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Resumen

El propésito de este trabajo es investigar los procesos que originaron y mantienen la gran di-
versidad de peces continentales neotropicales. Para abordar esta temdtica se ha elegido estudiar a
cuatro géneros de la familia Loricariidae de la cuenca del Plata. En este territorio se encuentra la
mayor variedad de ambientes acudticos y la mayor cantidad de especies de peces de Argentina,
presentando un gran nimero de endemismos. Sin embargo, los procesos evolutivos causales de esta
gran riqueza biolégica son ain poco conocidos y son escasas las hipétesis que actualmente dan
cuenta de ella. Con el objetivo de comprender el origen de la diversificacion de especies dentro de
la cuenca del Plata, se han realizado una serie de estudios filogenéticos de numerosos individuos de
cuatro géneros de la familia Loricariidae, Hypostomus, Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus.
Las filogenias moleculares basadas en marcadores mitocondriales y nucleares, y sobre datos con-
catenados, han sido establecidas para cada grupo. Se utilizaron los arboles filogenéticos obtenidos
para realizar la calibracién molecular y la reconstruccién de las dreas ancestrales de cada género. A
partir de estos datos y de la distribucidn actual de las especies, se evalud una hipétesis que propone
como causa de la diversificacién una incursién marina en la cuenca del Plata ocurrida hace 15-5
Ma.

El género Hypostomus ha resultado ser muy diverso dentro de la cuenca del Plata, compren-
diendo al menos 17 linajes diferentes, que consideramos de nivel especifico. La filogenia de este
género es la mas robusta de este trabajo dado que fue reconstruida a partir de cinco marcadores

moleculares diferentes, abarcando aproximadamente 5000 pb. Segin los drboles filogenéticos, el



género Hypostomus es un grupo monofilético que se divide en cuatro clados. El clado D1 com-
puesto por las especies del grupo morfoldgico H. cochliodon, el clado D2 formado por el grupo H.

plecostomus y los clados D3 y D4 compuestos por el grupo H. regani.

De los géneros en estudio, Loricariichthys ha sido el que present6 la menor diversidad en la
cuenca del Plata, representado tan sélo por cuatro especies. Los resultados de las filogenias para
este grupo varian de acuerdo al marcador utilizado. No obstante, este género resulta ser un grupo
natural en el cual la especie L. platymetopon se encuentra en la base del drbol, mientras que el resto
de las especies del sistema del Plata conforman un clado junto a especies de los rios costeros del

sur de Brasil.

Basados en los resultados del gen mitocondrial COI, se ha encontrado que al menos 14 linajes
especificos de Rineloricaria habitan en el sur de Sudamérica, diez de los cuales estdn presentes en
la cuenca del Plata. Los resultados filogenéticos obtenidos muestran en la base del arbol del género
a la especie R. lanceolata y luego un clado mds diversificado con el resto de las especies de la
cuenca del Plata junto a especies y linajes del sistema del rio S@o Francisco y los rios costeros del

sur.

La diversidad del género Ancistrus ha resultado ser inesperadamente muy alta para la cuenca del
Plata. Este género, representado para dicha cuenca por 12 linajes especificos, conforma un grupo
monofilético que puede dividirse en dos clados segin nuestros resultados filogenéticos basados en
COIL. Uno de ellos conformado por las especies A. dubius; A. temminckii y A. triradiatus y el otro

clado con especies endémicas del sur de Sudamérica.

La interpretacion de los resultados moleculares, el andlisis del patrén de distribucién de las
especies, la calibracion de los eventos de especiacion y la reconstruccion de dreas ancestrales de
los géneros Hypostomus, Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus de la cuenca del Plata permiten
concluir que la ingresién marina ocurrida hace 15-5 Ma ha jugado un rol muy importante en la
formacioén de la diversidad de especies de Loricéaridos de esta regién. Este proceso, al que se ha de-
nominado especiacion intracuenca, ha generado grupos de especies endémicas dentro de la cuenca
del Plata. Sin embargo, la historia biogeogréfica de estos cuatro grupos ha sido bastante compleja
y se ha observado que otros procesos evolutivos también han aportado a la formacién de la riqueza
especifica de dicha cuenca. Argumentamos que los cambios hidrogeoldgicos durante el Mioceno

promovieron rutas de dispersion y eventos de vicariancia entre la cuenca del Plata y otros sistemas,



generando de este modo especiaciones alopatricas. Este proceso, al que se ha denominado espe-
ciacién intercuenca, ha dado lugar a la presencia de grupos de especies cuyas distribuciones son
actualmente disyuntas.

Se aplicé el Andlisis de Parsimonia de Brooks, una metodologia biogeogréfica cladistica de
arboles, a los drboles obtenidos para los cuatro géneros en estudio. Este anélisis revelé un patrén
de distribucién similar para los cuatro grupos, en el cual las dreas de la cuenca del Plata conforman
un grupo monofilético. Asimismo, la aplicacién de métodos biogeograficos basados en eventos
(anélisis de dispersion-vicariancia) ha permitido establecer cuales fueron los eventos de dispersién
y vicariancia mas frecuentes. Asi, las dispersiones mas abundantes resultaron ser: del rio Uruguay a
Rio de la Plata, del los rios costeros del sur al rio Uruguay, del Medio-Bajo Parand al Alto Parand y
del Medio-Bajo Parand al rio Paraguay. En tanto que el evento de vicariancia més frecuente tuvo
lugar debido a la separacién de la cuenca del Plata del resto de las cuencas del continente.

Los resultados obtenidos a lo largo de esta tesis concuerdan perfectamente con la historia hi-
drogeoldgica documentada para la cuenca del Plata, reforzando la identificaciéon de los mayores
patrones de especiacién de la cuenca. La biogeografia histérica de los géneros estudiados sostiene
y apoya la hipétesis de que los diferentes cambios hidrogeoldgicos y las variaciones en el nivel del
mar han influenciado fuertemente los eventos cladogenéticos observados en las filogenias de los
cuatro géneros estudiados.

Este trabajo presenta la primera contribucidn al conocimiento filogenético de la familia Lorica-
riidae para la cuenca del Plata en Argentina y a los procesos de diversificaciéon que han moldeado
la elevada diversidad de especies dentro de ella. De este modo, este estudio aporta nuevas perspec-
tivas para la comprension de la evolucion de los organismos dulceacuicolas presentes en areas de

distribucion similares.






Summary

The purpose of this work is to investigate the processes that originated and maintain the great
diversity of neotropical freshwater fishes. To address this issue we have chosen to study four genera
of the family Loricariidae in the del Plata basin. This area has the largest variety of aquatic environ-
ments and hosts most species of freshwater fishes of Argentina showing a large number of endemic
species. However, the evolutionary processes that have driven this biological wealth are still poorly
understood and the hypotheses that currently explain it are scarce. In order to understand the the
origin of the diversity of species within the del Plata basin, we performed a series of phylogenetic
studies of four genera of the family Loricariidae: Hypostomus; Loricariichthys; Rineloricaria'y An-
cistrus. The molecular phylogenies based on mitochondrial and nuclear markers, and concatenated
data have been established for each group. From the obtained phylogenetic trees, we performed
the molecular calibration and reconstruction of ancestral areas for each genus. From these data and
from the current distribution of species, we assessed a hypothesis that proposes a marine incursion

in the del Plata Basin 15-5 Ma ago, as the main cause of diversification.

The genus Hypostomus resulted to be very diverse within the del Plata basin, comprising at least
17 different lineages, that we consider to be of specific level. The phylogeny of this genus is the
most robust of this work since it was rebuilt from five different molecular markers, covering appro-
ximately 5000 bp. According to our phylogenetic trees, Hypostomus is a monophyletic group that
can be divided into four clades. Clade D1 comprises species of morphological group H. cochliodon,

clade D2 contains the group H. plecostomus, and clades D3 and D4 clades comprise the group H.
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regani.

Among the studied genera, Loricariichthys has been the one that exhibited the lowest diversity
in the del Plata basin, represented only by four species. The results of the phylogenies for this group
vary according to the employed molecular marker. Nevertheless, this genus turns out to be a natural
group in which the species L. platymetopon is located at the base of the tree, whereas the rest of the
species from the del Plata system form a single clade together with species from coastal rivers in

southern Brazil.

Based on the results of the mitochondrial COI gene, we found that at least 14 specific lineages
of Rineloricaria inhabit southern South America, ten of which are present in the del Plata basin. The
obtained filogenetic results show that R. lanceolata is the basal species of the genus. In addition, we
obtain a more diverse clade containing the other species from the del Plata basin, the Sdo Francisco

River and the coastal rivers in southern Brazil.

The diversity of the genus Ancistrus turned out to be unexpectedly high in the del Plata Basin.
This genus, represented by 12 specific lineages in this basin, forms a monophyletic group. Accor-
ding to our results based on phylogenetic tree of COI, Ancistrus can be divided into two clades.
One with A. dubius, A. temminckii and A. triradiatus and the other clade with species endemic to

southern South America.

The interpretation of the molecular results, the analysis of the distribution pattern of the species,
the calibration of the speciation events and the reconstruction of ancestral areas of Hypostomus, Lo-
ricariichthys, Rineloricaria, and Ancistrus in the del Plata basin, allow us to conclude that the
marine ingression 15-5 Ma ago has played a major role in shaping the species diversity of lorica-
riids in the region. This process, that we have called speciation intra-basin, has generated endemic
species groups within the del Plata basin. Still, the biogeographic history of these four groups has
been complex and we have observed that other evolutionary processes have also contributed to the
formation of the species richness in the basin. We argue that, hydrogeological changes occurred
during the Miocene promoted dispersal routes and vicariance events between the del Platael Plata
basin and other systems, thus generating allopatric speciation. This process, which we have called
inter-basin speciation, has lead to the presence of groups of species whose distributions are currently

disjunct.

We applied a Brooks Parsimony Analysis, a cladistic biogeographic methodology of trees, to



the trees obtained for the four studied genera. This analysis revealed a similar distribution pattern
for the four groups, in which areas of the del Plata basin form a monophyletic group. Furthermore,
the application of event-based biogeographic methods (dispersion-vicariance analysis) allowed us
to establish which were the most frequent dispersal and vicariance events. Therefore, the most
common dispersions resulted: from Uruguay River to Rio de la Plata, from the southern coastal
rivers of Brazil to Uruguay River, from Middle-Lower Parand River to Upper Paran4, from Middle-
Lower Parana to Paraguay River. In turns, the most common vicariance event took place due to the
separation of the del Plata basin from the rest of the basins of the continent.

The results obtained along this thesis are in perfect agreement with the documented hydrogeo-
logical history for the del Plata Basin, reinforcing thereby the identification of the major patterns of
speciation. Historical biogeography of the studied genera supports the hypothesis that hydrogeolo-
gical changes and fluctuations in the sea level strongly influenced cladogenetic events observed in
phylogenies of the four genera.

We present the first contribution to the knowledge of phylogenetic data of the Loricariidae
Family in the del Plata Basin in Argentina, and of the diversification processes that shaped the high
diversity of species within it. This study thus provides new insights to the understanding of the

evolution of freshwater organisms with similar distribution ranges.
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capiTuLo 1

Introduccién general

Coémo y cudndo surgié la vida y su extraordinaria diversidad es la pregunta mds importante
de la biologia desde su inicio como ciencia. Lejos de llegar a una respuesta precisa, los bidlogos
evolutivos se esfuerzan por conocer la amplia variedad de seres vivos sobre la Tierra y los patrones
naturales que la conforman. El estudio realizado en el marco de esta tesis doctoral pretende ser
un aporte a esta gran incégnita bioldgica. Sin embargo, debido a la magnitud del esfuerzo que
requiere un estudio de esta indole, se ha decidido escoger para este trabajo un modelo de estudio
representativo de la actual diversidad de nuestro planeta. De esta manera, se ha seleccionado a la
regién Neotropical y a un grupo de los peces de agua dulce para investigar los procesos evolutivos
que originaron y mantienen la gran riqueza de especies de peces continentales. Por lo tanto, el
trabajo presentado aqui es solo una contribucién al conocimiento de los procesos evolutivos que
podrian explicar una parte de la actual diversidad.

Con este propdsito en vista, los objetivos especificos de esta tesis son los siguientes: (i) Identi-
ficar genéticamente los limites de diferentes taxones (géneros y especies) dentro de cuatro géneros
de Loricariidos de la cuenca del Plata. (ii) Establecer la biogeografia de estos grupos. (iii) Conocer
la filogenia molecular de los cuatro géneros seleccionados. (iv) Investigar las causas de la diver-
sificacion, estableciendo el rol de las diversas fuerzas evolutivas que dieron origen a la diversidad

de especies en cada grupo. Principalmente se evaluard una hipdtesis que propone como causa de la
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diversificacion una incursién marina en la cuenca del Plata hace 15-5 Ma.

La presentacién de esta tesis ha sido estructurada en capitulos especificos para una mejor or-
ganizacion de los datos y diagramacién de los resultados obtenidos. En este primer capitulo de
introduccién se presentardn los antecedentes de la temética, aportando informacién sobre la diver-
sidad de peces en el Neotrdpico, sobre la historia hidrogeografica de la cuenca del Plata, sobre las
caracteristicas de la familia Loricariidae y sobre las ventajas del uso de herramientas moleculares
en estudios biogeogréficos. Luego se presenta un segundo capitulo con todos los materiales, méto-
dos y técnicas implementadas a lo largo de este trabajo. En los capitulos tres, cuatro, cinco y seis
se abordan y discuten los resultados obtenidos para los géneros Hypostomus, Loricariichthys, Ri-
neloricaria y Ancistrus respectivamente. En cada uno de estos capitulos se estimard la diversidad,
la distribucién geogréafica y las relaciones filogenéticas de las especies de cada género. Ademas,
se presentardn y discutirdn los andlisis realizados para evaluar las causas de la diversificacion de
los géneros en estudio en la cuenca del Plata. En el capitulo siete, se presentardn los anélisis so-
bre biogeografia comparada basados en los cuatro géneros analizados. Finalmente, se describen las
conclusiones finales del conjunto de la tesis. En cinco apéndices apartados se muestran la lista del
material utilizado, los protocolos de laboratorio, los archivos de corridas para dos andlisis y tres tra-
bajos publicados que contienen gran parte de los resultados morfolégicos obtenidos. Estos trabajos
han implicado importantes contribuciones taxondmicas para el género Hypostomus, sin embargo,
debido a la estructuracion de la tesis, estos resultados no han sido incorporados en el cuerpo princi-
pal del trabajo pero son una contribucién de extrema importancia a la hora de evaluar la diversidad

de las especies en la cuenca del Plata.

1.1. Diversificacion neotropical

La regién Neotropical basicamente comprende los trépicos americanos, desde el norte de Méxi-
co hasta el centro de la Argentina (Morrone, 2001). En esta regién se encuentra la mayor diversidad
de organismos del mundo. En particular, la region Neotropical alberga alrededor de 8000 especies
de peces de agua dulce (Reis et al., 2003), las cuales representan entre el 20 y el 25 % de la diversi-
dad de vertebrados del planeta (Lundberg et al., 1998; Schaefer, 1998). Dentro de ella, areas como

las cuencas de los rios Orinoco, Amazonas y la cuenca del Plata contienen una enorme riqueza
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de especies. Esto hace de la region Neotropical una de las més importantes del mundo para com-
prender los procesos que han generado tal biodiversidad y que los peces de agua dulce que en ella
habitan sean un buen modelo para estos estudios. No obstante, las fuerzas evolutivas subyacentes
a esta gran diversidad biolégica son atin poco conocidas, y son escasas las hipétesis que actual-
mente dan cuenta de ella. Lejos de llegar a un consenso, el aumento de estudios en biogeografia y
filogeografia de peces de agua dulce neotropicales demuestra que las hipdtesis propuestas no son
excluyentes entre si y que varios mecanismos intrincados pueden haber jugado un rol importante

en la formacién de dicha biodiversidad.

El Neotrdpico tiene la mayor proporcion de su territorio en forma de llanura (<200 m sobre el
nivel del mar) en comparacién a otros subcontinentes tropicales. Esta topologia hace a esta region
muy susceptible a: i) los cambios en los cursos de los rios y captura de tributarios de una cuenca
a otra debido a pequeiias modificaciones en el relieve; ii) las variaciones del nivel del mar; iii) la
fragmentacion - reconexién de cuencas durante los cambios climéaticos de periodos secos y hime-
dos. Los eventos del tipo i, dependen exclusivamente de los cambios geomorfolégicos (como por
ejemplo actividad volcdnica, movimiento de placas tecténicas). En cambio, los eventos ii e iii estédn,
ambos, dirigidos por los cambios climéticos, generando de este modo una relacion entre ellos. Para
el Neotrdpico, se conoce que los periodos secos son concomitantes a los periodos de bajo nivel del

mar.

El estudio de la biogeografia y dispersion de peces de agua dulce se vuelve sumamente intere-
sante dado que estos organismos estan intrinsecamente ligados a los canales de agua y a sus cone-
xiones temporales, las cuales a su vez, se relacionan con los cambios geomorfolégicos y climdticos
de la regién. Sin embargo no han sido muy frecuentes los estudios biogeograficos basados en or-
ganismos adaptados a vivir en aguas dulces, dejando esta drea de la biogeografia poco explorada
hasta el momento (Posadas et al., 2013). Inferir los patrones de diversificacién de las especies es
uno de los tépicos mds interesantes en la biologia evolutiva porque es esta temética la que puede
proveer la clave del conocimiento de los procesos que han promovido la actual biodiversidad. Esto
es especialmente vélido para el Neotrépico, dada la extrema complejidad geoldgica, el alto nivel de

diversidad y el endemismo de esta region.

En los trabajos de Hubert & Renno (2006) y Hubert et al. (2007) se han listado las principales

hipétesis reconocidas que intentan explicar la inmensa diversidad neotropical de peces, algunas de
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ellas son:

= La hipétesis de los gradientes sugiere que la especiacién seria causada por los intensos gra-

dientes ambientales (Bleeker, 1977).

= Lahipdtesis de los refugios propone que las fluctuaciones climaticas a lo largo del Pleistoceno
han permitido la desconexion y re-conexion de diversos habitats en funcidn de las variaciones

ligadas a los cambios climaticos de este periodo (Haffer, 1982, 1969, 1997).

= La hipétesis de los rios-refugios sugiere que los refugios del Pleistoceno fueron consolidados
al interior de los rios, dado que en estos ambientes las fluctuaciones climaticas han provocado
cambios que han afectado fuertemente a la biota acudtica (Ayres & Clutton-Brock, 1992;

Haffer, 1997).

= La hipétesis de los rios supone una fragmentacion del bidtopo terrestre luego del estableci-
miento definitivo de la cuenca del Amazonas a fines del Terciario (Patton et al., 1994; Hall &
Harvey, 2002). También estima que los rios de gran envergadura pueden actuar como barreras
para la dispersion de las especies, incluso para organismos acuaticos que presentan habitos

ecoldgicos y/o morfologia particulares.

= La hipdtesis de los museos estipula que la gran diversidad de especies estrictamente de agua
dulce, se ha originado a partir de una fragmentacion alopétrica durante los periodos de alto

nivel del mar, antes de dispersarse a su actual drea de distribucion (Fjeldsa, 1994).

= La hipétesis de disturbio-vicariancia propone que los habitats ecoldégicamente poco aptos

para la vida son la resultante de un enfriamiento climatico (Colinvaux et al., 1996).

= La hipdtesis paleogeografica supone que la formacion de los paleo-arcos elevados durante
el levantamiento de los Andes, han causado fragmentacion de las dreas y especiacion por

vicarianza (Patton & Silva, 1998).

= La hipétesis hidrogeoldgica plantea que las fuerzas que han provocado la diversificacién
fueron los eventos vicariantes de cambios en los cursos de agua ocurridos durante la compleja

historia geomorfoldgica y climdtica del Neotrépico (Montoya-Burgos, 2003).
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Recientemente, junto al Dr. Montoya Burgos, hemos presentado una nueva hipétesis llamada
fluctuaciones del nivel del mar (Cardoso & Montoya-Burgos, 2009) donde se propone que las mo-
dificaciones del clima (por ejemplo, los periodos glaciares e interglaciares) estarian fuertemente
ligadas a las fluctuaciones del nivel del mar y que estas fluctuaciones tendrian un impacto muy im-
portante en la dispersion de los organismos de agua dulce. En Cardoso & Montoya-Burgos (2009),
hemos verificado que los periodos de bajo nivel del mar favorecen las interconexiones entre las
desembocaduras de rios adyacentes, permitiendo asi la dispersion de los peces que habitan esas
zonas. Durante los periodos de alto nivel del mar, las desembocaduras de los rios vecinos quedan
nuevamente desconectadas, impidiendo la dispersién de los organismos adaptados a vivir en agua
dulce. Si los periodos de alto nivel del mar son prolongados, producen aislamiento en las poblacio-
nes generando divergencia. Si el aislamiento es suficientemente extenso en el tiempo, la divergencia

resulta en especiacidn, dando como resultado la presencia de especies hermanas en rios adyacentes.

En la actualidad, por fuera del alcance de esta tesis doctoral, también estamos evaluando una
nueva hipétesis que podria contribuir a explicar la gran diversidad de peces observada en la cuen-
ca del Plata. Estudiando una gran variedad de grupos de peces, verificaremos la hipdtesis llamada
fragmentacién de cuencas (Cardoso et al., 2013b). Esta hipdtesis propone que las variaciones en el
régimen de lluvias permitirian la fragmentacion de las cuencas, fragmentando también a las pobla-
ciones que habitan en ellas. En nuestro pais, hay numerosas cuencas fragmentadas que hoy en dia
no alcanzan el sistema principal de la cuenca del Plata, el ejemplo mds importante lo representa el
sistema de Mar Chiquita en la provincia de Cérdoba, Santiago del Estero y Tucuméan. Evaluando
la estructuracién las poblaciones de peces y el nivel de endemismo de estos dos sistemas, inten-
taremos estimar el impacto que ha generado la fragmentacién de cuencas a lo largo de la historia

hidrogeolégica de la cuenca del Plata.

Para este trabajo de doctorado, se ha desarrollado un modelo para evaluar el impacto de las
ingresiones marinas sobre la diversidad de peces de agua dulce en la cuenca del Plata. Evidencias
geologicas sugieren que la diversificacion de especies en las cuencas de los rios Paraguay y Pa-
rand podria haber surgido a partir de una incursién marina durante el Mioceno (15-5 Ma) (Hernandez
et al., 2005). Como postula la hipétesis de los museos, este prolongado ingreso marino podria ha-
ber provocado el aislamiento de los afluentes de estas cuencas, generando procesos de especiacion

alopétrica simultdneos en los diferentes organismos estrictamente dulceacuicolas que en ella habita-
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ban. Un objetivo puntual de este trabajo es datar mediante la calibracién de marcadores moleculares
la diversificacion de diferentes grupos de peces de agua dulce de la cuenca del Plata. Mediante este
datado se evaluard la hipdtesis segtin la cual el ingreso marino durante el Mioceno ha sido la causa
principal de la diversificacién en esta region.

En todas las hipétesis mencionadas anteriormente se postula que los miltiples eventos de cam-
bios climdticos, hidromorfoldgicos y variaciones del nivel del mar pudieron haber provocado a
través de la especiacion alopatrica la gran diversidad bioldgica, controlando la dispersion de las es-
pecies. Por lo tanto, para entender como surgi6 la actual riqueza de peces neotropicales, es necesario
considerar la compleja historia hidrogeomorfoldgica del continente sudamericano, pero también se
requiere del conocimiento de los organismos en estudio. Datos sobre la filogenia, morfologia, eco-
logia, distribucion en tiempo y en espacio del grupo taxondémico utilizado, son fundamentales para
poder evaluar y formular las hipétesis generales sobre la diversificacion de dicho grupo (Quérouil,

2003).

1.2. Historia hidrogeoldgica de la cuenca del Plata y su implicancia en

la biodiversidad

La cuenca del Plata, con una superficie de 3.200.000 km?, es la segunda cuenca hidrogréfica
mds grande del mundo. Abarca importantes territorios pertenecientes a Argentina, Bolivia, Brasil,
Uruguay y la totalidad del Paraguay (ver Fig. 1.1). Se compone de cuatro grandes sub-cuencas,
las de los rios: Uruguay, Parand, Paraguay, y la propia cuenca del Rio de la Plata. El conjunto
comprende las cuencas de los tributarios andinos de éstos, como el rio Bermejo, el rio Pilcomayo,
y el Salado del norte. En tan enorme extension se pueden encontrar distintos ambientes acudticos
naturales, que van desde los tipicos de agua dulce hasta aquellos en que ésta se mezcla con agua de
mar, formando un ecosistema de estuario, en la desembocadura del Rio de 1a Plata.

Desde el punto de vista biogeografico, Arratia et al. (1983) definieron a la cuenca del Plata
como la provincia Pdrano-platense, y Lépez et al. (2008) la llamaron la zona de Grandes Rios.
Estos autores afirman que es en este territorio donde se encuentra la mayor variedad de ambientes
acuaticos y la mayor cantidad de especies, presentando un gran nimero de endemismos.

Con el objetivo de comprender los procesos que han moldeado la diversidad de peces en el
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Figura 1.1: Territorio abarcado por la cuenca del Plata. En detalle puede verse sus principales afluentes.
Figura tomada de http||:es.wikipedia.org-wiki-CuencadelPlata.
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sistema del Plata, es necesario considerar la compleja historia hidrogeoldgica de esta cuenca y de

sus principales rios (ver un resumen en la Tabla 1.1).

Segtin la reconstruccion de los paleocauces de América del Sur realizada por Lundberg (1998),
durante el comienzo del Cenozoico, el paleocauce del sistema Amazonas-Orinoco fue un gran cuer-
po de agua que corria en direccién norte hacia el Mar Caribe, mientras que el sistema de la cuenca
del Plata tenia sus cabeceras en Chile y Argentina y drenaba también hacia el norte por captura del
proto Amazonas-Orinoco. La division entre estas dos grandes cuencas tuvo lugar con la deforma-
cién Orocline boliviana y el comienzo del levantamiento del Arco Michicola durante el Ordgeno
Incaico (aproximadamente hace 30 Ma) y continué con el levantamiento del muro de Chapare (28-
20 Ma). De este modo el Arco Michicola generd una divisién entre el proto Amazonas-Orinoco
y el Alto Paraguay en el margen oeste del continente Sudamericano. Este evento hidrogeografico
subdividi6é y mezclé la fauna acudtica preexistente dentro de ese gran cuerpo de agua, generando
eventos vicariantes y geodispersion de la poblaciones y especies. Estos procesos deben haber ju-
gado un papel muy importante dentro de la compleja historia de especiacién que ha tenido lugar

dentro y entre las cuencas del Amazonas, Orinoco y del Plata (Montoya-Burgos, 2003).

Posteriormente, los limites entre el paleocauce del Amazonas-Orinoco y del Plata sufrieron un
dltimo e importante desplazamiento. Kennan ef al. (1997) proponen que hace 10 Ma en la region
de la Cordillera Oriental en los Andes, la division entre el sistema del norte (Amazonas) y del sur
(del Plata) estaba a dos grados de latitud més al sur que la actual divisién entre cuencas (véase
una representacién de la zona en la Fig. 1.2). Estos autores sostienen que hace 3,5 Ma con el
levantamiento de los picos montafiosos del norte de la ciudad de Sucre (Bolivia), la cabecera del rio
Pilcomayo (sistema sur) captur6 los afluentes del Alto Rio Grande (sistema norte) y desde entonces,
en la region cercana de Bertanzos (Bolivia) y Sucre se encuentran rios que drenan hacia el sur del
continente formando parte de la cuenca del Plata. Este evento de captura de cabeceras del Amazonas
por parte del Pilcomayo debe haber implicado también captura de los organismos que habitaban
esa region, generando dispersion desde el Amazonas hacia el Pilcomayo. Este hecho concuerda
perfectamente con la distribucién observada de numerosas especies de peces que se encuentran en
la cuenca del rio Paraguay (siendo el Pilcomayo un afluente de ésta) cuyas especies hermanas y
clados mas relacionados son amazénicos. Una lista exhaustiva de especies y grupos de especies que

ejemplifican este tipo de distribucién puede verse en el capitulo 11 de Albert & Reis (2011).
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Figura 1.2: Diagrama de las cabeceras de los sistemas Amazonas y del Plata hace 10 Ma, mostrando
el paleo limite entre las cuencas. Figura tomada de Kennan et al. (1997). El limite actual entre ambas
cuencas se encuentra al norte de la ciudad de Sucre, Bolivia.

Desde el lado este del continente, se sabe que el rio Parand ha sobrellevado numerosas modi-
ficaciones en su curso durante los tiempos geoldgicos. Sin embargo, los dos especialistas en los
paleocauces de la regién mesopotdmica, M. Iriondio y E. Popolizio, no acuerdan sobre las posicio-
nes tomadas por el rio ni sobre los periodos donde se han producido los cambios.

Segin Popolizio (1999), es probable que inicialmente la cuenca del Alto Parand drenara hacia
el norte, pero el levantamiento del Escudo Brasilefio con posterioridad a los derrames basélticos
del Mesozoico, invirtiera la tendencia al descenso y la incorporara como intracratonica. Durante el
Nedgeno se desarroll6 una gigantesca superficie de pediplanacién que se extendia desde el este, en
el macizo brasilefio, con direccién hacia el este y sudoeste. Durante el Mioceno, el Parand desem-
bocé en el mar Paranense que habia ingresado desde el Rio de la Plata y parte de la Mesopotamia.
Posteriormente, a medida que el mar se retiraba, se fue formando un enorme conoide aluvial, cuyos
sedimentos no estin bien determinados.

Hoy en dfa, la cronologia del nacimiento del actual Parana no tiene consenso. Algunos autores
sostienen que el rio se instalé en su curso actual hace 2,5 Ma (Castellanos, 1959; Iriondo & Drago,

1972; Iriondo, 1993; Iriondo et al., 2007). Los datos geoldgicos sugieren, sin embargo, fechas més
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cercanas a 7 Ma (Popolizio, 1972, 1980, 1987, 1999). Segiin Popolizio (1999), el Parand corria
inicialmente a través de los rios Garupd y Tunas en la provincia de Misiones, desembocando en el
rio Uruguay (véase la linea de trazos I en la la Fig. 1.3). El elevamiento del este de la provincia
de Corrientes (Plioceno inferior) ha dado lugar a la depresién del Iberd, ésto modificd la situacion
hidrogréfica y el rio Parand se deslizé hacia los saltos de Apipé entrando a la zona deprimida. Du-
rante el Chapadmalense el Parana fue rotando hacia el oeste y ocupd los valles de los rios Aguapey
y Miriflay para finalmente desembocar en el Uruguay (véase las lineas de trazos Il y IV en la la
Fig. 1.3). Para Castellanos, este ultimo rio giraba hacia el este y se dirigia hacia la laguna de los
Patos (actualmente esta laguna forma parte de los rios costeros del sur de Brasil). A pesar de que
varios autores se han referido a estos antiguos valles (Beurlen, 1970; Bonetto, 1994), que se di-
rigian hacia dicha laguna, Popolizio pensaba que es mds probable que el rio Uruguay ya existiera y
se fuera ensanchando a medida que el Parand desembocaba en €1, cada vez m4s hacia el sur. Iriondo
se refiere a esta conexidn, del Parand con el Uruguay a través del Mirinay, asigndndole una edad
entre los 780.000 y 130.000 afios. Con posterioridad, el Parané logré vencer el resalto estructural,
gir6 hacia el oeste e ingreso6 a la Depresion Iberana formando varios cauces mas o menos paralelos,
continuando por la del Sarandi - Barrancas y desembocando al sur del limite entre Corrientes y
Entre Rios, en el rio Paraguay. Finalmente tomé su posicién actual confluyendo sus aguas con el rio
Paraguay, mds al norte, entre el limite de la provincia de Chaco y Corrientes. Por lo tanto, el rio Pa-
rand corre actualmente con caracteristicas de un rio doble ya que presenta un canal correspondiente

a las aguas del Paraguay y otro al de las suyas, al sur de la confluencia.

En la actualidad, a pesar de la cercania de algunos de sus afluentes, los rios Parand y Uruguay
estdn conectados exclusivamente a través del Rio de la Plata. Sin embargo, Iriondo & Krohling
(2008) aseguran que cuando la laguna Iberd y el rio Gualeguay (cuenca del Parand) superan cierta
cota pueden desbordar hacia el rio Mirifiay y Gualeguaychu respectivamente (cuenca del Uruguay).
La separacion de los rios Parand y Uruguay debe haber implicado también la division de la biota

que en ellos habitaba, conllevando procesos de especiacion a través de eventos vicariantes.

Sobre el margen este del sur de Sudamérica en el territorio brasilefio, se encuentran numerosos
rios costeros que no pertenecen a la cuenca del Plata pero que han tenido una compleja relacién con
dicha cuenca. Ribeiro (2006) describe eventos de capturas de cabeceras de los rios costeros del sur

como un complejo asociado al sistemas de fallas. Estos eventos de capturas son aun més susceptible
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Figura 1.3: Las diferentes posiciones del rio Parana a lo largo de su compleja evolucién. Figura tomada
de Popolizio (1999).

por causas de erosion. A su vez, Albert & Reis (2011) reportaron varios eventos de capturas de
cabeceras ocurridas entre los 28-15 Ma entre estos rios y el Parana. Estos eventos podrian explicar
mediante procesos de geodispersion como fue que se establecié la mayor parte de la distribucion

de los peces que habitan en los rios costeros del sur de Brasil (Roxo et al., 2012).

Por otra parte, durante la segunda mitad del Mioceno, hace 15-5 Ma atras, al menos dos ingre-
siones marinas ocurrieron en la cuenca del Plata a través de distintos corredores paleogeogréficos
(Hernadndez et al., 2005). El primer evento de mdxima inundacién ocurrié hace 15-13 Ma y fue el
resultado de una elevacion de mas de 150 m del nivel del mar (Haq et al., 1987). La Fig. 1.4.A
muestra la extensién ocupada por esta ingresion marina, la cual inundé la mayor parte de la cuenca
del rio Paran4, llegando hasta el arco Michicola. Este arco, elevado durante el Creticico, parece
haber actuado como barrera para esta ingresion. El segundo maximo de inundacién de la ingresion
duré aproximadamente entre 10 a 5 Ma (Hernandez et al., 2005). La Fig. 1.4.B muestra el 4rea
cubierta por esta segunda ingresion, nétese que para la mayor parte del territorio no hay datos dis-
ponibles. Durante este segundo evento de inundacién marina Paranense, el mar Caribe o Amazoénico

también ingreso desde el norte del continente. Hernandez et al. (2005) surgieren que ambas ingre-
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siones marinas no estuvieron en contacto y proponen que los 22°S fue el punto mads al sur de la
ingresién del norte y que los 26°S fue el punto mas norte de la ingresién Paranense. Entre estos los

22°S y 26°S no hay indicios de depdsitos marinos.

Tal como sugiere la hipétesis de los museos (Fjeldsa, 1994) es muy probable que la diversidad
de los organismos estrictamente dulceacuicolas haya sido seriamente modificada debido a estas
ingresiones marinas en la cuenca del Plata. Un objetivo puntual de esta tesis serd entonces evaluar
el impacto de estas ingresiones sobre la diversidad de especies de cuatro géneros de la familia

Loricariidae.

Fjeldsa (1994) propuso que la evolucion de los ecosistemas tropicales puede haber estado
dirigida por un proceso dindmico de diferenciacion localizada en las zonas altas del continente du-
rante las ingresiones marinas, seguido de una acumulacién en las zonas bajas durante los periodos
de niveles bajos del mar. Siguiendo esta hipdtesis, las zonas bajas del continente tropical actian
como museos donde gran nimero de especies se acumulan. Esta hipétesis identifica a las ingre-
siones marinas como el mayor evento vicariante que promueve divergencia. Segin esta hipétesis,
dos predicciones pueden ser esperadas para los peces estrictamente de agua dulce : (i) alto nivel de
endemismo en las dreas emergidas durante el Mioceno y (ii) alto nimero de especies en las zonas

bajas acompafiado con un bajo nivel de endemismo.

Hubert & Renno (2006) encuentran en la regiéon Neotropical once dreas de endemismo y para
explicar la diversidad dentro de cada una de ellas proponen a las ingresiones marinas como la
fuerza més importante de diversificaciéon. Una de las dreas de endemismo que estos autores definen
estd compuesta por la cuenca de los rios Parand y Paraguay. Dentro de esta 4rea debe haber existido
uno o varios refugios donde las especies se resguardaron durante las ingresiones marinas. Lundberg
et al. (1998) basados en evidencias geoldgicas, argumentan que la diversidad dentro de la cuenca
Parana-Paraguay procede del Mioceno, sin embargo, el tiempo de diversificacion de las especies

dentro de estas cuencas es aun incierto.

Por otro lado, dentro del cuenca del Plata, Lépez & Miquelarena (2005) comentan que el ende-
mismo a nivel especifico de Argentina se distribuye principalmente en la Provincia Parano-Platense,
en el eje que une al rio Parand y el Rio de la Plata y sus dreas de influencia. Estos autores agre-
gan que el mayor nimero de estas especies han sido descriptas para cursos interiores del territorio

misionero. Posteriormente, Lopez et al. (2008), estudian los regiones biogeograficas de Argentina
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Tabla 1.1: Resumen de los cambios documentados en la hidrogeologia de la cuenca del Plata.

