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Resumen

A pesar de ser el grupo de organismos mas amenazados a nivel mundial los bivalvos
dulceacuicolas contintan recibiendo muy pocos esfuerzos de conservacién. América del Sur,
con 168 especies de bivalvos dulceacuicolas registradas, es el continente con menor
conocimiento sobre el estado de conservacion de estas especies. La existencia de multiples
areas inexploradas, los problemas de definicion taxondmica, asi como la escasa informacién
sobre distribucidn geogréfica y tamafios poblacionales actuales, caracteristicas reproductivas,
de dispersion, genética e historia de vida, han dificultado la comprensidon de entidades
especificas, dificultando aln mds la evaluacion de su riesgo de extincion. En el caso especifico
del género Cyanocyclas (Cyrenidae: Bivalvia), en las Ultimas décadas se ha observado una
disminucién drastica en la distribucidn. Las caracteristicas reproductivas, formas de dispersion
y genéticas han dificultado la comprensién de las entidades especificas dentro de este género,
dificultando aln mas la comprension de su grado de su riesgo de extincion. El objetivo de esta
tesis fue identificar y describir ecolédgica y genéticamente las poblaciones de especies de
Cyanocyclas en Uruguay con el fin de aportar herramientas para un plan de conservacién de
estas especies. Ademds de revisitar las localidades conocidas con registros recientes de
Cyanocyclas se realizaron muestreos sistematizados en mds de cien sitios de todo el Uruguay
con el fin de ubicar nuevas poblaciones de Cyanocyclas. Como resultado en la actualidad se
conocen 18 localidades con presencia del género Cyanocyclas. En 16 localidades se ha
encontrado Cyanocyclas limosa; en una C. guahybensis, otra localidad con C. fortis (junto a C.
limosa) y en otra localidad se encontré Cyanocyclas sp especie potencialmente nueva. Los
estudios filogenéticos y filogeograficos incluyeron 94 secuencias del gen mitocondrial COl y 25
secuencias de la region ribosomal 28S nuclear. Como resultado de los analisis filogenéticos se
consideran vdlidas cinco especies Cyanocyclas limosa, C. paranensis, C. undulata y C.
guahybensis. Los ejemplares provenientes del rio Tacuari corresponderian a una sexta especie
aun no descrita. En base a los resultados obtenidos y la ampliacién de los estudios genéticos la
forma de herencia mitocondrial dentro del género es discutida. Finalmente con los datos
obtenidos durante las campafas de muestreo se definié un indicador de comunidad de
bivalvos dulceacuicolas que permitié priorizar siete sitios para la conservacion de estas

especies en Uruguay.



Capitulo |

Introduccion general

1.1 Conservacion de bivalvos de agua dulce

Los bivalvos de agua dulce son el grupo de organismos mas amenazados a nivel
mundial (Lydeard et al. 2004) con casi el 40% de las especies cerca de la amenaza, amenazados
o extintos (Lopes-Lima et al. 2018). América del Sur, con 168 especies de bivalvos
dulceacuicolas registradas (Pereira et al. 2014), es el continente con menor conocimiento del
estado de conservacién de estas especies (Lopes-Lima et al. 2018). Areas inexploradas,
problemas taxondmicos, escasa informacion sobre distribucién geografica y tamafios
poblacionales actuales y conocimiento sobre la historia de vida imposibilitan evaluar el grado
de amenaza de las especies (Miyahira et al. 2017, Torres et al. 2017). Como ejemplo de la
situacidn continental Clavijo & Scarabino (2013) categorizan el 93% de las especies de bivalvos
nativos de Uruguay como amenazadas, basados en cuatro criterios: asignaciéon previa a una
categoria de amenaza de UICN, area de distribucién en el pais menor a 20000 km?
decrecimiento de mas de 20% en el tamafio poblacional en los uUltimos 20 afios y especies
identificadas como amenazadas en estudios previos. Dado que los bivalvos son los organismos
bentdnicos con mayor biomasa de los sistemas de aguas continentales y juegan un importante
rol en las redes tréficas, claridad del agua, oxigenacion de sedimentos y como habitat de otros
animales (Bonetto & Tassara 1987, Haag 2012), su disminucion o desaparicién tiene
implicaciones graves en los sistemas de aguas continentales (Howard & Cuffey 2006).

Para desarrollar programas efectivos de conservacién, que reviertan el riesgo de
extincion, es necesaria informacion sobre: 1) taxonomia; 2) distribucién y preferencia de
habitat; 3) estructura y dinamica poblacional; 4) ciclo de vida y reproduccion y 5) amenazas
(Geist 2010). Ademas se deben planificar medidas de conservacién in situ y educar a la
poblacion en general y los tomadores de decisién en particular. En este marco las
investigaciones que incluyan diferentes tipos de informaciones, biogeograficas, morfoldgicas y
genéticas son una herramienta fundamental para la conservacion. Ademas de definir

problemas taxondmicos, identificar unidades de conservacion, estos estudios, pueden explicar



el alcance y la organizacién de la diversidad genética en las poblaciones y su dindmica espacio-
temporal siendo entonces herramientas poderosas para sugerir estrategias de conservacion
sostenibles (Geist 2010). A pesar de esto los estudios de genética de la conservacion en
moluscos son escasos (Torres-Florez et al. 2018).

Dentro de las bivalvos de agua dulce de Uruguay varios autores han resaltado la
desaparicién de especies del género Cyanocyclas (Blainville, 1818) (Cyrenidae) (Veitenheimer-
Mendes & Olazarri 1983, Mansur & Garces 1988, Scarabino 2004, Scarabino & Mansur 2008).
Esta desaparicidn, estaria asociada a la invasién de especies del género Corbicula (Bivalvia:
Cyrenidae) (Veitenheimer-Mendes & Olazarri 1983, Mansur & Garces 1988, Scarabino 2004,
Scarabino & Mansur 2008). En base a los antecedentes bibliograficos e informacién de campo,
Scarabino & Clavijo (2009) incluyeron las especies del género Cyanocyclas presentes en
Uruguay en la lista de especies prioritarias para la conservacion.

En un estudio reciente Clavijo & Carranza (2018)(Anexo Ill) indican que la distribucién
del género Cyanocyclas en Uruguay se ha reducido drdsticamente encontrdndose ejemplares
vivos en el 7,1 % de las localidades historicas revisitadas (75% de ellas). A pesar de esta

drastica situacién ninguna especie de Cyanocyclas ha sido evaluada por UICN.

1.2 El género Cyanocyclas en Uruguay taxonomia y conservacion

El género Cyanocyclas es endémico de América del Sur, abarcando su distribucion la
cuenca del Rio de la Plata, las cuencas Atlanticas uruguaya y brasilera y parte de la cuenca sur
del Amazonas (Parodiz 1969); existen ademas reportes de registros para la cuenca del Orinoco
(Simone 2006). Dentro de este género se han descrito cerca de una decena de especies con
localidad tipo en el bajo rio Uruguay y Rio de la Plata (Pilsbry 1896, Marshall 1924, Marshall
1927), la mayoria de las cuales pasaron a ser sindnimas de dos especies: Cyanocyclas limosa
(Maton, 1811) y Cyanocyclas paranensis (d’Orbigny, 1835) (Parodiz & Hennings 1965). Estudios
morfoldgicos, anatémicos, morfométricos y de filogenias moleculares (Citocromo oxidasa
subunidad I) recientes (Clavijo 2014), permiten discriminar al menos cinco especies presentes
en Uruguay: Cyanocyclas limosa (Maton, 1811), Cyanocyclas paranensis (d’Orbigny, 1835),
Cyanocyclas fortis (Marshall, 1924), Cyanocyclas exquisita (Marshall, 1924) y Cyanocyclas
guahybensis (Marshall, 1927). La validez de otros dos morfotipos: C. felipponei (Marshall,
1924) y C. simplex (Marshall, 1927) no se ha podido confirmar por no tener material para ser

incluidos en filogenias moleculares y se consideran presumiblemente extintos (Clavijo 2014).



Figura 1.1. Especies del género Cyanocyclas (Blainville, 1818) presentes en Uruguay y consideradas
validas por Clavijo (2014). A) Cyanocyclas limosa, B) Cyanocyclas paranensis, C) Cyanocyclas exquisita, D)
Cyanocyclas fortis, E) Cyanocyclas guahybensis.



Figura 1.2. Especies del género Cyanocyclas (Blainville, 1818) consideradas sindnimas junior de
Cyanocyclas exquisita por Clavijo (2014) (Cyanocyclas undulata, arriba) o sin determinar su validez
(Cyanocyclas felipponei en el centro y Cyanocyclas simplex, abajo).

Las especies de Cyanocyclas son hermafroditas de tipo simultdneo e incuban
embriones y larvas en ambas hemibranquias internas hasta ser liberados como individuos
juveniles (ltuarte 1984). El hecho de ser hermafroditas simultaneos habilita la posibilidad de
autofecundacion, lo que fue registrado por ltuarte (1986) luego de la observacion de un
ovocito en segmentacion en transito por la ultima porcién del ducto principal de la fraccién
femenina.

Por otro lado, los analisis filogenéticos basados en COI revelaron en Cyanocyclas

limosa la existencia de dos sub-clados monofiléticos y muy divergentes, lo que podria deberse



a la presencia de entidades (poblaciones, especies) cripticas o a la existencia de heteroplasmia
(Clavijo 2014). La heteroplasmia es una particular forma de herencia mitocondrial en la que
existen dos variantes de ADN mitocondrial y en moluscos bivalvos dioicos se da por la
presencia y transmision de un linaje paternal y otro matrilineal (Zouros et al. 1992). La
interpretacion errénea de los datos genéticos mitocondriales en grupos con heteroplasmia
puede contribuir a la confusién en la interpretacion de relaciones filogenéticas entre especies

(Breton et al. 2007).

1.3 Objetivos

En el escenario que se plantea son urgentes nuevos esfuerzos dedicados a identificar,
evaluar y conservar poblaciones de Cyanocyclas, en especial de C. exquisita, C. fortis y C.
paranensis; confirmar la identidad genética de ejemplares de los morfotipos de C. felipponei y
C. simplex, asi como resolver la diversidad genética dentro de cada especie y la formas de
herencia mitocondrial. Asimismo resulta fundamental contar con las herramientas que
permitan orientar la creacion de una red de sitios de conservacion de bivalvos que incluyan las

especies de Cyanocyclas.

1.3.1 Objetivo general

Identificar y describir, genética y ecolégicamente, las poblaciones de Cyanocyclas en

Uruguay con el fin de aportar herramientas para un plan de conservacién de estas especies.

1.3.2 Objetivos especificos e hipotesis

Obijetivo especifico 1

Identificar y describir ecoldgicamente las poblaciones de especies de Cyanocyclas en Uruguay
Hipdtesis 1

Existen otras poblaciones de Cyanocyclas en Uruguay ademas de las hoy ya conocidas

Obijetivo especifico 2

Determinar a través del andlisis sistematico y genético-poblacional la existencia de monofilia

reciproca y el posible aislamiento reproductivo entre los grupos en estudio



Hipdtesis 2
Los morfotipos de Cyanocyclas en estudio son especies validas constituyendo grupos de

monofilia reciproca y aislados reproductivamente.

Obijetivo especifico 3

Comprender la herencia mitocondrial de Cyanocyclas limosa
Hipdtesis 3

Cyanocyclas limosa presenta heteroplasmia

Obijetivo especifico 4

Generar herramientas para la conservacion para las especies de Cyanocyclas en Uruguay

1.4 Estructura de la tesis

En el Capitulo Il se describen las poblaciones de Cyanocyclas registradas en Uruguay
producto de un intensivo y sistemdtico muestreo en mas de 100 localidades de todo el pais. El
analisis filogenético y filogeografico de las especies y poblaciones de Cyanocyclas utilizando el
gen COI (mitocondrial) y la region ribosomal 28S (nuclear) es abordado en el Capitulo lll. En el
Capitulo IV se estudia la herencia mitocondrial de Cyanocyclas limosa. Un indicador de sitios
de prioridad para la conservacion de bivalvos dulceacuicolas que permita la conservacion de
estos organismos, en especial las especies del género Cyanocyclas es presentado en el
Capitulo V. Finalmente en las Conclusiones (Capitulo VI) se integran y destacan los resultados

de la tesis con el fin de contribuir a la conservacién de las especies de Cyanocyclas de Uruguay.



Capitulo i

Poblaciones de Cyanocyclas en Uruguay

2.1 Introduccidn

El estudio de bivalvos dulceacuicolas de América del Sur ha sido generalmente
enfocado en taxonomia y distribucién. Ocasionalmente, en este tipo de trabajos, figuran datos
del tipo de ambiente en el que habitan y menos frecuentemente datos sobre tamafos
poblacionales. El género Cyanocyclas no es una excepcidn, a pesar de existir mas de 30
trabajos sobre el mismo, los datos sobre tamafios poblacionales son escasos. Para el rio Parand
solo hay referencia a la abundancia de C. limosa y C. paranensis en términos de “escasa” en un
estudio realizado en la laguna Setubal (Santa Fe, Argentina) (Bonetto & Ezcurra 1962). Los
antecedentes para Uruguay son contradictorios, mientras Baraibar (1961) dice que C. limosa es
una especie relativamente abundante y caracteristica de los fondos de gran parte de nuestra
red fluvial, Figueiras (1965) dice que Cyanocyclas presenta colonias reducidas y poblaciones
con escaso numero de individuos. Ninguno de estos autores menciona datos cuantitativos.
Para C. guahybensis en Rio Grande do Sul si existen datos de abundancia en diferentes
estudios en el sistema de lagunas costeras y el lago Guaiba. Entre estos datos se destacan
densidades de 2496 ind/m” (Focht & Veitenheimer-Mendes 2001) y 5372 ind/m” (Lanzer &
Schafer 1985). El Unico estudio con datos de abundancia en la cuenca del rio Uruguay fue
realizado por Bonetto & Di Persia (1975) quienes estudiaron la abundancia de bivalvos a lo
largo del arroyo Ayui, afluente del rio Uruguay (Entre Rios, Argentina) y registraron una
densidad maxima de C. limosa de 7 ind/m?.

