45
h46
h46
h46
h47

Rqg3
Rqg3
Rqg2
Rqg3
Rqg3
Rg2
Rg3
Rg3
Rg3
Rqg3
Rg3
Rg3
Rg2
Rg3
Rg4
Rqg3
Rg4
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg2
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
Rg3
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P1750
P1749
P1733
P1731
P1730
P1729
P1728
P1724
P1722
P1721
P1720
P1709
P1708
P1705
P1704
P1703
P1701
P1698
P1696
P1695
P1692
P1691
P1688
P1687
P1686
P1685
P1684
P1682
P1681
P1680
P1679
P1674
P1672
P1665
P1663
P1662
P1661
P1660
P1821
P1683
P1697
P1699

A° Talita, Santa Lucia

Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Santa Lucia
Laguna Blanca

Desague Laguna Franquia

Rio Cuareim
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna Castillos
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna Castillos
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce
Laguna del Sauce

RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
OA
RU
RU
OA
OA
OA
OA
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
RP
OA
RP
RP
RP

h48
h49
h50
h51
h52
h53
h54
h55
h56
h57
h58
h59
h60
h61
h62
h63
h64
h65
h66
h67
h68
h69
h70
h71
h72
h73
h74
h75
h76
h77
h78
h79
h80
h81
h82
h83
h84
h85

Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rq4
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3
Rqg3

x

X X X X

X X X X X X X X X X X

x

X X X X X X

RU: Rio Uruguay; OA: Océano Atlantico; RN: Rio Negro; RP: Rio de la Plata.
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Anexo ll. Lista de secuencias de R. quelen obtenidos del GenBank

Accession number Localidad Haplotipos Linaje
AY036743 Misiones, A°Nandu h1i Rql
AY036744 Cuenca del Parana, Iguazu, A° Yucuy hl Rql

EF564743 (P284) Misiones, Cufiapiru h6 Rql
AY036742 Cuenca del Paran4, Rio Santa Lucia h2 Rg4
AY036740 Cuenca del Amazonas, Rio Manu h3 Rqg5
AY036741 Cuenca del Amazonas, Rio Manu h3 Rg5
DQ119395 Datos no disponible h4 Rg6
AY036739 Guyana, Essequibo h4 Rg6
AY036737 Venezuela, Orinoco h5 Rq7
AY036738 Venezuela, Orinoco h5 Rq7

Anexo lll. Lista de secuencias de los

género

Rhamdia

y Pimelodella

obtenidas del GenBank

Accession number Species
AY036709 R. laticauda
AY036708 R. laticauda
AY036672 R. guatemalensis
AY036671 R. guatemalensis
AY036693 R. aff. wagneri
AY036694 R. aff. wagneri
AY036725 R. aff. cabrerae
AY036726 R. aff. cabrerae
AY036735 R. cinerascens
AY036736 R. cinerascens
AY036734 R. aff. rogersi
AY036733 R. rogersi
AY036718 R. nicaraguensis
AY036719 R. nicaraguensis
AY791351 Pimelodella
AY036751 Pimelodella
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Anexo IV. Frecuencias génicas de los cinco loci en las tres
lagunas analizadas.

Localidad: L. Castillos L. Rocha L. del Sauce

Pcorl
N: 20 12 32
83 0,050 0,000 0,547
85 0,850 0,542 0,188
87 0,100 0,292 0,078
89 0,000 0,000 0,047
91 0,000 0,042 0,047
93 0,000 0,125 0,031
95 0,000 0,000 0,031
97 0,000 0,000 0,031
Rh1
N: 20 12 27
206 0,050 0,000 0,000
209 0,025 0,000 0,000
210 0,100 0,000 0,019
211 0,025 0,000 0,000
212 0,025 0,083 0,241
213 0,000 0,000 0,019
216 0,325 0,000 0,000
218 0,125 0,542 0,167
220 0,000 0,000 0,037
221 0,000 0,000 0,019
222 0,200 0,000 0,019
224 0,000 0,250 0,037
226 0,000 0,000 0,056
228 0,000 0,000 0,056
230 0,025 0,000 0,000
232 0,000 0,000 0,019
234 0,000 0,000 0,019
236 0,000 0,042 0,093
238 0,000 0,083 0,019
240 0,100 0,000 0,111
242 0,000 0,000 0,037
244 0,000 0,000 0,019
250 0,000 0,000 0,019
Pcor2

N: 20 12 30
188 0,000 0,000 0,017
190 0,000 0,042 0,033
194 0,050 0,042 0,350
195 0,000 0,000 0,017
196 0,000 0,000 0,117
200 0,000 0,000 0,033

204 0,250 0,000 0,000



208 0,125 0,000 0,000
218 0,125 0,000 0,000
222 0,000 0,000 0,083
224 0,025 0,042 0,017
226 0,100 0,042 0,150
228 0,000 0,458 0,000
230 0,075 0,042 0,017
232 0,100 0,000 0,000
234 0,000 0,083 0,017
240 0,000 0,042 0,100
242 0,025 0,083 0,017
244 0,075 0,042 0,033
248 0,050 0,083 0,000
Pc97
N: 20 12 32
242 0,025 0,333 0,453
248 0,125 0,000 0,109
250 0,000 0,000 0,016
252 0,050 0,000 0,000
254 0,000 0,000 0,031
261 0,025 0,542 0,000
263 0,025 0,000 0,047
265 0,400 0,000 0,000
267 0,250 0,083 0,000
269 0,025 0,000 0,016
271 0,075 0,000 0,250
286 0,000 0,000 0,031
288 0,000 0,042 0,000
292 0,000 0,000 0,016
294 0,000 0,000 0,031
Pcl17
N: 20 11 23
219 0,000 0,000 0,043
233 0,025 0,045 0,065
235 0,650 0,455 0,457
239 0,000 0,227 0,326
241 0,300 0,000 0,000
243 0,000 0,000 0,043
245 0,025 0,273 0,065
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