Evento hidrogeolégico Fecha Referencia

1. Divisién entre el proto Amazonas-Orinoco y la  30-20 Ma Lundberg (1998)
cuenca del Plata

2. Captura de cabeceras entre el Parand y los rios cos-  28-15 Ma Albert & Reis (2011)
teros del sur

3. Primer méximo de ingresién marina del Mioceno 15-13 Ma Hernandez et al. (2005)
en la cuenca del Plata

4. Segundo maximo de ingresiéon marina del Mioceno  10-5 Ma Hernandez et al. (2005)
en la cuenca del Plata

5. Separacidn de los rios Parand y Uruguay 7-2,5 Ma Numerosas citas, ver texto

6. Captura de cabeceras del Rio Grande por parte del  3,5+/-0,2Ma  Kennan et al. (1997)
Pilcomayo

a partir de los datos de los peces de agua dulce. En este trabajo los autores definen la region de
los Grandes Rios al conjunto de todos los componentes de la cuenca del Plata, siendo las tnicas
excepciones los rios Carcarafid y Salado del norte (provincia de Santiago del Estero) que, junto a

los rios del sistema endorreico de Mar Chiquita, pertenecen a lo que denominan region pampeana.

1.3. La familia Loricariidae

A fin de responder a las preguntas sobre la diversificacién de las especies y la biogeografia
de los peces de agua dulce en la cuenca del Plata, elegimos estudiar cuatro géneros (Hypostomus,
Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus) de la familia Loricariidae, una de las familias m4s di-
versificadas de peces continentales tanto en niimero de especies como en adaptaciones ecoldgicas.
Los Loricariidos son exclusivamente neotropicales y cuentan con mds de 800 especies vélidas, esto
los convierte en la familia més grande dentro de los Siluriformes (Ferraris, 2007). Nuevas especies
son descritas regularmente cada afio, reflejando de esta manera la gran biodiversidad de la regién
Neotropical.

Los miembros de la familia Loricariidae tienen el cuerpo cubierto por placas éseas y una boca
que ha sido modificada en forma de ventosa (véase algunas especies en la Fig. 1.5). Llevan las aletas
y el cuerpo parcial o totalmente cubiertos por espinas llamadas odontodes. Estos odontodes pueden
estar muy desarrollados en los machos de algunas especies generando de este modo un gran dimor-
fismo sexual. Generalmente estan desprovistos de aletas adiposas o poseen solo una, representada

mediante un proceso §seo y una membrana. Sus hébitos alimenticios estadn basados sobre detritos,
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Figura 1.4: Territorio abarcado por las ingresiones marinas durante el Mioceno. A: hace 13-15 Ma. B:
10-5 Ma. Figura modificada de Hernandez et al. (2005)

algas, moluscos y larvas de diferentes invertebrados. Los Loricariidos son principalmente peces de
fondo que viven en arroyos y rios de corriente rapida con fondo rocoso o en ambientes Iénticos de
fondo fangoso.

Hoy en dia, la familia Loricariidae esta dividida en siete subfamilias: Lithogeninae (con un
género y tres especies), Loricariinae (con 30 géneros y alrededor de 220 especies), Hypoptopoma-
tinae (con 13 géneros y aproximadamente 100 especies), Neoplecostominae (con 5 géneros y 39
especies), Otothyrinae (con 10 géneros), Delturinae (con 2 géneros y 7 especies) e Hypostominae
(con més de 40 géneros y 400 especies) (Chiachio et al., 2008; Cramer et al., 2011).

Dos de los géneros estudiados en esta tesis (Hypostomus 'y Ancistrus) pertenecen a la subfamilia
Hypostominae. Esta subfamilia esta dividida a su vez en cinco tribus: Hypostomini, Corymbophani-
ni, Pterygoplichthini, Rhinelepini y Ancistrini (Armbruster, 2004). Siguiendo a Armbruster (2004)
Hypostominae es diagnosticada por una Unica caracteristica: el 16bulo inferior de la placa hipural
es tan largo como el 16bulo superior. Sin embargo, otras caracteristicas también son consideradas
como sinapomorfias para los Hypostomus: un largo proceso accesorio en el primer ceratobranquial,

una pequefia placa anal, un espinelet en forma de V"’ y un puente postero-ventral en el basipterigio.
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Figura 1.5: Algunos representantes de la familia Loricariidae. Varias de estas fotos fueron tomadas por
F. Brancolini.

Los otros dos géneros estudiados en este trabajo (Loricariichthys y Rineloricaria) son miembros
de la subfamilia Loricariinae. Esta subfamilia esta dividida en dos tribus: Harttiini y Loricariini.
Segun Covain et al. (2008), los miembros de esta subfamilia se retinen por presentar un pedinculo
caudal largo y comprimido y por no tener aleta adiposa. Ademads, exhiben una gran variacién en la
forma del cuerpo, la morfologia de los labios y la denticién.

En este trabajo doctoral, estos cuatro géneros han sido estudiados a partir de herramientas mo-

leculares con el objetivo de conocer su diversidad, filogenia y biogeografia histdrica.

1.4. Herramientas moleculares aplicadas al estudio de la diversidad y

la biogeografia

Los andlisis basados en marcadores moleculares, mitocondriales y nucleares, son frecuentemen-
te muy usados para responder cuestiones taxonémicas. El hecho que el ADN mitocondrial (mtADN)
no sufre recombinacioén y que, al menos en animales, evoluciona mas rapido que el ADN nuclear,
hace que el mtADN sea una herramienta extremadamente importante en los estudios de genética
de poblaciones, filogenias moleculares y sistemadtica (Pages & Holmes, 1998). Sin embargo, nume-
rosos estudios sugieren que los arboles basados en mtADN son frecuentemente incongruentes con
los drboles basados en datos morfoldgicos, citolégicos o en marcadores nucleares. Esto se debe a
la introgresion del mtADN via eventos de hibridacién y resulta de la combinacién de herencia ma-
terna a diferentes tasas de evolucidn (véase una discusion en Arnold et al., 1999). Por esta razon,

generalmente se recomienda incluir uno o mds marcadores nucleares para investigar la historia evo-
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lutiva de complejos de especies recientemente divergentes (Kawakami et al., 2007). La eleccion del
marcador debe estar en concordancia con el nivel del problema taxonémico a resolver porque cada
marcador molecular evoluciona a diferente tasa de evolucién. En este estudio, la diversidad y las
relaciones filogenéticas de los cuatro géneros estudiados fueron analizados usando la regién control
(D-loop) y la citocromo C oxidasa subunidad I (COI), dos marcadores mitocondriales, pero también
se han utilizado varios marcadores nucleares tales como CDC27, RAG11, HODZ3 y F-reticulon-4,
dependiendo del género en estudio.

En los tdltimos tiempos, estos andlisis moleculares, ademds de ser utilizados en sistemadtica y
para resolver la filogenia de los taxones, han sido ampliamente utilizados para abordar estudios
biogeograficos, sobre todo en los temas relacionados a la biogeografia histérica. Esta rama de la
biologia, se enfoca en las relaciones que existen entre la distribucién de la vida y el tiempo, bus-
cando cémo se fueron sucediendo las distribuciones de las especies hasta su estado actual. La bio-
geografia, evalia de este modo los procesos de especiacion, dispersion, extincion de los linajes y
los clados. Los datos moleculares de las especies han revolucionado los estudios biogeograficos,
permitiendo integrar datos filogenéticos, tiempo y espacio. La disciplina que mds ha crecido re-
cientemente dentro de la biogeografia ha sido la filogeografia (Posadas ef al., 2013), la cual estudia
la distribucién geogréfica de la diversidad genética dentro de una especie o un complejo de espe-
cies. Sin embargo, frecuentemente se utilizan las filogenias moleculares para resolver cuestiones
biogeograficas, tal es el caso de este estudio. Una de las ventajas de los datos moleculares para este
tipo de trabajos, es la posibilidad de estimar las edades de divergencia entre los clados (mediante
relojes moleculares). Las fechas absolutas de divergencia entre linajes permite a los investigadores
inferir los efectos de los cambios climaticos y geoldgicos del pasado en el patrén de especiacion
y en la dispersion de los organismos (Riddle et al., 2008). Cuando un investigador observa que
los tiempos estimados de divergencia de un cierto clado correlaciona con un evento geoldgico o
climatico conocido, el investigador esta tentado de postular causalidad. No obstante, correlacién no
implica causa. Las correlaciones entre edades de divergencia y condiciones geoldgicas deben ser
interpretadas como hipoétesis tentativas, que deben ser sujetas a futuras evaluaciones con material y

datos adicionales.



CAPITULO 2

Materiales y métodos

2.1. Muestreos y material examinado

La mayor parte del material utilizado en esta tesis fue colectado mediante numerosos viajes de
campaiia. Algunos de estos viajes han sido financiados por el subsidio IBOL-CONICET vy por el
Dr. Montoya-Burgos de la Universidad de Ginebra. Otras muestras, fueron obtenidas gracias a la
colaboracion y el intercambio de material con otras instituciones e investigadores tanto nacionales
como extranjeros.

Los especimenes obtenidos durante las campafias, se rotularon e identificaron individualmente.
Una pequeiia cantidad de tejido (aleta o misculo) fue preservada en etanol 96 %. Los ejemplares
testigos fueron rotulados, fijados en formalina y posteriormente preservados en alcohol. Luego han
sido depositados en las colecciones del Museo de Ciencias Naturales de La Plata (MLP) o en el
Instituto de Limnologia R. Ringuelet (ILPLA) o en el Museo Argentino de Ciencias Naturales
Bernardino Rivadavia (MACN) o en la Fundacidon Felix de Azara. A partir de las muestras y tejidos
colectados se realizaron los estudios moleculares que se detallan a continuacién. Los ejemplares
voucher depositados en las colecciones fueron utilizados para la determinacién de las especies,
asi como también para la descripcion de nuevos taxones.

Una lista exhaustiva de todo el material utilizado se encuentra en el apéndice A. All{ se pueden
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ver los datos de la localizacién geografica, determinacion, coleccidon donde esta depositada cada

muestra y el nimero de acceso al Genbank si hay secuencias publicadas del ejemplar.

2.2. Técnicas moleculares

2.2.1. Extraccion de ADN

La extraccién de ADN de los tejidos preservados en alcohol se realizé mediante el protocolo
descrito por Aljanabi & Martinez (1997) (protocolo completo puede verse en el apéndice B.1). Esta
técnica produce una extraccion rdpida del ADN total (mitocondrial y nuclear) a partir de un tejido
de menos 25 mg. La calidad y la cantidad de ADN extraido se verificé6 mediante electroforesis (ver

mads adelante), luego el extracto se conservé a —20°C para futuros andlisis genéticos.

2.2.2. Marcadores moleculares

Para este estudio se utilizaron diversos marcadores moleculares, tanto mitocondriales como
nucleares. Uno de los marcadores mas utilizados en los dltimos tiempos es la Regién Control o
D-loop porque es el marcador que presenta la mayor variabilidad del genoma mitocondrial. Para
los loricaridos, el D-loop estd caracterizado por la presencia de repeticiones mini-satélites en la
region 5’ y por micro-satélites en la regiéon 3’ (Montoya-Burgos et al., 2002). Estas repeticiones
causan importantes problemas técnicos en la amplificacién por PCR y en la secuenciacién (ver mas
adelante). Es por ello que en este trabajo solo la regién central del D-loop, de aproximadamente 600
bp, fue amplificada y secuenciada para el género Hypostomus. Este marcador ademads de ser parte
de los andlisis filogenéticos de este género fue utilizado para evaluar la diversidad de especies.

Otro marcador mitocondrial utilizado en este trabajo de tesis fue la Citocromo ¢ oxidasa subuni-
dad I o COI. Este marcador es utilizado por el DNABarcoding para la identificacion de las especies.
La COI presenta menor variabilidad intraespecifica que el D-loop, pero permite obtener una buena
determinacién de la mayoria de las especies de vertebrados gracias a su alta variacidon interes-
pecifica. Este gen se amplificé y secuenci6 para los cuatro géneros en estudio. Hoy en dia hay a
disposicién miles de secuencias de COI para una gran variedad de grupos taxonémicos de todo el
mundo. Es por ello que fue posible utilizar muchas secuencias depositadas en el Genbank o en la

plataforma del Barcoding para el estudio de los cuatro géneros de interés.
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El primer marcador nuclear utilizado para nuestros andlisis filogenéticos fue el F-reticulon-4 o
FRTNA4. Este gen codifica una proteina receptora de membrana presente en las células del sistema
nervioso, regulando de este modo el crecimiento, la regeneracion y la plasticidad del axén (Yang
& Strittmatter, 2007; Klinger ef al., 2004). E1 FRTN4 fue amplificado para los géneros Ancistrus
(1200bp), Loricariichthys (2500bp) y Rineloricaria (2500bp). Para los Hypostomus se amplificé el
FRTN4, pero con las primeras secuencias obtenidas, se observé que este gen presentaba grandes
deleciones e inserciones asociadas a mutaciones puntuales, las cuales no reflejaban la historia evo-
lutiva del género. Es por ello que para el género Hypostomus se decidid utilizar otros marcadores
nucleares que se detallan a continuacién.

El gen CDC27 codifica una proteina que actiia en la anafase del ciclo de division celular. Esta
proteina esta compuesta por ocho subunidades y es altamente conservada en células eucariotas. En
este trabajo para el género Hypostomus se ha amplificado una fraccién de 1128 bp correspondientes
a un intrén de este gen.

El gen RAGI1 es parte de los genes activadores de recombinacion, conocidos por sus siglas en
inglés de recombination activating gene (RAG1). Estos genes codifican enzimas que llevan a cabo
un importante papel en la reordenacién y recombinacién de los genes de la inmunoglobulina y el
receptor de linfocitos T durante el proceso de recombinacién. Aqui se ha amplificado para el género
Hypostomus la primera fraccion de este gen, obteniendo aproximadamente 1340 bp.

Finalmente, el gen Hodz3 (homdlogo odz3 para Hypostomus) codifica una proteina trans-
membrana que se expresa en las neuronas. Una fraccion de 1060 bp del gen Hodz3 fue utilizada

para el género Hypostomus.

2.2.3. Amplificacion por PCR

La reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR) es un método para amplificar segmentos de ADN
especificos (ver el protocolo completo en el apéndice B.2). En este trabajo, se ha utilizado la PCR
para amplificar los marcadores moleculares descriptos més arriba. El método de PCR requiere un
ambiente quimico especifico para que Tag-DNApolymerasa (extraida de Thermus aquaticus) copie
un region del ADN: dos primers especificos (directo y reverso), dNTP y una solucién buffer. La
replicaciéon es exponencial dado que la PCR opera en ciclos amplificando en cada ciclo el ADN

previamente replicado. Cada ciclo involucra tres etapas: desnaturalizacién (a 94°C), unién de los
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primers (a 50°C - 59°C) y elongacién (a 72°C). Las PCRs fueron realizadas en un volumen total de
25 ul . Los primers utilizados para cada marcador y para cada género en estudio estdn detallados
en el apéndice B.2.

Los primers utilizados para el marcador CDC27 fueron disefiados exclusivamente a lo largo
de este estudio. Para cada uno de ellos se debi6 elegir un fragmento de 18-25 bp en una regién
conservada del marcador con una composicion de bases de 50 % G+ C. Se ha intentado siempre que

los primers terminen con dos o tres bases G y/o C para incrementar la eficiencia de la amplificacion.

2.2.4. Electroforesis

Los geles de agarosa fueron usados mediante electroforesis para analizar los resultados de la
extraccion de ADN y los productos de PCR. La electroforesis consiste en sembrar 2-5u1 de producto
y 4 ul de un marcador molecular (por ejemplo 100 bp DNA ladder invitrogen) en un gel de agarosa
al 1,5% (el protocolo completo se puede ver en el apéndice B.3). Luego se genera una corriente
eléctrica a fin de que las moléculas cargadas migren. La velocidad de migracion depende del tamaiio
de cada molécula. Esta técnica se utiliza para conocer la cantidad, la calidad y el tamafio molecular

del producto que se estd analizando.

2.2.5. Secuenciado

La totalidad de los productos amplificados por PCR fueron secuenciados en Macrogen Inc.
Corea del Sur. Esta compania purifica y realiza la reacciéon de secuenciado a partir de 10 ul del
producto PCR. Ademas del producto PCR es necesario enviarle los primers especificos correspon-
dientes a cada marcador molecular. En todos los casos, se secuenciaron ambas cadenas del ADN
(forward y reverse). Cuando el marcador superaba las 1000 bp, se realizé ademads una tercera reac-
cion de secuenciado a partir de un primer interno del fragmento. Los datos de secuenciado y los

cromatogramas son enviados por e-mail y guardados en formato FASTA y ABI respectivamente.

2.3. Analisis filogenéticos

Para cada marcador y para cada género, las secuencias obtenidas fueron manualmente alineadas

usando BioEdit version 7.0.1 (Hall, 1999). Este programa permite una buena visualizacién de los
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cromatogramas y la obtencién de secuencias consenso. El alineamiento es una etapa crucial para
los analisis filogenéticos porque es el paso donde se define la homologia de los sitios. El objetivo es
asegurar que cada sitio elegido sea homdlogo, es decir, que fue adquirido desde un ancestro comuin
y que contiene informacién filogenética relevante.

A cada conjunto de datos ademds de las secuencias correspondientes al grupo en estudio, se le
agregaron varias secuencias de otros géneros que fueron utilizadas como outgroup para el enraiza-

miento de los arboles filogenéticos.

2.3.1. Modelos de evolucion

Un simple conteo del ndmero de las diferencias entre dos secuencias de ADN puede llevar a
cabo una subestimacion de las distancias genéticas entre dichas secuencias. Es por ello que en los
ultimos afios, se han desarrollado varios modelos para interpretar estas diferencias y convertirlas
en medidas que reflejen la verdadera distancia evolutiva entre secuencias. Usando estos modelos
es posible estimar el nimero de eventos mutacionales no vistos o detectados en un simple conteo.
Muchos de estos modelos fueron propuestos diferenciandose entre si por el tipo de supuestos acerca
de la naturaleza de los procesos evolutivos involucrados. Algunos de los principales modelos son

los siguientes:

= El modelo Jukes-Cantor (JC) es el més simple. Asume que las cuatro bases tienen igual
frecuencia y que todas las sustituciones son igualmente probables. El modelo contiene un
solo pardmetro, o, que es la probabilidad de sustitucion por unidad de tiempo, la cual es

constante.

= El modelo Kimura (K-2P). Contiene dos pardmetros. Asume que las cuatro bases tienen igual

frecuencia, pero las transiciones o no son igualmente probables que las transversiones f3.

= El modelo Felsenstein (F81). Contiene cinco pardmetros. Asume una variacién en la com-
posicion de bases, es decir, que cada nucledtido tiene diferente frecuencia (w(A) # w(C) #

7(G) # m(T)). Sin embargo, las transiciones y las transversiones son igualmente probables

(o= ).

= El modelo Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85). Tiene seis pardmetros. Asume que las transi-

ciones y las transversiones ocurren a tasas diferentes (@ # ) y que las bases tienen diferentes
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frecuencias (n(A) # n(C) # n(G) # n(T)).

» El modelo General Time Reversible (GTR). Tiene diez pardmetros. Asume que cada nu-
cleétido tiene diferente frecuencia y que cada tipo de las seis posibles sustituciones tiene una

probabilidad especifica.

El programa MrAIC.pl (Nylander, 2004) fue empleado para seleccionar el modelo que mejor se
ajustaba a cada set de datos. MrAIC.pl es un Perl script usado para computar el Akaike Information
Criterion (AIC), el corrected Akaike Information Criterion (AICc), el Bayesian Information Crite-
rion (BIC) y el Akaike weights. Por defecto este programa verifica 24 modelos diferentes usando
PHYML (Guindon & Gascuel, 2003) y les asigna distintos valores de verosimilitud. Ademas exis-
ten dos factores adicionales que son estimados por el programa, uno de ellos es proporcién de sitios
invariantes (I) y el otro la distribucién Gamma (G). Esta dltima es usada para corregir las variacio-
nes de sustituciones entre los diferentes sitios. MrAIC.pl también sugiere si uno o ambos factores
deben tenerse en cuenta a la hora de procesar los datos. El programa Treefinder (Jobb et al., 2004)
también fue utilizado para buscar el mejor modelo de cada conjunto de datos. En el caso de datos
compuestos por multiples marcadores moleculares, Treefinder proporciona para cada particion el
modelo que mejor se ajusta a cada fraccion del alineamiento.

El modelo K-2P, es el modelo frecuentemente utilizado para calcular las distancias genéticas
interespecificas, especialmente cuando se analizan los limites taxonémicos de las especies basados
en el marcador mitocondrial COI, tal como propone el consorcio Barcoding. En este trabajo, para el
género Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus se ha calculado las distancias genéticas entre los
diferentes linajes o especies basandose en el marcador COI. Para ello se ha utilizado el programa
Dnadist del paquete Phylip 3.69 (Felsenstein, 1989) y se ha asumido el modelo de evoluciéon K-2P.
Segun la literatura, cuando se encuentra 3% o mds de divergencia entre dos especies del mismo
género de peces se las considera como diferentes especies o linajes (Ward, 2009). Para llevar a
cabo la matriz de distancias genéticas entre diferentes especies del mismo género se ha utilizado
el segmento del gen mitocondrial COI (650 bp) empleado en el consorcio internacional del Barco-
ding. Visitando la pagina web www.boldsystems . org pueden verse las diferentes maneras de
calcular la diversidad de un grupo de organismos a partir de los datos brindados por el marcador

COL
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2.3.2. Meétodos para inferir filogenias

Los métodos cominmente utilizados para inferir filogenias incluyen la parsimonia, la maxi-
ma verosimilitud y la inferencia bayesiana. También existen métodos basados en distancia para la
construccion de drboles, donde se asume un método aglomerativo basado en el principio de minima
evolucién entre dos secuencias. Estos métodos dependen de modelos matematicos que describen la
evolucion de los caracteres de las especies y son usualmente empleados para filogenias moleculares
basadas tanto en dcidos nucleicos como en amino 4cidos. En este trabajo, luego de definir el modelo
de evolucidn, se utilizaron tres métodos diferentes para la reconstruccion de la historia evolutiva de
los géneros en estudio: maxima verosimilitud (MV), inferencia bayesiana (IB), asi como también

Maxima Parsimonia (MP).

Maxima verosimilitud (MV)

El método de MV busca el drbol més probable a partir de un conjunto de datos basados en
diferentes hipétesis evolutivas y de un dado modelo de evolucién. Solo la hipdtesis con maxima
verosimilitud es tomada. Este método es fiable y es poco sensible al artefacto de atraccién de ramas
largas (Felsentein, 1985). Desafortunadamente, el método MV es muy lento dado que requiere un
gran poder de célculo computacional. En este trabajo, dos andlisis MV fueron hechos: un primer
arbol se generd en el programa PHYML (Guindon & Gascuel, 2003) de manera local. PHYML
construye filogenias a partir de datos de ADN y proteinas. El andlisis puede ser llevado a cabo
asumiendo diferentes modelos de evolucién (algunos de ellos fueron mencionados en 2.3.1). El
segundo andlisis de MV realizado fue efectuado en el programa Treefinder (Jobb ef al., 2004). Este
programa infiere grandes drboles por MV bajo una variedad de modelos de evolucién. Acepta tanto
datos de ADN como de amino 4cidos y toma en cuenta las tasas de heterogeneidad. Todos los
pardmetros son estimados de los datos. Con este programa se realizé un andlisis filogenético con
valores de bootstrap. Este es el método mds utilizado para evaluar la confianza de las relaciones
inferidas dentro de los arboles filogenéticos. La robustez de los resultados fue estimada a partir
de bootstrap no paramétricos siguiendo la metodologia de Felsentein (1985). En este andlisis los
soporte de bootstrap para cada una de las ramas del arbol fue obtenida usando 1000 réplicas. Este
ultimo analisis con soporte de ramas fue corrido en el sitio web del Bioportal (ver mas adelante)

dado que requiere gran poder de célculo.
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Inferencia Bayesiana (IB)

La IB esta basada en el concepto de probabilidad posterior (PP) de la distribucién de un arbol.
Se define como la probabilidad de que una determinada hipédtesis sea correcta conociendo el modelo
de evolucién y un conjunto de datos observados. Esta PP de distribucion de drboles no puede ser
calculada analiticamente. Es por ello que se utiliza una simulacién técnica llamada cadena de Monte
Carlo Markov (mcmc) para tener una aproximacion de la PP. La IB es un método répido, pero tiene
tendencia a sobrestimar la fiabilidad de los nodos internos de los arboles. Los anélisis de IB fueron
realizados en el programa MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck,
2003) en el sitio web de Bioportal (ver més adelante). La corrida se realizo utilizando cuatro cadenas
simultdneas (tres calientes y una fria) para 20.000.000 de generaciones con un espacio de muestreo
cada 100 generaciones. Luego de evaluar el marcador de verosimilitud, el 25 % de las generaciones
fueron descartadas. El resto de los drboles obtenidos se utilizaron para calcular el drbol consenso

final.

Maxima Pasimonia (MP)

Baésicamente, el concepto de Maxima Parsimonia sostiene que ante dos hipdtesis evolutivas es
mds probable que sea cierta aquella que implique menos cambios evolutivos. La Mé4xima Parsi-
monia utilizada por la corriente cladistica consiste basicamente en buscar los arboles evolutivos
mads cortos posibles. El anélisis cladistico consiste en una busqueda, basada en la parsimonia, para
una clasificacién jerdrquica de las unidades terminales que han sido determinados con una serie de
atributos. Como es un método estrictamente numérico no hay requerimientos de un modelo que
relacione estos arboles con un proceso bioldgico, como reproduccion o descendencia. En este tra-
bajo se ha usado el programa TNT 1.1 (Gologoff et al., 2008) para inferir las filogenias segtin
MP. Se realizé una biisqueda tradicional usando TBR con 1000 secuencias al azar adicionadas. Con
los drboles obtenidos se gener6 un drbol de consenso estricto y en €l se calcularon las frecuencias

absolutas de los valores de soporte Jackknife con 1000 réplicas.

Analisis a partir de multiples genes

Frecuentemente, las relaciones entre las especies estdn poco resueltas cuando se reconstruye

una filogenia a partir de un solo marcador molecular. Una manera muy util de afrontar esta difi-
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cultad es aumentar el conjunto de datos agrupando la informacién contenida de diferentes genes.
Los éarboles filogenéticos reconstruidos a partir de multiples genes pueden obtenerse fundamental-
mente de dos formas. Una es concatenar en un super alineamiento las secuencias de cada gen, que
luego es analizado para generar un tnico arbol que defina las relaciones de las especies. La otra es
inferir la filogenia de cada gen separadamente para luego realizar un 4rbol consenso de todos los
arboles obtenidos. Para este trabajo, se ha utilizado un super alineamiento de miltiples genes para
obtener la filogenia més robusta de las especies. En todos estos andlisis los datos fueron particio-
nados indicando donde empezaba y terminaba cada gen a fin de mantener el modelo de evolucién
correspondiente de cada marcador, las tasas y la composicion de cada cardcter sobre cada conjunto
de datos. Los super alineamientos fueron analizados mediante MV, IB y MP usando los programas
Treefinder, Mr Bayes y TNT, respectivamente.

Para el género Hypostomus se concatenaron los marcadores D-loop, COI, CDC27, RAG11 y
HODZ3. Mientras que para los géneros Loricariichthys y Rineloricaria solamente se unificaron los

genes COIl y FRTN4.

Bioportal

El sitio web de Bioportal de la Universidad de Oslo (http://www.bioportal.uio.no)
fue inicialmente desarrollado como una plataforma de servicio on-line para andlisis filogenéticos.
Actualmente, ha ampliado sus objetivos y permite realizar también andlisis de genética de pobla-
ciones y una gran variedad de andlisis de secuencias a través de multiples programas. Este servicio,
gracias a un cluster de computadoras muy poderoso, permite correr andlisis que de manera local
tardarian muchas horas o incluso dias. Los resultados que genera el sitio Bioportal son descargados

en formatos Zip.

Test de topologias

Muy a menudo, las diferentes metodologias para las reconstrucciones filogenéticas presentan
resultados diferentes. Esto se debe a las diferencias en los algoritmos y supuestos que cada método
implementa. Entonces, vale preguntarse cudles de las topologias obtenidas es la que mejor se ajusta
a los datos. Para establecer si un determinado conjunto de datos soporta significativamente mas una

topologia que otra, existen los tests de topologias. Para realizar este test se utiliz6 el programa Tree-
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finder (Jobb et al., 2004), incorporando al andlisis el alineamiento del gen en cuestidn, el modelo
de evolucion y las topologias a evaluar. En los casos de andlisis de multiples genes, ademads, se

indicé la particién de los datos y los modelos de evolucién para cada seccién.

2.4. Tiempos de divergencia y analisis biogeograficos

2.4.1. Filogenias y rangos de distribucion

La biogeografia histérica comtinmente utiliza las relaciones filogenéticas o las filogenias de
las especies para inferir su historia biogeografica. Es importante considerar que los cladogramas
representan s6lo una hipétesis de las relaciones bioldgicas de un grupo y no necesariamente la
verdadera historia evolutiva de los organismos. Si una primera hipdtesis es contrastada con nueva
evidencia, es posible que la topologia previa de la filogenia pueda cambiar, en consecuencia, estos
cambios pueden afectar a los andlisis biogeograficos realizados a partir de ella.

Todos los andlisis realizados para abordar el estudio de la biogeografia de los taxones en estu-
dio, se basaron en las informacion filogenética obtenida segiin los andlisis detallados anteriormente.
Para analizar al género Hypostomus desde un punto de vista biogeogréfico se ha utilizado la filo-
genia molecular basada en los cinco genes concatenados, dado que es este drbol el que presenta la
mayor evidencia para este grupo de peces. Para los géneros Loricariichthys, Rineloricaria y An-
cistrus, se ha tomado solamente la informacién que brindan los 4rboles basados en COI, dado que
es en estos andlisis donde podemos observar la mayor cantidad de especies. Cabe aclarar que el
andlisis biogeografico para estos tres dltimos géneros es simplemente un avance exploratorio, los
resultados obtenidos deben ser interpretados como preliminares y deberfan ser verificados a partir
de otros estudios (agregando, por ejemplo, mayor nimeros de genes estudiados e incorporando mas
especies).

Se han tomados las 4reas de distribucion de cada una de las especies para los cuatros géneros
de Loricariidos estudiados. Para la realizacion de los andlisis biogeograficos cada una de estas se ha
codificado con una letra. Con el objetivo de analizar con mayor énfasis la historia evolutiva dentro
de la cuenca del Plata, se ha optado por separar las tres regiones diferentes del rio Paran4, definiendo
de este modo al Alto Parana, Medio Parand y Bajo Parand. Asimismo se han tomado por separado

los rios Uruguay, Paraguay y el Rio de la Plata.
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Los outgroups para cada andlisis se han considerado como distribuidos en la cuenca del Ama-
zonas. Segtin numerosos estudios la diversidad de organismos de agua dulce neotropicales derivan
de ancestros originarios de la cuenca del Amazonas (Renno et al., 1990; Hubert & Renno, 2006;

Hubert et al., 2007).

2.4.2. Calibracion del reloj molecular

El reloj molecular es una técnica para datar la divergencia de dos taxones [véase una revision
sobre el tema en Bromham & D.Penny (2003)]. Deduce el tiempo pasado a partir del nimero de
diferencias entre dos secuencias de ADN. La técnica del reloj molecular es una herramienta impor-
tante en la sistematica molecular. El conocimiento de la tasa aproximada de evolucién molecular
en ciertos grupos de linajes facilita el establecimiento de fechas de eventos filogenéticos no do-
cumentados en el registro fésil, como la divergencia de taxones vivos y la formacién del arbol
filogenético.

En este trabajo, se ha implementado el punto de calibracién utilizado en Montoya-Burgos
(2003), el cual consiste en el siguiente razonamiento: la filogenia de Hypostomus muestra que H.
hondae, distribuido solamente en el lago Maracaibo y en la cuenca del rio Magdalena, es la es-
pecie hermana de H. plecostomoides, la cual habita solamente la cuenca de rio Orinoco y algunas
localidades del Alto Amazonas. Dado que estos patrones de distribucion concuerdan con el evento
de vicariancia que separd el lago Maracaibo del sistema del Amazonas y del Orinoco hace 8§ Ma
(Lundberg, 1998), es razonable atribuirle esta edad al evento de especiacién que ha diferenciado a
H. hondae y H. plecostomoides. Siguiendo esta misma ldgica, se han incorporado tres secuencias
del géneros Ancistrus dentro de los andlisis de tiempos de divergencia. Dos de estas secuencias
corresponden a la especie A. triradiatus. Esta especie estd distribuida tanto en el lago Maracaibo
como en de la cuenca del Orinoco. Una de las secuencias pertenece a un ejemplar proveniente del
lago Maracaibo (Anc42.6) mientras que la otra pertenece a un ejemplar colectado en la cuenca del
Orinoco. A la divergencia observada dentro de los dos ejemplares de A. triradiatus se le ha asignado
la edad de 8 Ma, como en el caso de H. hondae y H. plecostomoides. Este evento geoldgico ha sido
usado para calibrar varias filogenias de peces neotropicales, dos ejemplos se pueden ver en Lovejoy
& Aratjo (2000) y en Sivasundar et al. (2001).

Segtin el trabajo de Kennan et al. (1997), Gltimos eventos de captura de cabeceras del Rio Gran-
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de (Amazonas) por parte del Pilcomayo (cuenca del Plata) datan de 3,5 +/- 0,2 Ma . En nuestros
resultados filogenéticos hemos visto que varias especies, linajes o individuos provenientes de cada
una de estas cuencas, demuestran una estrecha relacion. Por ejemplo, la especie Hypostomus for-
mosae, distribuida en el rio Paraguay (incluyendo el rio Pilcomayo), es la especie hermana de H.
plecostomus, la cual se encuentra en la region de los rios de las Guyanas. Rineloricaria lanceo-
lata, es una especie que ha mostrado estar presente tanto en la cuenca del Amazonas como en la
cuenca del Plata. Dado que estos patrones de distribucién concuerdan con el evento de captura de
cabeceras, les hemos asignado a estos nodos una divergencia de 3,5 +/- 0,2 Ma. En el caso de los
Hypostomus esta edad corresponde a un evento de especiacion, mientras que en R. lanceolata es

simplemente una fecha de divergencia intraespecifica.

Los métodos de relojes moleculares relajados para estimar los tiempos de divergencia son utili-
zados cuando se asume que la tasa de mutacién no es constante. Con el fin de verificar que nuestros
datos no poseen tasas de mutacion constantes, se ha utilizado los test de log-likelihood ratio (LRT)
(Felsenstein, 1981). Este test consiste en hacer dos corridas de reconstrucciones filogenéticas ba-
sadas en maxima verosimilitud con el mismo set de datos. La primera corrida se realiza con un
programa de méxima verosimilitud comun. La segunda corrida se realiza con un programa que asu-
me que todas las terminales del arbol son equidistantes, en largo de ramas, a la raiz de dicho arbol.
Si las topologias de los arboles obtenidas son las mismas, entonces es legitimo comparar los valores
de los logaritmos de sus verosimilitudes. Para ello hay que tomar la diferencia de los logaritmos de
verosimilitud entre las dos corridas y duplicarla. A este valor hay que mirarlo en una tabla de distri-
bucidn de chi-cuadrado con n — 2 grados de libertad, donde 7 es el numero de terminales incluidas
en los arboles. Si el resultado es significativo, es decir se encuentra un valor de p-value menor a
0.05, entonces se rechaza la hipétesis de reloj molecular constante o estricto, en otras palabras,
la tasa de mutacién en nuestros datos es variable a lo largos de las ramas de la filogenia. Para la
realizacién de este test se ha utilizado las aplicaciones Dnamlk y Dnaml del paquete de programas

Phylip (Felsenstein, 1989).

A partir de alli, se ha utilizado un modelo estocdstico dentro de una metodologia bayesiana
para estimar los tasas y las fechas de divergencia de cada uno de los nodos de las filogenias en
estudio. Se ha utilizado el programa Beast v1.7.5, el cual estima la filogenia y los tiempos de

divergencia simultdneamente, permitiendo modelos complejos de evolucién y topologias inciertas



2. Materiales y métodos 49

durante la optimizacién de las fechas (Drummond et al., 2006; Drummond & Rambaut, 2007). El
andlisis se ha realizado respetando la particion de los datos y los modelos de evolucion de cada
gen. Se ha implementado la opcién log-normal relaxed clock con un prior de Yule para el patrén
de especiacion. Dos cadenas independientes de Markov Monte Carlo (mcmc) fueron corridas para
generar 20.000.000 de iteraciones de las cuales se han quemado el 25 %. El conjunto de las cadenas
y la convergencia de la corrida fueron verificadas en el programa Tracer v.1.7.5. El 4rbol final fue

reconstituido con el programa TreeAnnotator v.1.7.5.

Para el género Hypostomus, se infiri6 el tiempo de divergencia entre los linajes usando los da-
tos de los andlisis de cinco genes concatenados. Dos de los puntos de calibracién estuvieron dentro
del ingroup del género y uno en el outgroup dado por la de los secuencias de Ancistrus. Para los
analisis de calibracion de los géneros Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus, se han tomado so-
lamente la informacién que brindan los drboles basados en COI. Para el género Loricariichthys los
cuatro puntos de calibracién se encontraron en el outgroup el cual fue constituido por secuencias
de Hypostomus, Rineloricaria y Ancistrus. Para el género Rineloricaria se utilizaron cuatro puntos
de calibracién uno de ellos en el ingroup y los tres restantes en el outgroup el cual estuvo confor-
mado por secuencias de Hypostomus y Ancistrus. Para los andlisis de Ancistrus, se obtuvieron un
punto de calibracién en el ingroup y tres en el outgroup el cual estuvo formado por secuencias de

Hypostomus y Rineloricaria.