En Uruguay la distribucién histérica del género Cyanocyclas abarcaba todas las cuencas
del Uruguay (Figueiras 1965, Olazarri 1968). Luego de la llegada de las especies invasoras del
género Corbicula varios autores alertaron de la desaparicion o desplazamiento de las especies
nativas por las exéticas (Veitenheimer-Mendes & Olazarri 1983, Lanzer & Schafer 1985,
Mansur & Garces 1988). Recientemente Clavijo & Carranza (2018) registraron una drdstica
disminucién de aproximadamente el 90% en la distribucién del género Cyanocyclas en
Uruguay. En la actualidad sélo se conocen ocho sitios con registros de Cyanocyclas (Clavijo
2014). En este contexto se hace urgente localizar y monitorear las poblaciones de Cyanocyclas

presentes en Uruguay.



2.2 Materiales y métodos

Se revisitaron las ocho localidades con registros de Cyanocyclas relevadas por Clavijo
(2014) con excepcién de Salamanca (rio Cuareim) dada la dificultad de su acceso (Tabla 2.2).
Ademads se realizé el muestreo en dos nuevas localidades: rio Tacuari, Ruta 18 y laguna
Arnaud, ya que en estos sitios se encontraron poblaciones de Cyanocyclas (Serra com. pers.)
que no fueron incluidas en Clavijo (2014) (Tabla 2.2).

La busqueda de nuevas poblaciones de especies de Cyanocyclas en Uruguay se realizd
entre 2015 y 2018 mediante un muestreo sistematico en 107 localidades. Para uniformizar la
distribucién de las localidades y evitar sesgos geograficos se utilizé la grilla de cartas del
Servicio Geografico Militar del Uruguay ubicando las localidades cada tres cartas, comenzando
desde la Al17 (Laguna Merin). Excepcionalmente y debido a la dificultad de acceso o
eventualidades al momento del muestreo, algunas cartas no fueron muestreadas, siendo en lo

posible sustituidas por otras préximas (Figura 2.1, Anexo |).
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Figura 2.1. Localidades relevadas en muestreo sistematico. Ver detalles en Anexo I.




Adicionalmente a los esfuerzos de muestreos sistemdticos, y en especial en busqueda
de ejemplares de especies con escasos registros: C. exquisita, C. felipponei, C. fortis, C.
paranensis y C. simplex; se realizaron campafias de colectas enfocadas en el bajo rio Uruguay,
bajo Rio Negro y Rio de la Plata interior, muestreando en 14 localidades, algunas de las cuales

fueron visitadas en mas de una ocasion (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Localidades revisitadas (puntos negros) y otras localidades relevadas en el bajo rio Uruguay,
Rio Negro y Rio de la Plata interior (puntos rojos).Ver detalles en Anexo I.

En cada muestreo se realizé un esfuerzo de una hora con el método de “pies y manos”,
método ampliamente usado con bivalvos de agua dulce por ser efectivos para detectar
especies de baja abundancia (Smith 2006). Este método consiste en recorrer la superficie del
fondo enterrando los dedos de la mano o planta del pie en el sustrato detectando asi los
ejemplares de bivalvos.

Todos los individuos recolectados vivos fueron identificados en base a Clavijo (2014),
pesados, medidos y finalmente devueltos al agua. Por cada poblacién un mdximo de cinco
ejemplares fueron conservados en alcohol 95° para estudios moleculares. En caso de que

durante el tiempo de muestreo no se encontraran ejemplares vivos se realizaba una busqueda
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de valvas por la orilla (30 minutos/hombre). Si se registraban valvas de Cyanocyclas se repetia

el esfuerzo de muestreo de una hora, en caso contrario se consideraba Cyanocyclas ausente,

(Figura 2.3). Para cada localidad con mas de 30 individuos de alguna de las especies fue

calculado el promedio y la moda de talla.

Al menos un

ejemplar V

Muestreo
una
h/hombre \
Ningin
ejemplar
VIVO

Registrode
poblacién

Muestreo en orilla

30 min/hombre > | Cyanocyclas

Al menos
una valva

Ninguna

valva

No hay

Ningin
ejemplar
vivo

Repetir
muestreo
inicial

Figura 2.3. Esquema de muestreo utilizado para estudiar la presencia de Cyanocyclas en cada localidad.

2.3 Resultados

Solo se volvieron a encontrar ejemplares de Cyanocyclas en cinco de las localidades

revisitadas (Arroyo Guaviyu, Paso Mazangano, Bahia de Yaguareté, Arroyo Batovi y Laguna

Arnaud) (Figura 2.4). En el caso de Yaguareté, donde se habian registrado cuatro especies de

Cyanocyclas, solo se volvieron a registrar C. limosa y C. fortis, faltando C. exquisita y C.

paranensis (Tabla 2.1). Se registraron ejemplares de Cyanocyclas en 13 nuevas localidades de

las 107 muestreadas (Tabla 2.2 y Figuras 2.4 y 2.5).
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Tabla 2.1. Estado de las poblaciones revisitadas. A°= arroyo, P°= paso, R= ruta.

Localidad

Presencia/Ausencia

Observaciones

A° Guaviyu, R.3 (Paysandu)

A’ Don Esteban, R.3 (Rio Negro)

Rio Uruguay, desembocadura A°
Yaguareté (Rio Negro)

Rio Uruguay, Nuevo Berlin (Rio Negro)

Rio Negro, P° Mazangano
(Tacuaremba)

Rio Tacuarembd, P° Manuel Diaz
(Rivera)

Laguna Arnaud (Treinta y Tres)

Rio Tacuari, R.18 (Cerro Largo/Treinta
y Tres)

A° Batovi, R.59 (Tacuarembd)

A’ Celestino, R.3 (Paysandu)

Se registraron ejemplares de C. limosa

No se encontraron ejemplares

Se registraron ejemplares de C. limosa 'y
C. fortis

No se encontraron ejemplares

Se registraron ejemplares de C. limosa

No se encontraron ejemplares

Se registraron ejemplares de C.
guahybensis

No se encontraron ejemplares

Se registraron ejemplares de C. limosa

No se encontraron ejemplares

Sin presencia de Corbicula

Presencia de Corbicula fluminea. El dia del muestreo habia una
abundante floracién de cianobacterias. Se constato en otros bivalvos
gue tenian sifones y branquias cubiertos por las cianobacterias

No se registraron ejemplares de C. exquisita ni C. paranensis. Localidad
visitada en tres oportunidades con un esfuerzo de muestreo de 16
horas

En esta localidad se registré un ejemplar de C. fortis en 2012. Presencia
de Corbicula fluminea

Presencia de Corbicula sp.

Esta poblacidon se basaba en el registro en 2008 de mas de 100
ejemplares ubicados en un brazo. Actualmente se registra Corbicula
fluminea. En 2008 no habia Corbicula, en las revisitas (2013 y 2017) si.

Zona de recreacion. Presencia de Corbicula sp.

Poblacién registrada por Wilson Serra. Zona de recreacidn y extraccion
de aridos. Presencia de Corbicula sp.

En 2012 no habia Corbicula, en la revisita (2017) si.

Esta poblacidn se basaba en el registro de tres ejemplares.
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Tabla 2.2. Localidades del muestreo sistematico con presencia de Cyanocyclas. A°= arroyo, P°= paso, R=ruta.

Localidad Cuenca Especie presente N° de individuos Amenazas

Rio Cuareim, P° Pacheco Cuareim C. limosa 1 Presencia de Corbicula

Rio Arapey, P° del Horno Arapey C. limosa 1 Presencia de Corbicula a menos de 2 km

A2 Sopas,P° Cementerio Arapey C. limosa 3 Presencia de Corbicula'y Limnoperna

A2 Sopas, P2 del corral de Arapey C. limosa 10 Presencia de Corbicula

piedra

Laguna marginal P° Aguiar, Rio Alto Rio Negro C. limosa 30 Extraccion de aridos, uso recreativo, extraccion de lefia,

Negro Corbicula registrada en el curso del rio del mismo paso.

Rio Tacuari, R.8 Rio Tacuari Cyanocyclas sp. 92 Uso recreativo, extraccion de lefia, presencia de Corbicula.

A’ Blanquillo, R.42 Medio Rio Negro  C. limosa 7 Uso recreativo, extraccion de leia

A’ Minas de Callorda Medio Rio Negro  C. limosa 41 Presencia de Corbicula

A° Tomas Cuadra, R.14 Rio Yi C. limosa 1 Presencia de Corbicula

A° Porongos, R.14 Rio Yi C. limosa 16 Uso recreativo, extraccién de lefia, presencia de Corbicula.
Uso intensivo de cuenca

A’ Guaviyu, R.3 (Paysandu) Rio Uruguay C. limosa 31 Uso recreativo, extraccion de leia, presencia de Corbicula
Uso intensivo de cuenca

Rio Dayman, P° del Parque, R.4  Rio Dayman C. limosa 58 Presencia de Corbicula

A° Negro, R.3 Rio Uruguay C. limosa 1 Extraccion de lefia, presencia de Corbicula. Uso intensivo de

cuenca
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Considerando las nuevas poblaciones y las localidades revisitadas donde se encontraron
ejemplares en la actualidad, se conocen 18 localidades con presencia del género Cyanocyclas, 16
con C. limosa, una con C. guahybensis, una con C. fortis (junto a C. limosa) y una con Cyanocyclas
sp. (Tablas 2.1 y 2.2). Las especies C. paranensis y C. exquisita registradas Unicamente de la
localidad bahia de Yaguareté (Clavijo 2014) no se han vuelto a registrar.

Considerando las principales cuencas de Uruguay, la cuenca del rio Uruguay es la que mas
localidades con Cyanocyclas tiene (9) seguida por el rio Negro (7) y la laguna Merin (2). No se
registran poblaciones de Cyanocyclas en las cuencas del Océano Atlantico, Rio de la Plata ni
cuenca del rio Santa Lucia. Observando en detalle la cuenca con mayor nimero de localidades es
la del rio Arapey (3 localidades); las cuencas del rio Cuareim, Rio Negro alto, rio Yi tienen dos

localidades cada una (Figura 2.4).

1‘ N ® ¢ jimosa
O C fortis
® Cyanocyclas sp.

C. guahybensis

OCEANO
ATLANTICO

100 150 200 km

Figura 2.4. Localidades con presencia actual de Cyanocyclas en Uruguay. En verde se sefialan los limites de
subcuencas a nivel nacional. 1) rio Cuareim, P° Pacheco; 2) rio Cuareim, laguna Salamanca; 3) A° Batovi,
R.59; 4) Rio Negro, P° Mazangano; 5) Rio Negro, P° Aguiar; 6) rio Tacuari, R.8; 7) laguna Arnaud; 8) A°
Blanquillo, R.42; 9) A° Minas de Callorda; 10) A° Tomas Cuadra R.14; 11) A° Porongos, R.14; 12) rio Uruguay,
bahia de Yaguareté; 13) A Negro, R.3; 14) A° Guaviyu, R.3; 15) rio Dayman, Paso del Parque. 16) A° Sopas, P°
Cementerio; 17) A° Sopas, P° Corral de Piedra; 18) rio Arapey, P° del Horno. A°= arroyo, P°= paso, R= ruta.
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Figura 2.5. Ambientes de algunas localidades muestreadas con presencia de Cyanocyclas en Uruguay. A) A°
Blanquillo; B) A° Minas de Callorda; C) A° Sopas, P° Cementerio; D) A° Sopas, P° del Corral de Piedras; E) Rio
Arapey, P° del Horno; F) Rio Dayman, P° del Parque; G) Rio Uruguay, Bahia de Yaguareté. A°= arroyo, P°=
paso.



El promedio de individuos por localidad fue de 21 ejemplares. La mitad de las localidades

presentaron menos de 10 ejemplares, con tres localidades donde se encontré un sélo ejemplar

(Paso Pacheco, Paso del Horno y arroyo Tomas Cuadra). EI maximo registrado fue de 92

ejemplares (rio Tacuari, ruta 8) (Figura 2.6, Tabla 2.2).

N° de localidaes

|
dela della de2la de3la dedla de5la debla de7la de8la de9la
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

N° de Individuos

Figura 2.6. Localidades uruguayas con registro de Cyanocyclas ordenadas por nimero de individuos.

De las cinco localidades con al menos 30 individuos en cuatro se encontraba C. limosa y en

una Cyanocyclas sp. El individuo mas pequefio capturado midié 5.06 mm y el mayor 21.58 mm.

Con excepcién de la poblacidn del rio Daymdan donde se esboza un comportamiento bimodal, en el

resto de las poblaciones se observa una sola moda. Las poblaciones de Minas de Callorda y Aguiar

son similares, presentando el mayor nimero de individuos entre los 18 y 20 mm y un promedio

idéntico (18.20 mm), mientras que en las poblaciones de Guaviyu y Tacuari la mayoria de los

individuos midieron entre 14 y 16 mm. Finalmente la poblacién de Paso del Parque fue la de

menor moda (12 a 14 mm) y promedio (10.44 mm) (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Histogramas de tallas (mm) en localidades uruguayas con al menos 30 individuos de Cyanocyclas.
Guviyd, Aguiar y P° del Parque corresponden a C. limosa; Tacuari corresponde a Cyanocyclas sp.

17



2.4 Discusion

La especie mas ampliamente distribuida del género en Uruguay es C. limosa que se
registra en 16 localidades, ocho de ellas con al menos 10 individuos. Cyanocyclas guahybensis, C.
fortis y Cyanocyclas sp. estan actualmente presentes en una sola localidad cada una. Para las otras
dos especies del género C. exquisita y C. paranensis no se han vuelto a registrar ejemplares y sus
ultimos registros son de la bahia de Yaguareté en los afios 2012 y 2009 respectivamente. La
mayoria de las localidades corresponden a la cuenca del rio Negro o rio Uruguay aguas arriba del

embalse de Salto Grande.