2.4.3. Reconstruccion de areas ancestrales

Métodos basados en eventos

Dentro de los métodos utilizados en biogeografia histérica, los métodos basados en eventos
postulan modelos de los procesos que han afectado la distribucién de los seres vivos. Los diferentes
tipos de procesos son identificados y se les asigna valores de costo-beneficio. Los procesos pueden
ser: dispersidn, extincidn, duplicacién y vicariancia. A partir de estos métodos, la historia de la
distribucién de un taxén es inferida sobre la base de la informacion filogenética y aplicando el
criterio de maximo beneficio y minimo costo sobre todos o solo algunos de esos procesos Crisci

et al. (2000).

En esta tesis se han utilizado tres métodos basados en eventos:
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= Andlisis de dispersién-vicariancia (DIVA)

Este método, basado en el principio de parsimonia, optimiza dreas ancestrales en los nodos de
las filogenias minimizando el nimero de dispersiones y extinciones en relacién a los eventos
vicariantes (Ronquist, 1997). Recientemente Nylander et al. (2008) propuso una modifica-
cién de DIVA, llamada Bayes-DIVA o S-DIVA (statistical dispersal-vicariance analysis)
donde se integran las reconstrucciones biogeograficas de DIVA sobre las distribuciones pos-
teriores de una muestra Bayesiana mcmc de topologias de arboles. Esta metodologia permite
una estimacién de las probabilidades marginales de los rangos ancestrales de un dado nodo
mientras integra las incertidumbres del resto de la topologia del arbol. Nylander et al. (2008)
ha argumentado que tener en cuenta las incertidumbres de las relaciones filogenéticas puede

a veces reducir las incertidumbres en las reconstrucciones biogeograficas por si mismas.

Por otro lado, DIVA frecuentemente da como resultado varios escenarios biogeograficos
igualmente parsimoniosos, no siendo imposible la selecciéon de una de esas posibilidades.
S-DIVA, a diferencia de DIVA, permite analizar filogenia con politomias y le asigna valores
de probabilidades a cada una de las 4reas ancestrales de cada nodo (Nylander et al., 2008; Yu

et al.,2013).

En este trabajo se corrio el andlisis de S-DIVA usando el programa RASP Reconstruct An-
cestral State in Phylogenies (RASP) 2.1 (beta) (Yu et al., 2013). Un primer andlisis se efec-
tud para cada género en estudio por separado. Luego, se realizd una reconstruccién con la
informacion de todas las filogenias y las distribuciones de las especies con el objetivo de con-
trastar hipétesis acerca de eventos biogeograficos generales del drea de estudio (Ronquist,

1997), éste ultimo andlisis se realizé con el programa DIVA 1.1 (Ronquist, 1997).

Dispersion-Extincién cladogénesis (DEC)

El modelo de DEC fue disefiado por Ree et al. (2005) y Ree & Smith (2008). Este modelo
incorpora el largo de ramas estimado y la informacién sobre la historia de las 4reas en el
andlisis, permitiendo dispersiones entre dreas que pueden variar a lo largo del tiempo. Este

andlisis fue originalmente escrito en lenguaje phyton bajo el nombre de Lagrange. El progra-

ma RASP usa el cédigo de C++ de Lagrange dado que es mds rapido que la versiéon phyton.

Este modelo se basa en el principio de mixima verosimilitud. En €l se infieren las proba-
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bilidades relativas de cada posible rango ancestral y los rangos en competencia seguin los
diferentes escenarios. Los pardmetros de médxima verosimilitud son estimados para las ta-
sas de migracién entre dreas y extinciones locales dentro de las dreas. DEC tiene la ventaja
de tomar una escala temporal de un cronograma para estimar las probabilidades de cambio
entre los estados ancestrales de una rama. Dada una topologia, el largo de las ramas y las
distribuciones actuales de los taxones, este método encuentra los valores de los pardmetros

biogeograficos que maximizan la probabilidad de los datos observados.

= Andlisis Bayesiano Binario mcmc (BBM)

Este método bayesiano para la reconstruccion de estados ancestrales fue recientemente apli-
cado a estudios biogeograficos (Sanmartin et al., 2008). BBM modela dispersiones entre
dreas como un proceso estocdstico representado por una cadena de Markov, involucrando la
transicion entre dos o mds estados discretos con diferentes probabilidades. Para correr este
andlisis se ha utilizado el modelo F81. Este es el modelo més general y complejo implemen-
tado en el programa RASP, con propiedades que se espera alcancen el maximo realismo para

la reconstruccidn de este tipo de problemas.

2.4.4. Analisis de biogeografia comparada

La comparacién de patrones biogeograficos de multiples taxones permite una mejor compren-
sion de la historia paleogeogréfica de una region en particular (Crisci et al., 2000; Morrone, 2009).
Con el objetivo de identificar los patrones de diversificacién y las fuerzas que han afectado a la
comunidad ictiolégica en la cuenca del Plata, se ha realizado un andlisis biogeografico comparado
utilizando los drboles filogenéticos obtenidos para los cuatro géneros en estudio.

El andlisis de Maxima Parsimonia de Brooks (BPA) (Wiley, 1987), es un método que utiliza el
concepto de Maxima Parsimonia para obtener cladogramas generales de areas. Para aplicar BPA,
se construye una matriz de datos basada en los cladogramas taxondmicos y en las dreas que ocupan

cada taxoén. Los pasos a seguir para realizar el BPA son los siguientes:

1. Obtencion del cladograma de las especies distribuidas en la zona de estudio.

2. Los nombres de las especies son remplazados por las areas geograficas que estos ocupan,

obteniendo de este modo los cladogramas de areas.
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3. Construccién de una matriz de datos de dreas por componentes.

4. Andlisis de Maxima Parsimonia y obtencidn del o los cladograma/s general/es de dreas.

Para la realizacion del andlisis de Maxima Parsimonia de la matriz, se ha utilizado el progra-
ma TNT 1.1 (Gologoff et al., 2008). Se realizé una bisqueda tradicional usando TBR con 100
secuencias al azar adicionadas.

Un aspecto relevante y aparentemente poco explorado de los cladogramas generales de areas es
su poder predictivo. Mediante un cladograma general de areas es posible predecir: (i) la existencia
de especies fosiles, ancestros de las conocidas, con su probable distribucién geografica y datacion
cronoldgica; (ii) la existencia de barreras fisicas que fragmentaron la biota ancestral distribuida en
las areas estudiadas; (iif) el nimero minimo de especies terminales, que se extinguieron o aun no

fueron coleccionadas; y (iv) la edad minima de los diferentes eventos vicariantes (Morrone, 1997).

2.5. Medidas Morfologicas

Para la determinacidn de las especies y para la descripcion de nuevas especies definidas durante
este trabajo (exclusivamente para el género Hypostomus), se realizaron varias medidas morfoldgicas
y conteos de los ejemplares voucher. Para ello se utilizé un calibre de 0.1 mm de precisién. La
mayor parte de las medidas tomadas fueron las descriptas por Armbruster (2003a). Estas medidas
estan basadas en los puntos de referencia de la figura 2.1 y definidas en la tabla 2.1. La lista de cada

medida tomada se puede ver en la tabla 2.2.
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Figura 2.1: Landmarks y distancias de las medidas tomadas para la identificacion de las especies. Figura
tomada de Armbruster (2003a).
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Tabla 2.1: Definicién de los puntos de landmarks de la Fig. 2.1.

Landmark Definicién

Punta del hocico

Borde posteromedio de la narina izquierda
Borde posteromedio de la narina derecha
Borde anterior de la 6rbita izquierda
Borde posterior de la orbita izquierda
Borde posterior de la orbita derecha
Margen medio-posterior del supraoccipital
Margen posterior del cleitro derecho
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9 Margen posterior del cleitro izquierdo

10 Margen anterior del espinelet de la aleta dorsal

11 Punta de la espina de la aleta dorsal

12 Insercidn de la espina de la aleta pectoral

13 Insercion de la espina de la aleta pélvica

14 Insercion de la espina de la aleta anal

15 Margen posterior de la dltima placa de la serie de placas ventrales
16 Insercién del dltimo radio de la aleta dorsal

17 Insercion de la espina de la aleta adiposa

18 Punta de la espina de la aleta adiposa

19 Margen posterior de la ultima placa de la serie de placas dorsales
20 Margen posterior de la dltima placa de la serie de placas medias
21 Angulo posterior de la barbilla derecha y el labio

22 Angulo posterior de la barbilla izquierda y el labio

23 Punta de la barbilla izquierda

24 Margen posteromedio del labio

25 Margen lateral del dentario

26 Margen medio del dentario

27 Margen lateral del premaxilar

28 Margen medio del premaxilar

29 Punta del la espina de la aleta pectoral

30 Punta del la espina de la aleta pélvica

31 Punta del la espina de la aleta anal
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Tabla 2.2: Medidas representadas por dos landmarks (véase también la Fig. 2.1).

Landmarks Medida (mm)

1-20 Largo estdndar (SL)

1-10 Largo predorsal

1-7 Largo de la cabeza

7-10 Largo dorsal de la cabeza

8-9 Ancho cleitral

1-12 Cabeza-pectoral

12-13 Largo del térax

12-29 Largo de la espina pectoral

13-14 Largo abdominal

13-30 Largo de la espina pélvica

14-15 Largo posanal

14-31 Largo de la espina anal

10-12 Distancia dorsal-pectoral

10-11 Largo de la espina dorsal

10-13 Distancia dorsal-pélvica

10-16 Largo de la aleta dorsal

16-17 Distancia aleta dorsal- origen aleta adiposa

17-18 Largo de la espina adiposa

17-19 Distancia desde el origen de la aleta adiposa al origen de
la aleta caudal dorsal

15-19 Altura del pedinculo caudal

15-17 Distancia desdeel origen de la aleta adiposa al origgen de
la aleta caudal ventral

14-17 Distancia de la aleta adiposa a la aleta anal

14-16 Distancia dorsal anal

13-16 Distancia pélvica dorsal

5-7 Distancia entre borde posterior del ojo y borde anterior
del supraoccipital

4-5 Didmetro de la érbita

1-4 Largo del hocico

2-3 Ancho internarinas

5-6 Ancho interdrbitas

7-12 Altura de la cabeza

1-24 Largo de la boca

21-22 Ancho de la boca

22-23 Largo de la barbilla

25-26 Largo del dentario

27-28 Largo del premaxillar
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CAPITULO 3

El género Hypostomus

Ete capitulo se enfoca en estudiar al género Hypostomus de la cuenca del Plata. En un primer
apartado se evaluard la diversidad de especies o linajes de este género y sus implicancias taxonémi-
cas, detallandose la distribucion de las diferentes especies, luego se presentaran seis analisis filo-
genéticos. Basandonse en los resultados mas robustos, se ha realizado la calibracién de la filogenia,

asi como también la reconstruccién de las dreas ancestrales de este género.

3.1. Introduccion

El género Hypostomus pertenece a la subfamilia Hypostominae dentro de los Loricariidos. Esta
subfamilia esta dividida a su vez en cinco tribus: Hypostomini, Corymbophanini, Pterygoplicht-
hini, Rhinelepini y Ancistrini (Armbruster, 2004). La tribu Hypostomini tiene un dnico género,
Hypostomus. Segin Armbruster (2004), los Hypostomus no se caracterizan por un tnico caracter
morfolégico, si no por un complejo conjunto de caracteristicas.

Los representantes de este género son peces de fondo, ampliamente distribuidos en toda Su-
damérica tropical y subtropical. Ocupan una variedad de ecosistemas de agua dulce que pueden ser
desde pequefios arroyos de montafia hasta grandes lagos, lagunas o rios con grandes correntadas.

Hypostomus constituye un género muy diverso, con aproximadamente 130 especies reconocidas
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Figura 3.1: Cuatro especies diferentes del género Hypostomus de la cuenca del Plata. Arriba: H. luteo-
maculatus y H. ternetzi, fotos tomadas por F. Vargas. Abajo: H. myersi 'y H. derby.

(Weber, 2003). Sin embargo, la delimitacion de las especies de este género resulta muchas veces
laboriosa. Esto se debe a que las especies presentan una alta variabilidad morfoldgica intraespecifi-
ca, y muchas de las descripciones originales realizadas para el género durante el siglo pasado son

muy escuetas o incompletas.

Montoya-Burgos et al. (2002) presentaron por primera vez la filogenia molecular de Hyposto-
mus mostrando que se trataba de un género polifilético, dado que incluia al género Cochliodon y
que algunas especies asignadas a Hypostomus quedaban fuera del clado principal de este género.
Por lo tanto, estos autores consideraron a Cochliodon como sinénimo junior de Hypostomus. Poste-
riormente, otros géneros como Cheiridodus; Plecostomus y Watawata fueron puestos en sinonimia
dentro de Hypostomus por Armbruster (2004). Posteriormente, algunos trabajos basados en datos
moleculares fueron realizados para Hypostomus (Carvalho, 2006; JacotdesCombes, 2012), sin em-
bargo estos se han enfocado en representantes del género del escudo de las Guyanas en el noreste

del continente.

Numerosas especies de Hypostomus habitan en la cuenca del Plata (cuatro de ellas pueden
verse en la Fig. 3.1). Segtin la recopilacion bibliografica realizada por Liotta (2005) al menos unas

25 especies estarfan presentes dentro del territorio argentino. Pero si consideramos la totalidad
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de esta cuenca el nimero de especies se eleva aproximadamente a 50 segin el Catalog of Fishes
(www.research.calacademy.org). De este modo, queda demostrado no sélo que el género
Hypostomus es muy diverso en especies, sino también que la cuenca del Plata alberga a casi la mitad

de la diversidad descripta para este grupo.

3.2. Resultados

3.2.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Hypostomus en la cuen-

ca del Plata

La Fig. 3.2 muestra las localidades en donde se ha logrado colectar tejidos y/o ejemplares del
género Hypostomus a partir de muestreos y colaboraciones con otras instituciones e investigado-
res. En total se han obtenido mas de 250 tejidos de este género que se encuentran depositados en
el Laboratorio de Ecologia Molecular del Centro Regional de Estudios Genémicos (CREG), en el
MACN:;en el ILPLA; en el Muséum d’Histoire Naturelle de la Ville de Geneve (MHNG) o en el Mu-
seu de Ciéncias e Tecnologia (PUCRS). En el apéndice A se observar la determinacién taxonémica,
la localidad de cada tejido y/o ejemplar, el acceso de Genbank (si hay secuencias publicadas) y la
coleccién en el que se encuentra depositado el material voucher de los ejemplares utilizado en los
siguientes analisis moleculares.

La diversidad dentro del género Hypostomus fue evaluada mediante dos técnicas diferentes. La
primera de ellas fue la determinacién morfolégica cldsica de medidas y conteos (ver mds detalles
en la seccion 2.5) basédndose en las claves de determinacién publicadas hasta el momento. La mayor
parte de los individuos capturados fueron determinados por especialistas sisteméticos, sin embargo,
para algunos de los ejemplares no fue posible llegar a una determinacién especifica. Ademads, otros
no coincidieron en la determinacién morfoldgica con la posicidn en el drbol filogenético. Por ello,
fue necesario implementar como herramienta de caracterizacioén de especies o linajes al marcador
mitocondrial D-loop.

Cada especie o linaje fue definida como un grupo monofilético que represente una identidad
genética particular, y en lo posible, acompaiiada de aspectos morfolégicos que puedan caracteri-
zarlo. Segun nuestros resultados moleculares basados en un arbol de D-loop (véase las Figs. 3.4,

3.5y 3.6) se ha obtenido material de al menos 61 especies o linajes diferentes de Hypostomus, de
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las cuales 31 de ellas habitan la cuenca del Plata (véase la Tab. 3.1 y la Fig. 5.3). Este resultado
fue obtenido gracias a la secuenciacién de al menos un ejemplar por localidad y por morfotipo. En
los andlisis basados en D-loop se han incorporado todo el material a disposicién para el género,
contando con especies de la cuenca del Amazonas, Orinoco, de los rios del escudo de las Guyanas,
de los rios de la costa norte y de la costa sur de Brasil. Esto permitid tener una mayor cantidad
de especies para la comparacién de la diversidad de la cuenca del Plata y una mejor evaluacién de
los limites entre las especies o linajes. Para la seccién argentina de esta cuenca nuestros resulta-
dos muestran que al menos unas 17 especies estdn presentes en ella. Dos de estas especies fueron
descriptas por primera vez en el curso de esta tesis: Hypostomus arecuta (Cardoso et al., 2012) e
Hypostomus formosae (Cardoso et al., 2013a). Estos dos trabajos publicados estan basados tanto en
los resultados moleculares de D-loop como en los andlisis morfoldgicos clésicos de la descripcién

de especies de este género.

Cabe destacar que de las 61 especies o linajes definidas, se encontraron que 28 representan
entidades independientes desde el punto de vista molecular, pero no han sido atn descriptas como
especies. Por lo tanto, se ha decidido llamarlas linajes hasta su formal descripciéon. En el terri-
torio argentino, se ha encontrado dos linajes que corresponderian a nuevas especies a describir:
Hypostomus cf. commersoni'y H. sp. AG09-207. En el primer caso, estamos realizando los anélisis
morfolégicos necesarios para presentar oportunamente la descripcién correspondiente. En el segun-
do caso, solamente se ha logrado obtener dos ejemplares de este linaje, por consecuencia, hasta no

obtener un mayor nimero de individuos no serd posible trabajar esta potencial nueva especie.

En la Tab. 3.1 se muestra la lista de cada especie o linaje definido a partir de los resultados
del andlisis basado en D-loop y se detalla la distribucién geografica de cada uno de ellos. En ésta
tabla, ademads, se enfatizan las especies presentes en la cuenca del Plata y los rios que son parte de
ella. Como puede observarse, dentro de la cuenca del Plata, el rio Parand es la cuenca que presenta
la mayor cantidad de especies con , al menos, 19 especies. Claro estd, que este resultado hay que
tomarlo con precaucién, dado que este rio ha sido muestreado con mds énfasis durante este trabajo
de tesis y ademds es el rio que abarca mayor territorio, contemplando de este modo una diversidad

de ambientes y ecosistemas mayor a la de otros rios.

En un andlisis general de la informacién biogeografica de las especies, podemos afirmar que

las especies con mayor distribucién son: H. aspilogaster, la cual se encuentra en la cuenca del rio
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Uruguay, en los rios costeros del sur de Brasil y en el Rio de la Plata, y H. commersoni, la cual
habita en las cuencas de los rios Parand, Paraguay, Rio de la Plata y en el sistema endorreico de

Mar Chiquita.

Tabla 3.1: Distribucion de las especies del género Hypostomus. Los nombres de las cuencas o sub-
cuencas han sido codificados del siguiente modo: A= Medio Parand; B= Bajo Parand; C= Uruguay; D=
Alto Parand; E= Sdo Francisco; F=Amazonas; G= Rio de la Plata; H= rios costeros del sur; I=Paraguay;
J=sistema endorreico de Mar Chiquita; K= rios del escudo Guyanas; L= rios de la costa norte y final-
mente M= Orinoco y lago Maracaibo. La ”X” significa que la especie en cuestién habita la cuenca o
sub-cuenca indicada. Los rios que forman parte de la cuenca del Plata estan indicados con #, asi como
también las especies que habitan en dicha cuenca. Véase también la Fig. 5.3.

D# A# B# C# G# # H L F E K M J

H. affinis X

H. albopuntactus # X

H. ancistroides # X

H. arecuta # X X

H. asperatus X

H. aspilogaster # X X X

H. boulengeri # X

H. ¢f.commersoni # X X

H. cochliodon #

>

>
>
>
>
>

H. commersoni #

H. derbyi # X

>~

H. ericae

H. fonchii X

H. formosae # X

H. gymnorhynchus X

H. hondae X

H. interruptus X

H. isbrueckeri # X

H. johnii X

H. laplatae # X X

H. latifrons # X

H. latirostris # X

H. luetkeni X

>

H. luteomaculatus # X X

H. luteus # X

>

H. microstomus #

H. myersi # X

H. nigromaculatus # X

H. paranensis # X X
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Tabla 3.1: Contintda

D# A# B# C# G# I# H L

H. plecostomoides

H. plecostomus

H. punctatus X

H. regani # X X

H. sp. BR1100

H.sp. BR1134

sp. BR1026

sp. BR1204/11/17 # X

sp. AG09-207 # X

sp. BR906

sp. BR98-177 X

sp. BR98-219 X

sp. BR98-270 X

sp. BR98-691 #

sp. BR98-716/732 #

sp. BR98-678 #

SRR lalle

sp. BR98-699 #

sp. BR98-738

sp. BR98-748

sp. BR98-751

sp. GY04-171

sp. GY04-333

sp. PdeR36/49

sp. PE08-221

sp. PE08-269

sp. PE08-441

sp. PE08-700

AR iR e

sp. Tibl # X

H.sp. Tib13 # X

H. ternetzi # X

H. uruguayensis # X X X

H. watwata
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Figura 3.3: Mapa con las areas en donde se han encofrado ejemplares del género Hypostomus. Es-
tas dreas fueron las utilizadas en los analisis biogeograficos del género. Las lineas rojas muestran las
areas que corresponden a la cuenca del Plata. Cada 4rea fue codificada con una letra: A=Parana Me-
dio; B=Parana Bajo; C=Uruguay; D=Parana Alto; E=Sao Francisco; F=Amazonas; G=Rio de la Plata;
H=rios costeros del sur; I=Paraguay; J=rios endorreicos, Salado del norte y Carcarafii; K=rios del es-
cudo de las Guyanas; L=rios costeros del norte y M=Lago Maracaibo y rio Magdalena.
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3.2.2. Analisis filogenéticos del género Hypostomus
Analisis basado en D-loop

El alineamiento final del marcador mitocondrial D-loop para el género Hypostomus compren-
di6 185 secuencias de las cuales nueve representan el outgroup. Para este andlisis, se han utilizado
varias secuencias ya publicadas en otros trabajos y disponibles en el Genbank (Montoya-Burgos
et al., 2002; Montoya-Burgos, 2003), el resto, se amplificaron en el laboratorio, logrando obtener
aproximadamente 550 bp. Segin el programa TreeFinder, el modelo de evolucién que mejor se

ajusta a este set de datos es TN mas la distribuciéon gamma.

= Arbol seglin Médxima Verosimilitud (MV)

El 4&rbol MV obtenido en el programa TreeFinder se muestra en la Fig. 3.4. Sobre cada una de
las ramas del 4rbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 % obtenidos con
1000 réplicas. Los parametros calculados para este arbol son: log lk=-4357.427; o=0.225;
7n(T) =0,28;7(C) =0,26;t(A) = 0,27, n(G) = 0,17.

El primer resultado observable de este andlisis, es que todas las especies de Hypostomus
forman un clado monofilético, llamado D (véase la Fig. 3.4) sustentado por 60 %BB. Este
Clado D, se divide en cuatro grupos D1; D2; D3 y D4. En este andlisis de MV, el clado
D4 aparece como el grupo basal dentro del gran clado D. Los clados D1; D2 y D3 junto a
la especie H. gymnorhynchus forman el clado llamado Da. Dentro de Da el clado D2 y D3
se agrupan para formar el clado Db, estos dltimos agrupamientos no estan sustentados por

valores mayores de 50 %BB.

El clado D1 (60 %BB) esta compuesto por los representantes del grupo de especies ”Hypos-
tomus cochliodon”, incluyendo en este andlisis al linaje H. sp. 1134 en la base. D1 se divide
en dos grupos, Dla y D1b. D1la esta compuesto por H. sp. PE08-441; H. plecostomoides y
H. hondae. Estas dos ultimas especies aparecen como especies hermanas (91 %BB). El clado
D1b (98 %BB) tiene en la base al linaje H. sp. PE08-700, luego se separan la especie H. fon-
chii. A continuacion, se separa el linaje H. sp. GY04-171. Finalmente, el clado D1b se divide
en dos subclados. El primero esta compuesto por H. cochliodon y H. sp. GY04-333, mientras

que el segundo comprende a H. sp. PE08-269 y dos representantes de H. ericae.
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El clado D2 (51 %BB) esta subdividido en dos grupos monofiléticos, D2a y D2b. El primero
de ellos esta formado por una tricotomia de grado tres compuesta por: (i) la especie H. pa-
ranensis; (ii) las especies H. puntactus y H. boulengeri y (iii) D2al. Este dltimo grupo D2al
esta dividido, a su vez en dos sub-grupos. El primero, compuesto por la especie H. commerso-
ni'y el segundo compuesto por H. cf. commersoni; H. affinis; H. interruptus y H. ancistroides.
Por otro lado, el clado D2b se compone de H. derbyi en la base, luego se separan, formando
una politomia, los representantes del linaje H. sp. BR1204/11/17, el linaje llamado H. sp. Tib
13 y el clado D2bl. Este ultimo clado esta formado por la especie H. watwata, seguido el
linaje H. sp. PE08-221 y del clado D2b2, el cual se divide en dos grupos: uno lo representa
la especie H. formosae, y el otro grupo estd compuesto por los linajes H. sp. PdeR36/49; H.

sp. BR98-219; H. sp. BR98-177; H. sp. BR98-270 y por la especie H. plecostomus.

El clado D3 (61 %BB) se divide en dos grupos, D3ay D3b. D3a (52 %BB) incluye a la especie
H. asperatus y a dos linajes, H. sp. BR906 y H. sp. BR1026. El otro grupo D3b contiene una
tricotomia con: (i) la especie H. microstomus; (ii) los linajes H. sp. BR98-678 y H. sp. BR98-
691 y (iii) el clado D3b1. Este clado también presenta una politomia, esta vez, de grado cuatro
con: (i) el linaje H. sp. BR98-699; (ii) el linaje H. sp. BR98-716/732; (iii) un clado formado
por los linajes H. sp. AG09-207; H. sp. BR98-738; H. sp. BR98-748 y H. sp. BR98-751 y
(iv) un dltimo clado formado por un lado por las especies H. nigromaculatus y H. regani y

por otro lado las especies H. luteomaculatus y H. myersi.

Finalmente, el clado D4 presenta en la base al linaje H. sp. Tibl junto a H. johnii. El resto
del clado presenta una politomia con: (i) las especies H. latirostris, H. luetkeni y H. albo-
punctactus; (ii) H. ternetzi y H. arecuta y (iii) un clado llamado D4a (67 %BB) donde H.
latifrons esta en la base, luego se separa H. uruguayensis, el resto de las especies presentan

una politomia con: (i) H. aspilogaster y H. luteus; (ii) H. isbrueckeri y (iii) H. laplatae.

Arbol seglin Inferencia Bayesiana (IB)

El 4rbol basado en D-loop reconstruido por IB para el género Hypostomus se observa en la
Fig. 3.5. Cerca de cada una de las ramas del arbol, se indican los valores de probabilidades
posteriores (PP) de cada una de ellas. En los resultados aportados por IB vemos que todos

los representantes del género Hypostomus forman un clado monofilético D bien sustentado
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(0.95 PP). Del mismo modo que en el drbol MV, vemos que este clado también se divide en
cuatro grupos. La primera diferencia entre los drboles MV y IB es la relacion entre los grupos
D1, D2, D3 y D4; dado que en este resultado de IB los clados D1 y D2 junto a la especie H.
gymnorhynchus y al linaje H. sp. BR1134 forman un grupo llamado Da (0.63 PP) que no se

corresponde con el grupo Da definido por MV.

Dentro del clado D1 (1 PP) la mayor diferencia del arbol IB con el de MV esta en el subclado
D1b. En el nuevo drbol se puede ver que este subclado presenta una politomia entre: (i) H.
sp. PE08-269 y dos representantes de H. ericae; (ii) H. cochliodon y (iii) H. sp. GY04-333
con H. sp. PE08-700.

El clado D2 (0.93 PP) segtin IB se puede dividir en dos grupos, D2a (0.9 PP) y D2b (0.84
PP), estos grupos no son idénticos a los definidos anteriormente en el arbol MV, presentando
las siguientes diferencias: D2a estd compuesto por una gran politomia de grado ocho, en
ella se encuentran especies tales como: H. commersoni, H. cf. commersoni, H. affinis, H.
ancistroides, H. puntactus, H. boulengeri, H. paranensis, H. derbyi, H. interruptus, H. sp.
BR1204/11/17 y H. sp. Tib 13. Las unicas relaciones interespecificas resueltas son las que
agrupan a H. affinis; H. ancistroides; H. puntactus; H. interruptus y H. sp. Tib 13 (0.66 PP).
El subclado D2b del arbol IB se corresponde al subclado D2b1 del arbol MV. Dentro de
¢l la dnica diferencia es que aqui se observa una relacion estrecha entre H. formosae y H.
plecostomus por un lado, H. sp. PdeR36/49; H. sp. BR98-219 y H. sp. BR98-270 por otro
lado y H. sp. BR98-177.

El clado D3 (1 PP) se divide en dos grupos, D3a (0.95 PP) y D3b (0.53 PP), de manera
idéntica al arbol MV. Aqui las diferencias se encuentran dentro del subclado D3a donde en
lugar de una politomia observamos que la especie H. microstomus estd en la base. Luego se
separan los linajes H. sp. BR98-678 y H. sp. BR98-691 del resto del grupo llamado D3al
(0.91 PP). En este analisis el clado D3al esta constituido de la misma manera que en el arbol
MYV, salvo que aqui la politomia de grado cuatro es entre: (i) los linajes H. sp. AG09-207, H.
sp. BR98-738, H. sp. BR98-748 y H. sp. BR98-751; (ii) las especies H. nigromaculatus y H.
regani; (iii) las especies H. luteomaculatus y H. myersi con el linaje H. sp. BR98-699 y (iv)

el linaje H. sp. BR98-716/732.
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El clado D4 (0.9 PP) en este anélisis IB presenta una politomia de grado cinco con: (i) H.
johnii 'y H. albopunctactus; (ii) H. luetkeni y el linaje H. sp. BR1249; (iii) H. ternetzi; H.
arecuta y el linaje H. sp. Tibl; (iv) la especie H. latirostris y (v) un clado llamado D4a (0.93
PP). En este andlisis IB las relaciones dentro de D4a son las siguientes: H. latirostris esta en
la base, luego se separa la especie H. uruguayensis y aparece una nueva politomia con H.

aspilogaster, H. luteus, H. isbrueckeri y H. laplatae.

» Arbol seglin Méxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 100 arboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales
se gener? el drbol consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El d&rbol MP
final puede verse en la Fig. 3.6, debajo de cada una de las ramas se observan los valores de

soporte de Jackknife calculados a partir de 1000 réplicas (JN).

El 4rbol basado en el marcador mitocondrial D-loop reconstruido a partir de este anélisis de
MP muestra, del mismo modo que los andlisis MV y IB, que el género Hypostomus es un
grupo monofilético, llamado clado D (76 JN). Del mismo modo que en los drboles anteriores,
vemos que este clado también se divide en cuatro grupos. En este anélisis el clado D3 aparece
como basal al género, luego se destaca un clado (10 JN) que agrupa al clado D4 con los clados

D1 y D2 junto a la especie H. gymnorhynchus y al linaje H. sp. BR1134.

El clado D1 (40 JN) corresponde exactamente a las mismas especies de los clados D1 defini-
dos anteriormente. Dentro de este clado, en primer lugar, se separan las especies H. plecos-
tomoides y H. hondae (80 JN), luego el linaje PE008-441 y finalmente vemos al clado D1b
(94 JN).

El clado D2 (8 JN) segiin MP, se puede dividir en tres grupos: (i) el clado D2a (87 JN); (ii) un
clado formado por el linaje H. sp. BR1134 y H. watwata y otro clado (iii) con H. sp. BR98-
177, H. sp. BR98-270, H. sp. BR98-219, H. sp. PdeR36/49, H. plecostomus y H. formosae.
Estos dos dltimos clados serian los que componen al clado D2b en los anélisis anteriores.

Notese aqui la relacion estrecha entre H. formosae y H. plecostomus (51 JN).

El clado D3 (62 JN) se ve dividido en dos grupos también en este andlisis. El clado D3a
(30 JN) y el clado D3b (64 JN) se corresponde a los definidos con el mismo nombre en los

analisis de MV e IB.
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Figura 3.5: Arbol Inferencia Bayesiana para el género Hypostomus basado en el marcador mitocondrial
D-loop. Los valores cerca de los nodos son las probabilidades posteriores.
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El clado D4 (31 JN) en el arbol MP presenta una politomia de grado cinco con : (i) la especie
H. albopuntactus; (ii) un clado con H. latirostris; H. jonhii y el linaje H. sp. Tib 1; (iii) la
especie H. luetkeni; (iv) un clado que reine H. ternetzi y H. arecuta; y por dltimo (v) un
gran clado con H. latifrons, H uruguayensis, H. luteus, H. isbrueckeri, H. aspilogaster y H.

laplatae.

Analisis basado en COI

Con el objetivo de verificar la diversidad de especies del género Hypostomus y sus relaciones
filogenéticas, para este andlisis se ha seleccionado un subgrupo de las muestras analizadas con
el marcador D-loop para ser amplificadas. El alineamiento final del gen mitocondrial COI para
este género comprendié 90 secuencias de las cuales cinco representan el outgroup. Se ha logrado
obtener aproximadamente 850 bp para cada muestra. Segin el programa TreeFinder, el modelo de

evolucién que mejor se ajusta a este set de datos es TN mas la distribucién gamma.

= Arbol seglin Méxima Verosimilitud (MV)

El 4rbol MV obtenido en el programa TreeFinder se muestra en la Fig. 3.7. Por debajo de cada
una de las ramas del arbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 % obte-
nidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son: log lk=-4370.764;

0=0.184; 7(T) = 0,32; (C) = 0,23; 7(A) = 0,27; 7(G) = 0,16.

En este analisis, observamos que todas las especies de Hypostomus forman un clado mono-
filético, llamado D (véase la Fig. 3.4) sustentado por 85 %BB. Este Clado D, se divide en
cuatro grupos D1; D2; D3 y D4, al igual que en los andlisis realizados con D-loop. En este
resultado basado en MV, los clados D4 y D3 se agrupan (54 %BB) por un lado, mientras que
los clados D1y D2 conforman otro sub-grupo (91 %BB). El linaje llamado H. sp. BR1134

queda excluido de dichos agrupamientos.

El clado D1 (90 %BB) esta compuesto por los representantes del grupo de especies ”Hypos-
tomus cochliodon”. D1 se divide en dos grupos, por un lado se ve a las especies H. plecosto-
moides y H. hondae (90 %BB) y por otro lado el resto de las especies del clado incluyendo
H. sp. PE08-441; H. sp. GY04-173; H. sp. PE08-700; H. cochliodon; H. sp. GY04-333; H.
fonchii; H. sp. PE08-269 y H. sp. BR1013.
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El clado D2 (62 %BB) esta subdividido en dos grupos monofiléticos, D2a y D2b. El primero
de ellos, D2a (98 %BB) esta formado por una gran politomia donde no se resuelve las relacio-
nes entre las especies, ademds vemos que el linaje H. cf. commersoni aparece como un grupo
polifilético. Por otro lado, el clado D2b se compone por la especie H. watwata y el linaje H.
sp. PE08-221 que se separan primero y luego los siguientes linajes: H. sp. BR98-219; H. sp.
PdeR36/49; H. sp. BR98-177; y las especies H. plecostomus y H. formosae que se presentan

como especies hermanas (84 %BB).

El clado D3 (51 %BB) se divide en dos grupos, D3a y D3b. D3a (100 %BB) incluye a la
especie H. asperatus y al linaje H. sp. BR1026. El otro grupo D3b contiene una politomia
de grado cuatro con: (i) el linaje H. sp. BR98-678; (ii) los linajes H. sp. AG09-207 y H.
sp. BR98-751; (iii) la especie H. microstomus y (iv) un clado que contiene a las siguientes
especies: H. nigromaculatus y H. regani; H. luteomaculatus y H. myersi. Estas tltimas no

presentan resolucion de sus relaciones con mas de 50 %BB.

Finalmente, el clado D4 (95 %BB) presenta en la base a la especie H. latirostris y luego una
politomia de grado cuatro: (i) H. albopunctactus; (ii) un clado compuesto por H. ternetzi y H.
arecuta; (iii) H. uruguayensis y (iv) un clado que contiene a H. latifrons y una politomia con
H. aspilogaster; H. luteus; H. isbrueckeri y H. laplatae. Como se puede observar la especie

H. laplatae no se presenta como un grupo monofilético sustentado por mas de 50 %BB.

= Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

El 4rbol reconstruido por IB para el gen mitocondrial COI se muestra en la Fig. 3.8. Cerca
de cada uno de los nodos se presentan los valores de probabilidades posteriores (PP) para
cada rama del arbol. En los resultados aportados por IB vemos que todos los representantes
del género Hypostomus forman un clado monofilético D bien sustentado (1 PP). Del mismo
modo que en el arbol MV, vemos que este clado también se divide en cuatro grupos, donde
al igual que en los resultados MV, los clados D4 y D3 se agrupan (0.62 PP) por un lado,
mientras que los clados D1y D2 conforman otro sub-grupo (1 PP). Del mismo modo que en

el andlisis MV. El linaje llamado H. sp. BR1134 queda excluido de dichos agrupamientos.