La ausencia de registros en las cuencas Atlantica, del rio Santa Lucia y del Rio de la Plata
contrastan con registros histéricos en esas cuencas (Clavijo & Carranza 2018). Lo mismo sucede
con el rio Cebollati, en donde Olazarri (1968) habia registrado Cyanocyclas limosa (posteriormente
asignada a C. guahybensis por Clavijo 2014). Tampoco se registraron poblaciones de Cyanocyclas

en la cuenca del Queguay, rio del que no existen registros histéricos (Clavijo & Carranza 2018).

Cyanocyclas guahybensis se registra en la localidad de Arnaud, préoxima al rio Olimar,
cuenca de la laguna Merin. Otras tres poblaciones en Rio Grande do Sul son conocidas de Ia
especie C. guahybensis ademds de la localidad uruguaya, una en el lago Guaiba y otras dos en

lagunas del sistema rio Tramandai (Clavijo 2014).

La identidad especifica de Cyanocyclas sp. sera discutida en el capitulo 1l de esta tesis y en
conclusiones. Hasta el momento se conocen dos localidades con registros de este morfotipo,

ambas en el rio Tacuari; una de ellas fue revisitada sin registrarse ejemplares.

La ausencia de poblaciones en el bajo rio Uruguay, bajo rio Negro y Rio de la Plata interior
de donde hasta los afios 60’ se conocian poblaciones de C. exquisita, C. felipponei, C. fortis, C.
limosa y C. paranensis (Clavijo & Carranza 2018), dan cuenta de la disminucidn drastica que ha
tenido el género en el Cono Sur. A fines de los afios 1980 Amestoy & Spinetti (1989) realizaron
muestreos de bivalvos en 19 localidades del rio Uruguay entre Fray Bentos y Punta Gorda,
registrando diez especies pero ninguna del género Cyanocyclas, lo que indica que ya en esa época
las poblaciones de Cyanocyclas en el rio eran al menos escasas. En contraste, recientemente fue
registrada una poblacién de Cyanocyclas fortis en la playa Nandubaysal (Entre Rios, Argentina)

frente a Fray Bentos (I. Gonzalez com. Pers.).
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Si bien aun no son claras las causas de esta desaparicion, Clavijo & Carranza (2018)
hipotetizan una combinacién del efecto negativo directo de la competencia entre Corbicula y
Cyanocyclas con un escenario variable de degradacién ambiental asociada a contaminacién del
agua o cambios en la dinamica de sedimentos.

El proceso de drdstica disminucidon histérica que el género Cyanocyclas ha sufrido
(Veitenheimer & Olazarri 1983, Lanzer & Schafer 1985, Mansur & Garces 1988 y Clavijo & Carranza
2018) no se ha detenido. Desde 2013 se ha registrado la desapariciéon de seis poblaciones
(Tacuarembd, Don Esteban, Rio Dayman, Celestino, Tacuari R.18, Nuevo Berlin) y la desaparicion
de registros de C. exquisita y C. paranensis. Para confirmar la completa desaparicién de estas
poblaciones o especies se deben realizar esfuerzos periddicos y sistematicos durante afios. La
Unién Internacional para la Conservacién de la Naturaleza define un taxén como extinto cuando
no queda ninguna duda razonable de que el Ultimo individuo existente ha muerto (UICN 2012). Se
presume que un taxén esta extinto cuando la realizacion de prospecciones exhaustivas de sus
habitats, conocidos y/o esperados, en los momentos apropiados (diarios, estacionales, anuales), y
a lo largo de su drea de distribucidn histérica, no ha podido detectar un solo individuo. Las
prospecciones deberdn ser realizadas en periodos de tiempo apropiados al ciclo de vida y formas
de vida del taxéon (UICN 2012). El dltimo registro de Cyanocyclas felipponei data de 1968, tiempo
prudente para haber registrado algun ejemplar. De confirmarse la validez de esta especie
mediante estudios moleculares seria el primer caso de extincién de un bivalvo dulceacuicola de
Ameérica del Sur.

En este escenario se vuelve relevante continuar con la busqueda de nuevas poblaciones,
mantener un monitoreo sobre las poblaciones registradas y buscar alguna proteccién para las
mismas dentro y fuera de las areas protegidas hoy vigentes tanto en Uruguay como dentro de su

rango de distribucién.
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Capitulo Il
Sistematica molecular y filogeografia de Cyanocyclas basada en el
gen mitocondrial Citocromo Oxidasa | COl y region ribosomal 28S

nuclear

3.1 Introduccion

3.1.1. Sistematica molecular y filogeografia como herramientas de conservacién

Los estudios de sistematica molecular y filogeografia son fundamentales para comprender
y gestionar la biodiversidad. Por un lado permiten establecer de forma objetiva limites entre las
entidades especificas a conservar, lo que es fundamental ya que no se puede conservar aquello
gue no somos capaces de identificar en particular a nivel taxondmico de especie (Mace 2004). Por
otro, la informacién que aportan la sistematica molecular y la filogeografia permite establecer
relaciones e historias evolutivas entre grupos de especies, poblaciones e individuos. Ademds estos
estudios genéticos permiten evidenciar la erosiéon de la biodiversidad como por ejemplo en la
pérdida de haplotipos. (Frankham et al. 2008). Marcadores como el gen de la Citocromo oxidasa ¢
subunidad | (COl) utilizado como “cédigo de barras” han permitido aportar informacion tanto de la
separacion de las entidades especificas como de las relaciones entre grupos e historias evolutivas
de organismos pertenecientes a la misma especie (Hebert et al. 2003). Marcadores mas
conservados como el gen nuclear 28S permiten estudiar cambios ocurridos mas profundamente
en el arbol de la vida ya que los genes y regiones nucleares tienen tasas de acumulacién de
mutaciones entre 5 y 10 veces menores que el genoma mitocondrial (Farias et al. 2001). La
combinacion de estos marcadores permitiria entonces resolver a diferentes escalas evolutivas las

diferencias encontradas en un grupo de organismos dado.

3.1.2 Antecedentes de sistematica molecular de Cyanocyclas

La taxonomia del género Cyanocyclas Férussac, 1818 ha sido histéricamente compleja. En

el siglo XIX y principios del XX fueron descritas mas de una decena de especies para el bajo rio
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Uruguay y Rio de la Plata (Maton 1811, d’Orbigny 1835, Deshayes 1854, Pilsbry 1896, Larrafiaga
1923, Marshall 1924, 1927) las que posteriormente fueron sinonimizadas a dos especies: C.
paranensis 'y C. limosa por Parodiz & Henings (1965). Varios autores contemporaneos
hipotetizaron la existencia de especies vélidas entre las sinonimizadas (Figueiras 1965, Olazarri
1966) e incluso analisis morfométricos posteriores indicaban claramente diferencias entre las
especies sinonimizadas (ver Garces et al. 1989). A pesar de esto, la autoridad de Parodiz fue

respetada.

A pesar de su relevancia para resolver problemas taxondmicos los antecedentes sobre
filogenia molecular del género Cyanocyclas son escasos (Park & O Foighil 200, Clavijo 2014). Las
especies del género Cyanocyclas son hermafroditas simultdneos, autosuficientes (ltuarte 1986) e
incuban embriones y larvas en ambas hemibranquias internas hasta ser liberados como individuos
juveniles (Ituarte 1984). En base a estas caracteristicas Parodiz (1963), Figueiras (1965) y Parodiz &
Hennings (1965) propusieron que las poblaciones de Cyanocyclas tienen una baja variabilidad
intrapoblacional y una alta variabilidad entre poblaciones. Con el fin de testear esta hipdtesis, casi
50 afios después, Clavijo (2014) realiz6 estudios de sistematica molecular basados en la subunidad
| del gen de la citocromo oxidasa en 38 individuos provenientes de 12 localidades de Uruguay y
Brasil. En ese estudio se comprobé que la variabilidad intrapoblacional era baja, sin embargo la
variabilidad interpoblacional no fue la esperada, ya que si bien se encontré variabilidad, un mismo

haplotipo se registré en localidades separadas por cientos de kildmetros (Clavijo 2014).

En el mismo estudio se encontré que la especie Cyanocyclas limosa se separa en dos
clados, cada uno con buen soporte, y entre ellos se encontraban clados de otras especies de
Cyanocyclas por lo que C. limosa aparece como una especie parafilética. Ante las incoherencias
filogenéticas encontradas, se plantea la hipdtesis de estar ante un caso de especies cripticas o
alternativamente la posible existencia de heteroplasmia (Clavijo 2014), ya descrita para otros

bivalvos (Breton et al. 2007).

Debido a la incertidumbre de la filogenia de Cyanocyclas y a la necesidad de definir las
unidades de manejo para su conservacion, el objetivo de este capitulo es resolver los problemas
taxondmicos identificados comprobando la existencia de monofilia reciproca entre las especies de

Cyanocyclas en base a marcadores mitocondrial y nuclear.
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3.2 Materiales y Métodos

3.2.1 Muestras utilizadas

Para el estudio se utilizaron individuos provenientes de muestreos en Uruguay (ver
capitulo Il, Figura 3.1, Anexo ll). Adicionalmente se realizaron extracciones de cinco muestras
identificadas como Cyanocyclas felipponei, cinco de C. simplex provenientes del Museo Argentino
de Ciencias Naturales (MACN, Argentina) y cinco muestras identificadas como Cyanocyclas delicata

provenientes del Museo Nacional de Historia Natural (MHNH, Uruguay).
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Figura 3.1. Localidades de los ejemplares uruguayos de Cyanocyclas utilizados en este estudio. 1) rio
Cuareim, P° Pacheco; 2) rio Cuareim, laguna Salamanca; 3) rio Arapey, P° del Horno; 4) A° Sopas, P°
Cementerio; 5) A° Sopas, P° Corral de Piedra; 6) rio Tacuarembd, P° Manuel Diaz; 7) A° Batovi, R.59; 8) Rio
Negro, P° Mazangano; 9) Rio Negro, P° Aguiar; 10) rio Tacuari, R.8; 11) rio Tacuari, R.18; 12) laguna Arnaud;
13) A° Blanquillo, R.42; 14) A° Minas de Callorda; 15) A° Tomas Cuadra R.14; 16) A° Porongos, R.14; 17) A°
Don Esteban, P° de las Piedras; 18) rio Uruguay, bahia de Yaguareté; 19) rio Uruguay, Nuevo Berlin; 20) A°
Celestino, R.3; 21) A° Guaviyd, R.3; 22) rio Dayman, Paso del Parque. A°= arroyo, P°= paso, R=ruta.
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3.2.2 Extraccion del ADN

El ADN se extrajo de muestras de musculatura del pie conservadas en etanol 95°,
siguiendo un protocolo de precipitacién de proteinas y de ADN con altas concentraciones de
cloruro de sodio y etanol absoluto modificado de Medrano et al. (1990). El proceso requiere de
alrededor de una semana con tres dias de trabajo. En el primer dia se realizaron dos lavados del
tejido con un mililitro de buffer STE 1X (50 mM Tris-Cl pH 8, 50 mM EDTA pH 8; 1 % SDS y 100 mM
NacCl) pH 8 en frio (4 °C), luego se le agregd 550 pl de buffer de lisis pH 8 (50 mM Tris-Cl pH 8, 50
mM EDTA pH 8, 1 % SDS y 100 mM NaCl) y finalmente 11 ul de Proteinasa K (10 mg/ml). A
continuacién se homogeneizé mecanicamente el tejido y se lo dejé incubando durante una noche
en estufa a 55°C. En el segundo dia, una hora antes de finalizar la incubacion se le agregd 6 ul de
ARNasa (10mg/ml). Finalizada la incubaciéon, se centrifugd por 10 minutos a 12.000 rpm, a
temperatura ambiente. El sobrenadante fue transferido a otro tubo y se le agregd 350ul de NacCl
5M para obtener una concentracidon final de NaCl 2M, esta mezcla fue centrifugada por 30
minutos a 12.000 rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante resultante fue transferido a un
nuevo tubo y se le agregd el doble de volumen de etanol absoluto en frio, estas dos mezclas no se
homogeneizan, formando dos fases. El tubo con la mezcla fue agitado lentamente, para mezclar
las dos fases y fue dejado por 48 horas a 4°C a fin de que el ADN completara la precipitacion. En el
tercer dia la muestra fue centrifugada durante 30 minutos a 12.000 rpm, a temperatura ambiente.
A continuacién, se elimind el sobrenadante y se lavé dos veces el precipitado con Etanol 70 %,
luego de cada lavado se realizdé una centrifugacion de 5 minutos a 6.000 rpm, a temperatura
ambiente y se elimind el sobrenadante. El precipitado se dejé secando durante una hora en estufa
a 55 °C, luego se resuspendié en 100 ul de buffer TE 1X (10 mM Tris-Cl pH 8, 1 mM EDTA) y
finalmente, luego de un bafio a 65°C durante 20 minutos, se conservé a -20°C. La calidad del ADN

extraido se verificé mediante electroforesis en gel de agarosa 1 %, tefiido con Bromuro de Etidio.

3.2.3 Amplificacion del ADN

Las amplificaciones "in vitro" se realizaron mediante la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

Para el gen citocromo oxidasa c subunidad | (mtCOI) se utilizé los oligonucleétidos
LCO1490 y HCO2198 generados por Folmer et al. (1994) y ya probados para Cyrenidae por Lee et

al. (2005). Para realizar la reaccion de amplificacidn se utilizé un termociclador automatico (PTC-
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100, MJ Research, Inc.). Para un volumen de 20 pl se utilizé como molde 2 ul de ADN gendmico
extraido de las muestras analizadas y 18 ul de una mezcla de reaccién (13,6 pl H,0dd, 2 ul de
buffer 10X, 0,8 pl de MgCl,, 0,4 de dNTPs 10 mM, 0,5 ul de cada oligonucledtido (LCO1490 y
HC02198), y 0,2 pl de polimerasa Taq (5U/ul). El programa de ciclos utilizado consistié en un paso
inicial de desnaturalizacion a 95°C durante cinco minutos, y luego 35 ciclos de desnaturalizacién a
95°C durante un minuto, Annealing a 45°C durante un minuto, Extensidn a 72°C por dos minutos.
Por ultimo el programa realizé una extensién final a 72°C por siete minutos.

La mezcla utilizada para la amplificacién para la regién 28S de la subunidad mayor de ADN
ribosomal fue la misma que para el gen COIl pero utilizando los oligonucledtidos D1F y D6R
utilizados por Park & O Foighil (2000), para resolver la sistematica de bivalvos dulceacuicolas
heterodontos. El programa de ciclos utilizado consistié en un paso inicial de desnaturalizacién a
94°C durante cuatro minutos, y luego 36 ciclos de desnaturalizaciéon a 94°C durante 40 segundos,
Annealing a 55°C durante 40 segundos, Extensidn a 72°C por un minuto y 40 segundos. Por ultimo
el programa realizd una extensidn final a 72°C por diez minutos.

Los productos de PCR se verificaron mediante geles de agarosa 1 % tefiidos con Bromuro

de Etidio y fueron secuenciados en los servicios comerciales de Macrogen Inc., Seul, Corea.

3.2.4 Alineamiento v edicién de secuencias

Utilizando el software Mega, Version 6.0 (Tamura et al. 2013) las secuencias obtenidas
fueron editadas a mano, en base a los respectivos cromatogramas. A estas secuencias se le
sumaron 38 secuencias de COI utilizadas por Clavijo (2014). Secuencias de otros géneros de
Cyrenidae y otras familias de bivalvos dulceacuicolas (para ambos marcadores) fueron utilizadas

como grupos externos y obtenidas en el GenBank (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Lista de taxa obtenidos del GenBank utilizados en este estudio, con sus respectivos cddigos de
acceso para el gen Citocromo ¢ mitocondrial (mtCOl) y regidn ribosomal 28S nuclear respectivamente.

Orden Familia Especie Marcador Numero de Acceso
Veneroida Cyrenidae Polymesoda caroliniana 28S KX713425.1
Veneroida Cyrenidae Polymesoda maritima 28S AF 131010.1
Veneroida Cyrenidae Corbicula fluminea 28S AF 131009.1
Veneroida Cyrenidae Cyanocyclas limosa 28S AF 131012.1
Veneroida Cyrenidae Cyanocyclas limosa col AF196277.1
Veneroida Cyrenidae Polymesoda caroliniana col AF196276.1
Unionoida Mycetopodidae  Anodontites elongata col JN243888.1
Unionoida Hyriidae Diplodon deceptus col AF231744.1
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Asimismo para los analisis del gen 28S se incluyd una secuencia de Cyanocylas limosa
proveniente de GenBank. Todas las secuencias fueron alineadas en el mismo programa con Clustal

W (Thompson et al. 1997).

3.2.5 Analisis filogenético

Antes de realizar los andlisis filogenéticos, para cada uno de ellos e incluyendo las
secuencias utilizadas fueron realizadas prueba de modelos de evolucién molecular para el set de
datos con el programa MEGA Version 6.0 (Tamura et al. 2013). Las distancias pareadas entre
grupos y dentro de grupos fueron calculadas con el mismo programa.

En base a las secuencias obtenidas se construyeron darboles filogenéticos por métodos
basados en modelos de evolucion molecular (maxima verosimilitud y uniéon de vecinos), y no
basados en modelos de evoluciéon (mdxima parsimonia). Para la construccién de arboles se usaron
como grupo externo secuencias de especies de bivalvos de Corbicula y Polymesoda (Cyrenidae).

La busqueda del arbol mas parsimonioso se realizé en dos etapas, en la primera se
construyd un arbol en base al algoritmo de intercambio de vecinos mas cercanos (Nei & Kumar
2000), y posteriormente se aplicé el algoritmo Subtree-Pruning-Regrafting. La estabilidad del arbol
fue testeada con un test bootstrap de 1000 pseudoréplicas; estos analisis fueron implementados
en el programa MEGA, Versién 6.0 (Tamura et al. 2013).

El andlisis de maxima verosimilitud se realizé en el programa MEGA, Version 6.0 (Tamura
et al. 2013) en base al modelo de Tamura-Nei (Tamura & Nei 1993). El arbol inicial para la
busqueda heuristica fue obtenido tras aplicar el algoritmo BioNJ (Gascuel 1997) a la matriz de
distancias pareadas estimadas usando Maximum Composite Likelihood. Posteriormente el arbol
fue refinado usando el algoritmo de intercambio de vecinos cercanos. La estabilidad del arbol fue
testeada con un test bootstrap de 1000 pseudoréplicas; estos analisis fueron implementados en el

programa MEGAm Versidn 6.0 (Tamura et al. 2013).

3.2.6 Analisis filogeografico

Los haplotipos dentro del género Cyanocyclas fueron determinados usando el programa
DNASP (Librado & Rozas 2009). En base a esta definicién de haplotipos se construyd una red de
haplotipos usando el programa Network 4.6.1.2 (Bandelt et al. 1999) para dicho andlisis se utilizd

el algoritmo median-joining (Bandelt et al. 1999).
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3.3 Resultados

3.3.1 Analisis de secuencias vy polimorfismo de ADN mitocondrial

Para los analisis fueron utilizadas en total 94 secuencias de la subunidad | de la Citocromo
oxidasa (COl). El fragmento de COI estudiado consistié en 611 pares de bases. Dentro del género
Cyanocyclas se encontraron 93 sitios variables y 85 sitios informativos (Tabla 3.2). Cyanocyclas
limosa fue la especie con mas sitios variables (47), de los cuales 41 fueron parsimoniosamente
informativos; menos variables resultaron C. exquisita, C. fortis y C. guahybensis (11, 6 y 3 sitios
variables respectivamente). En total se identificaron 34 haplotipos, 21 de ellos corresponden a C.
limosa. Para C. exquisita y C. fortis se registraron cuatro haplotipos por especie, tres para C.
guahybensis mientras que Cyanocyclas sp. y C. paranensis solo presentaron un haplotipo cada una
de ellas (Tabla 3.2 y 3.4). En relacidén a las muestras de museo, a pesar de varios intentos y de
llegar a obtener secuencias posteriormente se probd que lo que se habia amplificado en estas

muestras era contaminacién de algas criséfitas o ascomicetes.

Tabla 3.2. Pardmetros estadisticos de diversidad genética para el género Cyanocyclas y las especies
estudiadas de Uruguay.

Sitios
parsimoniosamente N° de Haplotipos
informativos

Pares de Sitios
Bases Variables

Cy(assgce;:/as 94 611 93 85 34
C. limosa 51 611 47 41 21

C. guahybensis 14 611 2 3
C. fortis 12 611 6 4

C. exquisita 9 611 11 8 4
Cyanocyclas sp. 7 611 0 0 1
C. paranensis 1 611 - - 1
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3.3.2 Distancias genéticas en el gen mitocondrial COI

Las distancias genéticas pareadas entre especies de Cyanocyclas varié entre 0.024 y 0.062
(Tabla 3.3). La minima distancia se observd entre Cyanocyclas limosa y C. paranensis (0.024).
Cyanocyclas guahybensis y Cyanocyclas sp. fueron las especies con mayor distancia en relacién a
las otras especies (entre 0.047 y 0.062). Considerando las distancias intraespecificas C. limosa

presentd una distancia de 0.014, mientras que las demas especies no superaron el 1%.

Tabla 3.3. Distancias pareadas intra y entre especies de Cyanocyclas en Uruguay. En gris se sefialan las
distancias internas de cada especie

C. paranensis C. exquisita  C. fortis  C. limosa C. guahybensis Cyanocyclas sp.
N=1 N=9 N=12 N=51 N=14 N=7
C. paranensis N=1 N/A
C. exquisita N=9 0.034 0.008
C. fortis N=12 0.038 0.039 0.005

C. limosa N=51 0.024 0.028 0.033 0.014
C. guahybensis N=14 0.047 0.059 0.061 0.052 0.002
Cyanocyclas sp. N=7 0.052 0.062 0.062 0.052 0.028 0

3.3.3 Analisis filogenéticos basados en el gen mitocondrial COI

La monofilia del género Cyanocyclas fue bien soportado por todos los métodos (Unidn de
Vecinos (NJ)=100, Maxima Parsimonia=99, Maxima Verosimilitud=99) (Figura 3.3). Dentro de este
género se observan dos clados con buen soporte, en uno de ellos colapsan las especies del sistema
Patos-Merin (Cyanocyclas sp. y C. guahybensis) (NJ=99, MP=98, MV=98) y el otro, con menor
soporte (NJ=80, MP=82, MV=77), agrupa las especies de la cuenca del Rio de la Plata (C. exquisita,

C. fortis, C. limosa y C. paranensis)(Figura 3.3).

Las especies del sistema Patos-Merin representaron grupos monofiléticos con buen

soporte, Cyanocyclas sp. (NJ=100, MP=100, MV=100) y C. guahybensis (NJ=99, MP=99, MV=99). En
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el clado de las especies de la cuenca del Rio de la Plata se observa una politomia basal, en la que
se diferencian cuatro clados y un ejemplar que colapsa independientemente (Figura 3.2). Las
secuencias de C. fortis forman un clado monofilético (NJ=100, MP=99, MV=99). Dentro de esta
especie se observan dos clados: uno exclusivamente incluyendo secuencias de Yaguareté y el otro
con secuencias de esta misma localidad junto con una de Nuevo Berlin (Figura 3.2 y 3.3). Un
segundo clado (NJ=99, MP=99, MV=98) integra las secuencias de C. exquisita formando un grupo
monofilético. Al igual que con C. fortis esta especie presenta dos subclados. En cambio C. limosa
presentd dos grupos; el clado A (NJ=85, MP=89, MV=74) incluye la mayoria de las secuencias (41)
pertenecientes a esta especie y que presenté una compleja estructura interna. El clado B tuvo bajo
soporte (NJ=48, MP=64, MV=54) y agrupa otras diez secuencias. Finalmente la Unica secuencia

perteneciente a C. paranensis no se agrupa con ninguna de las otra secuencias analizadas.
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mediante el consenso estricto de los cinco arboles mas parsimoniosos (550 pasos). Los nimeros en las
ramas representan los soportes de bootstrap mayores a 60 %.
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3.3.4 Analisis filogeografico

Dentro del género Cyanocyclas se identificaron 34 haplotipos, la especie con mayor

numero fue Cyanocyclas limosa (21). C. fortis y C. exquisita presentaron cuatro haplotipos cada

una de ellas, C. guahybensis tres y Cyanocyclas sp. y C. paranensis un haplotipo cada una (Tabla

3.5).

Tabla 3.5. Haplotipos de Cyanocyclas por especie y localidad.

N° Catdlogo

Haplotipo . Especie Localidad
laboratorio

H1 B11, B12, B410 C. exquisita Yaguareté

H2 B13 C. exquisita Yaguareté

H3 B16 B19 B20 B79 C. exquisita Yaguareté

H4 B373 C. exquisita Yaguareté

H5 B1, B392 C. fortis Yaguareté
B2, B7, B77, B204, . i

H6 C. fortis Yaguareté
B218, B391, B393

H7 B374, B394 C. fortis Yaguareté

H8 B78 C. fortis Nuevo Berlin
B136 B137 B138
B139 B146 B147 ) ,

H9 C. guahybensis Quadros, Peixoto, Veludo
B148 B151 B152

B153

B193, B194, B195,

H10 B196, B197, B198, Cyanocyclas sp. Tacuari R.8, Tacuari R.18

B199

H11 B200 C. guahybensis Arnaud

H12 B201, B202, B203 C. guahybensis Arnaud
B172, B290, B291, .

H13 C. limosa Salamanca, Pacheco

B292
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La red de haplotipos resultante presenta un complejo entramado central representado por
los 21 haplotipos de C. limosa (Figura 3.4). Dentro de esta especie se pueden distinguir dos
subclados uno con el haplotipo H18 presente en cinco localidades como haplotipo central, y otro
con el haplotipo H16 presente en tres localidades también como haplotipo central. Dentro de este
segundo subclado hay una distancia entre H16 y H30 de 14 pasos mutacionales lo que representa

la mayor distancia encontrada dentro de C. limosa.

De esta red central que reune los haplotipos de C. limosa se desprenden tres grupos de
haplotipos correspondientes a C. exquisita, C. fortis y C. guahybensis con 11, 14 y 24 pasos de
distancia entre haplotipos de estas especies respectivamente en relacion al haplotipo mas cercano
de C. limosa. El Unico ejemplar obtenido de C. paranensis se ubicd sélo y a 13 pasos del haplotipo
de C. limosa mas cercano. Cyanocyclas sp. (H10) se une a la red a través de un ancestro hipotético
entre este haplotipo y los haplotipos H12 y H9 de C. guahybensis. Ambos grupos de haplotipos
estan separados del resto por 23 pasos mutacionales (Figura 3.4). Los haplotipos H9 de C.
guahybensis, H10 de Cyanocyclas sp. y H13, H16, H18 y H30 de C. limosa estuvieron presentes en
mas de una localidad, mientras que los 28 haplotipos restantes solo estuvieron presentes en una

localidad cada uno.

La localidad mas diversa en haplotipos es la bahia de Yaguareté que ademas de contener
todos los haplotipos de C. exquisita y C. paranensis contiene tres de los cuatro haplotipos de C.
fortis y un haplotipo de C. limosa. Sin embargo si se enfoca sélo en esta ultima especie tres

localidades tienen tres haplotipos de C. limosa (Guaviyu, Porongos y Pacheco).