El clado D1 (1 PP) esta compuesto por los representantes del grupo de especies Hypostomus

cochliodon y se presenta siguiendo los mismos agrupamientos del andlisis MV con valores
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COIL. Los valores debajo de las ramas son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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elevados de PP.

El clado D2 (0.75 PP) esta también subdividido en dos grupos monofiléticos, D2a y D2b. El
clado D2a (1 PP) presenta una gran politomia entre las especies, pero en este resultado, con-
trariamente al andlisis MV, el linaje H. cf. commersoni aparece como un grupo monolilético

bien soportado (0.87 PP). El clado D2b (0.76 PP) es idéntico al presentado por MV.

El clado D3 (0.63 PP) esta también subdividido en dos grupos monofiléticos, D3a y D3b. El
clado D3a incluye a la especie H. asperatus y al linaje H. sp. BR1026. El otro grupo D3b (1
PP) tiene una politomia de grado tres: (i) un clado formado por los linajes H. sp. AG09-207 y
H. sp. BR98-751; (ii) la especie H. microstomus y un clado que contiene en la base al linaje
H. sp. BR98-678 y luego una gran politomia con las siguientes especies: H. nigromaculatus

y H. regani; H. luteomaculatus y H. myersi.

El clado D4 (1 PP) en el andlisis IB se presenta exactamente como en el andlisis MV.

= Arbol segin Méxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 100 arboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales
se genero el arbol de consenso estricto a partir del cual se calcularon los valores de soporte.
El arbol MP final puede verse en la Fig. 3.9 debajo de cada una de las ramas se observan los
valores de soporte de Jackknife calculados a partir de 1000 réplicas (JN). En los resultados
aportados por MP vemos que nuevamente, todos los representantes del género Hypostomus
forman un clado monofilético D bien sustentado (88 JN). Del mismo modo que en el 4rbol
MYV e IB, vemos que este clado también se divide en cuatro grupos, donde al igual que en los
resultados precedentes, los clados D4 y D3 se agrupan (40 JN) por un lado, mientras que los
clados D1y D2 conforman otro sub-grupo (85 JN). Del mismo modo que en el analisis MV,

El linaje llamado H. sp. BR1134 queda excluido de dichos agrupamientos.

El clado D1 (89 JN) esta representado por las mismas especies que en los andlisis MV e IB.
La udnica diferencia en este anélisis basado en MP, es que la mayor parte de las relaciones

entre especies y linajes no estan resueltas.

En este andlisis no se ha podido recuperar al clado D2 como un grupo monofilético bien
soportado. Sin embargo, se ha encontrado al subclado D2a (97 JN), con una gran politomia.

El subclado D2b definido anteriormente queda, aqui, dividido en tres con: (i) la especie H.
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watwata, (ii) el linaje H. sp. PE08-221 vy (iii) el resto de las especies propias de este subclado.

Nuevamente las especies H. plecostomus y H. formosae aparecen como especies hermanas.

El clado D3 (29 JN) en el andlisis de MP se presenta exactamente como en el anélisis 1B,

encontrando nuevamente a los subclases D3a (100 JN) y D3b (94 JN).

El clado D4 (96 JN) reconstruido por MP se observa exactamente como en el andlisis MV.

Aqui, nuevamente, la especie H. laplatae no aparece como un grupo monofilético.

Analisis basado en CDC27

El alineamiento final del gen nuclear CDC27 para el género Hypostomus comprendid 55 se-
cuencias de las cuales cuatro representan el outgroup. Para este andlisis se ha decidido seleccionar
un grupos de especies y linajes definidos a partir del marcador D-loop con el objetivo de reconstruir
las relaciones interespecificas de cada clado del género. Se amplificaron en el laboratorio un total de
1070 bp del gen CDC27. Cabe destacar, que dos ejemplares (AG198 y PE08-700) utilizados fueron
heterozigotas para este gen, es decir se encontraron dos alelos diferentes del mismo gen en cada
individuo. Es por ello que en los drboles se veran dos secuencias diferentes para estos individuos.
Por otro lado, no se ha podido amplificar correctamente a la especie Aphanotorulus ammophilus
utilizada como outgrup en el resto de los andlisis de Hypostomus, por esta razon es que la especie
Liposarcus multiradiatus fue elegida para enraizar las arboles.

Segun el programa TreeFinder, el modelo de evolucion que mejor se ajusta a este set de datos

es TVM més la distribucién gamma.

= Arbol seglin Méxima Verosimilitud (MV)

El 4rbol MV obtenido en el programa TreeFinder se muestra en la Fig. 3.10. Por debajo
de cada una de las ramas del arbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al
50% obtenidos con 1000 réplicas. Los parametros calculados para este arbol son: log lk=-

7457,143; =0,738; 7(T) = 0,32; (C) = 0,17; 7(A) = 0,30; 7(G) = 0,20.

En este anélisis podemos ver que el género Hypostomus forma un clado monofilético, sin em-
bargo, este clado llamado D no presenta valores de BB superiores al 50 %. Como puede verse

en la Fig. 3.10, aqui, no se se han encontrado los mismos cuatro grupos para Hypostomus que
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se han definido con los resultados basados en COI y D-loop. No obstante, podemos redefinir

grupos que tienen ciertas similitudes con los grupos anteriores.

El clado D1, se corresponde con el clado D1 de los andlisis precedentes, diferencidndose en
que este nuevo grupo no comprende a la especie H. ericae. También, podemos ver que este
clado no presenta valores superiores al 50% de BB, las tnicas relaciones bien sustentadas
de este grupo se ven en: (i) las especies H. hondae y H. plecostomoides (74 %BB); (ii) en
la relacién de éstas con el linaje H. sp. GY04-333 (74 %BB) y (iii) en la relacién H. fonchi
y H. sp PE08-700 haplotipo 1. Por otra parte, vemos también que los dos haplotipos encon-
trados para el linaje H. sp. PEO8-700 no forman un grupo monofilético y presentan varias

mutaciones entre ellos.

El clado D2’ tampoco este sustentado por valores de BB superiores al 50 %, sin embargo
aqui vemos que al igual que en los andlisis anteriores este clado puede dividirse en dos grupos
D2'a y D2'b. Las diferencias mas notorias con los resultados precedentes es que este clado
D2’ no comprende a la especie H. watwata y ademés contempla a la especie H. ericae dentro
del clado D2’b, relaciondndose fuertemente (92 %BB) con H. plecostomus y H. ancistroides.
Cabe destacar que esta dltima especie aparece en los andlisis anteriores siempre en el clado

D2a, pero sorprendentemente aqui se la encuentra en D2'b.

El clado D3-D4 de este andlisis basado en CDC27, es la conjuncién de los clados D3 y D4
de los andlisis realizados con D-loop y COI. Este clado presenta un buen soporte de rama
con 53 %BB. En la base de este grupo, vemos que la especie H. microstomus es la primera en
diferenciarse. Luego vemos una tricotomia con: (i) la especie H. isbrueckeri; (i1) un grupo con
H. uruguayensis, H. luteus, H. latifrons, H. laplatae y H. aspilogaster, todas estas especies
corresponden al clado D4 de los andlisis anteriores; (iii) un gran grupo que reune al resto
de las especies tanto del clado D3 como del clado D4. Dentro de este ultimo grupo, vale
mencionar que los dos haplotipos encontrados para el ejemplar AG198 de H. arecuta, se
presentan juntos. Sin embargo, esta especie no aparece como un grupo monofilético dado
que el otro representante de H. arecuta (AG163) se ve unida a H. ternetzi primero y luego al

ejemplar AG198 de su misma especie.

En este andlisis, vemos que el clado D2’ se relaciona més con el clado D3-D4 que con el
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clado D1°.

Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

El arbol reconstruido por IB para el gen mitocondrial COI se puede observar en la Fig. 3.11.
Cerca de cada uno de los nodos se presentan los valores de probabilidades posteriores (PP)
para cada rama del 4rbol. En los resultados aportados por IB vemos que todos los represen-
tantes del género Hypostomus no forman un clado monofilético, esto se debe a que en la base
del 4rbol vemos una politomia de grado cuatro. Dos de las ramas las representan especies
utilizadas como outgroup, una tercera rama esta compuesta por la especie H. cochliodon y la

dltima por el resto de las especies del género Hypostomus.

En este andlisis, nuevamente vemos que el género Hypostomus esta dividido en tres grupos.
Los clados marcados como D1” y D2’ de la Fig. 3.11 corresponden exactamente a los clado
D1’y D2’ del d&rbol MV basado en este mismo marcador nuclear. También, segin esta recons-
truccién IB la especie H. watwata queda excluida del clado D2’. Sin embargo, aqui vemos
que al igual que en los anélisis anteriores (D-loop y COI) este clado puede dividirse en dos

grupos D2'a'y D2'b.

El clado llamado D3-D4 esta constituido por las mismas especies que en el anéalisis MV, pre-
sentando a la especie H. microstomus en la base. No obstante, aqui el resto del clado presenta
una gran politomia en donde la mayor parte de las especies no resuelven sus relaciones. Nota-
blemente, se observa que hay dos grupos en dentro de esta politomia, uno de ellos compuesto
por las especies H. uruguayensis, H. luteus, H. latifrons, H. laplatae y H. aspilogaster, to-
das ellas pertenecientes al clado D4 y otro grupo con H. asperatus, H. sp. BR1100, H. sp.
BR98-699, H. sp. BR98-678, H. nigromaculatus, H. regani, H. albopuntactus, cuyas especies

pertenecen al clado D3 definido con los marcadores D-loop y COL

Al igual que en el andlisis de MV, vemos que el clado D2’ se relaciona mds con D3-D4 que
con D1’

Arbol seglin Médxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 60 drboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales se
generd el arbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El arbol MP

final puede verse en la Fig. 3.12 debajo de cada una de las ramas se observan los valores de
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Figura 3.10: Arbol de Maxima Verosimilitud para el género Hypostomus basado en el gen nuclear
CDC27. Los valores por debajo de las ramas son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas.
Las especies que presentan una nueva posicion en el arbol estdn marcadas con un #.
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Figura 3.11: Arbol de Inferencia Bayesiana para el género Hypostomus basado en el gen nuclear
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soporte de Jackknife calculados a partir de 1000 réplicas (JN). En los resultados aportados
por MP vemos que nuevamente, todos los representantes del género Hypostomus forman un

clado monofilético D bien sustentado (66 JN).

El clado llamado D1’ de la Fig. 3.12 (36 JN), corresponde a los clado D1’ definidos a partir
de MV e IB. Sin embargo, se presenta una ligera diferencia: el linaje H. sp. PE08-269 queda

excluido de este grupo y aparece junto a la especie H. cochliodon en la base del arbol.

El clado D2’ (66 JN) en este analisis comprende a la especie H. watwata, que quedaba ex-
cluida en los arboles MV e IB, no obstante, sigue siendo diferente al clado D2 definido con
D-loop y COI porque, aqui, este clado incluye a la especie H. ericae que en los otros andlisis
es parte del clado D1. Como los anélisis de MV e IB el clado D2’ puede dividirse en dos
grupos D2’a y D2'b. La tinica diferencia con los andlisis anteriores es que el linaje H. sp.
PE08-221 en MV e IB formaba parte de clado D2'b y aqui se lo encuentra junto a H. watwata

en la base del clado D2'.

El clado D3-D4 (93 JN) estd compuesto por las especies de los clado D3 y D4 definidos
con D-loop y COL. En este arbol de P, vemos que este grupo presenta una politomia con (i) la
especie H. arecuta, representada por los dos haplotipos del ejemplar AG198; (ii) un clado con
H. luteus, H. latifrons, H. laplatae y H. aspilogaster (representantes del clado D4) y (iii) un
gran clado con el resto de las especie en donde podemos ver un subclado con H. asperatus, H.
sp. BR1100, H. sp. BR98-699, H. sp. BR98-678, H. nigromaculatus y H. sp. Ag-207, cuyas
especies pertenecen al clado D3 en los andlisis basados en los marcadores D-loop y COI.

Notese que en este resultado la especie H. microstomus no se encuentra en la base del clado.

Al igual que en los analisis de MV e IB, vemos que el clado D2’ se relaciona més con D3-D4

que con D1’

Analisis basado en RAG1

El alineamiento final del gen nuclear RAG1 para el género Hypostomus comprendié 60 se-
cuencias de las cuales cinco representan el outgroup. Se seleccionaron para amplificar las mismas
especies y linajes que se han utilizado en los andlisis del gen nuclear CDC27. Se obtuvieron en el

laboratorio un total de 1345 bp. Segun el programa TreeFinder, el modelo de evolucion que mejor
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Figura 3.12: Arbol de Méxima Parsimonia para el género Hypostomus basado en el gen nuclear CDC27.
Los valores debajo de las ramas son los soporte de Jackknife calculados con 1000 réplicas. Las especies
que presentan una nueva posicion en el drbol estdn marcadas con un #.
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se ajusta a este set de datos es TVM mds la distribucién gamma.

= Arbol segin Méxima Verosimilitud (MV)

El 4rbol MV obtenido en el programa TreeFinder se muestra en la Fig. 3.13. Por debajo de
cada una de las ramas del arbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 %
obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son: log lk=-3716,97;

0=0,174; 7(T) = 0,24; (C) = 0,22; 71(A) = 0,27; 7(G) = 0,15.

En este nuevo andlisis, basado en otro marcador nuclear, observamos que el género Hypos-
fomus nuevamente aparece como un grupo monofilético, llamado D (85 %BB) y que al igual

que en los andlisis basados en el gen CDC27 este género puede dividirse en tres grupos.

El clado D1 (58 %BB) se corresponde a los clados con el mismo nombre definidos con los

marcadores mitocondriales D-loop y COL.

El clado D2, no presenta valores de soportes mayores al 50 %, pero comprende las mismas
especies que los clados definidos con este mismo nombre. Ademds, también se puede dividir
en tres grupos uno representado solamente por la especie H. watwata y por los grupos D2a
y D2b. Nétese aqui que la especie H. boulengeri correspondiente al subclado D2a, en este

andlisis aparece dentro del clado D2b.

El clado D3-D4 (66 %BB) estd compuesto por las mismas especie que el clado con el mismo
nombre definido anteriormente con el marcador nuclear CDC27. Este clado presenta una gran
politomia, sin embargo, vemos un subgrupo compuesto por H. asperatus, H. sp. BR1100,
H. sp. BR98-699 y H. nigromaculatus, cuyas especies pertenecen al clado D3. Segin estos
resultados varias especies no presentan monofilia reciproca, tales son los casos de H. myersi,

H. luteomaculatus, H. arecuta y de H. albopuntactus.

En este andlisis se observa una politomia entre los clados D1, D2 y D3-D4.

= Arbol segin Inferencia Bayesiana (IB)

El 4rbol basado en RAGI1 reconstruido por IB para el género Hypostomus se puede observar
en la Fig. 3.14. Debajo de cada una de las ramas del drbol, se ven los valores de probabilidades
posteriores (PP) de cada una de ellas. En los resultados aportados por IB vemos que todos

los representantes del género Hypostomus forman un clado monofilético D bien sustentado
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Figura 3.13: Arbol de Maxima Verosimilitud para el género Hypostomus basado en el gen nuclear
RAGTI. Los valores por debajo de las ramas son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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(1 PP). Del mismo modo que en el arbol MV, vemos que este clado también se divide en tres
grupos, pero estos grupos no se corresponden exactamente a los definidos en el &rbol MV de

este mismo marcador nuclear.

El clado definido como D17 (1 PP) se corresponde a los clados D1 y D1, salvo que este
nuevo clado comprende al linaje H. sp. PE08-221, ejemplar que se ha encontrado en todos
los andlisis anteriores dentro de los clado D2 y D2’. Es interesante notar las largas ramas que

ha generado el andlisis con la incorporacién de este nuevo linaje al clado.

El clado D2” (0,95 PP) difiere de clado D2 definido en los anélisis anteriores, solamente por la
ausencia del linaje H. sp. PE08-221. Sin embargo, al igual que los clados llamados D2 y D2’,
el clado D2” puede subdividirse, en este caso, en tres grupos, el primero de ellos compuesto
por la especie H. watwata que aparece en la base del clado, luego los grupos D2”a y D2”b.
En este nuevo andlisis, encontramos, otra vez, que la especie H. boulengeri correspondiente

al subclado D2”a, aparece dentro del clado D2”b.

El clado D3-D4 (1 PP) estd compuesto por las mismas especies que el clado con el mismo
nombre definido anteriormente con el marcador nuclear CDC27 y con RAGI a partir de los
andlisis de MV. Al igual que en el andlisis de MV, este clado presenta una gran politomia, sin
embargo, vemos al subgrupo compuesto por H. asperatus, H. sp. BR1100, H. sp. BR98-699 y
H. nigromaculatus, cuyas especies pertenecen al clado D3. Segtin estos resultados varias es-
pecies no presentan monofilia reciproca, tales son los casos de H. myersi, H. luteomaculatus,

H. arecuta y de H. albopuntactus.

Al igual que en los andlisis de MV, vemos una politomia entre los clados D17, D2” y D3-D4.

» Arbol segin Méxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 15 drboles igualmente parsimoniosos a partir de los cuales se
generd el arbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El arbol MP
final puede verse en la Fig. 3.15, debajo de cada una de las ramas se observan los valores de
soporte de Jackknife calculados a partir de 1000 réplicas (JN). En los resultados aportados
por MP vemos que nuevamente, todos los representantes del género Hypostomus forman un

clado monofilético D bien sustentado (83 JN), que puede dividirse en tres grupos.

El clado D1” (79 JN) es identico al clado D1 definido a partir de IB con este mismo marca-
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Figura 3.14: Arbol de Inferencia Bayesiana para el género Hypostomus basado en el gen nuclear RAG1.
Los valores debajo de las ramas son las probabilidades posteriores. Las especies que presentan una nueva

posicién en el arbol estdn marcadas con un #.
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dor. Nuevamente el linaje H. sp. PE08-221 fue incorporado a este clado y excluido del grupo

D2.

El clado D2” presenta un bajo valor de soporte (16 JN). Al igual que en el analisis de IB,
este clado se divide en tres grupos: H. watwata que aparece en la base del clado, luego los
grupos D2”a y D2”b4. Nuevamente, la especie H. boulengeri correspondiente al subclado

D2.2, aparece dentro del clado D2”b.

El clado D3-D4 (54 JN) presenta una gran politomia donde las relaciones de las especies
no estan resueltas y donde varias de ellas no presentan monofilia reciproca. Sin embargo,
notamos la presencia de un clado cuyas especies pertenecen al clado D3: H. asperatus, H. sp.

BR1100, H. sp. BR98-699 y H. nigromaculatus.

Al igual que en los andlisis de MV e IB, vemos una politomia entre los clados D17, D2 y

D3-DA4.

Analisis basado en Hodz3

El alineamiento final del gen nuclear Hodz3 para el género Hypostomus comprendié 60 se-
cuencias de las cuales seis representan el outgroup. Se seleccionaron para amplificar las mismas
especies y linajes que se han utilizado en los anélisis de los genes nucleares CDC27 y RAG11. La
Unica especie que no ha sido analizada fue H. interruptus (BR1161) dado que no ha sido posible
amplificar esta muestra correctamente. Se obtuvieron en el laboratorio un total de 1055 pb. Segin
el programa TreeFinder, el modelo de evolucidén que mejor se ajusta a este set de datos es TVM

mas la distribucion gamma.

= Arbol seglin Méxima Verosimilitud (MV)

El 4rbol MV obtenido en el programa TreeFinder puede verse en la Fig. 3.16. Por debajo de
cada una de las ramas del 4rbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 %
obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son: log lk=-3251,72;

0=0,315; 7(T) = 0,32; 7(C) = 0,22; 7(A) = 0,23; 7(G) = 0,20.

El resultado obtenido segtin MV para este gen nuclear, sugiere que el género Hypostomus no
forma un grupo monofilético dado que el clado que comprende a todas las especies de este

género también incluye a una especie de Hemiancistrus (59 %BB). Sin embargo, al igual que
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Figura 3.15: Arbol de Médxima Parsimonia para el género Hypostomus basado en el gen nuclear RAGI1.
Los valores debajo de las ramas son los soporte de Jackknife calculados con 1000 réplicas. Las especies
que presentan una nueva posicion en el arbol estdn marcadas con un #.
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los resultados precedentes, observamos que los Hypostomus pueden dividirse en los cuatro

grupos D1, D2, D3 y D4 y que estos estdn acompafiados por buenos valores de soporte.

El clado D1 (97 %BB) presenta una politomia de grado cuatro con los siguientes subclados:
(i) H. plecostomoides y H. hondae (67 %BB); (ii) un clado compuesto por H. sp PE08-700 en
la base y por H. sp. PE08-269, H. ericae, H. cochliodon y H. sp. GY04-333 (84 %BB); (iii)
H. sp. PE08-441 y H. sp. GY04-173 (82 %BB) y (iv) la especie H. fonchi.

El clado D2 (56 %BB) en este andlisis no puede dividirse en dos grupos como vimos ante-
riormente. En este andlisis vemos que el clado D2 presenta a la especie H. watwata en la base
y luego una gran politomia de grado doce con el resto de las especies que conforman a este
clado. Es importante aclarar que segun este andlisis la especie H. commersoni y el linaje H.

cf. commersoni no aparecen como reciprocamente monofiléticos.

El clado D3 (61 %BB) se presenta aqui sin resolver las relaciones entre sus especies. Adem4s,

se excluye a la especie H. microstomus y al linaje H. sp. BR98-678.

El clado D4 (86 %BB) comprende al clado D3, a H. microstomus y a H. sp. BR98-678,
apareciendo de este modo como un grupo parafilético. Por otro lado, se observa que todas
las especies correspondientes al clado D4 se presentan en una politomia, a excepcion de los
pares H. uruguayensis y H. isbrueckeri (53%BB) y H. ternetzi y H. sp. BR98-678 (53 %BB)
que aparecen como especies hermanas, respectivamente. Ademads, vemos que la especie H.
arecuta y el linaje H. sp. Tib1, al igual que H. laplatae y H. aspilogaster conforman pares de

clados sin diferencias mutacionales.

= Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

La topologia del drbol basado en el gen Hodz3 obtenido por IB fue idéntica al del arbol
MYV (ver la Fig. 3.16). Por encima de cada rama se encuentran los valores de probabilidades

posteriores (PP) de cada una de ellas.

= Arbol segin Méxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 100 arboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales se
generd el arbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El arbol MP final

puede verse en la Fig. 3.17, debajo de cada una de las ramas se observan los valores de soporte
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Figura 3.16: Arbol de mdxima verosimilitud para el género Hypostomus basado en el gen nuclear
Hodz3. Los valores por debajo de las ramas son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas.
Los valores por encima de las ramas son las probabilidades posteriores.
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Figura 3.17: Arbol de Mdxima Parsimoniapara el género Hypostomus basado en el gen nuclear Hodz3.
Los valores debajo de las ramas son los soporte de Jackknife calculados con 1000 réplicas.
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de Jackknife calculados a partir de 1000 réplicas (JN). Nuevamente en este resultado basado en
Hodz3, vemos a la especie Hemiancistrus fuliginosus dentro del gran clado del género Hypostomus
(37 JN).

El clado D1 (68 JN) puede dividirse en tres grupos: (ii) la especie H. fonchi; (ii) H. hondae y
H. plecostomoides, mas H. sp. GY04-173 y H. sp. PE08-441 y (iii) el clado D1b (68 JN), el cual se
compone del linaje H. sp. PE08-700 en la base, luego se observa una politomia con H. cochliodon,
H. ericae, H. sp. PE08-269 y H. sp. GY(04-333.

El clado D2 (22 JN) al igual que los andlisis MV e IB presenta a la especie H. watwata en la
base. La segunda especie en diferenciarse es H. formosae (100 JN), a partir de alli vemos una gran
politomia con el resto de las especies tipicas de este clado. Notablemente la especie H. commersoni
no aparece como un grupo monofilético en este andlisis.

El clado D3 (32 JN) de este andlisis de MP, resulté de igual topologia que en los andlisis ante-
riores, sin mostrar resolucidn entre las relaciones de las especies.

El clado D4 (60 JN) nuevamente aparece como parafilético, incluyendo al clado D3. A diferen-
cia de los andlisis precedentes, vemos que la especie H. latifrons se retine con el clado H. sp. Tibl
y H. arecuta (22 JN) y que las especies H. uruguayensis y H. isbrueckeri aparecen como especies

hermanas (19 JN).

Analisis basado en miultiples genes

El alineamiento final utilizado en este andlisis de marcadores concatenados (D-loop + COI +
CDC27 + RAG11 + Hodz3) para el género Hypostomus comprendié 53 secuencias de las cuales
cinco representan el outgroup. Se seleccionaron las mismas especies y linajes que se han utilizado
en los andlisis de los genes nucleares CDC27; RAG11 y Hodz3 analizados individualmente. El
alineamiento comprendio la particion de los datos indicando donde empieza y donde termina cada
gen. El alineamiento ha comprendido aproximadamente 5000 bp. Segin el programa TreeFinder,
los mejores modelos para cada seccién de la particién son:

Particion 1 (Dloop): TN + G.

Particién 2 (COI): TN + G.

Particién 3 (CDC27): J1 + G.

Particién 4 (RAG11): TVM + G.
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Particién 5 (Hodz3): GTR+ G.

= Arbol seglin Méxima Verosimilutud (MV)

En la Fig. 3.18 se puede observar el arbol MV obtenido en el programa TreeFinder, sobre
cada una de las ramas del arbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 %

obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son:

log lk=-24195.28;

Particién 1 (Dloop): ©(T) = 0,31,7(C) = 0,20,7(A) = 0,37, n(G) = 0,10; a= 0,2730.
Particién 2 (COI): n(T) = 0,32, 7(C) = 0,23,7(A) = 0,27, 7(G) = 0,17; o= 0,1695.
Particién 3 (CDC27): n(T) = 0,32,7(C) =0,17,n(A) = 0,29, 7(G) = 0,21; a= 0,6477.
Particion 4 (RAG11): n(T) = 0,25,7(C) = 0,32, n(A) = 0,27, 7(G) = 0,24; a= 0,1390.
Particion 5 (Hodz3): n(T) = 0,32,7(C) = 0,21,7(A) = 0,26, 7(G) = 0,18; o= 0,2584.

El primer resultado observable de este andlisis, es que todas las especies de Hypostomus
forman un clado monofilético, llamado D (véase la Fig. 3.18) sustentado por el 100 %BB.
Este clado D, se divide en cuatro grupos D1, D2, D3 y D4. En este andlisis de MV, el clado
D1 aparece como el grupo basal dentro del gran clado D, luego se diferencia el clado D2 y

finalmente D3 y D4 aparecen como hermanos con 100 %BB.

El clado D1 (100 %BB) puede dividirse en dos grupos, el primero de ellos contempla a las
especies H. hondae y H. plecostomoides (100 %BB). El segundo grupo (92 %BB), a su vez,
también puede dividirse en dos: un grupo que retne al par H. sp. PE08-700 - H. fonchi y al
par H. sp. PE08-441 - H. sp. GY04-173, el otro grupo estd compuesto por un lado de H. sp.
PE08-269 y H. sp. GY04-333 y por otro por H. ericae 'y H. cochliodon.

El clado D2 (96 %BB) presenta a la especie H. watwata en la base, para luego dividirse en dos
grupos, D2a (98 %BB) y D2b (83 %BB). El clado D2a no presenta valores de soporte elevados
en las relaciones entre las especies que lo componen, de hecho se observa una politomia entre
H. boulengeri, H. paranensis y un clado que comprende a H. cf. commersoni, H. interruptus,
H. affinis y H. commersoni (52%BB). En el subclado D2b vemos una buena resolucién en
las relaciones interespecificas, notando que la especie H. formosae aparece como especie

hermana del linaje H. sp. PdeR36/49 con 50 % de BB.
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El clado D3 (94 %BB) puede dividirse en dos grupos D3a (100 %BB) y D3b (86 %BB). El
subclado D3a estd compuesto por el linaje H. sp. BR981100 y la especie H. asperatus. El
subclado D3b presenta en la base a H. microstomus, luego se diferencia el linaje H. sp. BR98-
678. A partir de alli, vemos un clado que contiene a los linajes H. sp. BR98-751 y a H. sp.
AG-207, seguido del trio H. nigromaculatus, H. sp. BR98-699 y H. regani'y del par H. myersi

- H. luteomaculatus.

El clado D4 (97 %BB) presenta en su base a la especie H. albopuntactus, luego vemos un
clado que retine a un grupo formado por H. ternetzi y H. arecuta (90 %BB) y el grupo D4a.
Este subclado D4a (98 %BB) presenta a H. latifrons en la base, al par H. uruguayensis - H.

isbrueckeri 'y al trio H. luteus, H. laplatae y H. aspilogaster.

Arbol segin Inferencia Bayesiana (IB)

El 4rbol basado en los cinco genes reconstruido por IB para el género Hypostomus se puede
observar en la Fig. 3.19. Cerca de cada uno de los nodos del arbol, se ven los valores de
probabilidades posteriores (PP) de cada uno de ellos. En los resultados aportados por 1B
vemos que todos los representantes del género Hypostomus forman un clado monofilético D
bien sustentado (1 PP). Del mismo modo que en el arbol MV, vemos que este clado también

se divide en cuatro grupos.

El clado D1 (1 PP) presenta la misma topologia que en el andlisis de MV, con valores de PP
muy elevados para las relaciones entre las especies, a excepcion del par H. cochliodon y H.

ericae que presenta 0,59 de PP.

El clado D2 (1 PP) nuevamente muestra a la especie H. watwata en la base y luego a los
subgrupos D2a y D2b (ambos con 1 de PP). En este andlisis las relaciones entre las especies
del subclado D2a estan todas resueltas con valores de PP mayores a 0,65. El subclado D2b, a
diferencia del analisis MV, propone al linaje H. sp. PE08-221 en la base, luego un clado con
los pares H. plecostomus - H. formosae (1 PP) y H. sp. BR98-219 y H. sp. PdeR36/49 (0,86
PP).

El clado D3 (1 PP) al igual que en el arbol de MV, se puede dividir en dos grupos D3a y D3b
(ambos con 1 de PP). D3a esta compuesto por H. sp. BR981100 y la especie H. asperatus.

El subclado D3b presenta en la base a H. microstomus, luego se diferencian los linajes H. sp.
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Figura 3.18: Arbol de mdxima verosimilitud para el género Hypostomus basado en en cinco marcadores
(D-loop + COI + CDC27 + RAGI + Hodz3). Los valores por debajo de las ramas son los soportes de
bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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BR98-751 y a H. sp. AG-207 (1 PP) y finalmente un clado que contiene al par H. myersi -
H. luteomaculatus (0,58 PP), luego se diferencia H. regani, seguido de H. nigromaculatus y

terminando con el par H. sp. BR98-678 y H. sp. BR98-699 (0,77 PP).

El clado D4 (1 PP) como hemos visto en el andlisis MV, contiene a la especie H. albopuntac-
tus en la base, luego a un clado constituido por las especies H. ternetzi y H. arecuta (1PP) y
un clado llamado D4a (1PP). En el clado D4a se puede ver que las relaciones interespecificas
difieren del andlisis MV. Hypostomus uruguayensis aparece en la base, luego se diferencia,
H. isbrueckeri, seguido de H. luteus, luego H. aspilogaster y finaliza con la pareja H. laplatae

y H. latifrons.

En este andlisis de IB, al igual que en los resultados de MYV, el clado D1 aparece como el
grupo basal dentro del gran clado D, luego se diferencia el clado D2 y finalmente D3 y D4

aparecen como hermanos (1 PP).

Arbol seglin Maxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron solamente 11 arboles igualmente parsimoniosos, a partir de los
cuales se gener? el arbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El
arbol MP final puede verse en la Fig. 3.20 debajo de cada una de las ramas se observan los
valores de soporte de Jackknife calculados a partir de 1000 réplicas (JN). Nuevamente, en
este resultado basado en los cinco genes, vemos que Hypostomus es un grupo monofilético,
Ilamado clado D (100 JN), que puede ser dividido en cuatro grupos diferentes. A diferencia
de los andlisis de MV e IB, en el arbol de MP, observamos que hay una politomia entre los

clados D1, D2 y un nodo que retne a los clados D3 y D4 (100 JN).

El clado D1 (100 JN) estd compuesto por las mismas especies que en los andlisis de MV e IB.
Nuevamente, vemos que la especie H. hondae y H. plecostomoides aparecen como hermanas
(100 JN). En este andlisis, hay algunas relaciones interespecificas sin resolver, viéndose dos

politomias dentro del clado.

El clado D2 (99 JN) nuevamente muestra a la especie H. watwata en la base y luego a los
subgrupos D2a (99 JN) y D2b (41 JN). En este anélisis de MP las relaciones entre las especies
del subclado D2a estan todas resueltas con valores de JN moderados. El subclado D2b, a

diferencia del analisis MV e igual que IB, propone al linaje H. sp. PE08-221 en la base, luego
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(D-loop + COI + CDC27 + RAGI + Hodz3). Los valores cerca de los nodos son las probabilidades
posteriores.



100

3.2. Resultados

un clado con los pares H. plecostomus - H. formosae (93 IN) y H. sp. BR98-219 y H. sp.
PdeR36/49 (74 IN).

El clado D3 (97 JN) puede dividirse en dos grupos D3a (100 JN) y D3b (60 JN). El subclado
D3a, al igual que en los andlisis anteriores, estd compuesto por el linaje H. sp. BR981100 y
la especie H. asperatus. El subclado D3b presenta en la base a H. microstomus, pero luego
vemos una gran politomia donde no se logran resolver las relaciones entre las especies. Las
Unicas relaciones sostenidas por este anélisis de MP son las que retinen a los pares H. sp.

BR98-751 - H. sp. AG-207 y H. myersi - H. luteomaculatus.

El clado D4 (94 JN) como hemos visto en el andlisis MV e IB, contiene a la especie H.
albopuntactus en la base, luego se observa a un clado con las especies H. ternetzi y H. arecuta
(88 JN) y finalmente a un clado llamado D4a (91 JN). Dentro de este clado D4a encontramos
las diferencias con los andlisis anteriores. La primera especie en diferenciarse en D4a es H.
uruguayensis, seguida de H. isbrueckeri, luego H. luteus, después H. latifrons y finaliza con

el par H. aspilogaster - H. laplatae (55 JN).

Test de topologias

Las diferencias principales entre los drboles generados con los datos concatenados del género
Hypostomus se encuentran al nivel de las relaciones interespecificas dentro de cada grupo.
Con el objetivo de determinar cudl de estas topologias es la mejor, se efectué un test de
topologias para los resultados obtenido con MV e IB. Para ello, se utiliz6 el alineamiento
de los datos concatenados y se indicé el mejor modelo de evolucién para cada particién. La
topologia de los resultados de MP, no fueron evaluados dado que este test toma en cuenta el

largo de cada rama del 4rbol para la evaluacién de los mejor pardmetros.

Los resultados obtenidos con el test de topologia en Treefinder, muestran que la topologia
propuesta por MV es mejor que aquella obtenida por IB (véase tabla 3.2) . Los pardmetros
obtenidos (ELW; BP; KH; SH; WSH y AU) son diferentes maneras de calcular probabilidades
(p-value) de que el arbol en cuestién sea mejor que el mejor arbol. Si el p-value de una
topologia es menor que 5%, entonces, se considera que los datos rechazan esa topologia.
Es importante ver que la topologia IB no fue rechazada por ninguno de los parametros del

andlisis, y que si bien el d&rbol MV presenta una mejor topologia, segin este test, no todos los
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Tabla 3.2: Resultados del test de topologias para el género Hypostomus basado en los datos concatena-
dos de los cinco marcadores moleculares.

Topologia ELW BP KH SH WSH AU log lk
MV 0,51 0,51 1 1 1 0,50 -24195,35
1B 0,48 0,48 0,49 0,63 0,63 0,49 -24196,25

nodos de este arbol estdn bien sustentados (con valores de bootstrap mayores al 50 %).

3.2.3. Calibracion del reloj molecular

El test de log-likelihood ratio, el cual fue utilizado para verificar que nuestros datos (matriz de
los cinco genes concatenados) no poseen tasas de mutacidn constantes, ha mostrado que las diferen-
cias entre los valores de verosimilitud cuando forzamos los datos a un reloj molecular y cuando no
lo hacemos son significativas (X? = 2(log Ly —logL;) = 337,4628; d.f. = 51; P =8,93327 x 10~**).
Este resultado indica que las secuencias de los representantes del ingroup utilizado evolucionan con
una tasa que no es homogénea a lo largo del arbol filogenético.

Con el objetivo de estimar las fechas de los eventos de diversificacion en el género Hypostomus
que habitan la cuenca del Plata, se ha calibrado los datos moleculares basados en cinco genes. El
resultado obtenido con el programa BEAST puede observarse en la Fig. 3.21. La topologia del arbol
reconstruido con BEAST es similar a las obtenidas en la seccion anterior con los analisis de MV,
IB,yP.

Siguiendo nuestros resultados, observamos que el origen del género del Hypostomus se remonta
a 32,28 Ma (95 % highest posterior density interval o HPD: 21,98-42,34). Mientras que el origen
del clado D1 es de 19,63 Ma (95 % HPD: 13,33-26,28). Dentro de este clado, la separacion entre
las especies de Hypostomus que habitan el sistema Amazoénico (comprendiendo las cuencas del rio
Amazonas, las del escudo de las Guyanas y los rios del norte de Brasil) y las que habitan la cuenca
del Plata es de 8,6 Ma (95 % HPD: 5,35-12,29).