Dado que C. exquisita y C. paranensis fueron encontradas Unicamente en Yaguareté todos
sus haplotipos estuvieron presentes en esta localidad. Tres haplotipos de C. fortis (H5, H6 y H7)
estuvieron presentes en Yaguareté mientras que el H8 fue el Unico haplotipo encontrado fuera de
esa localidad. El haplotipo H9 de C. guahybensis estuvo presente en tres localidades de Rio Grande
do Sul, mientras que la laguna Arnaud en Uruguay presenté dos haplotipos (H11 y H12).
Cyanocyclas sp. presentd un unico haplotipo (H10) que estuvo presente en dos localidades del rio

Tacuari.
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3.3.5 Anadlisis de secuencias y polimorfismo de ADN nuclear

Para los analisis fueron utilizadas en total 25 secuencias de subunidad mayor de ADN
ribosomal 28S. El fragmento de 28S estudiado consistid en 895 pares de bases. El set completo de
datos (incluyendo grupo externo) tiene 68 sitios informativos, sin embargo dentro del género
Cyanocyclas se encontraron solo cinco sitios variables de las que Unicamente dos fueron sitios
informativos. En los arboles filogenéticos realizados con todos los métodos se definen con buen
soporte los tres géneros de Cyrenidae: Corbicula (NJ=99, MP=99, MV=99), Polymesoda (NJ=70,
MP=84, MV=90) y Cyanocyclas (NJ=97, MP=99, MV=99) (Figura 3.5). Dentro del género
Cyanocyclas se observa una politomia basal en la que colapsan todas las secuencias estudiadas de
Cyanocyclas sp., C. guahybensis, C. limosa y C. paranensis. Los dos sitios informativos definen en
los arboles con todos los métodos, dos clados con bajo soporte correspondientes a C. fortis
(NJ=59, MP=61, MV=63) y C. exquisita (NJ=66, MP=61, MV=62). En las secuencias de C. fortis en el
sitio 419 hay una timina mientras en las otras secuencias del género hay una adenina. En las
secuencias de C. exquisita en el sitio 387 hay una timina mientras que en las otras Cyanocyclas y el
grupo externo hay una citosina. De los otros tres sitios variables dos corresponden a un cambio de
GC a CG en una secuencia de C. fortis (posiciones 579 y 580) y el otro es un sitio en el que
aparecen adenina, guanina o un gap sin posibilidad de establecer claras relaciones taxondmicas.
Las escasas diferencias encontradas determinaron que las distancias genéticas intra grupo fueran
nulas e incluso las distancias pareadas entre especies presentara un maximo de 0.002 entre C.
fortis y C. exquisita, Unicas especies que a través de la diferencia en un sitio se separan de la

politomia basal.
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Figura 3.5. Arbol de maxima parsimonia basado en la regién ribosomal nuclear 285 del género
Cyanocyclas obtenido mediante el consenso estricto de los diez arboles mds parsimoniosos de 111 pasos.
Los nimeros en las ramas representan los soportes de bootstrap mayores a 60 %.
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3.4 Discusion

Las secuencias del gen nuclear 28S obtenidas en este estudio elevan sustancialmente
el numero de secuencias conocidas del género Cyanocyclas, para el que hasta el presente
estudio solo se conocia una (Lee et al. 2005) y permiten sustentar la monofilia del género. Esto
habia sido sugerido por Clavijo (2014) usando el gen COl y en el presente estudio es soportado
con un set de secuencias de mtCOlI mucho mas extenso. Sin embargo la regién 28S contiene
una informacién insuficiente para resolver las relaciones filogenéticas dentro del género ya
gue en mayor medida las especies colapsan en la politomia basal. No obstante los arboles

muestran una separacion de C. fortis y C. exquisita lo que apoya la validez de estas especies.

El gen de la Citocromo oxidasa c¢ subunidad | (COI) es considerado el marcador
mitocondrial mas robusto discriminando no sdlo entre especies muy relacionadas, sino
también entre grupos pertenecientes a la misma especie. Estas caracteristicas han llevado a
considerarlo un “cédigo de barras” de la biodiversidad (Hebert et al. 2003). Segln Avise (2000)
la distancia intraespecifica en el gen mitocondrial COI rara vez supera el 2% y en la mayoria de

los casos no alcanza el 1%.

Los datos filogenéticos obtenidos con el gen COIl son concordantes con los obtenidos
por Clavijo (2014) quien identificé cinco clados de Cyanocyclas, asignados a C. limosa, C.
paranensis, C. fortis, C. guahybensis, y C. exquisita. En el presente trabajo se registré ademas
un sexto clado correspondiente a ejemplares del rio Tacuari (Cyanocyclas sp.) los que se
ademas se diferencian morfolégicamente de los ejemplares de la especie mas cercana (C.

guahybensis).

Entre Cyanocyclas sp. y C. guahybensis hay una distancia de 0.028, mayor incluso que
entre C. limosa y C. paranensis las dos especies consideradas validas en la revisidon del género
por Parodiz & Hennings (1965). Cyanocyclas sp. presenta un solo haplotipo y estd presente
Unicamente en el rio Tacuari. Por lo anterior se considera que las diferencias encontradas
tanto a nivel genético como morfoldgico, pueden estar sugiriendo la presencia de una especie
nueva para los ejemplares de Cyanocyclas provenientes del rio Tacuari, lo cual serd abordado

en futuros estudios.

Cyanocyclas sp. y C. guahybensis son las especies mas distantes con respecto a las
otras especies del género (distancias mayores a 4.5%). Cada una de ellas constituye un clado

monofilético bien soportado con todos los métodos y en la red de haplotipos presentan una
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distancia de 23 pasos mutacionales con la especie mas cercana (Figura 3.4). Estas dos especies
son propias del sistema Patos-Merin, el que se encuentra aislado de la cuenca del Rio de la
Plata, lo que podria explicar desde el punto biogeografico las diferencias observadas con las

especies de esta cuenca.

Dentro del grupo de especies del Rio de la Plata se observa una politomia lo que ya
fuera indicado por Clavijo (2014). En la topologia de los arboles filogenéticos las politomias
pueden deberse a la falta de informacidon (politomia débil) o a eventos de especiacién
simultaneos (politomia dura) (Purvis & Garland 1993). Los arboles de Clavijo (2014) fueron
realizados en base a 38 secuencias, mientras que en el presente estudio se utilizaron 94
individuos aumentando notablemente la cantidad de secuencias de C. limosa, C. fortis y C.
exquisita. Esto le da mas robustez a la informacidon obtenida descartando entonces una
politomia débil basada en la falta de datos. En concordancia con estos hallazgos, la existencia
de una extensa politomia basal en la region 28S ribosomal, soporta la hipdtesis de la posible
ocurrencia de especiacion rapida en este género de bivalvos. Cabe recordar que la regién 28S
evoluciona lentamente y por ende los pocos sitios variables estan saturados, por lo que no
contiene informacidn filogenética para el género Cyanocyclas. En efecto, este marcador puede
estar reflejando la historia compartida de varios de estos taxa antes de su cladogénesis,
eventos que deja en evidencia el marcador mitocondrial debido a sus altas tasas de evolucién
en relacién al marcador nuclear. La separacién de poblaciones desde un ancestro comun
mediada por eventos transgresivos y regresivos en el nivel del mar, podrian haber contribuido
al aislamiento de localidades en el bajo rio Uruguay, y estar relacionada con esta rapida
radiacion observada en el género. La Unica especie de Cyanocyclas para la que hay registro
fosil es C. limosa registrada en seis de siete sitios de la formacién Sopas (43000-45000 afios AP)
(Martinez & Rojas 2004). También existen antecedentes en la provincia de Entre Rios,
Argentina de Polymesoda (Bivalvia: Cyrenidae) para el Mioceno tardio (Formacién Parang, ca.
10 millones de afios AP) (Pérez et al. 2010). Los autores de este registro indican una posible
conexion norte-sur en el Mioceno a través de un brazo estuarino del mar Enterriense con el
mar de Pebas lo que habria permitido la llegada de la familia Cyrenidae al sur del continente

americano.

La topologia resultante de los arboles y la red de haplotipos para Cyanocyclas limosa es
particular ya que se trata de una especie parafilética lo que segun Clavijo (2014), seria
explicado por la hipdtesis de existencia de heteroplasmia o de lo contrario, una entidad

especifica criptica. El testeo de esta hipodtesis en esta especie se enfocara en el capitulo IV.
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La presencia de un haplotipo de Cyanocyclas limosa (H18) en cinco localidades
distantes (Don Esteban, Yaguareté, Mazangano, Paso Cementerio y Paysandq, ver figura 3.1), y
de un haplotipo de Cyanocyclas guahybensis en tres localidades alejadas (Quadros, Peixoto y
Veludo) son inusuales para una especie animal no vagil y de reducida capacidad de dispersion
mediante formas larvales. La distribucién de estos haplotipos sugiere o bien que son
haplotipos ancestrales de reproduccién clonal o que la dispersion de la especie estd facilitada
por alguin vector. Posibles vectores son peces o aves que se alimenten de ellos y que ya sea los
ejemplares adultos o las crias desarrolladas en su interior, los que podrian soportar el paso a
través del tracto digestivo o bien a alglin tipo de foresis de juveniles, por ejemplo por

artrépodos acuaticos o ligados a ese medio (Zelaya & Marinone 2012).

A pesar de lo anterior la mayoria de los haplotipos de Cyanocyclas estan presentes en
una unica localidad. Esto es relevante por dos aspectos 1) cada poblacién tiene una baja
variabilidad genética lo que la hace sensible a problemas derivados de deriva génica y cambios
ambientales y 2) Cada poblacién tiene alta probabilidad de tener un haplotipo Unico lo que
hace sea relevante su conservacioén. Es entonces que se vuelve fundamental ante cada nuevo
registro realizar el estudio genético que permita comprender la variabilidad genética propia de

la poblacién y reconocer las particularidades genéticas.
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Capitulo IV

Herencia mitocondrial en Cyanocyclas limosa

4.1 Introduccion

Si bien en la mayoria de los animales la herencia del ADN mitocondrial es matrilineal, a
partir de los descubrimientos de Zouros et al. (1992) se han identificado varios casos de
moluscos bivalvos dioicos (Mytiloida y Veneroida marinos y Unionoidea dulceacuicolas) donde
la herencia de ADNm se da tanto por parte de la madre como del padre, fendmeno conocido
como doble herencia uniparental (DUI, Zouros et al. 1994). En los organismos con DUI las
hembras heredan Unicamente el genoma mitocondrial de su madre, el que ocupa tanto las
células somdticas como las gonadales (Breton et al. 2007). En cambio los machos heredan el
genoma mitocondrial de ambos parentales; mientras las mitocondrias del linaje femenino
ocupan las células somaticas de los machos, las células que daran origen a la génada reciben
Unicamente las mitocondrias masculinas (Breton et al. 2007). El fenémeno de la presencia de
dos linajes mitocondriales en un mismo individuo es conocido como heteroplasmia. La
segregacion de los linajes mitocondriales en el macho hace posible que se mantenga los dos
linajes de forma paralela transmitidos a través de hembras (linaje femenino) o a través de los

machos (linaje masculino) (Breton et al. 2007).

Clavijo (2014) en la primera aproximacion filogenética del género Cyanocyclas
utilizando el gen mtCOIl encontré que la especie Cyanocyclas limosa se separa en dos clados
distantes, entre los cuales quedaban clados de otras especies, resultando que si se consideran
los ejemplares identificados morfoldgicamente como C. limosa, la especie resulta parafilética.
Ante las incoherencias filogenéticas encontradas, Clavijo (2014) sugiere la posibilidad de estar

ante un caso de especies cripticas o alternativamente estar en presencia de heteroplasmia.

En el capitulo lll de esta tesis se presentd un analisis mas exhaustivo en cuanto al
numero y localidades de las muestras en relacién a los analisis previos (Clavijo 2014). Estos
andlisis sustentan como resultado igualmente una topologia en la que Cyanocyclas limosa
aparece en dos clados distantes (A y B, Figura 3.3). Por otro lado, los analisis de ADN nuclear
28S realizados y presentados en el capitulo Ill, las secuencias correspondientes a individuos de

ambos clados de C. limosa se agrupan en la politomia basal (Figura 3.5), lo que podria estar
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soportando la existencia de una uUnica entidad especifica. Sin embargo la baja variabilidad de

este marcador no permite resolver esto de manera robusta.

En el presente capitulo se pretende comprender la forma de herencia de ADN
mitocondrial de C. limosa, utilizando tejidos tanto gonadales como somdticos de cada uno de
los individuos analizados en este disefio, correspondientes a cada uno de los clados hallados.
Inicialmente considerando a cada uno de estos clados como masculino y femenino
respectivamente. De tal manera que se espera encontrar en los individuos pertenecientes al
clado de C. limosa masculino, en el tejido gonadal un ADN mitocondrial de linaje masculino,
mientras en el tejido somatico de estos individuos encontrariamos el linaje femenino. En
contraposicion, dentro de los individuos del linaje femenino, esperariamos encontrar tanto en

sus tejidos somaticos como gonadales, el mismo tipo de ADN mitocondrial de linaje femenino.

El objetivo de este capitulo es testear la hipdtesis de la posible existencia de

heteroplasmia en Cyanocyclas limosa.

4.2 Materiales y métodos

Con el fin de probar la presencia de heteroplasmia se utilizaron las secuencias de C.
limosa obtenidas a partir del pie (Tabla 4.1). Debido a la posicion ventral de las génadas
masculinas en Cyanocyclas limosa, las que incluso llegan a ubicarse dentro del pie (ltuarte
1986) las muestras obtenidas de esta parte del cuerpo del animal podrian representar en
algunos casos las secuencias de mitocondrias provenientes de las génadas masculinas y no las
mitocondrias somaticas. Por eso para nueve individuos (tres para cada agrupamiento de la red
de haplotipos, ver Figura 3.4) se realiz6 una nueva extraccion y secuencias (ver metodologia
capitulo 1ll) tomando tejido del mdusculo aductor con el fin de asegurar que se estaba
obteniendo la secuencia somdtica (Tabla 4.1). Las secuencias obtenidas fueron analizadas y se
construyeron arboles de relacionamiento a través de un analisis de unién de vecinos (Saitou &
Nei 1987) usando el programa MEGA 6.0 (Tamura et al. 2013). Ademads se realizaron nuevos
agrupamientos de las secuencias estudiadas en el capitulo lll para el estudio de distancias
pareadas tomando en cuenta los clados observados dentro de C. limosa (Figura 3.3).