El clado D2 tiene una datacion estimada de 18 Ma (95 % HPD: 12,65-24,44), siendo en esta
fecha la separacién de la especie H. watwata del resto. En el interior del clado vemos que la di-
ferenciacion entre los subclados D2a (Sistema Sur) y D2b (mayor parte del Sistema Norte) es de
14,3 Ma. El subclado D2a, exclusivo del sur de Sudamérica, es datado con 10,38 Ma (95 % HPD:

7,18-14,26). Dentro de este subclado hay especies (H. affinis y H. interruptus) que habitan exclu-
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sivamente los rios costeros del Sur de Brasil. La separacién de estas especies fue estimada en 4,8
Ma (95 % HPD: 2,99-6,92). Por otro lado, el subclado D2b presenta una fecha de 11,37 Ma (95 %
HPD: 7,71-16,12).

El clado D3 tiene un origen estimado en 13,94 Ma (95 % HPD: 9,86-19,09), momento en el
cual se produce la separacién de la dos especies del sistema Amazoénico incluidas en este trabajo
(H. asperatus y H. sp. 1100 formando el subclado D3a). El resto de las especies de este clado, estan
incluidas en el subclado D3b y pertenecen al sistema del sur. La fecha estimada para este subclado
es de 11,17 Ma (95% HPD: 7,75-15,46). Dentro de este subclado hay una especie (H. sp. BR98-
751) que habita en la cuenca del rio Sdo Francisco. La separacién de esta especie fue estimada en
4,94 Ma (95 % HPD: 2,02-8,34)

En este andlisis, el clado D4 no presenta especies del sistema Amazénico, todas las especies
son del sur de Sudamérica. El origen de este grupo es de 13,32 Ma (95 % HPD: 9,14-18,47) siendo
la especie més basal H. albopuntactus.

En este andlisis se han incorporado solamente 3 especies con dos representantes: H. commer-
soni, H. cf. commersoni'y H. arecuta. Los resultados obtenidos, dejan ver que las fechas estimadas
para la formacién de estas tres especies son de 4,8; 5,6 y 8,56 Ma respectivamente. Pero ademads,
vemos que la divergencia dentro de las especies datan de al menos 2,27; 2,06 y 4,55 Ma respectiva-
mente.

Como puede observarse en la Fig.3.21, los intervalos de confianza de 95 % HPD estimados para
los subclados D2a y D3b y el clado D4 coinciden temporalmente con las ingresiones marinas del

Mioceno que han tenido lugar en la cuenca del Plata.

3.2.4. Reconstruccion de areas ancestrales

Los distintos escenarios biogeograficos analizados con RASP (S-DIVA, BBM y DEC) estan
presentados en la Fig. 3.22. El andlisis de BBM es el que ha estimado un menor nimero de areas
ancestrales combinadas. Los tres andlisis concuerdan en que el drea ancestral del género Hypos-
tomus es la regién de la cuenca del Amazonas. Sin embargo este resultado hay que tomarlo con
precaucién dado que en la matriz de distribuciones de las especies outgroup fueron todas codifica-
das como distribuidas en esta cuenca.

Para el clado D1, se observa que la mayor parte de los nodos presentan un area ancestral repre-
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sentada por la regioén del Amazonas (F). Los andlisis de DIVA, BBM y DEC difieren en los nodos
mas externos de este clado, proponiendo dreas combinadas (DIVA y DEC) para los nodos 91; 92;
94 y 98. Mientras que BBM resuelve estos nodos con dreas ancestrales amazoénicas. Dentro de este
clado, el nodo 91 representa una relacion entre una especie (H. cochliodon) de la cuenca del Plata y
otra del Amazonas. Todos los andlisis proponen un evento de dispersién desde la cuenca del Ama-
zonas hacia la cuenca del Plata como el evento de especiacidon que ha dado origen a la especie H.
cochliodon.

Las tres metodologias coinciden en que el clado D2 tiene un origen en la regién amazdénica o
una combinacién de dreas en donde esta region estéd involucrada. Dentro de este clado, el subclado
D2a, el cual contiene todas las especies del sur de Sudamérica, tiene como area ancestral a la region
del Alto Parand. Aqui vemos también que la region del sur de Brasil ha jugado un rol importante
en los eventos de especiacion de este subclado. El subclado D2b, en cambio, tiene una distribucion
ancestral amazénica. Vemos que la mayor parte de los nodos también contienen esa distribucion
y que es a partir de alli que las especies se diferencian por eventos de dispersién a otras regiones
(Paraguay, norte de Brasil, Guyanas). El nodo 88 que retine ambos subclados, fue estimado con un
area ancestral formada por el Alto Parand y el Amazonas por DIVA y como amazdnica solamente
por BBM y DEC.

El clado D3 fue estimado con un drea ancestral que comprende en la mayoria de los anélisis al
Medio Parana y al Amazonas. BBM propone con mayor probabilidad al d&rea amazdénica como tinica
drea ancestral, mientras que DEC propone un drea combinada con el Medio Parand, Alto Parand y
Amazonas. Dentro de este clado, el subclado D3b, con especies exclusivamente del Sistema Sur,
tiene un area ancestral en el Parand, DIVA y BBM proponen al Medio Parand, mientras que DEC
propone un drea combinada entre Alto y Medio Parand.

El clado D4 contiene numerosas dreas ancestrales posibles, sin embargo todos los andlisis com-
prenden al Bajo Parand y al Alto Parand. Dentro de este clado puede verse que la region del rio

Uruguay ha jugado un rol importante en la diversificacion de las especies.
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3.3. Discusion

Considerando al género Hypostomus como centro de estudio, este capitulo se enfoca en tres
objetivos. El primero es determinar la diversidad de especies de este género en la cuenca del Plata
y definir la distribucién geografica de tales especies. El segundo objetivo es conocer la relacion
filogenética de especies antes definidas. Para este ultimo fin se han realizado anélisis basados en
cinco marcadores moleculares, dos de ellos mitocondriales y tres nucleares. S han realizado en
total seis reconstrucciones filogenéticas, las primeras cinco con cada marcador separadamente, para
luego hacer un andlisis donde todos los marcadores han sido analizados simultdneamente. El tercer
objetivo de este capitulo ha sido definir la historia biogeografica del género, para ello se ha calibrado
y reconstruido las dreas ancestrales de cada nodo de la filogenia molecular de este grupo. Por lo

tanto, esta seccidn estard organizada de acuerdo a los objetivos antes planteados.

3.3.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Hypostomus en la cuen-

ca del Plata

Basado en los resultados del marcador mitocondrial D-loop (véase las Figs. 3.4, 3.5 y 3.6) el
género Hypostomus puede dividirse en al menos 61 especies o linajes diferentes, de las cuales 31
especies habitan la gran cuenca del Plata y 17 de ellas se pueden encontrar en el territorio argentino.
Viendo las distribuciones geogréficas de las especies definidas anteriormente, notamos que hay
zonas de solapamiento en ellas, generando de este modo especies con distribuciones simpatricas y
patrones biogeograficos complejos. Sin embargo, se puede afirmar que la cuenca del rio Parana es
en donde se encuentra la mayor diversidad de especies para el género Hypostomus.

Los resultados obtenidos, han aportado también nueva informacién a la distribucién de las espe-
cies de Hypostomus, como por ejemplo se publicé en Cardoso et al. (2011) donde se hace referencia
por primera vez a la especie H. aspilogaster para Argentina y en Cardoso et al. (2012) donde se
extienden varios rangos de distribucidn para algunas de las especies de este género.

Las distribuciones de las especies H. luteomaculatus y H. uruguayensis registradas en este
trabajo (véase la Tab. 3.1) comprenden las cuencas de los rios Parand y Uruguay. Cabe destacar
que estas especies no se encuentran, ni han sido citadas en la literatura, en el Rio de la Plata. Por

consiguiente, es necesario preguntarse como estas especies pueden coexistir en dos cuencas que
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hoy en dia no presentan ningtn tipo de conexién mas alld del Rio de la Plata. Este mismo patrén
de distribucion se puede encontrar en la especie H. ternetzi, dado que durante este trabajo se ha
capturado ejemplares de esta especie en el rio Parand y varios autores la citan para el rio Uruguay.
Una discusién mds detallada de las posibles rutas de conexion entre los rios Parand y Uruguay

puede verse en Cardoso et al. (2012).

3.3.2. Analisis filogenéticos del género Hypostomus

El segundo objetivo de este capitulo es estimar la estructura de las relaciones filogenéticas entre
las especies del género Hypostomus, para ello se ha comenzado con la reconstruccién del drbol
filogenético basado en el marcador D-loop mediante tres metodologias diferentes (véase las Figs.
3.4, 3.5y 3.6). Los tres tipos de andlisis han generado drboles con topologias similares donde se
puede observar que el género Hypostomus es un grupo monofilético que se separa en cuatro grupos
diferentes, llamados D1, D2, D3 y D4. Sin embargo, las relaciones entre estos grupos han ido
variado segin la metodologia aplicada, por ejemplo hemos visto que las reconstrucciones por 1B
y MP coinciden en proponer una relacién mds estrecha entre los clados D1 y D2. En todos los
andlisis basados en D-loop, observamos que dentro de cada clado las relaciones interespecificas
no estan resueltas en su totalidad y generalmente presentan bajos valores de soporte. No obstante,
dentro cada grupo se pueden definir perfectamente subclados, dado que estos se han encontrado
mediante los tres tipos de andlisis, mostrando, una vez mas congruencia en los resultados. Los
resultados obtenidos en este trabajo concuerdan perfectamente con los datos ya publicados del
marcador mitocondrial D-loop para el género Hypostomus (Montoya-Burgos et al., 2002; Montoya-
Burgos, 2003; Cardoso et al., 2012, 2013a).

El segundo analisis filogenético llevado a cabo, se realiz6 con el gen mitocondrial COI mediante
tres metodologias (MV, IB, MP) (véase las Figs. 3.7, 3.8 y 3.9). Estos andlisis nuevamente han
demostrado la monofilia del género Hypostomus. En los anélisis de MV e IB se han recuperado los
cuatro clados D1, D2, D3 y D4 tal cual se defini6 en los analisis de D-loop. Estas dos metodologias
proponen que los clados D1 y D2 forman un grupo y que D3 y D4 forman otro grupo. En los
resultados de MP, también encontramos a los clados D1, D3 y D4, pero el clado D2 no se muestra
como un grupo monofilético. Sin embargo, en el arbol de MP, al igual que en los arboles MV e

IB, hemos visto que los clados D3 y D4 estdn maés relacionados entre si que con otros grupos.
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En estos andlisis, dentro de cada uno de los clados notamos una baja resolucién en las relaciones
interespecificas, mas aun, varias especies no se presentan con monofilia reciproca. No obstante,
dentro de los clados D2 y D3 podemos recuperar las mismas divisiones en subclados propuestos en

los andlisis de D-loop.

El primero de los marcadores nucleares utilizado en este trabajo fue el gen CDC27. Basdndose
en las tres metodologias utilizadas, vemos que estas concuerdan en mostrar que el género Hypos-
tomus, esta vez, se puede dividir en tres clados, llamados aqui D1/, D2' y D3-D4 (véase las Figs.
3.10, 3.11 y 3.12). Este tltimo clado retine a las especies tanto del clado D3 como del D4 definidos
anteriormente con los marcadores mitocondriales. Los clados D1’ y D2’ se corresponden con los
clados D1 y D2, pero difieren en la presencia o ausencia de algunas especies, por ejemplo, vemos
a la especie H. ericae, correspondiente al clado D1 segtin los marcadores mitocondriales, segtn el
marcador CDC27 se encuentra dentro del clado D2. También observamos a la especie H. watwata,
correspondiente al clado D2, fuera de éste. El 4rbol generado por IB muestra un resultado inespe-
rado dado que en este andlisis el género Hypostomus no aparece como monofilético. Sin embargo
las tres metodologias han propuesto la misma relacién entre los clados: D1’ se encuentra en la base
del género y D2’ y D3-D4 se relacionan como grupos hermanos. Dentro del clado D2’, vemos que
los tres tipos de reconstruccién han coincidido en mostrar la misma divisién en dos subgrupos, que
a su vez concuerdan con la division que se ha planteado con los marcadores mitocondriales. Dentro
del gran clado D3-D4, notamos una escasa resolucién dentro de las relaciones interespecificas y

vemos, ademds, que algunas especies no presentan monofilia reciproca.

Los resultados obtenidos con el gen nuclear RAG1, han demostrado mediante las tres metodo-
logias utilizadas que el género Hypostomus puede dividirse nuevamente en tres grupos (véase las
Figs. 3.13, 3.14 y 3.15). En el arbol inferido por MV, a estos tres grupos se los ha llamado D1,
D2 y D3-D4. D1 y D2 se corresponden exactamente con los clados del mismo nombre definidos
a partir de los marcadores mitocondriales. D3-D4, al igual que en el andlisis basado en CDC27,
esta compuesto por especies de los clados D3 y D4 de los resultados basados en D-loop y COI. En
los 4rboles de IB y MP basados en RAG1, se han definido nuevos clados llamados D1 y D2”, estos
clados se corresponden a los clados D1 y D2, pero difieren en que el linaje H. sp. PE08-221 aparece
dentro del clado D1” y no dentro de D2”. Por otro lado, la reconstrucciéon por MV, propone que

los clados D1 y D2 forman un grupo, mientras que las reconstrucciones por IB y MP muestran una
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politomia entre los tres grupos. Nuevamente, dentro de cada uno de los tres clados, las relaciones
entre las especies no presentan una alta resolucion, existiendo grandes politomias y especies no
monofiléticas. Sin embargo dentro de los clados D2 y D2” vemos la misma divisién en dos grupos

que ha sido propuesta en todos los anélisis anteriores.

El dltimo de los genes analizados fue el gen nuclear Hodz3. Las tres metodologias de recons-
truccién han generado 4rboles similares en donde observamos que el género Hypostomus no apare-
ce como un grupo monofilético, debido a la incorporacién de la especie Hemiancistrus fuliginosas
dentro del clado que retine a todas las especies de Hypostomus (véase las Figs. 3.16 y 3.17). A pesar
de ello, en estos resultados, volvemos a encontrar los cuatro grupos definidos con los marcadores
mitocondriales (D1; D2; D3 y D4). En esta ocasién, todas las metodologias han propuesto que el
clado D3 forma un clado anidado dentro del clado D4, el cual, a su vez se relaciona mas con el clado
D2, para finalmente encontrar en la base del género al clado D1. Dentro de cada uno de los cuatro
clados, se puede ver que la mayoria de las relaciones entre las especies no se han podido resolver.
Ademas, este es el primer resultado donde no se puede dividir al clado D2 en sus dos subgrupos

debido a la gran politomia que presenta este clado.

Con el objetivo de obtener una hipdtesis filogenética robusta del género Hypostomus, se ha
realizado un andlisis con el conjunto de los datos moleculares disponibles, analizando los cinco
genes simultdneamente en un alineamiento de evidencia total. Las tres metodologias han propuesto
topologias de drboles muy similares (véase las Figs. 3.18, 3.19 y 3.20), donde vemos al género
Hypostomus formando un grupo monofilético que puede ser dividido en cuatro grupos, llamados
D1, D2, D3 y D4. Estos clados se corresponde exactamente con los clados del mismo nombre
definidos en los andlisis anteriores basados en los mismos genes pero de manera independientes.
Los tres anélisis de genes concatenados proponen que el clado D1se encuentra en la base del género
y que luego se diferencia el clado D2, para finalizar con los clado D3 y D4 que se presentan como
grupos hermanos. Dentro de cada uno de los clados, podemos observar que en estos analisis se
resuelven practicamente la totalidad de las relaciones interespecificas, muchas de ellas con valores
de soporte elevados. Ademds, se puede ver que aparecen nuevamente las subdivisiones para los
clados D2, D3 y D4 que se habian propuesto originalmente en los andlisis basados en los genes
mitocondriales. A pesar de ello, hemos visto que las tres metodologias difieren en algunas relaciones

interespecificas, proponiendo diferentes pares de especies hermanas, por ejemplo, vemos que segin
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la reconstruccién de MV la especie H. formosae es hermana del linaje H. sp. PdeR36/49 (50 %BB),
mientras que en los drboles IB y MP, H. formosae aparece como hermana de H. plecostomus (1
PP y 93 JN). Con el objetivo de obtener el drbol final para el género se ha realizado el test de
topologias, el cual ha permitido concluir que la reconstruccién filogenética que mejor se ajusta a
nuestros datos es aquella obtenida por MV, siendo entonces este drbol el que se utilizard en los

andlisis biogeograficos presentados en el capitulo 7 de este trabajo.

Como se ha visto y discutido en cada uno de los seis andlisis realizados, todos los arboles
inferidos para el género Hypostomus son compatibles entre si. Como era de esperar, a lo largo de
este capitulo se ha notado que los marcadores mitocondriales han permitido una mejor resolucién
de los diferentes grupos dentro del género. Por contraste, en los andlisis basados en marcadores
nucleares no se ha encontrado la monofilia reciproca de los clados D3 y D4 ni tampoco de algunas
especies. Esto se debe, sin lugar a duda, al hecho de que los marcadores mitocondriales tienen
una mayor tasa de mutacion que los marcadores nucleares. Sin embargo, cuando nos enfocamos
en un marco microevolutivo, vemos que la resolucién en las relaciones interespecificas solo la
encontramos dentro del andlisis de genes concatenados, donde se dispone de una base de datos
mucho mayor que en los andlisis de cada gen por separados. La explicacién de este fendmeno
puede deberse a que dentro del género Hypostomus la mayor parte de los eventos de especiacion
han tenido lugar recientemente y las especies no han tenido tiempo de divergencia suficiente para

acumular mutaciones a través del mecanismo de deriva génica.

Los resultados obtenidos en este trabajo concuerdan perfectamente con los datos ya publica-
dos del marcador mitocondrial D-loop para el género Hypostomus (Montoya-Burgos et al., 2002;
Montoya-Burgos, 2003; Carvalho, 2006; Cardoso et al., 2012; JacotdesCombes, 2012; Cardoso
et al., 2013a). En estos trabajos, ya se han discutido y analizado los cuatro grupos que dividen a
este género, sin embargo, nuestros resultados, al ser mds abarcativos en la cantidad de genes anali-
zados y en nimero de especies utilizadas, han permitido inferir una filogenia donde la mayor parte
de las relaciones estan resueltas con valores de soporte muy elevados, generando de este modo el
arbol maés robusto para el género Hypostomus (véase las Figs. 3.18, 3.19 y 3.20). No obstante, es
interesante discutir el poder de resolucién del marcador D-loop para la reconstruccion de la filoge-
nia de este género. A pesar de que el D-loop solamente contiene alrededor de 550 pb (vs. 850 pb de

COI y 1000-1100 pb de los marcadores nucleares aproximadamente) con este marcador podemos
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obtener una buena aproximacién de la historia evolutiva del género y de la posicién de cualquier

especie dentro de éste con una elevada precision.

Segtin nuestros arboles filogenéticos los clados D3 y D4 del género Hypostomus estan altamen-
te relacionados (véase las Figs. 3.18, 3.19 y 3.20). Este resultado esta sustentado también por datos
morfoldgicos. Siguiendo el trabajo de Muller & Weber (1992), las especies que componen los cla-
dos D3 y D4 comparten ciertas similitudes entre ellas, como por ejemplo, la presencia de puntos
blancos en el cuerpo, que generalmente es mas oscuro; mandibulas anchas y gran nimero de dien-
tes. Estos autores definieron a este conjunto de especies con el nombre grupo regani. Al resto de las
especies, que presentaban el cuerpo con puntos oscuros sobre un fondo claro, mandibulas angostas
y escaso nimero de dientes, las definieron como representantes del grupo llamado grupo plecosto-
mus. Este dltimo grupo morfolégico corresponde a las caracteristicas encontradas en las especies
que componen el clado D2 definido segtin nuestros andlisis filogenéticos. Por otra parte, estudios
basados en cariologia muestran que algunas de las especies del grupo regani tiene un niimero de
cromosomas cercano a 72 (H. regani 2n =72, H. albopunctatus y H. myersi 2n =74) y que algunas
especies del grupo plecostomus tienen un niimero cromosdmico cercano a 68 (H. ancistroides; H.
derbyi y H. commersonii 2n = 68) (Zawadzki et al., 2004). Esta informacion sugiere que los grupos
propuestos por Muller & Weber (1992) estan bien soportados por datos cromosémicos y filogenéti-
cos. Es interesante notar que dentro de esta discusion de grupos morfolégicos que hacen Muller &
Weber (1992) , no se nombra o caracteriza el llamado grupo cochliodon, quedando de este modo co-
mo un tercer grupo. Este dltimo grupo se define morfolégicamente por presentar un reducido nime-
ro de dientes en forma de cuchara, los miembros de este grupo han sido considerados dentro del
género Hypostomus recientemente cuando el género Cochliodon fue considerado sinénimo junior
de Hypostomus (Montoya-Burgos et al., 2002) (para una revision del grupo cochliodon véase Arm-
bruster (2003b)). Los resultados moleculares obtenidos en este trabajo, concuerdan perfectamente
con la divisién de los tres grupos morfoldgicos-carioldgicos definidos mds arriba, encontrando que
el clado D1 representa al grupo cochliodon en la base del género; el clado D2 al grupo plecostomus

y los clados D3 y D4 al grupo regani (véase las Figs. 3.18, 3.19 y 3.20).

Para finalizar esta seccion, es importante notar, que la diversidad de la cuenca del Plata se
ve reflejada en los cuatro clados que dividen al género Hypostomus. Dentro del clado D1, vemos

solamente una especie que corresponde a esta cuenca. Dentro del clado D2, vemos ocho especies.
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Dentro del clado D3 hay nueve especies, mientras que en el clado D4 vemos la mayor diversidad,
con once especies que habitan la cuenca del Plata. Este nimero de especies resulta subestimado
mientras haya nuevas especies por descubrir o alguna de éstas se haya extinguido. Sin embargo,
no solo el conocimiento del ndmero de especies es importante en la evaluacién de la diversidad, si
no que también, es indispensable conocer la historia evolutiva mediante la cual esa diversidad fue

generada.

3.3.3. Procesos de diversificacion en la cuenca del Plata

En esta seccién se han abordado varios anélisis que permiten estimar los eventos que han podido
ser la causa de la diversificacién de las especies de Hypostomus en la cuenca De Plata, a través de
las perspectivas temporal y espacial.

Segun los resultados observados, la filogenia de Hypostomus puede dividirse en cuatro clados
(véase las Figs. 3.18 y 3.21). Dado que en cada clado se incluye al menos una especie que habita
en el sistema Sur - el cual comprende a la cuenca del Plata, a los rios costeros del sur y la cueca
del rio Sdo Francisco - y de especies del Sistema Norte -comprendiendo a la cuenca del Amazonas,
Guyanas y los rios costeros del norte - se puede deducir que una especiacion alopdtrica entre siste-
mas o intercuenca ha participado de la diversificacion de las especies de Hypostomus de la cuenca
del Plata. Ademas, se ha observado que varios linajes con mdltiples especies habitan la cuenca del
Plata (en clados D2, D3 y D4 de las Figs. 3.18 y 3.21). Este resultado indica que algin proceso de

especiacion ha tenido lugar dentro de esta cuenca generando diversidad.

= Analisis intercuenca

El andlisis biogeografico de la relacion intercuenca dentro del clado D1 muestra que la espe-
cie H. cochliodon de la cuenca del Plata es la especie hermana de H. ericae cuya distribucion
es la cuenca del rio Amazonas (véase la Fig. 3.18). Nuestros resultados de calibracién indi-
can que este evento de especiacion puede ser fechado en 8,6 Ma (véase la Fig. 3.21). Las
reconstrucciones de dreas ancestrales proponen un drea ancestral amazoénica para estas dos
especies con un evento de dispersién hacia la cuenca del Plata. Para poder explicar este su-
ceso, nos vemos obligados a suponer conexiones temporales entre las cuencas del Plata y
Amazonas posteriores a las fechas de separacién de estas cuencas (que se remonta a 30 Ma

con la elevacién del Arco Michicola) (Lundberg et al., 1998). Dada la distribucién de las
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especies involucradas, las conexiones temporales deben haber sido entre el Alto Parand y los
afluentes del sur de la cuenca del Amazonas. Cuando estas conexiones temporales finalizan,
el aislamiento de las poblaciones en cada cuenca debe haber resultado en una especiacién
alopétrica que dio lugar a las especies H. cochliodon y H. ericae. Esta mismas conclusiones
han sido presentadas en Cardoso et al. (2012), aunque en ese trabajo solo se ha utilizado al
marcador D-loop para la construccidén de la filogenia del género y para la calibracién. La nue-
va informacién adicionada en este trabajo de tesis da mayor soporte a la hipdtesis planteada

por Cardoso et al. (2012)

Es muy interesante notar que el evento de especiacién que ha dado lugar a H. cochliodon en
la cuenca del Plata, no sdlo ha permitido el incremento en el nimero de especies observadas
en esta cuenca, si no que también ha generado diversidad en cuanto a los grupos morfolégicos

del género definidos segtiin Muller & Weber (1992) y Armbruster (2003b).

Los resultados dentro del clado D1, también demuestran que es la regidn del rio Amazonas
la que ha dado origen a una gran parte de las especies de otras regiones como por ejemplo la
region de las Guyanas, con conexiones que datan entre los 15-10 Ma (véase las Fig. 3.21 y

3.22).

Cuando observamos al clado D2 (véase las Figs. 3.18 y 3.21), vemos que la primera especie
en diferenciarse es H. watwata mostrando nuevamente una relacién estrecha entre la regién
de las Guyanas y el Amazonas, pero esta vez mds antiguas que las nombradas anteriormente
(18 Ma). El clado D2 presenta dos subclados: D2a con representantes del Sistema Sur y el
subclado D2b con la mayoria de las especies del Sistema Norte. Sin embargo, la fecha es-
timada para la separaciéon de ambos subclados es de 14,3 Ma, en este periodo parece haber
tenido lugar una separacioén entre ambas cuencas dado que en la Fig. 3.22 vemos que a este
nodo le corresponde un drea ancestral que abarca tanto el Alto Parand como el Amazonas,
sugiriendo un evento de vicariancia entre ambos clados. Una vez que estos desplazamientos
han terminado, las poblaciones en cada una de las cuencas han ido evolucionando de ma-
nera aislada hasta obtener su completa diferenciacion. Este evento coincide temporalmente
con el primer maximo de inundacién registrado para la cuenca del Plata (Hernandez et al.,
2005). Generalmente, para el Neotrdpico, se acepta que los periodos de alto nivel del mar

son concomitantes con los periodos de grandes lluvias. Es por ello que podemos postular que
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durante la ingresién marina del Mioceno, podrian haberse generado conexiones temporales
entre ambos sistemas debido al incremento de lluvias en el continente. Estas conexiones tem-
porales podrian haber generado rutas de dispersion para las especies, la cuales podrian haber

provocado diferenciacion alopatrica en este clado.

Por otro lado, dentro del subclado D2b observamos a la especie H. formosae, la cual habita
la cuenca del rio Paraguay dentro de la gran cuenca del Plata en estrecha relaciéon con otras
especies pertenecientes al sistema norte. La relacion de H. formosae varia segun el andlisis
utilizado, apareciendo como hermana del linaje H. sp. PdeR36/49 (segtin MV, Fig. 3.18) o de
la especie H. plecostomus (segun IB, Fig. 3.19). La fecha de especiacién entre H. formosae 'y
H. plecostomus (3,5+/- 0,2 Ma) ha sido uno de los puntos de calibracién de nuestro andlisis.
Los andlisis de dreas ancestrales demuestran que el nodo (84 de la Fig. 3.22) que une a H. sp.
PdeR36/49 y H. formosae posee un rango de distribucion amazoénico-Paraguay, proponiendo
un evento de geodispersion seguido de un evento de vicariancia. Es decir, el ancestro comin
a las dos especies primeramente se dispersé desde la cuenca del Amazonas hacia el rio Pa-
raguay y luego un evento de vicariancia separd ambas regiones. Estos resultados coinciden
plenamente con las eventos de captura de cabeceras del Amazonas por parte del Pilcomayo
(Kennan et al., 1997) y concuerdan con nuestra decisién de utilizar las fechas del dltimo

desplazamiento del limite entre el Amazonas y Pilcomayo para estas especies.

En el clado D3 (véase las Figs. 3.18 y 3.21) las especies del Sistema Sur estdn agrupadas
dentro del subclado D3b, mientras que el subclado D3a estd compuesto por dos especies con
distribucién amazénica. El origen de estos dos subgrupos ha sido datado en 13,94 Ma. Esta
estimacidn coincide perfectamente con el primer maximo de inundacidén registrado para la
cuenca del Plata (15-13 Ma)(Hernandez et al., 2005). Los analisis de areas ancestrales han
propuesto para el nodo (63 de la Fig. 3.22) que une ambos subclados, una regién ancestral
que comprende tanto al Amazonas como al Medio Parand (DIVA y BBM) y estas dos 4reas
mas el Alto Parana (DEC). Proponiendo luego un evento de diferenciacion entre Amazonas y
Medio Parand y entre Amazonas y Medio-Alto Parand segin la metodologia. Es interesante
notar que la divisién en subclados dentro del clado D3 coincide temporalmente (14,8 y 13,94
Ma) y geograficamente (Amazonas y Medio-Alto Parand) con la divergencia dentro del cla-

do D2. Esto permite suponer que posiblemente un mismo evento ha podido generar ambas
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divergencias dentro del género.

Dentro del clado D4, el anélisis de genes concatenados no muestra especies pertenecientes
del Sistema Norte (véase la Fig. 3.18). Sin embargo hemos visto en el andlisis filogenético
basado en el marcador mitocondrial D-loop que en este clado se presenta la especie H. johnii
(véase las Figs. 3.4, 3.5 y 3.6) . Como se ha sefialado anteriormente, esta especie no pudo ser
amplificada para el resto de los marcadores utilizados en el andlisis de genes concatenados.
No obstante, se podria afirmar con cierto grado de confianza que H. johnii pertenece al clado
D3, pero no podemos inferir la fecha de especiacion ni las dreas ancestrales del nodo que
retine esta especie con el resto de las especies del clado D3. En recientes publicaciones se
ha utilizado al marcador D-loop como base de una calibracioén del género Hypostomus, en
Montoya-Burgos (2003) la especiacién de H. johnii fue estimada en 11,8 Ma, mientras que
en Cardoso et al. (2012), esta especiacion fue inferida en 9,3 Ma e interpretada como otro
evento de dispersidén mds reciente a través de conexiones temporales entre ambas cuencas, tal

como hemos visto en los clados D1 y D2b.

En resumen, nuestros resultados y la bibliografia citada, sugieren que al menos cuatro eventos
independientes de especiacidn alopdtrica tuvieron lugar entre el Sistema Norte y el Sistema
Sur. En el clado D2 y D3 estos eventos de especiacion alopétrica podrian explicarse por co-
nexiones temporales entre el Amazonas y el Medio-Alto Parand durante periodos de grandes
Iluvias hace 14,3-13,9 Ma. Como indica el clado D1 una especiacion alopatrica mas reciente
ocurrié mediante conexiones temporales entre los afluentes del sur del Amazonas y Medio
Parand. Estos resultados no parecen sorprendentes, dado que ya se ha documentado para
otros grupos de peces recientes intercambios entre la cuenca del Amazonas y del Plata. Por
ejemplo, Sivasundar et al. (2001), encuentran que hace 2,3 y 4,1 Ma las especies del géne-
ro Prochilodus han intercambiado cuencas. Ademds, otros eventos de dispersiones recientes
entre estas cuencas fueron ejemplificadas con los rangos distribucién de Pygocentrus natte-
reri (Hubert et al., 2007) y de Pseudotylosurus augusticeps (Lovejoy & Araujo, 2000). Estos
trabajos y nuestros resultados sugieren que las conexiones temporales entre el Amazonas y

la cuenca del Plata pueden ser mas frecuentes de lo que previamente se pensaba.

= Analisis intracuenca.
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Con los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo, podemos asumir que una parte de la
diversidad del género Hypostomus dentro de la cuenca del Plata debe haber sido moldeada
por fuerzas evolutivas que han actuado en el interior de esta cuenca, dando lugar a lo que se

ha decidido llamar especiacién intracuenca.

En el clado D2, vemos que el subclado D2a contiene siete especies que habitan exclusivamen-
te la cuenca del Plata (véase las Figs. 3.18 y 3.21). Cinco de los siete eventos de especiacion
de este subclado fueron datados entre los 9-4,8 Ma, segtin nuestro reloj molecular (véase la
Fig. 3.21). Estas fechas coinciden con el segundo evento de médxima inundacién de la in-
gresiéon marina del Mioceno (10-5 Ma) (Hernandez et al., 2005) en la cuenca del Plata. La
extensa incursién marina en la cuenca del rio Parand, ha podido aislar a muchos de los tribu-
tarios de esta cuenca, generando varias especiaciones alopétricas por medio de vicariancia en
diferentes grupos de peces estrictamente de agua dulce. Una vez que el mar se retir6 las nue-
vas especies pudieron haber dispersado a lo largo de toda la cuenca del Plata, enriqueciendo,
de este modo, la diversidad de especies endémicas a esta regién. Segtin nuestros andlisis de
areas ancestrales, el drea ancestral de las especies de la cuencas del Plata dentro del clado D2a
fue reconstruida por los dos de las metodologias (DIVA y BBM ) como el Alto Paran4. Este
resultado se ajusta a los resultados que presentan Herndndez et al. (2005), dado que no hay
indicios de que dicha regién haya sido afectada por la segunda gran inundacién de la ingre-
sién marina del Mioceno. Es importante notar que dentro de este subclado hay dos especies
de los rios del sur de Brasil (H. affinis y interruptus), los cuales no son propiamente parte de
la cuenca del Plata. La relacion de las especies entre ambas regiones y la reconstruccién de
las dreas ancestrales demuestran que los rios costeros del sur de Brasil ha podido jugar un rol
importante como refugio de las especies durante la ingresiéon marina (véase los nodos 79; 78;

76 y 75 de la Fig. 3.22).

En el clado D3, observamos que los miembros de subclado D3b contiene ocho especies que
habitan la cuenca del Plata (véase las Figs. 3.18 y 3.21). Seis de los ocho eventos de especia-
cién de este subclado fueron datados entre los 9,58-4,94 Ma, segtin nuestro reloj molecular
(véase la Fig. 3.21). Estas fechas coinciden también con el segundo evento de maxima inun-
dacién de la ingresion marina del Mioceno (10-5 Ma) (Hernandez et al., 2005) dentro de la

cuenca del Plata, quedando excluidos el evento de especiacién que di6 lugar H. microstomus
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el cual fue datado en 11,17 Ma, y la separacién entre H. myersi y H. luteomaculatus que
fue estimada en 3,41 Ma. Segun los andlisis biogeogréficos, a este subclado D3b le corres-
ponde un drea ancestral ubicada en el Parand Medio (segiin DIVA y BBM) y Parand Medio-
Parand Alto (segin DEC) (véase la Fig. 3.22). Este ultimo resultado estaria en concordancia
con los datos que presentan Herndndez et al. (2005), dado que la segunda gran inundacién
de la ingresién marina del Mioceno no habria afectado a la regién del Alto Parand ni a gran
parte del Parand Medio. También dentro de este subclado D3b vemos al linaje H. sp. BR98-
751 el cual habita la cuenca del rio Sdo Francisco, Brasil. Las relaciones filogenéticas y las
reconstrucciones de dreas permiten afirmar que un evento de colonizacién se produjo desde
el Parana hacia el rio Sao francisco hace 4,94 Ma. Este resultado concuerda con los obtenidos
en los trabajos de Montoya-Burgos (2003) y Cardoso et al. (2012), los cuales estaban basados

solamente en el marcador mitocondrial D-loop.

En el clado D4 el nodo que contiene a todas las especies que habitan la cuenca del Plata
fue datado, seglin nuestros resultados de calibracion, en 13,32 Ma, y ha dado lugar a la di-
versificacion de al menos nueve especies en esta cuenca (véase las Figs. 3.18 y 3.21). La
fecha estimada aqui, coincide con el primer evento de maxima inundacién de la ingresion
marina del Mioceno (Herndndez et al., 2005). Sin embargo vemos que cinco de los eventos
de especiacion de este clado corresponden al segundo evento de gran inundacion de dicha
ingresion marina, demostrando que este evento de fragmentacién del hédbitat ha jugado un rol
muy importante en la diversificacién de las especies de este clado. Los anélisis biogeografi-
cos han dado muy poca resolucién sobre el area ancestral de este clado (véase el clado 72 de
la Fig. 3.22), pero se observa que en varios nodos dentro del clado, el rio Uruguay podria ser
considerado como un refugio durante la ingresién marina (véase los clados 66-70 de la Fig.

3.22).