Finalmente se revisé detalladamente la morfologia de ejemplares provenientes de localidades
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con presencia de los dos clados (Guaviyu, Callorda y Cementerio) con el fin de descartar la

presencia de especies cripticas (ver Clavijo 2014).

Tabla 4.1. Teijdos de las muestras de Cyanocyclas limosa analizadas, por localidad e incluidas en el
andlisis de union de vecinos. P= muestra obtenida del pie y MA= muestra obtenida del musculo aductor.
A°= arroyo, P°= paso, R=ruta.

Localidad N° de muestras Clado

. P273, MA273 B
A°Porongos, R.14 P279. MA279 B

Rio Cuareim, P° Pacheco P290, MA290 A
Rio Arapey, P° del Horno P314, MA314 B
A° Sopas, P° Corral de Piedra P317, MA 317 B
Rio Dayman, P° del Parque P321, MA321 B
Laguna marginal, P° Aguiar P341, MA341 B
0 o . P400, MA400 B

A°® Sopas, P° Cementerio P403, MA403 B

4.3 Resultados y discusion

Siete de las nueve secuencias obtenidas de musculo aductor fueron exactamente
iguales a las secuencias de los mismos individuos obtenidas del tejido del pie (Figura 4.1). Dos
de ellas (273 y 279) presentaron diferencias en la lectura del cromatograma en dos sitios. En
los sitios diferentes, y otros originalmente no detectados por la lectura del secuenciador se
observaron dobles picos, lo cual sugiere la posible deteccién de heteroplasmia en estos dos
individuos (Figura 4.2). En la topologia observada en el arbol de unién de vecinos en ningun
caso se encontraron secuencias de los clados masculino y femenino en el mismo individuo. Por
otro lado, la comparacion de la morfologia de los ejemplares de diferentes clados provenientes

de la misma localidad no fue capaz de encontrar diferencias entre ellos.
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Figura 4.1. Arbol de unién de vecinos basado en el gen COI mitocondrial para las secuencias de
Cyanocyclas limosa obtenidas de pie (P) y musculo aductor (MA). Los nimeros corresponden al numero
de catélogo de laboratorio para cada muestra (ver anexo Il).
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Figura 4.2. Seccién de los cromatogramas de los individuos de Cyanocyclas 273 y 279 que
presentaron diferencias en la lectura del secuenciador.
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La distancia pareada para el gen COI entre los clados Ay B presentd un valor de 0.039,
lo que se puede considerar un valor alto dentro del género, ya que con excepcion del par C.
exquisita/C. fortis se encuentra por encima de las distancias entre especies de la cuenca del Rio
de la Plata. (Tabla 3.3). Cuando se observa las distancias pareadas dentro de cada grupo el
clado A presenta una distancia de 0.005 mientras que el clado B presentd una distancia de
0.021, lo cual representa un valor elevado. Este tipo de datos concuerda con lo observado en
casos de doble herencia uniparental, en donde la tasa evolutiva del linaje mitocondrial
masculino es mayor debido a un “relajamiento” en la seleccién (Hoeh et al. 2002, Passamonti

& Ghiselli 2009).

Los antecedentes de doble herencia uniparental corresponden a especies dioicas
donde los linajes mitocondriales se mantienen aislados a través de un mecanismo aun no
conocido y asociado a la determinacién del sexo (Zouros 2013). Al ingresar las mitocondrias
masculinas al évulo, durante la fecundacion, estas son separadas luego hacia un blastémero de
la linea germinal que dard lugar a los testiculos, mientras que en el resto del cuerpo se
mantienen las mitocondrias de origen materno (Cao et al. 2004). En el caso de una futura
hembra no hay ingreso de mitocondrias masculinas o estas son eliminadas en las primeras
etapas del desarrollo y no quedan restos en el individuo, por lo que todas sus mitocondrias

corresponden al linaje materno (Cogswell et al. 2006).

En base a los resultados encontrados surgen dos posibles hipétesis:

1) Cyanocyclas limosa presenta una forma hasta ahora no conocida vinculada a su
reproduccion, de doble herencia mitocondrial donde los dos linajes originalmente
asociados al sexo, quedaron aislados en diferentes individuos y en diferentes clados. Si
bien al momento no se ha registrado doble herencia uniparental en organismos
hermafroditas, se hipotetiza que el origen de este mecanismo haya estado en un
hipotético organismo hermafrodita ancestral (Zouros 2013). El mecanismo por el cual
un organismo hermafrodita pueda mantener dos linajes de sus progenitores (doble
herencia uniparental) es complejo y aun por probar. Pero, de todas maneras, en los
resultados obtenidos en el presente andlisis, no existe coexistencia en un mismo

individuo los dos linajes mitocondriales masculino y femenino. Fenédmenos como la
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masculinizacién, la presencia de acinos mixtos como los observados por ltuarte (1986)
en C. limosa o la compleja determinacién del sexo en los bivalvos podrian explicar total

o parcialmente este extrafio evento.

2) Otra posible hipétesis para explicar las diferencias observadas en cuanto al ADN
mitocondrial, es que siendo C. limosa una especie distribuida ampliamente en la
cuenca del Plata, la misma presenta diferentes linajes mitocondriales altamente
divergentes resultando en un taxdn parafilético. Dichos linajes incluso cohabitan en
algunas localidades. Esto es importante en términos de conservacion porque se trata
de una especie hermafrodita y por lo tanto, esto constituye un mecanismo que

incrementa la diversidad genética en este taxon.

La herencia mitocondrial del género Cyanocyclas continlia dejando preguntas abiertas
por lo que es necesario profundizar los estudios incluyendo herramientas de biologia celular

asi como otros marcadores moleculares con el fin de resolver los mecanismos subyacentes.
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Capitulo V

Seleccidn de sitios prioritarios para la conservacion de bivalvos
dulceacuicolas en Uruguay

5.1 Introduccién

Los ecosistemas de aguas continentales a pesar de ocupar sélo un 0.8% de la superficie
del planeta tierra, soportan una diversidad bioldgica alta, alrededor de un 6% de todas las
especies conocidas (Dudgeon et al. 2006). La disminucidon de la calidad y cantidad del agua, la
modificacion del habitat, la sobreexplotacién y las invasiones bioldgicas representan fuertes
amenazas persistentes a nivel global para la diversidad dulceacuicola (Sala et al. 2000). De
hecho se espera un escenario futuro donde estos ecosistemas experimenten una fuerte
presion del cambio de uso de suelo e invasiones bioldgicas (Sala et al. 2000), En especial para
los moluscos (Bohm et al. 2020). Estas pérdidas se hacen mas probables por la vulnerabilidad
Unica de los ecosistemas de agua dulce ya que sirven como receptores, integradores, y a veces
transmisores de impactos humanos dentro de sus cuencas de drenaje (Dudgeon 2014). A
modo de ejemplo, para Norteamérica, Ricciardi & Rasmussen (1999) estimaron que el
promedio de la tasa de extincidon de las especies de agua dulce resulta cinco veces superior a
las terrestres. En ese contexto, los bivalvos dulceacuicolas estan entre los grupos taxonémicos
mas amenazados en el mundo, con casi el 40% de las especies cerca de la amenaza,
amenazados o extintos (Lydeard et al. 2004, Lopes-Lima et al. 2018). América del Sur, con 168
especies de bivalvos dulceacuicolas registradas (Pereira et al. 2014), es el continente con
menor conocimiento del estado de conservacién de estas especies (Lopes-Lima et al. 2018). La
existencia de multiples areas inexploradas, la falta de definicién taxondmica, asi como la
escasa informacion sobre distribucion geografica y tamafios poblacionales actuales e historia
de vida, restringen la posibilidad de evaluar el grado de amenaza para los bivalvos de agua
dulce de América del Sur utilizando los criterios de UICN (Miyahira et al. 2017, Torres et al.
2018). Con una alta diversidad, enormes vacios de informacidon y recursos limitados, la
conservacién de bivalvos dulceacuicolas en América del Sur es una tarea sumamente

desafiante.
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A pesar de su pequefio tamafio comparativo Uruguay es el tercer pais mas diverso en
bivalvos de agua dulce en América del Sur (Pereira et al. 2014). Debido a las presiones que
sufre esta fauna en el pais, Clavijo & Scarabino (2013) categorizaron el 93% de las especies de

bivalvos nativos de Uruguay como amenazados.

Para alcanzar la conservacion de una especie es necesario eliminar o limitar las
amenazas sobre la misma. Con el fin de cumplir ese objetivo se pueden establecer dreas donde
las amenazas sean manejadas, de forma de restringir sus impactos negativos, mediante
regulaciones, educacién y control. La creacidn de areas protegidas es una de las estrategias
mas utilizadas para la conservacion de la biodiversidad (Chape et al. 2005). Sin embargo los
ambientes de aguas continentales estan pobremente representados en los sistemas nacionales
de dreas protegidas a nivel mundial (Abell et al. 2017). Estudios recientes indican que ademas
de ser escasas, las dreas protegidas no son efectivas al cumplir con su objetivo de conservar la
biodiversidad de agua dulce (Acreman et al. 2019). La falta de efectividad se atribuyé a muchos
factores antropogénicos, incluida la pesca (a menudo con falta de cumplimiento de la ley), el
manejo del agua (extraccidn, represas y regulacion del flujo), la degradacion del habitat y las
especies invasoras (Acreman et al. 2019). Segin Chessman (2013) las reservas deben ser
disefiadas y manejadas especificamente para especies de agua dulce para que sean mas

efectivas en su conservacion.

En Uruguay, el Sistema Nacional de Areas Protegidas (SNAP) incluye como criterio para
su seleccion de dareas prioritarias a las especies de bivalvos dulceacuicolas prioritarios para la
conservacioén (Soutullo et al. 2010). Sin embargo, no se ha logrado que en las areas protegidas
establecidas estas especies cuenten con planes de manejo especificos que colaboren

directamente con su conservacion.

Una manera de poder generar espacios de conservacion para grupos de especies poco
carismaticas y con necesidades particulares de conservacién es la propuesta de sitios de
conservacién especificos. Un ejemplo de esta estrategia es la creacion de Sitios Importantes
para la Conservacién de los Murciélagos (SICOMs), generada en 2011 por La Red
Latinoamericana para la Conservacion de los Murciélagos (RELCOM). En la actualidad este
protocolo le da una figura técnica a determinados sitios de conservacidn y estimula la creacion
de figuras legales de proteccion a nivel local, con especial foco en los murciélagos. Un insumo
necesario para implementar una estrategia similar para aplicarla en bivalvos dulceacuicolas, es

el establecimiento de criterios y parametros necesarios para identificar sitios prioritarios.
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Para evaluar la integridad ecolégica de la comunidad de bivalvos del Estado de lllinois
(Estados Unidos), Szafoni (2001) cred un indice comunitario de bivalvos basado en el nimero
de especies nativas, la captura por unidad de esfuerzo, el nimero de especies con
reclutamiento y el nimero de especies raras. El objetivo de este capitulo es establecer un
indice comunitario de bivalvos dulceacuicolas para Uruguay siguiendo el enfoque de Szafoni
(2001) y aplicarlo para la seleccidn de sitios para prioritarios su conservaciéon que permita la

conservacioén de las especies del género Cyanocyclas.

5.2 Materiales y métodos

El presente estudio se basa en datos que provienen del muestreo (entre 2015 y 2018)
de 100 sitios distribuidos de forma uniforme en todas las cuencas del Uruguay. En cada
localidad se realizé un esfuerzo de una hora con el método de “pies y manos” (Smith 2006).
Los ejemplares recolectados vivos fueron identificados, medidos con calibre (0.01 mm) y
posteriormente todos los individuos de especies nativas fueron devueltos al agua con la
excepcion de ejemplares vaucher que fueron depositados en el Museo Nacional de Historia

Natural.

Para la construcciéon del indice, siguiendo a Szafoni (2001) fueron consideradas cuatro

variables obtenidas a nivel de sitio muestreado (ver tabla 5.2):

a) Riqueza especifica de ensamble de bivalvos: nUmero de especies de bivalvos de
cada localidad.

b) Captura por unidad de esfuerzo: nimero total de individuos de especies nativas
capturados en una hora de muestreo.

c¢) Numero de especies reclutando: nimero de especies con al menos un ejemplar
que cumpla con las siguientes condiciones: para las especies de las familias
Hyriidae y Mycetopodidae se consideré que un ejemplar era recluta si media
menos de tres centimetros de largo, mientras que para la familia Cyrenidae un
recluta media menos de un centimetro de alto.

d) Numero de especies raras: las especies raras fueron definidas como aquellas
registradas en menos del 10% de las localidades y que ademads representaran
menos del 1% del total de los individuos capturados durante los muestreos (Tabla

5.1).
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Cada variable fue dividida en cinco categorias iguales para el rango total,
estableciéndose valores parciales para el indice Comunitario de Bivalvos (ICBD) de 1 a 5.

Finalmente el valor total del ICBD se calculé como la sumatoria de las variables categorizadas.

5.3 Resultados

En total se capturaron 4724 individuos, pertenecientes a 27 especies (Tabla 5.1). Dos
especies, Anodontites sp. y Diplodon sp., no pudieron ser asignadas a ninguna de las especies
vélidas conocidas de Uruguay, por lo que se trataron a nivel genérico. En 27 localidades de las
100 relevadas no se registraron ejemplares de especies nativas de bivalvos por lo que el valor

del ICBD fue 0 (Figura 5.2).
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Tabla 5.1. Especies de bivalvos dulceacuicolas registradas en 107 localidades de Uruguay, con detalle del
numero de localidades e individuos capturados por especie en el total del muestreo nacional. Se indican

ademas las especies reclutando y las consideradas raras.

Especie N°individuos N°localidades Reclutando Rara

Anodontites sp. 6 3 Si
A. elongatus 1 1 Si
A. ferrarisii 3 3 Si
A. lucidus 8 6 Si Si
A. patagonicus 156 29 Si

A. tenebricosus 18 10 Si
A. trapesialis 310 25 Si

A. trapezeus 13 5 Si Si
Castalia ambigua 4 2 Si Si
C. psammoica 2 1 Si Si
Cyanocyclas fortis 26 1 Si Si
C. limosa 156 11 Si

Diplodon sp. 840 4 Si

D. delodontus 635 15 Si

D. guaranianus 3 1 Si Si
D. parallelopipedon 470 21 Si

D. pilsbryi 4 1 Si
D. rhuacoicus 108 10 Si

D. uruguayensis 14 3 Si Si
Monocondylaea corrientesensis 49 13 Si

M. minuana 72 20 Si

Musculium argentinum 5 2 Si
Mycetopoda legumen 14 8 Si
M. siliquosa 9 7 Si
Rhipidodonta burrughiana 1 1 Si Si
R. charruana 1792 46 Si

R. peraeformis 8 5 Si
TOTAL 4724 73 18 spp. 17 spp.

La riqueza en las localidades estudiadas presentd un rango desde cero a diez especies,

por lo que el valor parcial del ICBD subié un punto cada dos especies registradas. La riqueza

promedio fue de 2.5 considerando el total de las localidades y de 3.5 si solo se considera las

localidades que tenian especies nativas. La especie mas frecuente fue Diplodon charruana

(presente en 46 localidades), seguida de Anodontites patagonicus (29) y A. trapesialis (25). De

las 27 especies registradas 19 estuvieron presentes en 10 o menos localidades. Cyanocyclas

fortis, Castalia psammoica, Rhipidodonta burrughiana, Diplodon guaranianus y D. pilsbryi

estuvieron presentes en una localidad (Tabla 5.1).
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La captura por unidad de esfuerzo (1h/hombre) varié entre cero y 643 (Figura 5.1). El
registro de 643 individuos se dio en una laguna costera y representé el 176 % de la captura del
sitio inmediatamente siguiente, por lo que no fue considerado para fijar las categorias. El valor
parcial del ICBD para la CPUE se categorizd en cinco intervalos de 75 ejemplares (Tabla 5.2). El
promedio de ejemplares recolectados fue de 47.3 individuos para el total de las localidades y
de 64.8 para las localidades con presencia de bivalvos nativos. La especie mas abundante fue
Rhipidodonta charruana con 1792 individuos lo que representa el 37.9% del total de los
individuos recolectados. El resto de las especies presentaron abundancias muy menores, de 19

especies se colectaron menos de cien ejemplares.

De las 27 especies registradas 18 presentaron reclutas (Tabla 5.1). En 44 localidades se
registré al menos una especie reclutando (Figura 5.1). El nimero de especies con reclutas por
localidad presenté un rango de cero a nueve. Dado que el registro de nueve especies
reclutando se dio en una localidad que representé el 300% de su seguidora inmediata, este
valor no fue considerado para la categorizacion. Los intervalos para este subindicador

quedaron definidos cada una especie (Tabla 5.2).

En base a la definicién establecida en la metodologia y los resultados de las colectas,
las especies raras resultaron aquellas que estuvieron presentes en menos de diez localidades y
de las que no se encontraron mas de 47 ejemplares. En total 17 especies fueron comprendidas
en esta categoria (Tabla 5.1). El nimero de especies raras varié entre cero y seis, por lo que los
intervalos fueron fijados cada una especie (Figura 5.1). Solo 34 localidades presentaron
especies raras con un promedio de 1.8 especies por localidad. Si se toma en cuenta el total de

las localidades ese promedio baja a 0.6 especies por localidad.
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Figura 5.1. Histogramas de los valores parciales de cada uno de las variables del ICBD en las localidades
uruguayas con registros de bivalvos nativos. En rojo se sefialan los limites de las categorias (ver ademas
Tabla 5.2).
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El valor del ICBD para los sitios estudiados varié entre 0 y 16 de un maximo posible de
20 (Figura 5.2 y 5.3). El promedio para todos los sitios fue de 3.7 mientras que para los sitios
con presencia de bivalvos fue de 5.1.
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Figura 5.2. Valor del indice Comunitario de Bivalvos (ICBD) para cada uno de los 100 sitios
estudiados en Uruguay. A mayor valor del indice mas prioridad para la conservacién.

53



30
w
()
°
©
h]
g
o
)
z
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Valor ICBD
Figura 5.3. Histograma de frecuencia para los valores del ICBD para las 100 localidades uruguyas
estudiadas.

Tabla 5.2. Valores parciales para cada atributo del ICBD para Uruguay. A las localidades sin bivalvos
nativos les corresponde un valor de 0 en todos los atributos. Las localidades sin especies reclutando o
especies raras les corresponde un valor de 0 en esos atributos.
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Valor parcial
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5.4 Discusion

Durante este estudio se registraron 27 de las 43 especies nativas de bivalvos
registradas en Uruguay por Clavijo & Scarabino (2013). El hecho de no haber registrado
bivalvos en 27 localidades contrasta con la concepcién histdrica de que todos los cuerpos de

agua del Uruguay tienen presencia de bivalvos (Figueiras 1965).

En los siete sitios que tuvieron un ICBD igual o mayor a 10 (Tabla 5.3) se encuentran 23
de las 27 especies registradas durante los muestreos. De estos siete sitios tres contienen
poblaciones de Cyanocyclas limosa (Blanquillo, Mazangano y Yaguareté), en dos se registré un
ejemplar (Horno y Tomds Cuadra) y en otro existia una poblacién hasta al menos 2012 (Don
Esteban). En especial la bahia de Yaguareté contiene poblaciones de C. fortis, C. limosa y es el
ultimo lugar de donde hay registros de C. exquisita y C. paranensis. La Unica localidad con
registro actual de Cyanocyclas sp. no fue muestreada de forma sistematica para los otros
bivalvos por lo que no fue incluida en este capitulo, sin embargo se sugiere incluir esa localidad
en la red ya que ademads de contar con la Unica poblacién conocida de esta especie cuenta con
una alta diversidad de otras especies de bivalvos. Se propone este grupo de ocho sitios como
inicio de una red que proteja la biodiversidad de especies de bivalvos dulceacuicolas de

Uruguay.

Tabla 5.3. Sitios uruguayos con ICBD mayor o igual a 10.

Localidad Valor ICBD Sub-Cuenca

Bahia de Yaguareté 16 Rio Uruguay, A° Negro
A° Blanquillo 14 Rio Negro medio

A° Tomas Cuadra 13 RioYi

A° Don Esteban 12 Rio Negro Bajo

A° Yeguada 12 Rio Uruguay, A° Negro
Rio Arapey, Paso del Horno 11 Rio Arapey

Rio Negro, Paso Mazangano 10 Rio Negro alto

Las acciones necesarias para implementar la conservacion de estos sitios por tratarse
de una escala acotada se consideran mds viables. La disposicion de comunidades locales y
partes interesadas para apoyar la restauraciéon puede ser fundamental a la hora de plantear

sitios de conservacién a pequeia escala (Geist, 2015). Para las localidades situadas en arroyos
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se recomienda limitar el ingreso de ganado y personas para evitar el pisoteo y la resuspension
de sedimentos asi como regular el uso de la cuenca y controlar las especies exdticas invasoras.
Para las localidades del rio Uruguay, por tratarse de un rio de gran cuenca, las acciones se
limitaran a restringir el ingreso de ganado y personas y controlar las especies exéticas
invasoras. Todo esto deberd estar asociado a la produccién de material de informacién y

concientizacion asi como acciones de educacion ambiental en las poblaciones riberefas.

El ICBD constituye una herramienta potencial para utilizar a los bivalvos dulceacuicolas
como indicadores biolégicos ya que permite evaluar de forma objetiva y comparable el estado

de la comunidad, y monitorear las modificaciones que puedan ocurrir en el tiempo.

La metodologia aqui propuesta es simple, basada en cuatro caracteristicas facilmente
obtenibles y claves para la conservacion. Ademas este indice es potencialmente implementado

en cualquier regién del mundo basado en datos locales o escalable a nivel continental o global.
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Capitulo VI

Conclusiones y perspectivas

6.1 Taxonomia del género Cyanocyclas

Aln con estudios detallados la comprension de las entidades especificas en el género
Cyanocyclas contintda siendo un gran desafio. Luego de los analisis de esta tesis se pueden
validar las especies Cyanocyclas limosa, Cyanocyclas paranensis, Cyanocyclas fortis,
Cyanocyclas exquisita y Cyanocyclas guahybensis, a lo que habra que sumarle una especie mas
aun sin describir proveniente del rio Tacuari. Es importante destacar que no se han podido
encontrar ejemplares vivos de Cyanocyclas felipponei y que la extraccién de ADN de

ejemplares provenientes de museo fue infructuosa.

6. 2 Herencia mitocondrial en el género Cyanocyclas

La herencia mitocondrial del género Cyanocyclas es compleja. Cyanocyclas limosa
presenta dos linajes distantes resultando una especie parafilética. La topologia de arboles
obtenida asi como la red de haplotipos puede ser explicada mediante la segregacién de linajes
mitocondriales diferentes asociado a las complejas formas de reproduccién o a la alta

divergencia de estos linajes debido a su amplia distribucion.

6. 3 Conservacion de Cyanocyclas en Uruguay

El estado de conservacién de las especies del género Cyanocyclas es dispar (Tabla 6.1).
Cyanocyclas limosa se registro en 16 localidades, algunas con cientos de individuos, C. fortis, C.
guahybensis y Cyanocyclas sp. en una localidad. Para C. exquisita y C. paranensis no se han
vuelto a registrar ejemplares. La reduccion en la distribucién registrada por (Clavijo & Carranza
2018) aun continua en proceso ya que de las ocho localidades revisitadas Cyanocyclas

desaparecié en seis.
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Tabla 6.1. Estado de conservacion de las especies de Cyanocyclas presentes en Uruguay.

Especie N° de localidades Estado de las poblaciones en Uruguay Observaciones
Varias poblaciones han desaparecido recientemente (2008-2019, ver
C. limosa 16 capitulo V). Es probable que existan otras poblaciones dada su
distribucién histdrica en toda la cuenca baja y media del rio Uruguay.
Una poblaciéon con cientos de individuos en sitio con presencia de
Tres poblaciones conocidas de Brasil
C. guahybensis 1 Corbicula y uso recreativo. Es posible la existencia de otras
(visitadas en 2013)
poblaciones en la cuenca de la laguna Merin.
Una poblacién con cientos de individuos. Desaparicidon o disminucion
Cyanocyclas n sp. 1 drastica reciente de una poblacién en zona de extraccién de aridos.
Ambos sitios con uso recreativo y presencia de Corbicula.
Nueva poblacién descubierta en
C. fortis 1 Una poblacién con cientos de individuos en zona de uso industrial. margen argentina del rio Uruguay

C. exquisita

C. paranensis

C. felipponei

Sin registros
recientes
Sin registros
recientes
Sin registros

recientes

Gonzalez-Bergonzoni com. pers.

No se han vuelto a encontrar desde 2012.

No se ha vuelto a registrar desde 2009 donde habia sido encontrado

un ejemplar luego de 30 afios sin registros.

Sin registros recientes. Ultimo registro 1968.
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De los siete sitios con valor mds alto del indice de conservacién de bivalvos tres
contienen poblaciones de Cyanocyclas limosa (Blanquillo, Mazangano y Yaguareté), en dos se
registré un ejemplar (Horno y Tomas Cuadra) y en otro existia una poblacion hasta al menos
2012 (Don Esteban). En especial la bahia de Yaguareté contiene poblaciones de C. fortis, C.
limosa y es el ultimo lugar de donde hay registros de C. exquisita y C. paranensis. La
conservacién efectiva de esta red de sitios permitird al menos tener una representacion de
especies de bivalvos del Uruguay. El Ultimo registro de Cyanocyclas felipponei data de 1968 y
de confirmarse su validez como especie seria el primer caso de extincion de un bivalvo

dulceacuicola de América del Sur.

6.4 Perspectivas

- Realizar la gestién ante SNAP, intendencias, municipios, para la conservacién de los
sitios prioritarios identificados.

- Continuar con la busqueda de ejemplares vivos de Cyanocyclas felipponei con el fin de
estudiarlos anatémica y molecularmente.

- Ampliar la busqueda de poblaciones de Cyanocyclas guahybensis en el territorio
uruguayo de la cuenca de la laguna Merin.

- Describir la especie asignada a los ejemplares de Cyanocyclas provenientes del rio
Tacuari.

- Continuar con la exploracién de localidades similares a la bahia de Yaguareté en el bajo
rio Uruguay y Rio Negro con el fin de hallar poblaciones de Cyanocyclas.

- Reuvisitar periédicamente las localidades con registro de Cyanocyclas.

- Testear lainteraccion entre especies de Cyrenidae nativos y exoticos.

- Investigar los posibles vectores de dispersion de Cyanocyclas.

- Profundizar los estudios en los mecanismos reproductivos en estos organismos
hermafroditas que permitan explicar las incongruencias filogenéticas detectadas en el
marcador mitocondrial utilizado, asi como corroborar la posible existencia de
heteroplasmia.

- Mantenimiento de las coleccién del Museo Nacional de Historia Natural (Montevideo)
y la coleccidn de tejidos y ADN de la seccidén genética evolutiva (Facultad de Ciencias,

UdelaR).
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Anexo |. Localidades y coordenadas de los puntos de colecta. A2= Arroyo, P2= Paso.