Nuestros resultados dejan en evidencia que el origen de la diversidad de especies del género
Hypostomus dentro de la cuenca del Plata concuerda temporalmente y geograficamente con
la transgresiéon marina del Mioceno. Tal como propone la hipétesis de los museos, la gran
diversidad de especies de agua dulce de este género, debe haberse originado a partir de una
fragmentacion alopatrica durante los periodos de alto nivel del mar, antes de dispersarse a su

actual drea de distribucién (Fjeldsa, 1994). El alto grado de especies endémicas observado
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en la cuenca del Plata concuerda con los resultados discutidos en Hubert & Renno (2006).
Segun estos autores, dentro de esta drea debe haber existido uno o varios refugios donde las
especies se resguardaron durante las ingresiones marinas. Nuestros andlisis han permitido
estimar dichos refugios para los diferentes clados, sin embargo, para obtener conclusiones
robustas de donde las especies se resguardaron durante las ingresiones marinas es necesario

obtener las evidencias geoldgicas y paleontolégicas que lo confirmen.

3.4. Consideraciones finales

En este capitulo, los resultados basados en el marcador mitocondrial D-loop y en la distribucién
de las especies permiten afirmar que de las 61 especies de Hypostomus analizadas, 31 de ellas
habitan en el Sistema Sur y 17 de estas especies se encuentran actualmente en los rios de Argentina.
Hemos visto que la cuenca que presenta la mayor diversidad de especies es la del rio Parand y que

las especies de distribucién mds amplia son H. commersoni 'y H. aspilogaster.

Los seis resultados filogenéticos realizados (dos basados en genes mitocondriales, tres en genes
nucleares y uno basado en el conjunto de los cinco marcadores), han demostrado que el género
Hypostomus forma un grupo monofilético que puede dividirse en cuatro clados, llamados D1, D2,
D3 y D4. Larelacion entre estos clados ha sido variables segtin los andlisis, sin embargo, los drboles
de genes concatenados, donde se presenta la mayor evidencia, permiten proponer que el clado D1
se encuentra en la base del género, que luego se diferencia del clado D2 para finalizar con el par D3

y D4 que se presentan como grupos hermanos.

El clado D1 esta compuesto por las especies que forman parte del grupo morfolégico H. co-
chliodon. Dentro de este clado vemos solamente un representante de la cuenca del Plata. El clado
D2 esta compuesto por las especies que pueden definirse como grupo plecostomus. Este clado, a su
vez se puede dividir en dos subclados: D2a, compuesto principalmente por especies de la cuenca
del Plata y el clado D2b que contiene en su mayoria a especies de la cuenca del Amazonas y de las
Guyanas, sin embargo, dentro de este clado vemos a la especie H. formosae descripta para la cuen-
ca del rio Paraguay a lo largo de este trabajo de tesis. El clado D3 también se puede dividir en dos
subclados: D3a y D3b, encontrandose todas las especies de la cuenca del Plata en el subclado D3b.

Por tltimo el clado D4 es el clado que contiene la mayor diversidad de especies para el Sistema
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Sur. El conjunto de los clados D3 y D4 representan al grupo regani definido por datos morfolégicos
y cromosémicos.

Por otro lado, se ha analizado que la diversidad de especies de Hypostomus dentro de la cuenca
del Plata es modulada por dos procesos diferentes. El primero de ellos es una diversificacion in-
tercuenca, el cual ha generado grupos de especies que habitan diferentes cuencas como resultado
de eventos de dispersion entre el Sistema Sur y el Sistema Norte. En este contexto, los cambios
paleohidrolégicos durante el Mioceno deben haber promovido rutas de dispersién y posteriores
eventos de vicariancia que han permitido alcanzar un alto nivel de diversificaciéon de especies en
los peces neotropicales. El otro proceso que model6 la diversidad de especies de Hypostomus es
una especiacién intracuenca, la cual produjo grupos de especies dentro de la cuenca del Plata de-
bido a la fragmentacion del hébitat. Se ha demostrado que el origen de la diversidad dentro de
la cuenca del Plata concuerda temporal y geogrificamente con la incursiéon marina del Mioceno.
Tal como propone la hipétesis de los museos, esta ingresion marina debe haber fragmentado dicha
cuenca provocando numerosos procesos de especiacion alopatrica simultdneos, explicando de esta
manera, la alta diversidad de esta cuenca. La biogeografia histérica del género Hypostomus permite
argumentar que diferentes cambios hidrogeol6gicos y cambios en el nivel del mar han influenciado

fuertemente los eventos cladogenéticos observados en la filogenia de este género.



capituLo 4

El género Loricariichthys

En este capitulo se estudiard al género Loricariichthys en la cuenca del Plata. En un primer
apartado se detallardn aspectos taxonémicos, se evaluara la diversidad de este género y su distribu-
cién geogréfica. En una segunda etapa se mostrardn y discutirdn los andlisis filogenéticos realizados
para este género. Basdndose en los datos filogenéticos del marcador COI y a modo de un estudio
exploratorio se ha realizado la calibracion de la filogenia, asi como también la reconstruccion de

las 4reas ancestrales para este género.

4.1. Introduccion

El género Loricariichthys pertenece a la subfamilia Loricariinae dentro de la familia Lorica-
riidae. Esta subfamilia esta dividida a su vez en dos tribus: Harttiini y Loricariini (Covain &
Fisch-Muller, 2007; Covain et al., 2008). Covain & Fisch-Muller (2007) propusieron una nueva
clasificacién donde definen a cuatro grupos morfologicos dentro de la tribu Loricariini: el gru-
po Pseudohemiodon, el grupo Loricaria, el grupo Rineloricaria y el grupo Loricariichthys. Como
parte de este dltimo grupo, el género Loricariichthys se caracteriza por tener el labio inferior bien
desarrollado, de apariencia lisa con dos estructuras semejantes a gruesas almohadillas (véase la Fig.

4.1). Los machos presentan un gran dimorfismo sexual que incluye la hipertrofia del labio para in-
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Figura 4.1: Algunas especies del género Loricariichthys presentes en Argentina.

cubar los huevos durante el periodo reproductivo. Los integrantes del género Loricariichthys tienen
dientes escasamente desarrollados, abdomen totalmente cubierto con placas y poseen un érgano ac-
cesorio con funcidn respiratoria que consiste en un bolsillo conectado al es6fago. Este caricter fue
observado en las especies L. platymetopon, L. anus, L. castaneus, L. melanocheilus y L. rostratus,
pero segtin Reis & Pereira (2000), su generalidad y valor filogénetico atin estan siendo analizados.
A pesar de que este género estd muy bien diagnosticado, las especies son muy similares y dificiles
de identificar.

De acuerdo a la tesis doctoral de Rodriguez (2003) en la Argentina estaria confirmada la pre-
sencia de seis especies de Loricariichthys: L. anus, L. edentatus, L. labialis, L. melanocheilus, L.
platymetopon y L. rostratus. Loricariichthys castaneus esta citada solamente para los arroyos de la
costa del sureste de Brasil, entre el sur de Sdo Paulo y el norte de Espirito Santo, incluyendo a la
cuenca del rio Paraiba do Sul. De este modo, solamente siete especies de Loricariichthys estarian

presentes en el sur de Sudamérica (Reis & Pereira, 2000).

4.2. Resultados

4.2.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Loricariichthys en la

cuenca del Plata

La Fig. 4.2 muestra las localidades en donde se ha logrado colectar tejidos y/o ejemplares del

género Loricariichthys a partir de muestreos y colaboraciones. En total se han obtenido aproxima-
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Figura 4.2: Mapa con las localidades de los ejemplares utilizados del género Loricariichthys. Ver mas
detalles sobre la determinacion taxonémica y los puntos de muestreos en el apéndice A. La mayor parte
de los puntos estdn ubicados segin los datos geo-referenciados registrados durante las campafias de
muestreo. Para la realizacién del mapa se utiliz6 el programa Google Earth.
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damente 80 tejidos que se depositaron en el Banco de Tejidos y ADN del Lab. de Ecologia Mole-
cular del CREG, en el MACN o en el ILPLA. En el apéndice A se puede observar la determinacién

taxonémica y la localidad de cada tejido y/o ejemplar utilizado en los an4lisis.

La diversidad dentro del género Loricariichthys fue evaluada mediante dos técnicas diferentes.
La primera de ellas fue la determinaciéon morfolégica clasica de medidas y conteos (ver més detalles
en la seccion 2.5) basdndose en las claves de determinacion publicadas (Reis & Pereira, 2000). Para
muchos de los ejemplares capturados no fue posible llegar a una determinacién especifica, por ello
fue necesario implementar como herramienta de caracterizacién/limitacién de especies al marcador

mitocondrial COI.

Cada especie fue definida como un grupo monofilético definido en las reconstrucciones fi-
logenéticas, y en lo posible, acompafiada de aspectos morfolégicos que puedan caracterizarlo.
Ademads, se implementd el porcentaje de divergencia genética basado en el marcador COI, cal-

culado a partir del modelo K-2P.

Segtin nuestros resultados moleculares basados en los drboles del COI (véase las Figs. 4.4,
4.5y 4.6), en el sur de Sudamérica habitan al menos seis especies bien diferenciadas: L. anus, L.
castaneus, L. labialis, L. melanocheilus, L. platymetopon y Loricariichthys sp. Este resultado fue
obtenido gracias a la secuenciacion de al menos un ejemplar por localidad y por morfotipo. Otra
modo de evaluar la diversidad de especies fue mediante el criterio de distancias genéticas inter e
intraespecificas calculados con el modelo K-2P. Los valores de divergencia intraespecificos fueron
de 0,32-0,67 % (ver la diagonal de la Tab. 4.1). Como solamente se obtuvo una secuencia de L.
labialis, 1a divergencia intraespecifica de esta especie no se pudo calcular. Los valores interespecifi-
cos entre las especies definidas segun el arbol basado en COI, han sido de 2,17-11,70% (véase la

Tab. 4.1).

Segtin nuestros resultados, la distribucion de cada una de las especies puede resumirse en la
Tab. 4.2. Como se observa, las especies de mas amplia distribucién son L. melanocheilus, L. platy-
metopon y L. anus, ocupando cada una de ellas dos cuencas. Por otro lado, a excepcion del Rio de
la Plata, el resto de las cuencas alberga dos especies, ésto demuestra que la diversidad de especies
en la regién es mds bien homogénea. Los rios de la costa sur de Brasil (por ejemplo: Paraiba do Sul)
no son parte, hidrogeolégicamente, de la cuenca del Plata. Por lo tanto, las especies de la cuenca

del Plata serian solamente cuatro. Sin embargo, desde el punto de vista ictioldgico, las conexiones
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Tabla 4.1: Distancias genéticas para el género Loricariichthys calculadas a partir del modelo K-2P. En
la diagonal de la tabla, en negrita, se ven las distancias intraespecificas. De la diagonal hacia abajo se
muestran las distancias interespecificas. Los valores son en %.

L. labialis L. melanocheilus L. platymetopon L. sp. L. castaneus L. anus
L. labialis -
L. melanocheilus 2.17 0.32
L. platymetopon 9.13 11.08 0.64
L. sp. 4.43 4.58 11.70 0.67
L. castaneus 433 5.14 11.25 2.39 0.32
L. anus 3.54 4.76 11.13 2.69 2.56 0.46

Tabla 4.2: Distribucién de las especies del género Loricariichthys. La ”X” significa que la especie en
cuestion habita la cuenca o subcuenca indicada.

Alto Medio Bajo Uruguay RiodelaPlata  Paraguay rios costeros del sur
Parand  Parand  Parand

L. labialis X

L. melanocheilus X X X X

L. platymetopon X X X X

L. sp. X

L. castaneus X

L. anus X X

de los rios de la costa sur de Brasil y la cuenca del Plata es atin incierta.

A lo largo de esta tesis no se ha podido colectar tejidos o ejemplares de L. edentatus ni de L.
rostratus, dos especies descriptas para la cuenca del Plata, faltando de esta manera la incorpora-
cién de estas especies en los andlisis filogenéticos y en la identificacién genética. Sin embargo,
también seria necesario un anélisis morfolégico exhaustivo para los ejemplares de las especies Lo-
ricariichthys sp. Esto no se ha podido realizar dado que los ejemplares voucher de esta especie

estan depositados en una coleccién brasilefia a la cual no se ha podido acceder.

Es interesante notar que no se ha obtenido ningtin ejemplar de Loricariichthys en el sistema
de rios de Mar Chiquita, a pesar de que se ha muestreado de manera exhaustiva esta regién. Sin
embargo el género ha sido citado para el rio Dulce al norte de la ciudad de Cérdoba (Liotta, 2005),

lo cual resultaria muy interesante de confirmar.
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Figura 4.3: Mapa con las dreas utilizadas en los andlisis biogeograficos del género Loricariichthys.
Las lineas rojas muestran las dreas que corresponden a la cuenca del Plata. A= Medio Parand; B= Bajo
Parand; C= Uruguay; D= Alto Parand; E= Rio de la Plata; F=Paraguay; G= rios de la costa del sur y H=
Amazonas.
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4.2.2. Analisis filogenéticos del género Loricariichthys
Analisis basados en COI

El alineamiento final de gen mitocondrial COI para el género Loricariichthys comprendi6 57
secuencias de las cuales diez representan el outgroup. Veinticuatro secuencias de un largo de apro-
ximadamente 650 pb han sido tomadas del Genbank, el resto se amplificaron en el laboratorio,
logrando obtener un total de 859 pb. Segin el programa TreeFinder, el modelo de evolucién que

mejor se ajusta a este set de datos fue J2 m4s la distribucién gamma.

» Arbol segin Méxima Verosimilutud (MV).

En la Fig. 4.4 se puede observar el arbol MV obtenido en el programa TreeFinder, sobre cada
una de las ramas del drbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 % obteni-
dos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son: log lk=-4357,427; o=
0,225; n(T) = 0,28, n(C) = 0,26, w(A) = 0,27, 7(G) = 0,17. El clado llamado A de la Fig.
4.4 redne a todos los miembros del género Loricariichthys (95 %BB). Este clado se divide en
dos grupos. El primer grupo comprende todos los individuos determinados como L. platyme-
topon con ejemplares de Argentina, Paraguay y Brasil (99 %BB). El segundo clado, llamado
B (99 %BB), se divide a su vez en dos clados, por un lado el clado C (90 %BB) y por el otro
lado D (99 %BB). El clado llamado C retne los representantes de la especie L. melanocheilus
(92%BB) y de la especie L. labialis. Mientras que el clado D se divide en dos grupos, por un
lado la especie L. anus (77 %BB) y por otro lado el clado E (66 %BB), el cual comprende las

especies L. castaneus (99 %BB) y Loricariichthys sp. (99 %BB).

= Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

En la Fig. 4.5 se puede observar el drbol IB obtenido en el programa Mr Bayes, sobre cada
una de las ramas puede observarse los valores de probabilidad posterior. La topologia de este
arbol es exactamente la misma a la que se obtuvo en el andlisis de MV con respecto a las
relaciones entre las especies. Los valores de probabilidad posterior para estos nodos son muy
elevados, diandole de ese modo un buen sustento a los clados definidos anteriormente. La
unica diferencia entre los andlisis de MV e IB son algunas de las relaciones intraespecificas

entre individuos.
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Figura 4.5: Arbol segiin Inferencia Bayesiana para el género Loricariichthys basado en el gen mitocon-
drial COLI. Los valores cerca de los nodos son las probabilidades posteriores.
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» Arbol segiin Méxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 100 arboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales
se gener6 el 4rbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El drbol
MP final puede verse en la Fig. 4.6 sobre cada una de las ramas se observan los valores de
soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas. La topologia de este drbol es muy similar a la de
los drboles MV e IB. Ademds, contiene valores de soporte considerablemente altos (mayores
a 87 para el nivel de especie). La tinica diferencia se encuentra en el clado D, el cual en lugar
de dividirse en dos, se divide en tres grupos de especies formando una tricotomia: L. anus, L.
castaneus 'y Loricariichthys sp., por lo cual estas dos dltimas especies no se observan como
un grupo monofilético (clado E) en el arbol de consenso tal como propone la reconstruccién

por MV e IB. Sin embargo, tal resolucién es una de las soluciones posibles de esta tricotomia.

Analisis basados en F-reticulon-4

El alineamiento final de gen nuclear F-reticulon-4 (FRTN4) para el género Loricariichthys com-
prendié 12 secuencias dado que aqui se decidié amplificar solamente un ejemplar por especie de-
finida anteriormente sobre la base del andlisis del marcador COI. Cuatro secuencias representan el
outgroup. Dos secuencias de un largo de aproximadamente 2000 pb han sido tomadas del Genbank
y tres de ellas han sido gentilmente aportadas por el Dr. R. Covain, del Museo de Historia Natural
de Ginebra. En este andlisis se han incorporado dos especies mds para el género: L. maculatus y
L. microdon. El largo de las secuencias ha sido muy variable segiin las especies 1750-2650 pb,
con lo cual el paso de alineamiento ha resultado dificultoso. No se ha podido amplificar para este
gen al linaje Loricariichthys sp., debido a que no se ha tenido material genético a disposicion (las
secuencias COI fue tomadas del Genbank).

Dado que la fraccién del gen FRT4 amplificada representa a dos intrones y dos exones de la
secuencia, se ha particionado el alineamiento indicando el comienzo y el fin de cada uno de estos
segmentos. Segun el programa TreeFinder, el modelo de evolucién que mejor se ajusta a este set de

datos fue TN mas la distribucién gamma tanto para los intrones como para los exones.
» Arbol segiin Méxima Verosimilutud (MV)

La topologia del arbol MV fue idéntica al obtenido por IB para este mismo gen (véase la

Fig. 4.7). Sobre cada una de las ramas del drbol se observan los valores de bootstrap (BB)
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mayores al 50 % obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este drbol son:

loglk=-8421,96; a=1,44;
Particién 1 (intrones de FRTN4): (T) = 0,24, n(C) = 0,20, 7(A) = 0,17, 7n(G) = 0,25.
Particion 2 (exones de FRTN4): (T) = 0,24, 7(C) = 0,32,7(A) = 0,18, 7(G) = 0,24.

El clado llamado A en la Fig. 4.7 retne a todos los miembros del género Loricariichthys
(99 %BB). La primera especie en emerger del clado A es L. microdon quedando el resto
de las especies dentro del clado B (95 %BB). Dentro de este clado, la especie L. labialis
se diferencia del resto, las cuales se retnen a su vez en el llamado clado C (66 %BB). El
clado C se divide en dos grupos: el primero de ellos agrupa a las especies L. maculatus y
L. platymetopon (96 %BB) y el segundo es el llamado clado D (56 %BB). Este dltimo clado
retine a la especie L. melanocheilus en la base y a L. anus y L. castaneus que aparecen como

especies hermanas (85 %BB).

Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

En la Fig. 4.7 se puede observar el arbol IB obtenido en el programa Mr Bayes, debajo de cada
una de las ramas puede observarse los valores de probabilidad posteriores (PP). La topologia

de este arbol es idéntica a la del arbol MV.

Arbol seglin Médxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvo solamente un arbol, a partir del cual se calcularon los valores
de soporte. El drbol MP final puede verse en la Fig. 4.8, debajo de cada una de las ramas
se observan los valores de soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas. En este arbol se
puede observar que todos los representantes del género Loricariichthys forman un grupo
monofilético, clado A (100 JN). El clado A se divide en dos grupos. El primero de ellos (99
JN) estd compuesto por un lado por la especie L. castaneus en la base, luego se diferencia a
L. melanocheilus para finalizar con L. maculatus y L. platymetopon. El segundo clado (100
JN) esta representado por la especie L. anus en la base y por L. labialis y L. microdon como

especies hermanas (100 JN).
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Figura 4.7: Arbol de Inferencia Bayesiana para el género Loricariichthys basado en el gen nuclear
FRTN4. Los valores por debajo de las ramas son las probabilidades posteriores y los valores por encima
son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas del andlisis de MV.
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Figura 4.8: Arbol de Maxima Parsimoniapara el género Loricariichthys basado en el gen nuclear
FRTN4. Los valores cerca de los nodos son los soporte de Jackknife calculados con 1000 réplicas.

Analisis a partir de miltiples genes

El alineamiento final de este andlisis de genes concatenados (COI + FRTN4) para el géne-
ro Loricariichthys comprendié diez secuencias, cuatro de ellas representan el outgroup. Solo se
han utilizado aquellas especies para las cuales se ha obtenido ambos marcadores. El alineamiento
comprende la particion de los datos indicando donde empieza y donde termina cada gen y donde
empieza y donde terminan los intrones y exones del gen nuclear FTRN4. El alineamiento resultante
fue de aproximadamente 3500 pb. Segin el programa TreeFinder, a la primera particién de este
superalineamiento, seccion del gen COI, le corresponde el modelo J2 mis gamma y a la segunda
parte, seccion gen FRTN4, le corresponde el modelo TN mds gamma tanto para los intrones como

para los exones.

= Arbol seglin Méaxima Verosimilutud (MV)

En la Fig. 4.9 se puede observar el drbol MV obtenido en el programa TreeFinder, sobre
cada una de las ramas del drbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores al 50 %

obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son:

log lk=-11160,15; o= 0,564;

Particién 1 (COI): n(T) = 0,30,7(C) = 0,24, w(A) = 0,26, n(G) = 0,18.

Particién 2 (intrones de FRTN4): 7(T) = 0,36, 7(C) = 0,20, 7(A) = 0,28, n(G) = 0,14.

Particién 3 (exones de FRTN4): 7(T) = 0,24, 7(C) = 0,32, 7(A) = 0,17, 7(G) = 0,25.
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Figura 4.9: Arbol de Maxima Verosimilitud para el género Loricariichthys basado en dos genes conca-
tenados (COI y FRTN4). Los valores por encima de las rama son los soportes de bootstrap calculados
con 1000 réplicas y los valores por debajo son las probabilidades posteriores calculadas en el anélisis
IB.
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Figura 4.10: Arbol de Maxima Parsimonia para el género Loricariichthys basado en dos genes conca-
tenados (COI y FRTN4). Los valores por debajo de las ramas son los soporte de Jackknife calculados
con 1000 réplicas.

El clado llamado A de la Fig. 4.9 retine a todos los miembros del género Loricariichthys
(100%BB). La primera especie que se diferencia de este clado es L. platymetopon. Luego
vemos un segundo clado, llamado B (78 %BB), el cual estd compuesto por un lado por las
especies L. melanocheilus y L. labialis (61 %BB) y por otro lado por las especies L. anus y

L. castaneus (100 %BB).

= Arbol segtin Inferencia Bayesiana (IB)

El 4arbol IB obtenido en el programa Mr Bayes result6 idéntico al arbol MV. En la Fig 4.9 se
observa debajo de cada una de las ramas los valores de probabilidad posterior calculados por

IB. Nétese que los valores de soporte de ramas en este andlisis han sido muy elevados.

» Arbol seglin Médxima Parsimonia (MP)

En este anélisis, se retuvo solamente un drbol, a partir del cual se calcularon los valores de
soporte. El arbol MP final puede verse en la Fig. 4.10, por debajo de cada una de las ramas
se observan los valores de soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas, en este anélisis todos
los nodos presentan un soporte mayor o igual a 97 JN. En este arbol se puede observar que
todos los representantes del género Loricariichthys forman un grupo monofilético, clado A.
El clado A se divide en dos grupos. El primero de ellos (98 JN) estd compuesto por la especie
L. castaneus en la base, luego aparecen L. platymetopon y L. melanocheilus como especies
hermanas (97 JN). El segundo clado lo componen la especie L. labialis junto a L. anus (100

IN).
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4.2.3. Calibracion del reloj molecular

El test de log-likelihood ratio, el cual fue utilizado para verificar que nuestros datos (matriz
del gen mitocondrail COI) no poseen tasas de mutacién constantes, ha mostrado que las diferencias
entre los valores de verosimilitud cuando forzamos los datos a un reloj molecular y cuando no lo ha-
cemos son significativas [X? = 2(log Ly —log L) = 456,2428; d.f. = 14; P = 1,95677 x 10~ %3] Este
resultado indica que las secuencias de los representantes del ingroup utilizado evolucionan con una
tasa que no es homogénea a lo largo del drbol filogenético.

Con el objetivo de estimar las fechas de los eventos de diversificacién en el género Lorica-
riichthys que habitan la cuenca del Plata, se ha calibrado los datos moleculares basados en COI. El
resultado obtenido con el programa BEAST puede observarse en la Fig. 4.11. La topologia del arbol
reconstruido con BEAST es similar a las obtenidas en la seccidn anteriormente con los andlisis de
MV, IB, yP.

Siguiendo nuestros resultados, vemos que el origen del género del Loricariichthys se remonta
a 87,75 Ma (95 % highest posterior density interval o HPD: 38,38-248,81). Siendo esta edad donde
se separa a especie L. platymetopon del resto. Luego observamos que el origen del clado B fue
estimado en 37,14 Ma (95 % HPD: 11,45-67,12). Dentro del clado C, la especiacién entre L. mela-
nocheilus y L. labialis fue calculada en 12,77 Ma (95 % HPD: 2,26-29,9). Mientras que el origen
del clado D con la especie L. anus en la base fue de 18,84 Ma (95 % HPD: 4,35-35,95). Por dltimo,
la separacion de las especies L. castaneus y Loricariichthys sp. fue estimada en 14,27 Ma (95 %
HPD: 2,76-27,68).

En este andlisis, es importante notar que los intervalos de confianza para la estimacién de las

edades han sido muy grandes, generando de este modo poca precision en las fechas calculadas.

4.2.4. Reconstruccion de areas ancestrales

Los distintos escenarios biogeogréficos analizados con RASP (S-DIVA, BBM y DEC) estan
presentados en la Fig. 4.12. El anélisis de BBM es el que ha estimado un menor nimero de areas
ancestrales combinadas. Sin embargo, notamos que los tres métodos utilizados ha generado una
muy baja resolucion para este andlisis. El drea ancestral para el género Loricariichthys (clado A
y nodo 21 de la Fig. 4.12) fue estimado por BBM como Parand Medio o el rio Paraguay. Sin

embargo, en este anélisis no se ha podido incorporar integrantes del género de numerosas cuencas
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Figura 4.11: Resultados graficos de los analisis del programa BEAST para el género Loricariichthys.
Las ramas del 4rbol en verde muestran los clados y especies que habitan en la cuenca del Plata. La
escala abarca desde el presente hasta 250 millones de afos. Todos los clados presentan probabilidades
posteriores mayores a 0.95. Las barras muestran los intervalos de credibilidad del 95 % HPD para la
estimacion de los tiempos de divergencia. Los cuatro grandes clados y subclados del género estdn in-
dicados. En rojo se indican los dos maximos de inundacién de la ingresiéon marina del Mioceno en la
cuenca del Plata.
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del continente sudamericano, por lo tanto este resultado debe tomarse con cierre precaucion.

Para el clado B, el andlisis de S-DIVA ha propuesto al rio Uruguay; BBM sugiere al Parand Me-
dio y al Uruguay y DEC estima que probablemente el drea de este nodo (20 de la Fig. sea una 4rea
conjunta entre los rios Paraguay y Uruguay.

Para el clado C, el andlisis de DEC estima que el drea ancestral para L. melanocheilus y L.
labialis es la regiéon que comprende a todo el rio Parand y Parguay, sugiriendo una dispersién
reciente por parte de L. melanocheilus hacia el rio Uruguay.

Para el clado D (nodo 18 de la Fig. 4.12), S-DIVA estima que el drea ancestral puede haber sido
Uruguay y los rios costeros del sur o el conjunto del Uruguay, los rios costeros y el Rio de La Plata.
Segin BBM el drea mds probable es el rio Uruguay, mientras que DEC propone a un drea formada
por el Uruguay y los rios costeros del sur.

Por supuesto las tres metodologias han estimado que el area ancestral de las especies L. cas-
taneus y Loricariichthys sp. es la regioén de los rios costeros del sur, donde actualmente se puede

encontrar a estas especies.
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4.3. Discusion

Tomando al género Loricariichthys como el centro de estudio, este capitulo se enfoca en tres
objetivos. El primero es determinar la diversidad de especies de este género en la cuenca del Plata
y definir la distribucién geografica de tales especies. El segundo objetivo es conocer la relacién
filogenética de las especies antes definidas. Para este dltimo fin se han realizado anélisis basado en
COl y FRTN4 separadamente para luego hacer un andlisis donde ambos marcadores han sido anali-
zados simultdneamente. Finalmente se ha calibrado la filogenia del género y reconstruido las dreas
ancestrales de cada nodo. Por lo tanto, esta seccidn estard organizada de acuerdo a los objetivos

antes planteados.

4.3.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Loricariichthys en la

cuenca del Plata

Basadose en los resultados obtenidos para gen mitocondrial COI (véase las Figs. 4.4,4.5y 4.6),
vemos que el género Loricariichthys puede dividirse en al menos seis grupos monofiléticos: L. anus,
L. castaneus, L. labialis, L. melanocheilus, L. platymetopon 'y Loricariichthys sp. Para cada uno de
estos grupos se ha calculado las distancias intra e interespecificas, con el fin de comparar con la
bibliografia si estas distancias estaban en el mismo orden de magnitud que lo propuesto para otros
grupos de peces. El gen COI ha sido ampliamente estudiado para peces y otros organismos por ser
parte del consorcio internacional Barcoding. Siguiendo el trabajo propuesto por Ward (2009) la tasa
de divergencia entre especies de un mismo género de peces deberia ser del orden de 3 %; mientras
que la tasa de divergencia intraespecifica deberia ser cercana a 0.34 %. Ward (2009) aclara también
que si dos especies de peces difieren en un 2 %, hay una probabilidad del 95 % de que dichas espe-
cies sean dos especies diferentes. En este trabajo de tesis, los valores de las distancias calculadas
entre las especies de Loricariichthys fueron desde 2.17 % (entre L. labialis y L. melanocheilus) has-
ta de 11.70% (entre L. platymetopon y Loricariichthys sp.). Por lo tanto estos valores concuerdan
con los valores de referencia, sustentando la existencia de seis especies de Loricariichthys para el

sur de Sudamérica.

Viendo las distribuciones geograficas de las seis especies definidas anteriormente, notamos que

hay zonas de solapamiento en ellas, generando de este modo especies con distribuciones simpatri-
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cas. En la cuenca del rio Paraguay conviven L. platymetopon y L. labialis; en la cuenca del rio
Uruguay coexisten L. melanocheilus y L. anus, en la cuenca del rio Parané se encuentran L. me-
lanocheilus y L. platymetopon. Finalmente, en los rios de la costa del sur de Brasil habitan L.

castaneus 'y Loricariichthys sp.

4.3.2. Analisis filogenéticos del género Loricariichthys

El segundo objetivo de este capitulo fue determinar la estructura de las relaciones filogenéticas
entre las especies del género Loricariichthys, para ello se ha realizado la reconstruccién del drbol
filogenético basado en COI mediante tres metodologias diferentes (véase las Figs. 4.4, 4.5 y 4.6).
Los tres tipos de andlisis han generado la misma topologia de arboles para las especies, donde
observamos a L. platymetopon en la base y luego dos grupos. El primero de ellos compuesto por L.
labialis y por L. melanocheilus (clado C) y el segundo grupo formado por L. anus, L. castaneus y
Loricariichthys sp (clado D). En los anélisis de MV e IB (véase las Figs. 4.4, 4.5 ) vemos que L.
castaneus 'y Loricariichthys sp. se presentan como especies hermanas, mientras que en el arbol MP
(véase la Fig. 4.6 ) las relaciones entre las especies L. anus, L. castaneus y Loricariichthys sp. no
estan resueltas, viéndose alli una politomia.

Las filogenias basadas en el gen nuclear FRTN4 (véase las Figs. 4.7 y 4.8) han generado dife-
rentes topologias de arboles segtin la metodologia utilizada. Los arboles MV e IB han sido idénticos
(véase la Fig. 4.7), presentando a la especie L. microdon en la base, luego un clado B donde se di-
ferencia a L. labialis del clado C. El clado C se divive a su vez en dos grupos, el primero retne a L.
platymetopon y L. maculatus, y el segundo a L. melanocheilus, L. anus y L. castaneus. En cambio,
el andlisis de MP (véase las Fig. 4.8) ha sido considerablemente divergente, proponiendo un clado
que agrupa L. labialis, L. microdon y L. anus y un segundo clado que relaciona L. maculatus; L.
platymetopon; L. melanocheilus y L. castaneus.

Finalmente, los anélisis filogenéticos basados en las secuencias concatenadas de ambos genes
(COI y FRTN4), aportaron arboles plenamente resueltos con altos valores de soporte de ramas en
todos los andlisis (ver las Figs. 4.9 y 4.10). Los arboles basados en los dos genes concatenados
generados a partir de los andlisis MV e IB presentan una topologia semejante a los arboles MV,
IB y MP basados solamente en COI. Nuevamente, el andlisis generado a partir de MP (véase la

Fig.4.10) ha sido el mds divergente, proponiendo para el género dos clados principales, uno de
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ellos agrupa a L. castaneus; L. platymetopon y L. melanocheilus y el otro retne a L. labialis y L.
anus. Esta topologia de arbol es semejante a la encontrada en el drbol FRTN4 generada por MP.
Las diferentes relaciones filogenéticas resultantes para el género Loricariichthys dependen tanto
del gen estudiado como de la metodologia aplicada. Hemos visto que generalmente los analisis MV
e IB promueven resultados semejantes. Es interesante notar que los drboles basados en los genes
concatenados obtenidos por MV e IB resultaron tener idéntica topologia que los arboles basados
solamente en COI. Mientras que, el arbol de genes concatenados obtenido por MP resulté semejante
al arbol basado en FRTN4 obtenido también con esta metodologia. Evidentemente, la influencia
de cada uno de los genes dentro del andlisis de genes concatenados varfa segin la metodologia

utilizada.

4.3.3. Procesos de diversificacion en la cuenca del Plata

En esta seccién se ha abordado varios andlisis que permiten estimar los eventos que han per-
mitido la diversificacién de las especies del género Loricariichthys en la cuenca del Plata, a través
de una perspectiva temporal y otra espacial. Para ello se ha utilizado la filogenia reconstruida con
el marcador mitocondrial COI. Esta decision fue establecida para poder analizar el mayor nimero
de especies a disposicién. Ademads, hemos visto que los anélisis de genes concatenados (COI y
FRTN4) presentaban igual topologia que los anélisis basados en COI tnicamente (véase las Figs.
4.4;4.5; 4.6; 4.9 y 4.10). Sin embargo es necesario aclarar que creemos que este andlisis deberia
ser completado con mayor evidencia (mayor nimero de especies y de marcadores moleculares)
para poder confirmar los resultados obtenidos en esta primera etapa del anélisis que consideramos
preliminar.

Segun los resultados obtenidos hasta el momento, la filogenia de Loricariichthys puede divi-
dirse en dos grupos (véase la Fig. 4.11). Dado que en cada uno de ellos se incluye al menos una
especie que habita en el sistema la cuenca del Plata y especies de otros sistemas, se puede deducir
que una especiacion alopatrica intercuenca ha producido de la diversificacion de las especies de
Loricariichthys de la cuenca del Plata. Ademds, se ha observado que algunas especies hermanas
habitan la cuenca del Plata (dentro del clado B de la Fig. 4.11). Este resultado indica que si duda un
proceso de especiacion ha tenido lugar dentro de esta cuenca, produciendo una mayor diversidad

de especies dentro de ella.
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4.3. Discusion

= Analisis intercuenca

El andlisis biogeografico de la relacion intercuenca dentro del primer grupo de la filogenia del
género Loricariichthys, muestra que la especie L. platymetopon es una especie muy antigua
que, segun nuestro reloj molecular, se ha diferenciando del resto de las especies del género
durante el Cretécico (véase la Fig. 4.11). Por otro lado, segun los resultados del gen nuclear
FTN4 (véase las Figs. 4.7 y 4.8), la especie L. platymetopon conforma un clado con L. macu-
latus, cuyo ejemplar utilizado proviene de Surinam, en el noreste del continente. Se conoce
que el clado L. platymetopon-L. maculatus contiene més diversidad de especies (al menos
cinco especies mas) provenientes de la cuenca del Amazonas y del Orinoco (comunicacién
personal del Dr. R. Covain y resultados parciales de Covain (2011)). En andlisis obtenidos
aqui, al no contar con dicha informacién sobre la diversidad de este clado, se ha calculado al
evento de diferenciacion de L. platymetopon en 87,75 Ma y se le ha asignado un 4rea ances-
tral de Parand Medio (véase la Fig. 4.12). Sin embargo, la fecha calculada debe atribuirse al
origen del clado L. platymetopon-L. maculatus y no al proceso de especiacion de L. platyme-
topon, cuyo evento debe ser mds reciente. A la luz de estos resultados podemos postular que
el surgimiento de la especie L. platymetopon debe haber sido el resultado de un evento de
dispersién desde la cuenca amazénica hacia la cuenca del Plata por parte de algiin miembro
del clado. El aislamiento posterior a la dispersién debe haber generado la diferenciacion de
L. platymetopon del resto de las especies de su grupo haciendo que esa especie sea endémica

de la cuenca del Plata.

Observando al otro grupo dentro del género Loricariichthys, clado B, vemos que hay tres
especies que estdn presentes en la cuenca del Plata, mientras otras dos son exclusivas de los
rios costeros del sur de Brasil (véase las Figs. 4.4; 4.5; 4.6 y 4.11). El evento de separacién
de las dos especies de los rios costeros ha sido estimado en 18,84 Ma (véase la Fig. 4.11).
Este evento coinciden temporalmente con las capturas de cabeceras entre el Parand y los rios
costeros del sur propuestas por Albert & Reis (2011) hace 28-15 Ma. Segtin nuestro analisis
de reconstrucciones de dreas ancestrales a este nodo le corresponde un drea que podria haber
estado conformada por el rio Uruguay y los rios costeros de Brasil (véase la Fig. 4.12).
Siguiendo los trabajos de Castellanos (1959); Beurlen (1970); Bonetto (1994), hemos visto

que la separacién entre el rio Parand y Uruguay ha sido bastante m4s reciente (2,5-7 Ma)
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que la fecha propuesta para las capturas de cabeceras entre el Parand y los rios costeros del
sur (28-15 Ma) (Albert & Reis, 2011). Por lo tanto, podemos suponer que dichas capturas de
cabeceras entre el rio Parand y los rios costeros del sur, también han afectado a la diversidad
de especies y linajes que hoy en dia observamos en el rio Uruguay, dado que en esa época
los rios Parand y Uruguay conformaban una tnica cuenca. Este tipo de eventos entre las
cabeceras del Parand y los rios de la costa sur de Brasil han permitido el intercambio de
fauna entre estos rios, pero también han influenciado en otros rios del sistema con los cuales

han tenido estrecha relacion durante la historia del continente.

= Analisis intracuenca

Con los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo, podemos asumir que una parte de la
diversidad del género Loricariichthys dentro de la cuenca del Plata debe haber sido moldeada
por fuerzas evolutivas que han actuado en el interior de esta cuenca. Estos procesos han
dado lugar a lo que se ha decidido llamar especiacién intracuenca. El género Loricariichthys
ha resultado poco diverso en comparacion a otros géneros de la familia Loricariidae (véase
los capitulos Hypostomus y Ancistrus de este trabajo de tesis) para la cuenca en estudio.
Sin embargo podemos apreciar que un evento de especiacién ha dado lugar a dos especies
exclusivas de la cuenca del Plata: L. melanocheilus y L. labialis. Este evento fue estimado
en 12,77 Ma segtin nuestro reloj molecular (véase la Fig. 4.11). Esta fecha coinciden con el
primer evento de maxima inundacién de la ingresion marina del Mioceno (15-13 Ma) dentro
de la cuenca del Plata (Hernandez et al., 2005). La extensa incursién marina en la cuenca
del rio Paran4, ha podido aislar a muchos de los tributarios de esta cuenca, generando varias
especiaciones alopdtricas por vicariancia en diferentes grupos de peces estrictamente de agua
dulce, tal como hemos visto en el capitulo anterior sobre el genero Hypostomus. Una vez
que el mar fue retirado las nuevas especies pudieron haber dispersado a lo largo de toda
la cuenca del Plata, enriqueciendo, de este modo, la diversidad de especies. Segiin nuestros
analisis de areas ancestrales, el areas ancestral para L. melanocheilus y L. labialis es la region
que comprende al rio Parand y Paraguay, sugiriendo una dispersién reciente por parte de L.
melanocheilus hacia el rio Uruguay. Este resultado se ajusta a los resultados que presentan
Hernandez et al. (2005), dado que la region del Parand y Paraguay ha sido la mas afectada

por esta primera gran inundacién marina del Mioceno.
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4.4. Consideraciones finales

En este capitulo, los resultados basados en el gen mitocondrial COI han permitido afirmar que
al menos seis especies de Loricariichthys habitan en el sur de Sudamérica. Cuatro de estas especies
estan presentes en la cuenca del Plata y dos en los rios costeros del sur de Brasil.

Los resultados filogenéticos realizados, basados en el gen COI, en el gen FRTN4 y en el andlisis
concatenado, demuestran que el género Loricariichthys es un grupo monofilético. En cinco de los
nueve andlisis realizados este género presenta en la base a la especie L. platymetopon, y luego un
clado, llamado B. Este clado esta compuesto, por un lado, por las especies L. melanocheilus y L.
labialis y por otro lado, por las especies L. anus y L. castaneus.

Por otro lado, hemos visto que la diversidad de especies de Loricariichthys dentro de la cuenca
del Plata es modulada por dos procesos diferentes. El primero de ellos es una diversificacién inter-
cuenca, el cual ha generado grupos de especies que habitan diferentes cuencas como resultado de
eventos de dispersion entre el sistema de la cuenca del Plata y otros sistemas (como el Amazonas
o los rios costeros del sur). En este contexto, los cambios paleo-hidrolégicos durante el Mioceno
deben haber promovido rutas de dispersion y vicariancia que han permitido alcanzar un alto nivel
de diversificacion de especies de peces Neotropicales. El otro proceso que modeld la diversidad de
especies de Loricariichthys es una especiacion intracuenca, la cual produjo grupos de especies den-
tro de la cuenca del Plata debido a la fragmentacién del habitat. Hemos visto que el origen del nodo
que contiene dos especies endémicas de Loricariichthys de la cuenca del Plata concuerda tempo-
ralmente y geogrificamente con la incursién marina del Mioceno. Tal como propone la hipétesis de
los museos (Fjeldsd, 1994), esta ingresion marina debe haber fragmentado dicha cuenca provocan-
do procesos de especiacion alopatricos. La biogeografia histdrica del género Loricariichthys que se
ha esquematizado en este capitulo, permite argumentar que diferentes cambios hidrogeoldgicos y
cambios en el nivel del mar han influenciado fuertemente a los eventos cladogenéticos observados

en la filogenia de este género.



CAPITULO B

El género Rineloricaria

Este capitulo se enfoca en estudiar al género Rineloricaria en la cuenca del Plata. En un pri-
mer apartado se detallardn aspectos taxondémicos y se evaluard la diversidad de este género. En un
segundo apartado se mostrardn y discutirdn los anélisis filogenéticos realizados en el transcurso de
este tesis doctoral. A modo de un avance exploratorio se ha realizado la calibracién de la filogenia,
asi como también la reconstruccién de las areas ancestrales para este género basandose en los datos

filogenéticos del marcador COL.

5.1. Introduccion

El género Rineloricaria pertenece a la subfamilia Loricariinae dentro de la familia Loricariidae.

Esta subfamilia esta dividida a su vez en dos tribus: Harttiini y Loricariini (Covain & Fisch-Muller,

Figura 5.1: Vistas lateral y dorsal de un ejemplar vivo de Rineloricaria catamarcensis.
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2007; Covain et al., 2008). Dentro de los Loricariini, el género Rineloricaria pertenece al grupo
morfolégico Rineloricaria tal como proponen Covain & Fisch-Muller (2007). Este género se ca-
racteriza por poseer una boca provista de papilas globulares, presencia de muesca postorbital con
diferente grado de desarrollo, abdomen total o parcialmente cubierto por placas, una placa pre-anal
rodeada anteriormente por 3 a 5 placas y en algunas especies, poseer el radio dorsal de la aleta

caudal prolongado en un filamento (Rodriguez, 2003).

Recientemente, se han considerado a los géneros Hemiloricaria, Leliella y Fonchiiichthys como
sinénimos de Rineloricaria (Covain & Fisch-Muller, 2007), ademas, se incluye al género Ixinandria
dentro de Rineloricaria (comunicacion personal del Dr. R. Covain en base a su trabajo de tesis
doctoral). De este modo, unas 65 especies son vélidas para el género Rineloricaria (Vera-Alcaraz
et al., 2012). Este género estd ampliamente distribuido, habitando ambientes muy diversos que van
desde Costa Rica hasta Argentina, encontrandose a ambos lados de la cordillera de los Andes. Los
machos maduros de Rineloricaria presentan dimorfismo sexual, a través de la hipertrofia de los

odontodes de la cabeza o de las aletas pectorales.

Segtin la tesis doctoral de Rodriguez (2003) en la Argentina estarfa confirmada la presencia de
siete especies de Rineloricaria: I. steinbachi, R. catamarcensis (ver un ejemplar en la Fig.5.1), R.
microlepidogaster, R. misionera, R. isacci, R. parva y R. lanceolata. Segin la revision del género
de Vera-Alcaraz et al. (2012) en el rio Paraguay se encuentran ademds las especies R. aurata y R.
cacerensis. En Rodriguez & Reis (2008), se describen R. malabarbai y R. baliola y se redescriben
R. strigilata, R. cadeae, R. microlepidogaster y R. longicauda para la laguna dos Patos en el sur
de Brasil. Por otro lado, Ghazzi (2008) ha descripto nueve nuevas especies de Rineloricaria para el
rio Uruguay. De este modo, se pueden contar al menos unas 23 especies de Rineloricaria para el
sur de America del Sur, demostrando asi que esta regién del planeta presenta una alta diversidad de

especies de Loricariidos.
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Figura 5.2: Mapa con las localidades de los ejemplares utilizados del género Rineloricaria. Ver mas
detalles sobre la determinacién taxondmica y sobre cada punto de muestreos en el apéndice A. La mayor
parte de los puntos estan ubicados segtin los datos geo-referenciados registrados durante las campanas
de muestreo. Para la realizacién del mapa se utiliz6 el programa Google Earth.
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Tabla 5.1: Distancias genéticas para el género Rineloricaria calculadas a partir del modelo K-2P. En
la diagonal de la tabla, en negrita, se ven las distancias intraespecificas. De la diagonal hacia abajo se
muestran las distancias interespecificas. Los valores son estdn en %.

A B C D E F G H 1 J K L M N

(A) R. lanceolata 1.28

(B) R. latirostris 13.01 0.70

(C) R. catamarcensis  13.18 9.66 0.98

(D) R. misionera 13.79 13.79 9.25 -

(E) R. uracantha 13.18 13.66 14.29 13.33 -

(F) R. parva 14.08 8.37 8.65 4.84 14.350.19

(G) Rineloricariasp.1 ~ 11.51 6.95 897 7.72 12.83 8.89 0

(H) Rineloricariasp.2  13.41 5.99 11.34 10.30 13.35 10.48 8.08 0

(I) Rineloricariasp.3  12.87 9.29 549 8.18 14.57 7.17 798 11.03 0.28

(J) Rineloricariasp.4 12.82 6.96 7.96 4.94 12.097.69 691 9.17 7.86 -

(K) Rineloricariasp.5 13.96 8.04 8.94 546 12.11839 7.10 9.17 9.10 325 -

(L) I steinbachi 14.36 7.88 898 3.95 1191755 6.69 9.65 11.039.17 9.17 1.17
M) R. aff- lima 12.97 9.08 3.01 8.80 13.888.32 887 11.02548 7.00 8.06 8.12 0
(N) R. aff. kronei 12.50 7.72 6.04 791 13.337.07 7.67 9.71 11.039.17 6.83 840 8.13 0

5.2. Resultados

5.2.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Rineloricaria en la

cuenca del Plata

La Fig. 5.2 muestra las localidades en donde se ha logrado colectar ejemplares del género
Rineloricaria a partir de muestreos y colaboraciones con otras instituciones y colegas. En total se
han obtenido aproximadamente 90 tejidos que se depositaron en el Banco de Tejidos y ADN del
Lab. de Ecologia Molecular del CREG, en el MACN o en el ILPLA. En el apéndice A se puede
observar la determinacién taxondémica y la localidad de cada tejido y/o ejemplar utilizado en los
andlisis moleculares.

La diversidad dentro del género Rineloricaria fue evaluada mediante dos técnicas diferentes.
La primera de ellas fue la determinacién morfoldgica cldsica de medidas y conteos basdndose en
las claves de determinacién publicadas (ver més detalles en la seccién 2.5). Para muchos de los
ejemplares capturados no fue posible llegar a una determinacion especifica, por ello fue necesario
implementar como herramienta de caracterizacién o limitacion de especies al marcador mitocon-
drial COL.

Cada especie fue definida como un grupo monofilético obtenido en las reconstrucciones fi-
logenéticas, y en lo posible, acompafiada de aspectos morfoldgicos que puedan caracterizarlo.

Ademas, se implement6 el porcentaje de divergencia genética basado en el marcador COI, cal-
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culado a partir del modelo K-2P.

Segin nuestros resultados moleculares basados en los arboles del COI ( véase las Figs. 5.4 y
5.5) en el sur de Sudamérica habitan al menos 14 especies bien diferenciadas del género Rinelori-
caria. Este resultado fue obtenido gracias a la secuenciacién de al menos un ejemplar por localidad
y por morfotipo. Otro modo de evaluar la diversidad de especies fue mediante el criterio de distan-
cias genéticas inter e intraespecificas calculados con el modelo K-2P. Los valores de divergencia
intra-especificos fueron de 0- 1.17 % (véase la diagonal de la Tab. 5.1). Para las especies o linajes
que estuvieron representadas mediante una sola secuencia, la divergencia intraespecifica no se pudo
calcular (y en la diagonal de la Tab. 5.1 se observa un —). Los valores inter-especificos entre las
especies definidas segtn el 4rbol basado en COI, han sido de 3,01- 14,57 % (véase la Tab. 5.1). En-
contrdndose el valor mds bajo entre R. catamarcensis 'y R. aff. lima. Observamos en estos resultados
que de las 14 especies cinco no estdn aun identificadas y podrian representan nuevas especies. Se
ha decidido llamarlas linajes hasta su formal descripcién o identificacion.

En el territorio argentino, se ha verificado la presencia de siete especies de Rineloricaria, dos de
ellas serian linajes que corresponden a nuevas especies a describir o a identificar: Rineloricaria sp.
4y Rineloricaria sp. 5. En ambos casos, se ha logrado colectar pocos ejemplares, por consecuencia,
hasta no obtener un mayor nimero de individuos no sera posible trabajar en la descripcién de estas
potenciales nuevas especies.

Segin nuestros resultados, la distribucién de cada una de las especies puede resumirse en la Tab
5.2 y en la Fig. 5.3. Como se observa, las especies mds ampliamente distribuidas son R. catamar-
censis presente en gran parte de la cuenca del Plata y en el sistema endorreico de Mar Chiquita; R.
parva en los rios Parand y Paraguay y R. lanceolata que, sorpresivamente, se encuentra tanto en la

cuenca del Plata como en la cuenca del Amazonas.

5.2.2. Analisis filogenéticos del género Rineloricaria
Analisis basados en COI

El alineamiento final de gen mitocondrial COI para el género Rineloricaria comprendié 108
secuencias de las cuales seis representan el outgroup. Setenta secuencias de un largo de aproxima-
damente 650 pb han sido tomadas del Genbank o del consorcio internacional Barcoding. El resto

de las secuencias se amplificaron en el laboratorio, logrando obtener un total de 744 pb. Segin el
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Figura 5.3: Mapa con las dreas utilizadas en los andlisis biogeograficos. Las lineas rojas muestran
las areas que corresponden a la cuenca del Plata. Cada area fue codificada con una letra: A= Medio
Parand; B= Parand Bajo; C= Uruguay; D= Alto Parand; E= Rio de la Plata F=Paraguay; G= Sistema
Mar Chiquita; H= rios costeros del sur; I= Sao Francisco y J= Amazonas.
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Tabla 5.2: Distribucidn de las especies del género Rineloricaria. Los nombres de las cuencas o sub-
cuencas han sido codificados del siguiente modo: D=Alto Parani; A=Medio Parand; B=Bajo Pa-
rand; C=Uruguay; E=Rio de la Plata; F=Paraguay; H=rios de la costa sur de Brasil; I=Sao Francis-
co; J=Amazonas y G= sistema endorreico de Mar Chiquita. La "X significa que la especie en cuestion
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habita la cuenca o sub-cuenca indicada.

D A B C E F H I J G
R. lanceolata X X X
R. latirostris X
R. catamarcensis X X X X X
R. misionera X
R. uracantha X
R. parva X X X
R.sp. 1 X
R.sp.2 X
R.sp.3 X
R.sp. 4 X
R.sp.5 X
1. steinbachi X X
R. aff. lima X
R. aff. kronei X

programa TreeFinder, el modelo de evolucidén que mejor se ajusta a este set de datos es TIM2+1+G.

= Arbol seglin Méxima Verosimilutud (MV)

La topologia del arbol MV fue idéntica al obtenido por IB. En la Fig. 5.4 se puede observar
esta topologia. Sobre cada una de las ramas del drbol se observan los valores de bootstrap
(BB) mayores al 50 % obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol

son: log lk= -4423,05; a=0,191; 7(T) = 0,29, 7(C) = 0,26, 7(A) = 0,26, 7(G) = 0,17.

Como observamos, en este resultado, el género Rineloricaria es un grupo monofilético,
reuniendo a todas las especies analizadas en el clado A (80 %BB). Dentro del género, la pri-
mera especie en diferenciarse es R. uracantha, seguida por R. lanceolata (100 %BB). Luego,
vemos un clado llamado B (95 %BB), el cual presenta una politomia de grado tres compuesta
por: (i) el linaje Rineloricaria sp. 1(100 %BB); (ii) un clado que contiene a R. latirostris y al
linaje Rineloricaria sp. 2 (100%BB) y (iii) el clado llamado C (56 %BB). Este dltimo clado
puede dividirse a su vez en dos grupos: D (66 %BB) y E (63 %BB). El clado D presenta dos
pares de especies hermanas, por un lado R. misionera e I. steinbachi (59 %BB) y por otro

lado a los linajes Rineloricaria sp. 4 y Rineloricaria sp. 5 (73 %BB). Finalmente, el clado E
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muestra en su base a la especie R. parva (100 %BB), luego definimos al clado F (100 %BB),
el cual muestra a R. aff. lima (100 %BB), seguida del linaje Rineloricaria sp. 3 (100%BB), y
del par R. aff. kronei (100%BB) y R. catamarcensis (98 %BB).

» Arbol segin Inferencia Bayesiana (IB)

En la Fig. 5.4 se puede observar el arbol IB obtenido en el programa Mr Bayes. Debajo de
cada una de las ramas puede observarse los valores de probabilidad posteriores. La topologia

de este drbol es idéntica a la del arbol obtenido por MV.

» Arbol seglin Médxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 100 drboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales
se gener6 el 4rbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El drbol
MP final puede verse en la Fig. 5.5. Debajo de cada una de las ramas se observan los valores
de soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas. En este resultado encontramos varios de loas
grupos definidos en los andlisis de MV e IB. En este andlisis vemos que el clado A (87 JN),
el cual retine todas las especies de Rineloricaria presenta una politomia entre las especies R.
uracantha; R. lanceolata (100 IN) y el clado B (97 JN). También observamos la presencia del
clado C (70 JN) en este arbol, pero, a diferencia de los andlisis anteriores, dentro de este clado
vemos una politomia de grado seis compuesta por R. misionera; I. steinbachi; Rineloricaria
sp. 4; Rineloricaria sp. 5; R. parva y por el clado F (91 JN). Este Clado F, al igual que en los
andlisis MV e IB, presenta a R. aff. lima (99 JN), seguida del linaje Rineloricaria sp. 3 (98
IN), y del par R. aff. kronei (100 JN) y R. catamarcensis (94 JN).

Analisis basados en F-reticulon-4

El alineamiento final de gen nuclear F-reticulon-4 (FRTN4) para el género Rineloricaria com-
prendié 17 secuencias dado que aqui se decidié amplificar solamente un ejemplar por especie de-
finida a partir del marcador COI. Seis secuencias representan el outgroup. Tres secuencias de un
largo de aproximadamente 2200 pb han sido tomadas del Genbank y tres han sido gentilmente
aportadas por el Dr. R. Covain del Museo de Historia Natural de Ginebra. En este andlisis, se han
incorporado dos especies mas para el género: R. platyura y R. osvaldoi. El largo de las secuencias

ha sido muy variables segtin las especies, con lo cual el paso de alineamiento ha resultado muy la-
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Figura 5.4: Arbol de Inferencia Bayesiana para el género Rineloricaria basado en el gen mitocondrial
COL. Los valores por debajo de las ramas son las probabilidades posteriores y los valores por encima de
ella son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas en el anélisis de MV.
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borioso. El alineamiento final fue de 2700 pb. No se ha podido amplificar este gen para las especies
R. uracantha, R. aff. kronei, R. aff. lima, Rineloricaria sp. 1, Rineloricaria sp. 2, ni Rineloricaria
sp. 3 debido que no se ha logrado obtener material genético a disposicion (las secuencias COI de
estas especies han sido tomada del Genbank ). Para el linaje Rineloricaria sp. 4, no se ha logrado
obtener una secuencia FRTN4 de buena calidad y utilizable para este andlisis.

Dado que la fraccién del gen FRT4 amplificada representa a dos intrones y dos exones, se ha
particionado el alineamiento indicando el comienzo y el fin de cada uno de estos segmentos. Segin
el programa TreeFinder, el modelo de evolucién que mejor se ajusta a este set de datos es GTR maés

la distribucién gamma tanto para los intrones como para los exones.

» Arbol segin Méxima Verosimilutud (MV)

La topologia del 4rbol MV fue idéntica al obtenido por IB. En la Fig. 5.6 se puede observar
esta topologia. Sobre cada una de las ramas del arbol se observan los valores de bootstrap
(BB) mayores al 50 % obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este drbol

son: log lk=-43567,976.; o= 0,134;
Particion 1 (intrones de FRTN4): 7(T) = 0,22, 7(C) = 0,22, 7(A) = 0,17, n(G) = 0,24.
Particion 2 (exones de FRTN4): (T) = 0,24, 7(C) = 0,32, 7(A) = 0,18, 7(G) = 0,24.

En este andlisis, encontramos nuevamente que el género Rineloricaria forma un grupo mo-
nofilético, reuniendo a todas las especies en el clado A (100 % BB). La adicién de la especies
R. platyura, ha permitido redefinir un nuevo clado, dado que es esta especie la que encontra-
mos en la base del género en este nuevo andlisis. A partir de alli, podemos ver dos grupos
bien sustentados para el resto de las especies. El primero de ellos estd compuesto por las
especies R. osvaldoi y R. lanceolata (52 %BB). El segundo clado, llamado C (97 %BB), se
corresponde al clado C definido anteriormente en el andlisis del marcador COI. Este clado
esta formado por la especie R. parva en la base, seguido R. catamarcensis, luego I. steinbachi
y finalmente Rineloricaria sp. 5 y R. misionera. El clado que reune a I. steinbachi, Rinelo-
ricaria sp. 5 'y R. misionera (100 %BB) esta en concordancia con el clado D definido con el

marcador mitocondrial COI.

= Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)
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Figura 5.6: Arbol de Inferencia Bayesiana para el género Rineloricaria basado en el gen nuclear
FRTN4. Los valores por debajo de las ramas son las probabilidades posteriores y los valores por en-
cima de ellas son los soportes de bootstrap calculados con 1000 réplicas.
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Los valores debajo de cada rama son los soporte de Jackknife calculados con 1000 réplicas.

En la Fig. 5.6 se puede observar el arbol IB obtenido en el programa Mr Bayes. Debajo de
cada una de las ramas puede observarse los valores de probabilidad posterior. La topologia

de este drbol es idéntica a la del drbol obtenido por MV.

= Arbol seglin Maxima Parsimonia (MP)

En este andlisis de MP, se retuvo solamente un arbol para en el cual se calcularon los valores
de soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas. El &rbol MP puede verse en la Fig. 5.7, debajo
de cada una de las ramas se observan los valores de JN. A partir de este andlisis vemos que
nuevamente el género Rineloricaria forma un grupo monofilético, clado A (100 JN). Con-
trariamente a los andlisis anteriores, aqui observamos que las especies que se encuentran en
la base del género son 1. steinbachi y un representante de R. parva (100 JN). Luego se dife-
rencia R. catamarcensis, seguida de un clado que retne a Rineloricaria sp. 5 y R. misionera
(100 JN). Luego es el turno del otro representante de R. parva, de R. platyura, R. osvaldoi
para terminar con R. lanceolata. Notese que en este andlisis la especie R. parva no aparece
como monofilética y que R. lanceolata y R. osvaldoi serian las especies més derivadas. Este

resultado resulta completamente opuesto a todos los andlisis realizados anteriormente.
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Analisis a partir de multiples genes

El alineamiento final de este anélisis de genes concatenados (COI + FRTN4) para el género Ri-
neloricaria comprendio 15 secuencias, seis de ellas representan el outgroup. Solo se han utilizado
aquellas especies para las cuales se ha obtenido ambos marcadores. El alineamiento comprende la
particion de los datos indicando donde empieza y donde termina cada gen y donde empieza y donde
terminan los intrones y exones del gen nuclear FTRN4. El alineamiento resultante fue de aproxima-
damente 3440 pb. Segtn el programa TreeFinder, a la primera particion de este superalineamiento,
seccion del gen COI, le corresponde el modelo J2 mds gamma y a la segunda parte, secciéon gen

FRTN4, le corresponde el modelo TN més gamma tanto para los intrones como para los exones.

= Arbol seglin Médxima Verosimilutud (MV)

En la Fig. 5.8 se puede observar la topologia del d&rbol MV obtenido en el programa TreeFin-
der, sobre cada una de las ramas del arbol se observan los valores de bootstrap (BB) mayores

al 50 %, obtenidos con 1000 réplicas. Los pardmetros calculados para este arbol son:

log lk=-41160,15; o= 0,143;

Particién 1 (COI): n(T) = 0,29, 7(C) = 0,25, 7(A) = 0,25, 7(G) = 0,20.

Partici6n 2 (intrones de FRTN4): n(T) = 0,35, 7(C) = 0,21,7(A) = 0,28, 7n(G) = 0,14.
Particién 3 (exones de FRTN4): n(T) = 0,24, n(C) = 0,31, n(A) = 0,18, 7(G) = 0,26.

En este andlisis donde se ha utilizado la maxima evidencia a disposicién, encontramos nue-
vamente que el género Rineloricaria forma un grupo monofilético, reuniendo a todas las
especies en el clado A (100% BB). En la base del género vemos a R. lanceolata. Luego, a
partir de alli observamos al clado C, definido anteriormente (99 %BB), donde se diferencia
la especie R. parva, seguida R. catamarcensis, luego I. steinbachi y finalmente Rineloricaria

sp. 5 y R. misionera. El clado que redne a I. steinbachi, Rineloricaria sp. 5 y R. misionera

(100%BB) esta en concordancia con el clado D definido con COI y FRTN4.

= Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

En la Fig. 5.8 se puede observar el arbol IB obtenido en el programa Mr Bayes. Debajo de
cada una de las ramas puede verse los valores de probabilidad posteriores. La topologia de

este drbol es idéntica a la del arbol obtenido por MV.
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» Arbol seglin Médxima Parsimonia (MP)

En este anélisis, se retuvo solamente un drbol, a partir del cual se calcularon los valores de

soporte. El arbol MP final puede verse en la Fig. 5.9 por debajo de cada una de las ramas se

observan los valores de soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas. En este arbol se puede

observar que todos los representantes del género Rineloricaria forman un grupo monofilético

(99 JN). La primera especie en diferenciarse es R. lancelolata. Luego se puede diferenciar a

la especie R. catamarcensis. A partir de alli se observa una tricotomia: (i) un representante

de R. parva, (ii) un clado con otro representante de R. parva y I. steinbachi (100 JN) y (iii)

otro clado que retune a R. misionera y Rineloricaria sp. 5 (99 JN).

5.2.3. Calibracion del reloj molecular

El test de log-likelihood ratio, el cual fue utilizado para verificar que nuestros datos (matriz de

los cinco genes concatenados) no poseen tasas de mutacién constantes, ha mostrado que las diferen-

cias entre los valores de verosimilitud cuando forzamos los datos a un reloj molecular y cuando no lo

hacemos son significativas (X2 = 2(logLo — logL;) = 667,9675; d.f. = 22; P = 1,3456 x 10~ '?7),

Este resultado indica que las secuencias de los representantes del ingroup utilizado evolucionan con

una tasa que no es homogénea a lo largo del arbol filogenético.

Con el objetivo de estimar las fechas de los eventos de diversificacién en el género Rinelo-
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ricaria que habitan la cuenca del Plata, se ha calibrado los datos moleculares basados en el gen
mitocondrial COL. El resultado obtenido con el programa BEAST puede observarse en la Fig.5.10.
La topologia del 4rbol reconstruido con BEAST es similar a las obtenidas en la seccién anterior-
mente con los andisis de MV y IB (véase la Fig. 5.4) salvo que en este nuevo andlisis se han resuelto
todas las politomias. Siguiendo nuestros resultados, vemos que el origen del género del Rinelorica-
ria, clado A de la Fig. 5.10, se remonta a 80,6 Ma (95 % highest posterior density interval o HPD:
46,61-126,02). Esta fecha estima la separacion de la especie R. uracantha del resto de las especies
del género. Mientras que la diferenciacion de la especie R. lanceolata fue estimada en 73 Ma (95 %
HPD: 40,94-111,98). Sin embargo aqui hay que ser cauteloso con este resultado dado que los valo-
res de soporte para este nodo son muy bajos dejando en duda la relacién de esta especie dentro del
género.

El origen del clado B fue estimado en 47,92 Ma (95 % HPD: 28,53-73,88). Este clado se puede
dividir segun el andlisis en BEAST en dos grupos. El primero de ellos compuesto por tres especies y
contiene dos fechas de especiacion. Uno de los eventos de especiacion fue calculado en 41,41 May
el otro en 25,26 Ma. El otro grupo esta indicado como clado C. El origen de este clado fue estimado
en 41,92 Ma (95 % HPD: 23,75-63,94). El clado C puede dividirse en dos grupos llamados D y E.

El clado D contiene especies exclusivas de la cuenca del Plata, su origen fue estimado en 23,86
Ma (95 % HPD: 11,86-39,09), mientras que los dos eventos de especiacion dentro de este clado
fueron datados en 16,7 y 15,24 Ma (95 % HPD: 6,62-28,83 y 6,06-26,53 respectivamente).

El clado E, presenta en la base a la especie R. parva, la fecha de diferenciacion para esta especie
que se encuentra en la cuenca del Plata, fue calculada en 35,29 Ma (95 % HPD: 19,49-55,54). Dentro
de este clado vemos que la especie R. catamarcensis, también presente en la cuenca del Plata y cuya

fecha de especiacion fue estimada en 9,01 Ma (95 % HPD: 3,25-16,49).

5.2.4. Reconstruccion de areas ancestrales

Los distintos escenarios biogeograficos analizados con RASP (S-DIVA, BBM y DEC) estan
presentados en la Fig. 5.11. El andlisis de S-DIVA es el que ha estimado un menor nimero de dreas
ancestrales combinadas. Ninguno de los tres anélisis ha podido estimar con con certeza cual es
el area ancestral del género Rineloriacaria (nodo 39, clado A de la Fig. 5.11). Sin embargo este

resultado hay que tomarlo con precaucién dado que en la matriz de distribuciones de las especies
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Figura 5.10: Resultados graficos de los andlisis del programa BEAST para el género Rineloricaria. Las
ramas del arbol en verde muestran los clados y especies que habitan en la cuenca del Plata. La escala
abarca desde el presente hasta 180 millones de afios. Un asterisco indica nodos con probabilidades
posteriores de 0,75-0,51, dos asteriscos nodos de < 0,50 de PP.. Las barras muestran los intervalos de
credibilidad del 95 %HPD para la estimacion de los tiempos de divergencia. Los cuatro grandes clados y
subclados del género estdn indicados. En rojo se indican los dos mdximos de inundacién de la ingresion
marina del Mioceno en la cuenca del Plata.
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outgroup fueron todas codificadas como distribuidas en la cuenca del Amazonas y que ademéas hay
muchas especies del género que faltan en este andlisis. El anélisis de DEC ha sido el que mds dreas

combinadas ha propuesto, dejando la mayor parte de los nodos sin resolver.

Los andlisis de S-DIVA y DEC muestran que el nodo que retine a los dos ejemplares de la
especie R. lanceolata tiene un drea ancestral que combina al rio Parand Medio y al Amazonas
(nodo 26 de la Fig. 5.11) y proponen entonces un evento vicariante entre ambas regiones como el

proceso que podria haber tenido lugar para llevar a cabo la actual distribucion de esta especie.

Para el clado B, la tnica metodologia que ha sugerido una tnica 4rea fue S-DIVA, la cual es-
tim6 que el area ancestral de este clado estaria conformada por un area compuesta por Parand Medio
y el Parand Alto (ver el nodo 37 de la Fig. 5.11). Sin embargo en el anélisis de BBM podemos ver
que las dos dreas con mayor probabilidades de ser el dreas ancestral de este clado son también el

Parana Medio y Alto.

Para el clado C, tanto S-DIVA como BBM han sugerido que el drea ancestral estaria represen-
tada por el Parand Medio (nodo 34 de la Fig. 5.11). Mienstras que DEC ha estimado al menos cinco

dreas posibles todas ellas siendo una combinacién de varias dreas.

El areas ancestral del clado D fue estimado por las tres metodologias como el Parand Medio.
Dentro de este clado el nodo 32 fue estimado también por las tres metodologias como el Parand Me-
dio, mientras que el nodo 31 fue estimado por S-DIVA y DEC con un drea combinada entre Pa-
rand Medio y Uruguay, proponiendo entonces un evento vicariante para explicar la distribucion
actual de las especies Rineloricaria sp 4 y Rineloricaria sp. 5.

El clado E esta representado por uno de los nodos (30 de la Fig. 5.11) menos resueltos del
andlisis de reconstruccién de dreas. Sin embargo, segiin BBM podemos ver que el Parand Medio ha

jugado un rol importante en este nodo.

Para el clado F el tnico andlisis que permite ver cierta resolucién en la reconstruccion de las
dreas ancestrales es el andlisis de BBM. Esta metodologia ha estimado que el drea ancestral mas
probable para este nodo (29 de la Fig. 5.11) es la region de los rios costeros del sur de Brasil.

Finalmente, es interesante notar que el drea ancestral para el nodo que retne a la especie R.
catamarcensis con R. aff kronei (nodo 27 de la Fig. 5.11), fue estimado segiin BBM como los rios
costeros del sur, los cual supone una dispersion posterior de R. catamarcensis hacia su distribucion

actual. Mientras que el andlisis de DEC propone los contrario: un drea ancestral que corresponde a
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la actual distribucién de R. catamarcensis y una dispersion por parte de R. aff kronei hacia los rios

costeros del sur de Brasil. S-DIVA no ha podido estimar el area ancestral de este nodo.
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5.3. Discusion

El género Rineloricaria ha sido el modelo de estudio de este capitulo. Aqui, se ha trabajado tres
objetivos diferentes. El primero de ellos fue determinar la diversidad de especies de este género en
la cuenca del Plata y definir la distribucion geografica de cada una de ellas. El segundo objetivo fue
conocer la relacidn filogenética de las especies antes definidas, para lo cual, se ha realizado anélisis
basado en COIl y FRTN4 separadamente para luego hacer un anélisis donde ambos marcadores han
sido analizados simultdneamente. Finalmente se ha calibrado la filogenia del género Rineloricaria
y reconstruido las 4reas ancestrales de cada nodo. Por lo tanto, esta seccion estard organizada de

acuerdo a los objetivos antes planteados.

5.3.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Rineloricaria en la

cuenca del Plata

Basado en los resultados del gen mitocondrial COI (véase las Figs. 5.4 y 5.5) el género Rinelo-
ricaria puede dividirse en al menos 14 grupos monofiléticos. Para cada uno de estos grupos se ha
calculado las distancias intra e interespecificas, con el fin de comparar con la bibliografia si estas
distancias estaban en el mismo orden de magnitud que lo propuesto para otros grupos de peces. El
gen COI ha sido ampliamente estudiado para peces y otros organismos por ser parte del consorcio
internacional Barcoding. Siguiendo el trabajo de Ward (2009) la tasa de divergencia entre especies
de un mismo género de peces deberia ser del orden de 3 %; mientras que la tasa de divergencia
intraespecifica deberia ser cercana a 0.34 %. Ward (2009) aclara también que si dos especies de
peces difieren en un 2 %, hay una probabilidad del 95 % de que dichas especies sean dos especies
diferentes. En este trabajo de tesis, los valores de las distancias calculadas entre las especies de
Rineloricaria fueron desde 3,01 % (entre R. catamarcensis y R. aff. lima) hasta de 14,57 % (entre
R. uracantha y Rineloricaria sp. 3). Por lo tanto estos valores concuerdan con los valores de re-
ferencia, sustentando la existencia de, por lo menos, 14 especies de Rineloricaria para el sur de
Sudamérica.

Analizando las distribuciones geograficas de las especies definidas anteriormente, notamos
que hay zonas de solapamiento entre ellas, generando de este modo especies con distribuciones

simpadtricas. En la cuenca del rio Paraguay conviven R. lanceolata, R. parva y I. steinbachi; en la
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cuenca del rio Uruguay coexisten R. catamarcensis y Rineloricaria sp. 4; en la cuenca del rio Pa-
rand se encuentra la mayor diversidad de especies, contdndose al menos nueve especies y siendo
solamente, R. aff. lima; R. aff. kronei; Rineloricaria sp. 2 'y Rineloricaria sp. 3 las especies que no

habitan esta cuenca.

5.3.2. Analisis filogenéticos del género Rineloricaria

El segundo objetivo de este capitulo es reconstruir la estructura de las relaciones filogenéticas
entre las especies del género Rineloricaria, para ello se ha empezado por analizar el gen COI
mediante tres metodologias diferentes. Los tres tipos de andlisis han generado topologias similares
de arboles para las especies (véase las Figs. 5.4 y 5.5). En estos resultado hemos observado que
las especies R. uracantha y R. lanceolata estan en la base de género. Luego vemos una politomia
donde se diferencian: (i) un clado que redne R. latirostris y Rineloricaria sp. 2; (ii) Rineloricaria
sp. 1 y finalmente (ii) un grupo llamado C donde encontramos al resto de las especies analizadas.
Los andlisis de MV e 1B resuelven las relaciones de las especies restantes, proponiendo un clado D,
E y F. La reconstruccién por MP no logra resolver la totalidad de las relaciones entre estas especies,
sin embargo en este andlisis se puede observar, al igual que en los anélisis de MV e IB al clado
llamado F, el cual retne con altos valores de soporte a R. aff. lima; Rineloricaria sp. 3; R. aff. kronei
y R. catamarcensis.