Localidad Departamento Latitud Longitud

Rio Cuareim, Laguna de la Salamanca Artigas -30,818578 -56,014006
Rio Cuareim, P° Ferrugem Artigas -30,542831 -56,339251
A2 Guaviyu, R.3 Artigas -30,343212 -56,630036
A2 Cuaréd gde, R.4 Artigas -30,783843 -56,780557
Rio Cuareim, P° de Ledn Artigas -30,121242 -57,089287
A?2 Cuard, prox. Estacién Cuaré Artigas -30,642071 -56,915413
A°® Yucutuja, R.30 Artigas -30,438865 -57,29592
A° Mandiyu Artigas -30,531839 -57,665364
Rio Cuareim, Laguna de la Salamanca Artigas -30,818483 -56,013618
A2 Caneldn Grande N Santa Rosa Canelones -34,482587 -56,040526
A2 de las piedras Canelones -34,695678 -56,282517
Balneario Merin Cerro Largo -32,751393 -53,258905
Rio Yaguardn, Rio Branco Cerro Largo -32,571756 -53,375999
Cafiada sin nombre, alfuentes A° Las cafas Cerro Largo -32,334398 -53,82826
Rio Tacuari, Placido Rosas Cerro Largo -32,764346 -53,720579
A° Guazunambi Cerro Largo -32,681045 -54,250347
Rio Tacuari, R.8 Cerro Largo -32,530802 -54,133279
A2 Fraile Muerto, R.7 Cerro Largo -32,521383 -54,527387
A? Pablo Paez, P2 del Ombu Cerro Largo -32,7845 -55,018256
A?° Cufré, P2 Gambetta Colonia -34,404105 -57,112732
A° Colla, P2 de Arballo, Rosario Colonia -34,319071 -57,337593
Rio Miguelete, P° Sosa Colonia -34,145023 -57,865109
A° de las Vacas, P2 del Cerro Colonia -33,985054 -58,227232
Rio de la Plata, Bahia de Colonia Colonia -34,461708 -57,844879
A2 Cordobes, P2 de la Cruz Durazno -32,616389 -55,325321
Rio Yi, P2 Santa Rita Durazno -33,195974 -55,308772
A2 del Blanquillo, P2 del Blanquillo R.42 Durazno -32,962939 -55,651517
A2 Sarandi, Balnerarioa 1 km W de San Jorge Durazno -32,836249 -55,883236
Rio Yi, Sarandi del Yi Durazno -33,350505 -55,621938
A° Tomas Cuadra, R.14 Durazno -33,321655 -56,285091
A° Molle de Quinteros Durazno -32,982238 -56,72241
A° Caballero Durazno -33,236602 -56,68073
A Minas de Callorda, 10 km al W de R.5 Durazno -32,957964 -56,357441
A2 Porongos, R.14, P° Calatayud Flores -33,482414 -56,820017
A° Sarandi, P2 Atahona, 10km W de R.3 Flores -33,421945 -56,913567
A? Grande, P2 de Lugo, R.14 Flores -33,249339 -57,262834
A2 Parand, 4 km E de R.6 Florida -33,562652 -55,693658
A° del Milan, P° de Milan Florida -34,052075 -55,514957
Tornero gde, R.6 Florida -33,939155 -55,88391
A2 del Sauce, prox. Sarandi Grande Florida -33,731617 -56,417974
A2 Mendoza, P2 de la Arena Florida -34,29138 -56,198529
A?° Guitierrez, R.8 Lavalleja -33,522918 -54,569644
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A° Tapes grande, prox. Tapes Grande
Arroyo Ladrillos

A® Solis Grande

A2 Solis de Mataojo, Solis de Mataojo
Cda. Cortez Blanco Punto 13 Salus

A2 Aigua, P2 de la Arena

A° Garzon, P° Real

A2 de las cafias, P2 de Lopez

A° Pan de Azlcar, R.9

Rio Queguay Chico, R.26

A? Santa Ana, R.4, 11 km N de Guichon
A° Campamento, R.26

A2 Quebracho Gde., P2 de Santa Lucia
A° Guaviyu, R.3

Rio Uruguay, Paysandu

A2 Negro, R.3

A° Salsipuedes, R.20

A° Molles de Porrua

A° Don Esteban, R.3

A2 Sanchez gde, R.20

Farrapos, viejo saladero

Desemb. Arroyo Caracoles Gde.
Arroyo Yeguada, Rio Uruguay

Rio Uruguay, Laguna de la Lenglieta
Rio Uruguay, Yaguareté

A2 Gajo sur del San Luis

Rio Negro, P° Mazangano

A° del Abrojal, P° de Lunes

A% Yaguari, P2 del Muerto

Canada del medio, P2 Blanquillos, R.29
A2 Batovi, P2 Batovi, R.27

A° Cufiapiru, P° la calera

A2 Cuiiapird, 1km al N de P2 del Lagunén
A2 Lunarejo, P2 Real

A2 del Sauce y camino de la laguna
Laguna Negra, frente a Punta Palmar
A2 de la Tranquera, R.14

Laguna Clotilde

Cafada del Abra

A° de Chafalote, R.9

A2 Sopas, P2 del corral de piedra

Rio Arapey, P° del Horno

A2 Sopas, P2 del cementerio 8km NW de R.31

Rio Dayman, P2 del Parque, R.4
Rio Arapey, P2 de la laguna R.4

Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Lavalleja
Maldonado
Maldonado
Maldonado
Maldonado
Paysandu
Paysandu
Paysandu
Paysandu
Paysandu
Paysandu
Paysandu
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rio Negro
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rocha
Rocha
Rocha
Rocha
Rocha
Rocha
Salto
Salto
Salto
Salto
Salto

-33,935142
-33,73866

-32,84242

-33,26378
-32,983846
-32,729667
-33,120112
-31,476018
-32,110918
-31,809089
-31,349405
-31,577836
-31,115183
-31,341001
-30,878215
-31,193782
-33,636839
-34,010485
-33,906681
-34,293304

-33,80058
-34,362458
-31,529648
-31,084919
-31,392475
-31,784958
-31,231466

-54,877113
-55,253155
-55,423367
-55,460552
-55,283042
-54,485126
-54,517369
-54,815719
-55,231782
-56,741274
-57,208698
-57,453461
-57,929077
-57,884059
-58,098754
-57,776036
-56,594863
-56,896646
-57,515807
-57,810451
-58,086449
-58,345577
-58,064119
-58,134639
-58,274159
-54,613961
-54,667348
-55,064155
-55,001454
-55,247161
-55,415033
-55,475568
-55,601696
-55,898318
-53,560808

-53,59567
-53,742814
-53,802976
-54,303459
-54,063573

-56,46016
-56,535865
-56,707824
-57,035068
-57,097006



A° Laureles, P° Filhao

Rio Dayman, P2 de las Piedras, R.3
Rio Uruguay brazo del Boycua

A2 Coronilla, P2 Coronilla

A° del Tigre

A2 Guaycuru, P2 del Guaycuru

A2 Durazno, 12 km NE de R.12

A2 del aguila paso sin nombre

A2 del Bizcocho, P2 del membirillo, R.96

Rio Uruguay, Playa Agraciada
Rio Negro, P2 Aguilar, R.26
Laguna Marginal P° Aguilar, R.26

A2 Yaguari, Picada del Cuello, prox. R.26

AQ Tacuarembd, P2 de los Novillos
Rio Negro, Km 329

A2 Tranqueras, R.5

A2 Malo, R.59

A2 Zapatero

A° Cardozo

Rio Cebollati, Picada de Techera
Rio Olimar gde., P° de la Laguna
A° Yerbal Gde.

Rio Olimar Chico, P2 de las piedras
Arroyo Parao, Paso Real

Salto

Salto

Salto

San José

San José

San José
Soriano
Soriano
Soriano
Soriano
Tacuarembd
Tacuarembd
Tacuarembod
Tacuarembo
Tacuarembd
Tacuarembd
Tacuarembd
Tacuarembod
Tacuarembd
Treintay tres
Treinta y tres
Treintay tres
Treinta y tres
Treintay tres

-31,463615

-31,4598
-30,892241
-34,127033
-34,708939
-33,982244
-33,766718
-33,586795
-33,473891
-33,809027
-32,284997
-32,289328
-32,037654
-31,965836
-32,446025
-31,791737
-32,311479
-32,141127
-32,518001
-33,361705
-33,277561
-33,044558
-33,338118
-32,945887

-57,575955
-57,907235
-57,753443
-56,857752
-56,576225

-56,98482
-57,464457
-57,866545
-58,240728
-58,426706
-54,830768
-54,838431
-55,373646

-55,67638
-55,433656
-55,981136

-55,85285
-56,451147
-56,298223
-53,985975
-54,170824
-54,446239
-54,783961
-53,924439
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Anexo Il. Niumero de Catadlogo de laboratorio de las muestras utilizadas en los analisis, se incluye

informacion sobre la identidad especifica, la localidad, la cuenca de la que provienen y los marcadores
qgue fueron analizados. LM= Laguna Merin, RG= Rio Guaiba, RN= Rio Negro y RT= Rio Tramandai. A2=

Arroyo, P2= Paso

Secuencia Especie Localidad Cuenca COl 28S
B1 Cyanocyclas fortis Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X X
B2 Cyanocyclas fortis Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X X
B3 Cyanocyclas limosa Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X X
B4 Cyanocyclas limosa Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B7 Cyanocyclas fortis Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X X
B11 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B12 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B13 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B16 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X X
B19 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B20 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B21 Cyanocyclas limosa A2 Don Esteban RN X -
B24 Cyanocyclas limosa A2 Don Esteban RN - X
B25 Corbicula largillierti A2 Don Esteban RN - X
B26 Corbicula fluminea Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B62 Cyanocyclas limosa A2 Sauce de Batovi, R.59 RN X X
B71 Cyanocyclas limosa Rio Negro, P2 Mazangano RN X -
B73 Cyanocyclas limosa Rio Negro, P2 Mazangano RN X -
B74 Cyanocyclas limosa Rio Negro, P2 Mazangano RN X X
B75 Cyanocyclas limosa Rio Negro, P2 Mazangano RN X
B76 Cyanocyclas paranensis  Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X X
B77 Cyanocyclas fortis Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B78 Cyanocyclas fortis Rio Uruguay, Nuevo Berlin RU X -
B79 Cyanocyclas exquisita Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté RU X -
B83 Cyanocyclas limosa Rio Tacuarembd, P2 Manuel Diez RN X -

B84C Cyanocyclas limosa Rio Tacuarembo, P2 Manuel Diez RN X -

B87 Cyanocyclas limosa A2 Celestino, R.3 RU X -

B136 Cyanocycias Laguna Peixoto RT X -
guahybensis

B137 Cyanocycias Laguna Peixoto RT X -
guahybensis

B138 Cyanocy cla:9 Laguna Peixoto RT X -
guahybensis

B139 Cyanocyclas Laguna Peixoto RT X -
guahybensis

B146 Cyanocyclas Rio Guaiba, Praia Veludo, Belem RG X X
guahybensis Novo
Cyanocyclas Rio Guaiba, Praia Veludo, Belem

B147 guahybensis Novo RG X

B148 Cyanocyclas Rio Guaiba, Praia Veludo, Belem RG X
guahybensis Novo
C /|

B151 yanocyc G.S Lagoa Dos Quadros RT X -
guahybensis
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B152

B153

B163
B172
B181
B182
B184
B185
B187
B188
B193
B194
B195
B196
B197
B198
B199

B200

B201

B202

B203

B204
B218
B266
B267
B270
B271
B272
B273
B279
B280
B290
B291
B292
B293
B294
B295
B314
B315
B316
B317

Cyanocyclas
guahybensis
Cyanocyclas
guahybensis
Corbicula sp.
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas sp.
Cyanocyclas sp.
Cyanocyclas sp.
Cyanocyclas sp.
Cyanocyclas sp.
Cyanocyclas sp.

Cyanocyclas sp.

Cyanocyclas
guahybensis
Cyanocyclas
guahybensis
Cyanocyclas
guahybensis
Cyanocyclas
guahybensis

Cyanocyclas fortis
Cyanocyclas fortis
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa

Cyanocyclas limosa

Lagoa Dos Quadros

Lagoa Dos Quadros

Rio Guaiba, Praia Veludo
Rio Cuareim, Laguna Salamanca
A° Tomas Cuadra, R.14
A° Blanquillo
A’ Blanquillo
A° Blanquillo
A’ Minas de Callorda
A° Minas de Callorda
Rio Tacuari, R.18
Rio Tacuari, R.18
Rio Tacuari, R.8
Rio Tacuari, R.8
Rio Tacuari, R.8
Rio Tacuari, R.8

Rio Tacuari, R.8

Laguna Arnaud
Laguna Arnaud
Laguna Arnaud

Laguna Arnaud

Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté
Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté
A° Guaviyu, R.3
A° Guaviyu, R.3
A° Guaviyu, R.3
A° Guaviyu, R.3
A° Guaviyu, R.3
A° Porongos, R.14
A° Porongos, R.14
A° Porongos, R.14
Rio Cuareim, P° Pacheco
Rio Cuareim, P° Pacheco
Rio Cuareim, P° Pacheco
Rio Cuareim, P° Pacheco
Rio Cuareim, P° Pacheco
Rio Cuareim, P° Pacheco
Rio Arapey, P° del Horno
A° Sopas, P° Corral de Piedras
A° Sopas, P° Corral de Piedras
A° Sopas, P° Corral de Piedras

RT

RT

RG
RU
RN
RN
RN
RN
RN
RN
LM
LM
LM
LM
LM
LM
LM

LM

LM

LM

LM

RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RN
RN
RN
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU

X X X X X X X X X X X X X X X X X

> > >

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X
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B318
B319
B320
B321
B322
B323
B325
B337
B338
B340
B341
B374
B373
B391
B392
B393
B394
B400
B401
B402
B403
B410
B412

Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa

Cyanocyclas fortis

Cyanocyclas exquisita

Cyanocyclas fortis
Cyanocyclas fortis
Cyanocyclas fortis
Cyanocyclas fortis
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa
Cyanocyclas limosa

Cyanocyclas limosa

Cyanocyclas exquisita

Cyanocyclas limosa

A° Sopas, P° Corral de Piedras
A° Sopas, P° Corral de Piedras
A° Sopas, P° Corral de Piedras

Rio Dayman, P° del Parque
Rio Dayman, P° del Parque
Rio Dayman, P° del Parque
Rio Dayman, P° del Parque
Rio Negro, P° Aguiar
Rio Negro, P° Aguiar
Rio Negro, P° Aguiar
Rio Negro, P° Aguiar

Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté
Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté
Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté
Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté
Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté

Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté

A° Sopas, P° Cementerio
A° Sopas, P° Cementerio
A°® Sopas, P° Cementerio

A° Sopas, P° Cementerio

Rio Uruguay, boca, A2 Yaguareté

A° Porongos, R.14

RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RN
RN
RN
RN
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RU
RN

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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