Las filogenias basadas en el gen nuclear FRTN4 (véase las Figs. 5.6 y 5.7) han generado dife-
rentes topologias de arboles segtin la metodologia utilizada. Los arboles MV e IB han sido idénticos
(representado en la Fig. 5.6), presentando a la especie R. platyura en la base, luego un clado donde
se retne las especies R. osvaldoi y R. lanceolata. Finalmete observamos un clado con R. parva en
la base, luego R. catamarcensis, 1. steinbachi, Rineloricaria sp. 5 y R. misionera. Estos analisis
concuerdan con el drboles basados en COI dado que aqui también se recuperan a los clados C y
D. En cambio, el anélisis de MP (Fig. 5.7) ha sido considerablemente divergente, proponiendo un
clado que agrupa 1. steinbachi y R. parva y otro clado que retine al resto de las especies, donde R.
catamarcensis esta en la base, luego aparecen Rineloricaria sp. 5 y R. misionera, después, se puede
observar otro ejemplar de R. parva, R. platyura, R. osvaldoi y R. lanceolata. Las tnicas similitu-
des entre los analisis de COI y FRTN4 segtin MP, son el clado que retine Rineloricaria sp. 5y R.

misionera y el clado que une R. osvaldoi y R. lanceolata.



170 5.3. Discusion

Finalmente, los drboles basados en los dos genes concatenados generados a partir de los anélisis
MYV e IB (véase la Fig.5.8) presentan una topologia semejante. Estos anélisis son completamente
idénticos a los resultados encontrados en los arboles MV e IB basados en FRTN4, concordando
también con los andlisis basados en COI donde se observa a R. lanceolata en la base del género y
se pueden encontrar a los clados C y D definidos anteriormente. El andlisis de genes concatenados,
generado a partir de MP (véase la Fig.5.9) ha sido, una vez més, el mds divergente. Este andlisis
propone a R. lanceolata en la base del género, resultado que concuerda con todos los andlisis ba-
sados en COI y con los andlisis basados en FRTN4 reconstruidos por MV e IB. Luego vemos que
se diferencia la especie R. catamarcensis y a partir de alli se observa una politomia. Al igual que
en el andlisis MP basado en FRTN4, la especie R. parva no aparece como un grupo monofilético,
una de las razones posibles de este resultado puede ser que una de las secuencias de esta especie
presenta varios sitios de datos faltantes, lo cual genera diferencias artificiales entre las secuencias
de la misma especie. En este tltimos andlisis, volvemos a encontrar que las especies Rineloricaria
sp. 5 y R. misionera aparecen como especies hermanas.

Las diferentes relaciones filogenéticas resultantes para el género Rineloricaria dependen tanto
del gen estudiado como de la metodologia aplicada. Hemos visto que generalmente los andlisis MV
e IB promueven resultados semejantes. Es interesante notar que los drboles basados en los genes
concatenados obtenidos por MV e IB resultaron ser concordantes con los arboles basados COI y
FRTN4 separadamente. Mientras que, el drbol de genes concatenados obtenido por MP resulté més
semejante al drbol basado en COI obtenido también con esta metodologia. Evidentemente, la in-
fluencia de cada uno de los genes dentro del andlisis de genes concatenados varia segtin la metodo-
logia utilizada. Esto mismo se ha observado en los andlisis filogenéticos del género Loricariichthys

en el capitulo 4 de este trabajo.

5.3.3. Procesos de diversificacion en la cuenca del Plata

Con el objetivo de analizar la historia biogeografica del género Rineloricaria se ha abordado
varios analisis que permiten estimar los posibles eventos que han dado lugar a la diversificacion de
las especies de este género en la cuenca De Plata. Uno de los andlisis realizado orienta sobre una
perspectiva temporal y el otro sobre una perspectiva espacial.

Segtn los resultados observados, la filogenia de Rineloricaria puede dividirse en cuatro clados
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(véase las Figs. 5.4; 5.5 y 5.10). Dado que en algunos de estos clados se incluye al menos una
especie que habita en la cuenca del Plata y especies de otros sistemas se puede deducir que una
especiacion alopétrica intercuenca ha participado de la diversificacién de las especies de Rinelori-
caria de la cuenca del Plata. Pero, ademas, se ha observado que dentro de la filogenia del género
hay en un clado con varios linajes que habitan exclusivamente la cuenca del Plata (en clado D de
la Fig. 5.10). Este resultado indica que algtn proceso de especiacion ha tenido lugar dentro de esta

cuenca generando diversidad de especies dentro de ella.

= Analisis intercuenca

Para comenzar a discutir el andlisis intercuenca del género Rineloricaria vamos a hacer re-
ferencia al proceso de diversificacion de la especie R. uracantha (véase la Fig. 5.10). Este
proceso fue calibrado por nuestro andlisis en 80.6 Ma. Aunque en nuestro drbol esta especies
se encuentra sola en la base de la filogenia, sabemos por medio de otros anélisis que en reali-
dad es parte de un clado que comprende mas diversidad de especies, entre ellas R. platyura
[incluida en nuestros andlisis del gen nuclear FTN4 presentado en la Fig. 5.6). La mayoria de
las especies del clado en el cual se encuentra R. uracantha estan distribuidas en la cuenca del
Amazonas y del Orinoco (comunicacién personal del Dr. R. Covain segtin su trabajo de tesis
doctoral (Covain, 2011)]. Por lo tanto, podemos postular que la edad de 80,6 Ma estimada
en nuestros andlisis no puede atribuirse a la fecha de especiacién de R. uracantha, si no que
debe ser interpretada como la fecha de origen del clado que comprende a esta especie. El
surgimiento de la especie R. uracantha debe haber sido posterior a la edad calculada aqui.
Sin embargo, a la luz de este razonamiento y siguiendo la distribuciones de las especies, po-
demos especular que un evento de especiacion por parte de R. uracantha podria haber sido el

resultado de un proceso alopétrico entre la cuenca amazénica y la cuenca del Plata.

El segundo proceso intercuenca que ha generado diversidad en el género Rineloricaria de
la cuenca del Plata, no puede atribuirse a un evento de especiacién dado que este proceso
estd representado por la especie R. lanceolata. Esta especie se encuentra tanto en la cuen-
ca del Amazonas; en los rios del escudo de las Guyanas como en la cuenca del Plata. En
nuestro analisis de ha utilizado como punto de calibracion del reloj molecular la divergencia

entre dos individuos de R. lanceolata, uno de ellos proveniente del Amazonas y el otro del
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Parand Medio (véase la Fig. 5.10). Siguiendo el trabajo de Kennan et al. (1997) le se le ha
asignado a este nodo la edad de 3,5 Ma, fecha en la cual los autores han documentado el ulti-
mo desplazamiento de los limites entre la cuenca amazénica y la cuenca del Plata. Por otra
parte hemos visto que los andlisis de reconstruccién de areas ancestrales el nodo que retne a
los dos ejemplares de R. lanceolata tiene un drea ancestral que combina al rio Parand Medio
y al Amazonas, proponiendo un evento vicariante entre ambas regiones como el proceso que

podria haber tenido lugar para llevar a cabo la actual distribucion de esta especie.

El clado E esta representado por cinco especies (véase la Fig. 5.10). Dos de ellas, R. parva
y R. catamarcensis, se encuentran en la cuenca del Plata y las otras tres son exclusivas de
los rios costeros del sur de Brasil. La diferenciacién de la especies R. parva ha sido calcu-
lada en 35,29 Ma segun nuestro reloj molecular. Mientras que la fecha de especiacion de R.
catamarcensis fue estimada en 9,01 Ma por el mismo andlisis. Ninguna de estas dos fechas
puede atribuirse a algin evento hidro-geografico documentado hasta el momento para las re-
giones geograficas que estas especies ocupan. Las fechas estimadas para el surgimiento de
las especies de Loricariidos de los rios costeros del sur han sido muy variables en la litera-
tura (Montoya-Burgos, 2003; Roxo et al., 2012) e incluso dentro de este mismo trabajo (ver

capitulos sobre Hypostomus, Loricariichthys y Ancistrus.

Dentro de la filogenia del género Rineloricaria hemos visto un clado que contiene tres espe-
cies: Rineloricaria sp. 2; R. latirostris y Rineloricaria sp. 1 (véase la Fig. 5.10). A pesar de
tener un bajo nivel de soporte, vale la pena discutir las relaciones de estas especies. Rinelori-
caria latirostris y Rineloricaria sp. 1 son especies que se encuentran en el Alto Parand dentro
de la cuenca del Plata, mientras que Rineloricaria sp. 2 esta distribuida en la cuenca del rio
Sao Francisco, Brasil. La fecha estimada para la separacién entre esta tltima especie fue es-
timada en 30 Ma. Dos de los andlisis de reconstruccién de dreas ancestrales han propuesto un
evento vicariante entre el Alto Parand y el Sdo Francisco. Sin embargo el andlisis de BBM
propone un evento de dispersién desde el Parand hacia el Sao Francisco (véase la Fig. 5.11).
La relaciones faunisticas entre estas cuencas tiene una historia compleja. Se ha documentado
numerosos intercambios de biota entre estas cuencas. Buckup (2011) demuestr6 que el Alto
Parand y el rio Sao Francisco comparte 63 especies de peces, esto representa el 19,6 % de la

diversidad de peces del Alto Parana y el 34,0% de la diversidad del Sao Francisco. El alto
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nimero de especies compartidas sugiere que una conexién geoldgica reciente entre ambas
cuencas ha posibilitado en la dispersion de las especies. En este mismo trabajo de tesis he-
mos visto que para el género Hypostomus se ha identificado un evento de dispersion desde el
Parani hacia el rio Sao Francisco hace 4.94 Ma, resultados que concuerdan con los obtenidos
por Montoya-Burgos (2003) y Cardoso et al. (2012). Sin embargo, nuestros resultados para el
género Rineloricaria proponen que los intercambios entre el Alto Parand y el Sdo Francisco

pueden haber comenzado hace al menos 30 Ma.

En resumen, nuestros resultados y la bibliografia citada, sugieren que dentro del género Ri-
neloricaria al menos cuatro eventos independientes de especiacion alopatrica tuvieron lugar
entre la cuenca del Plata y otros sistemas como el del Amazonas, los rios costeros del sur de
Brasil y el Sao Francisco. Algunos de estos eventos de especiacion alopétrica podrian expli-
carse por conexiones temporales entre los sistemas, por ejemplo, durante periodos de grandes
lluvias. Sin embargo la compleja historia geoldgica del continente sudamericano ha generado
desplazamientos de los limites de las cuencas, generando eventos de dispersion y vicariancia

enriqueciendo de este modo a la diversidad de especies.

= Analisis intracuencas

El clado D es el unico clado dentro de la filogenia del género Rineloricaria que contiene
exclusivamente especies y linajes que habitan la cuenca del Plata (véase la Fig. 5.10). La
diversidad dentro de este clado debe haber sido moldeada por fuerzas evolutivas que han
actuado al interior de dicha cuenca, dando lugar a lo que se ha decidido llamar especiacién
intracuenca. El clado D presenta cuatro especies de Rineloricaria. El origen de este clado fue
estimado en 23.86 Ma y la mayor parte de las areas ancestrales del clado fueron inferidas co-
mo el Parand Medio. Los dos eventos de especiacidon dentro de este clado fueron datados en
16.7 y 15.24 Ma. Estas fechas son muy cercanas al primer evento de méxima inundacién de
la ingresién marina del Mioceno (15-13 Ma) (Hernandez et al., 2005). La extensa incursion
marina en la cuenca del rio Parand, dentro de la cuenca del Plata, ha podido aislar a muchos
de los tributarios de esta cuenca, generando varias especiaciones alopdtricas por vicariancia
en diferentes grupos de peces estrictamente de agua dulce. Una vez que el mar se ha reti-

rado las nuevas especies pudieron haber dispersado a lo largo de toda la cuenca del Plata,
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enriqueciendo, de este modo, la diversidad de especies.

5.4. Consideraciones finales

Basados en los resultados del gen mitocondrial COI, podemos afirmar que al menos 14 especies
de Rineloricaria habitan en el sur de Sudamérica. Diez de estas especies estan presentes en la cuenca
del Plata, dos en los rios de la costa del sur de Brasil, una en la cuenca del rio Sao Francisco. La
especie R. lanceolata parece tener una distribucién muy amplia abarcando tanto la cuenca del Plata

como la cuenca del Amazonas.

Los resultados filogenéticos realizados, basados en el gen COI, en el gen FRTN4 y en el andlisis
concatenado, demuestran que el género Rineloricaria es un grupo monofilético. En ocho de los
nueve andlisis realizados este género presenta en la base a la especie R. lanceolata, y luego un clado,
llamado C. Este clado esta compuesto por R. parva en la base, luego se diferencia R. catamarcensis,

le sigue I. steinbachi, y por dltimo aparecen las especies Rineloricaria sp. 5 y R. misionera.

Por otro lado, se ha analizado de manera preliminar los procesos que han podido generar la
diversidad de especies de Rineloricaria dentro de la cuenca del Plata. Nuestros resultados han de-
mostrado que la diversidad de este género es modulada por dos procesos diferentes. El primero de
ellos es una diversificacion intercuenca, el cual ha generado grupos de especies que habitan diferen-
tes cuencas como resultado de eventos de dispersién o vicariancia entre la cuenca del Plata y otros
sistemas tales como el Amazonas; los rios costeros del sur y Sao Francisco. En este contexto, los
cambios paleohidrolégicos durante el Mioceno deben haber promovido rutas de dispersién y vica-
riancia que han permitido alcanzar un alto nivel de diversificacién de especies de peces neotropica-
les. El otro proceso que ha jugado un rol importante en la diversidad de especies de Rineloricaria es
una especiacion que ha actuado dentro de la cuenca del Plata, y lo que se ha demoninado: intracuen-
ca. Este proceso produjo grupos de especies dentro de la cuenca del Plata debido a la fragmentacion
del habitat. Hemos visto que el origen de la diversidad dentro de la cuenca del Plata concuerda tem-
poralmente y geograficamente con la incursién marina del Mioceno. Tal como propone la hipétesis
de los museos (Fjeldsa, 1994), esta ingresion marina debe haber fragmentado dicha cuenca provo-
cando numerosos procesos de especiacion. La biogeografia histérica del género Rineloricaria que

se ha realizado en este trabajo, argumenta que diferentes cambios hidrogeolégicos y cambios en el
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nivel del mar han influenciado fuertemente a los eventos cladogenéticos observados en la filogenia

de este género.
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CAPITULO O

El género Ancistrus

Este capitulo se centra en estudiar al género Ancistrus en la cuenca del Plata. En un primer
apartado se detallardn aspectos taxondmicos y se evaluard la diversidad de este género y en un
segundo apartado se mostraran y discutiran los anélisis filogenéticos realizados en el transcurso de
esta tesis doctoral. A modo de un analisis preliminar, se ha realizado la calibracién de la filogenia,
asi como también la reconstruccion de las dreas ancestrales para este género a partir en los datos

filogenéticos obtenidos con el marcador COI.

6.1. Introduccion

El género Ancistrus Kner, 1854, perteneciente a la tribu Ancistrini, subfamilia Hypostominae,

cuenta con casi 60 especies que se distribuyen desde Panamé hasta el Rio de la Plata. Existen es-

. ik

Figura 6.1: Tres ejemplares del género Ancistrus colectados en Argentina.
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pecies de este género que pueden habitar ambientes de alta montafia (e.g. Ancistrus bufonius a mas
de 2000m de altura en Perti) asi como también en zonas insulares (e.g. Ancistrus cirrhosus se en-
cuentra en el Delta del rio Parand). Entre las particularidades de este género podemos nombrar la
capacidad de revertir los odontodes y la hipertrofia de los mismos. Esta tltima caracteristica, junto
a la presencia de tentdculos carnosos en el dorso y los médrgenes del hocico les permite tener un
marcado dimorfismo sexual. Los machos maduros presentan tentdculos cutdneos en nimero varia-
ble, mientras que en las hembras estos tentdculos son pequefios, poco numerosos o estan ausentes
(véase la foto central de la Fig. 6.1). Sin embargo, existen algunas especies que no poseen estas
caracteristica, como es el caso de A. gymnorhichus, en la que tanto machos como hembras poseen

los tentaculos reducidos.

Actualmente el género Ancistrus estd representado por 59 especies nominales (Ferraris, 2007).
Segun Fisch-Muller (2003), siete especies de Ancistrus fueron descritas y son validas para la cuenca
del Plata: A. cirrhosus (Valenciennes, 1836), A. claro (Knaack, 1999), A. cuiabae (Knaack, 1999),
A. formoso (Sabino & Trajano, 1997), A. pirareta (Muller, 1989), A. piriformis (Muller, 1989)
y A. taunayi (Miranda-Ribeiro, 1918). Ademas, de las especies nombradas, Fisch-Muller (2003)
también cita para la cuenca del rio Paraguay a las especies amazonicas A. hoplogenys (Giinther,
1864) y A. dubius (Eigenmann & Eigenmann, 1889). En el trabajo de Gasparetto-Bifi et al. (2009)
los autores no logran obtener material de referencia de las especies A. hoplogenys y A. dubius para
el rio Paraguay. Es por ello que consideran que las citas de estas especies para la cuenca del Plata
fueron recogidas de viejas referencias (tales como Regan, 1904; Eigenmann & Kennedy, 1903)
las cuales deben haber sido el resultado de malas identificaciones. Gasparetto-Bifi et al. (2009)
describieron tres nuevas especies de Ancistrus para el rio Iguazi: A. abilhoai, A. agostinhoi y A.

mullerae, sumando, de este modo, un total de 12 especies para la gran cuenca del Plata.

Ancistrus cirrhosus, la especie tipo del género, fue descrita por Valenciennes en 1836 para
Buenos Aires y Misiones, Argentina. Aparentemente no se ha preservado el holotipo de esta des-
cripcion. Pasado mas de un siglo, en 1980 Isbriicker, designa como lectotipo y paralectotipos de
esta especie a ejemplares provenientes de Buenos Aires. Sin embargo este procedimiento fue con-
siderado invélido por Fisch-Muller (2003), dado que para ella, la localidad tipo deberia ser alguna
localidad cercana a Itaibaté en la provincia de Corrientes (comunicacién personal). Para esta propo-

sicién Fisch-Muller sigue cuidadosamente las notas del viaje realizado por Valenciennes, en nuestro
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pais durante el siglo XIX. Alli, Fisch-Muller constata que Valenciennes relata su viaje desde la ciu-
dad de Buenos Aires pero que éste llama Misions a lo que en la actualidad corresponde a localidades
de la provincia de Corrientes. Esto tal vez fue el resultado de la falta de comunicacién debido a la

diferencia del idioma o a la falta de detalles de las carta geogréficas utilizadas en la época.

6.2. Resultados

6.2.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Ancistrus en la cuenca

del Plata

La Fig. 6.2 muestra las localidades en donde se ha logrado colectar tejidos y/o ejemplares del
género Ancistrus a partir de muestreos y colaboraciones. En total se han obtenido aproximadamen-
te 80 tejidos que se depositaron en el Banco de Tejidos y ADN del Lab. de Ecologia Molecular
del CREG, en el MACN o en el ILPLA. En el apéndice A se puede observar la determinacién
taxondmica y la localidad de cada tejido y/o ejemplar utilizado en los analisis.

La diversidad dentro del género Ancistrus fue evaluada mediante dos técnicas diferentes. La
primera de ellas fue la determinacién morfoldgica clasica de medidas y conteos (ver mas detalles en
la seccion 2.5) basdndose en las claves de determinacién publicadas (Gasparetto-Bifi et al., 2009).
Para muchos de los ejemplares capturados no fue posible llegar a una determinacién especifica,
por ello fue necesario implementar como herramienta de caracterizacién de especies al marcador
mitocondrial COL

Cada especie fue definida como un grupo monofilético definido en las reconstrucciones fi-
logenéticas, y en lo posible, acompafada de aspectos morfolégicos que puedan caracterizarlo.
Ademds, se implement6 el porcentaje de divergencia genética basado en el marcador COI, cal-
culado a partir del modelo K-2P.

Segin nuestros resultados moleculares basados en el marcador mitocondrial COI al menos 19
linajes diferentes de Ancistrus fueron observados. Diecisiete de estos linajes estdn presentas en el
sur de Sudamérica, mientras que dos de ellos son del norte de continente. Este resultado fue obte-
nido gracias a la secuenciacién de al menos un ejemplar por localidad muestreada y por morfotipo
observado. La diversidad de especies fue estimada mediante el criterio de distancias genéticas inter

e intraespecificas calculados con el modelo K-2P. Los valores de divergencia intraespecificos fue-
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Figura 6.2: Mapa con las localidades de los ejemplares utilizados del género Ancistrus. Ver més detalles
sobre la determinacién taxondmica y sobre cada punto de muestreos en el apéndice A. La mayor parte
de los puntos estan ubicados segin los datos geo referenciados registrados durante las campafias de
muestreo. Para la realizacién del mapa se utiliz6 el programa Google Earth.
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ron de 0-1,74 % (ver la diagonal de la Tab. 6.1). De las especies que solamente se ha obtenido una
secuencia, la divergencia intraespecifica no se pudo calcular. Los valores interespecificos entre las
especies definidas segtin COI, han sido de 2,22-11,0 % (véase de la diagonal hacia abajo de la Tab.
6.1).
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Segin nuestros resultados, la distribucién de cada una de las especies puede resumirse en la
Tab. 6.2. Como se observa, las especies mas ampliamente distribuidas son A. cirrhosus (presente en
el Rio de la Plata y Uruguay); Ancistrus sp. 3 (en el alto y medio Parand) y A. dubius que, sorpre-
sivamente, se encuentra tanto en el rio Parand como en la cuenca del rio Amazonas. Es interesante
notar que no se ha hallado ningtn representante del género Ancistrus en el Bajo Paran4, en el rio
Paraguay ni en el sistema de rios endorreicos de Mar Chiquita, a pesar que se ha muestreado con
intensidad en estas zonas durante este trabajo de tesis, encontrandose si otros miembros de la fa-
milia Loricariidae de hébitos ecoldgicos semejantes a los requeridos por los miembros del género
Ancistrus. Como puede observarse, el Parand Medio, el Uruguay y los rios costeros del sur de Brasil

poseen la mayor diversidad de especies con cinco especies o linajes cada uno.

6.2.2. Analisis filogenéticos del género Ancistrus
Analisis basados en COI

El alineamiento final de gen mitocondrial COI para el género Ancistrus comprendié 50 secuen-
cias de las cuales nueve representan el outgroup. Diez secuencias de un largo de aproximadamente
650 pb han sido tomadas del Genbank, el resto se amplificaron en el laboratorio, logrando obtener
un total de 859 pb. Segtin el programa TreeFinder, el modelo de evolucién que mejor se ajusta a

este set de datos fue J2 mds la distribucién gamma.

= Arbol segin Méxima Verosimilutud (MV)

En la Fig. 6.4 se puede observar el d&rbol MV obtenido en el programa TreeFinder, el género
Ancistrus es monofilético. Los pardmetros calculados para este arbol son: log lk=-48953,150;
o=0,24; n(T) = 0,28, 7(C) = 0,27, n(A) = 0,27, n(G) = 0,14. Este clado se divide en dos
grupos. El primer grupo, comprende a las especies A. dubius y A temminckii (99 %BB). El
segundo clado, presenta en la base a la especie A. triradiatus y luego al clado llamado A
(99 %BB). Dentro del clado A, vemos una sucesion de especies que se diferencian, la primera
de ellas es A. sp. 12, luego A. sp. 11, A. sp. 9, le sigue un ejemplar de A. brevipinnis. Luego
observamos la separacién de un clado que contiene a A. tanauyi y A. sp. 10. A partir de
este punto se ve una tricotomia compuesta por: un nodo que retine a A. sp. 7 y A. sp. 8; dos

ejemplares de A. brevipinnis y un gran nodo llamado B. Dentro del nodo B observamos que la
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Tabla 6.2: Distribucién de las especies del género Ancistrus. Los nombres de las cuencas o subcuencas
han sido codificados del siguiente modo: A= Medio Parand; B= Rio de la Plata; C= Uruguay; D= Alto
Parand; E= rios costeros del sur; F=Amazonas; G= Guyanas y H= Lago Maracaibo y rio Orinoco . La
”X” significa que la especie en cuestion habita la cuenca o subcuenca indicada. Los rios que forman
parte de la cuenca del Plata estan indicados con #, asi como también las especies que habitan en dicha
cuenca. Véase también la Fig. 6.3

D# # C# B# E F H G

sp. 1 #

sp. 2 #

sp. 3 # X
sp. 4 #

sp. S #

sp. 6 # X
. cirrhosus # X X

. brevipinnis X
sp. 7 # X

sp. 8 # X

. tanauyi # X

XXX >

multispinis X

sp. 9 X

dubius # X X
sp. 10 # X

sp. 11 X

sp. 12 X

. triradiatus X

SN NNEEE R EBEBEBEEEREE

. temminki X
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Figura 6.3: Mapa con las dreas utilizadas en los analisis biogeograficos. Las lineas rojas muestran las
areas que corresponden a la cuenca del Plata. Cada drea fue codificada con una letra: A= Medio Parani;
B=Rio de la Plata; C= Uruguay; D= Alto Parana; E=rios de la costa del sur; F=Amazonas; G= Guyanas
y H=Lago Maracaibo y rio Orinoco.



186 6.2. Resultados

[r— 359402 A. brevispinis
rmcp37565 A. tanauyi
10 | m2
Iml
— | (—mcp29277 A. multipinis
AGO09113
1od EAGOQQO A.sp1
AGO09088
0.02 [ | |B C INO88666
f I 90 I AG09137
L Acoo119
8 AGO0822 A. sp5
— AG09143
YC10320 A. sp 4
1 YC10255
- ]OEJPR782 A sp 3
FUPR780
YC885
| vC774 A. cirrhosus
100
81-1
_[ mep38292 A. brevispinis
— MCP25167
b4 114-8
Ml 14-7 A' Sp 7
101-21
A2
FBCR302
67
FBCR303
A.sp 11
FBCR301 .
100
FBCR304
FBCR300
e bcR310 ASPT2
A\ —vzis
\V L
100 Anc426
GF06-476 A. temminckii
A1 ‘ EAg23
70 Ag-24 .
W\ A. dubius
N — AMCCO044
100 | 120-6
120-1
Hypostomus plecostomus
W\ [ Hypostomus formosae

Rineloricaria catamarcensis

N\ Hypostomus cochliodon
—‘ l Hypostomus plecostomoides
Hypostomus hondae
Rineloricaria lanceolata Parand

W\ Rineloricaria lanceolata Paraguay

A\} L Rineloricaria lanceolata Amazonas

Loricariichthys anus
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especie A. multispinis es la primera en diferenciarse, luego le sigue A. cirrhosus y finalmente
se presenta al nodo llamado C. Este ultimo nodo estd compuesto por los linajes A. sp. 1; A. sp.
2; A. sp. 3; A. sp. 4; A. sp. 5 y A. sp. 6. Es importante observar que la especie A. brevipinnis

se muestra como polifilética en este analisis.

= Arbol segiin Inferencia Bayesiana (IB)

El 4rbol basado en COI reconstruido por IB para el género Ancistrus se puede observar en
la Fig. 6.5. Cerca de cada una de las ramas del arbol, se ven los valores de probabilidades
posteriores (PP) de cada una de ellas. En los resultados aportados por IB vemos que todos
los representantes del género Ancistrus forman un clado monofilético bien sustentado (1 PP).
Este clado se divide en dos grupos. El primer grupo (54 PP), comprende a las especies A.
triradiatus y al par A. dubius y A temminckii (0.88 PP). Por otro lado observamos al clado
llamado A (0.96 PP) el cual contiene a las mismas especies que el andlisis MV (véase la Fig.
6.4). Sin embargo en este arbol IB el clado A comienza con una tricotomia compuesta por
los linajes: A. sp. 12; A. sp. 11 y un gran clado. Este tltimo clado presenta en la base al linaje
A. sp. 9, seguido por un ejemplar de A. brevipinnis. A partir de alli vemos una politomia
de grado seis que contiene: un clado con A. tanauyi y A. sp. 10 (0.99 PP); A. cirrhosus; A.
multispinis; un clado que retine a A. sp. 7 y A. sp. 8 (1 PP); dos ejemplares de A. brevipinnis'y
el nodo llamado C (1 PP). A diferencia del anélisis anterior el clado C aqui presenta al linaje
A. sp. 1 en la base y luego una gran politomia, donde se puede observar que el linaje A. sp. 4

no se presenta como un grupo monofilético.

= Arbol segin Méaxima Parsimonia (MP)

En este andlisis, se retuvieron 72 arboles igualmente parsimoniosos, a partir de los cuales se
generd el drbol de consenso estricto donde se calcularon los valores de soporte. El arbol MP
final puede verse en la Fig. 6.6. Debajo de cada una de las ramas se observan los valores de
soporte de Jackknife (JN) con 1000 réplicas. En este resultado encontramos que en la base
del género aparece un tricotomia con la especie A. triradiatus; el clado de A. dubius y A
temminckii (38 JN) y el gran clado A (96 JN). Dentro del clado A también se observa una
tricotomia con los linajes A. sp. 12; A. sp. 11 y clado que comprende a A. sp. 9 en la base,

luego a un ejemplar de A. brevipinnis. En este andlisis no encontramos al clado B visto en el
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arbol MV (véase la Fig. 6.4), en su lugar se observa un gran politomia en donde solamente
podemos encontrar la resolucidn de las relaciones entre: A. sp. 7y A. sp. 8 (50 JN); A. tanauyi

y A. sp. 10 (57 JN) y el clado C (53 JN).

6.2.3. Calibracion del reloj molecular

El test de log-likelihood ratio, el cual fue utilizado para verificar que nuestros datos (matriz del
gen mitocondrial COI) no poseen tasas de mutacién constantes, ha mostrado que las diferencias
entre los valores de verosimilitud cuando forzamos los datos a un reloj molecular y cuando no lo
hacemos son significativas (X? = 2(logLy —logL;) = 115,6910; d.f. = 48; P = 1,6231 x 1077).
Este resultado indica que las secuencias de los representantes del ingroup utilizado evolucionan con
una tasa que no es homogénea a lo largo del arbol filogenético.

Con el objetivo de estimar las fechas de los eventos de diversificacion en el género Ancistrus
que habitan la cuenca del Plata, se ha calibrado los datos moleculares basados en el gen COI. El
resultado obtenido con el programa BEAST puede observarse en la Fig. 6.7. La topologia del 4rbol
reconstruido con BEAST es similar a la obtenida en la seccién de anélisis filogenéticos basados en
IB, a diferencia que en este analisis se resuelven todas las relaciones interespecificas.

Siguiendo nuestros resultados, vemos que el origen del género Ancistrus se remonta a 66,33
Ma (95% highest posterior density interval o HPD: 34,94-108,26). Mientras que el origen del
primer clado Al es de 51,88 Ma (95 % HPD: 27,06-85,61). Dentro de este clado, la separacién
entre las especies de Ancistrus que habitan el sistema Amazdnico (comprendiendo las cuencas del
rio Amazonas, las del escudo de las Guyanas y los rios del norte de Brasil) y las que habitan la
cuenca del Plata es de 18,5 y 8,96 Ma (95 % HPD: 8,58-34,06 y 3,17-17,61 respectivamente).

El clado A2 tiene una fecha estimada de 38,47 Ma (95 % HPD: 20,69-64,52), siendo en esta
fecha la separacion de la especie A. sp. 12 del resto. Al interior de este clado, vemos que tres
eventos diferentes han generado las especies y linajes que pertenecen a la cuenca del Plata (clados
B; D y F). Estos tres nodos separan a las especies de los rios costeros del sur de las especies de la
cuenca del Plata.

El clado B tiene un origen en 22,42 Ma (95% HPD: 12,76-36,79), momento en el cual se
produce la separacién de un clado con especies exclusivamente de la cuenca del Plata, llamado

nodo C y otro clado con especies tanto de dicha cuenca como también del los rios costeros del sur.
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Dentro del clado C observamos seis linajes diferentes cuyo origen fue estimado en 15,7 Ma (95 %
HPD: 8,5-26,47), siendo el linaje més basal es A. sp. 1.

El clado D también puede dividirse en dos subclados, uno de ellos con tres especies que se
encuentran solamente en la cuenca del Plata (clado E). El origen del clado D fue estimado en 19,63
Ma (95 % HPD: 10,46-32), mientras que para el clado E se obtuvo una calibracion de 15,9 Ma (95 %
HPD: 7,34-26,72).

En el clado F, se encuentra el dltimo evento que da lugar a linajes de la cuenca del Plata. Este
evento fue estimado en 16,23 Ma (95 % HPD: 7,9-27,99) y gener6 la divergencia de dos nuevas

especies en dicha cuenca.

6.2.4. Reconstruccion de areas ancestrales

Los distintos escenarios biogeograficos analizados con RASP (S-DIVA, BBM y DEC) estan
presentados en la Fig. 6.8. El andlisis de S-DIVA es el que ha estimado un menor nimero de dreas
ancestrales combinadas. Los tres andlisis han estimado que el 4drea ancestral del género Ancistrus
(nodo 88) podria abarcar el Amazonas y los rios costeros del sur o una combinacion de ambos. Sin
embargo este resultado hay que tomarlo con precaucién dado que en la matriz de distribuciones de
las especies outgroup fueron todas codificadas como distribuidas en la cuenca amazédnica.

Para el clado Al, los anélisis de DIVA, BBM y DEC difieren en la resolucién del drea ances-
tral (nodo 87). Sin embargo los tres analisis proponen que los rios de las Guyanas han jugado un
papel importante. Dentro de este clado vemos que para la especie A. dubius, S-DIVA y DEC pro-
ponen uno o dos evento de vicariancia, mientras que BBM estima un evento de dispersion desde el
Parani Medio hacia el Amazonas.

Las tres metodologias coinciden en que el origen del clado A2 (nodo 88) los rios costeros del sur
han participado mediante la combinacion con otras dreas. A partir de este nodo, las dreas ancestrales
han sido estimadas en los rios costeros del sur por los tres andlisis (nodos 80, 79, 74 y 72).

El clado B fue estimado con un drea ancestral que comprende a los rios costeros del sur y al
Parand Medio (segiin S-DIVA y DEC) (nodo 71). El clado C tiene su origen en el Parand Medio.
Dentro de el clado C, BBM propone dos eventos de dispersion desde esta drea hacia el Alto Parana,
mientras que S-DIVA y DEC proponen dos eventos vicariantes entre estas areas.

Por otro lado, el clado D fue estimado con un 4rea que contiene a los rios costeros del sur y
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Figura 6.7: Resultados graficos de los andlisis del programa BEAST para el género Ancistrus. Las
ramas del arbol en verde muestran los clados y especies que habitan en la cuenca del Plata. La escala
abarca desde el presente hasta 120 millones de afios. Un asterisco indica nodos con probabilidades
posteriores 0,75-0,51, dos asteriscos nodos de < 0,50 de PP. Las barras muestran los intervalos de
credibilidad del 95 %HPD para la estimacién de los tiempos de divergencia. En rojo se indican los dos
maximos de inundacién de la ingresion marina del Mioceno en la cuenca del Plata.
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al rio Uruguay con S-DIVA y DEC, mientras que BBM solo sugiere a los rios costeros del sur.
Dentro de este grupo, el clado E presenta un drea ancestral que comprende al rio Uruguay y un
dispersion hacia el Rio de la Plata. Finalmente para el clado F, BBM ha estimado un drea ancestral
que comprende a los rios costeros del sur y una dispersion hacia el rio Uruguay, mientras que

S-DIVA y DEC proponen un evento vicariante entre estas dreas.



‘0o0uLI() olI £ oqredere]y 0o3e] =H A seuednn
=0 {SBUOZBWY =, ‘INS [9p BISOD B[ 9p SO =7 ‘BUBIRq O}V =( ‘Aen3nin =) ‘®le|d B[ 9p OIY =¢ ‘BUBIR{ OIPIJA =V :BIJ] BUN UOD BPEOYIPOD ANj BAIB epe))

6.2. Resultados

194

dSVY eweiSoid [0 ue sOPIUS)qo OpIS uey SISIEUL Sa1} SO “sn4ys1ouy 019uds [0 ered DA £ NG ‘VAIA-S 9p SISIgue SO[ op S0oyeIS sopeinsoy :§'9 eanSiy

SISUBDWIDI? DUDLO[RULY £08TTHY (4) @ L0811V (2) @ _\/_mm 08TV () @ ‘ <>_Dlm
Aonbpivg pyjoasu) bUDILORULY 156 (4) @ .‘ UWO 156 (4) @ .‘ 156 (3) @ .
SDUOZDWIY DID]OIUD| DUDILIOJRULY 48(d) @ ‘ 48(d) @ ‘ 48 () @ .
snup sAYIYIIDILOT 78800 (4) @ 8804 () @ 28804 () @
UOpOIjY20 sNW0}S0dAY £10138 (4) @ €10198 () @ £10198 () @
appuoy snuwojsodAH v6ZA (4) @ .. b6ZA () @ .‘ b6ZA () @ “
soplousoisosa(d snuioisodAy 8N ) ® . 8N ) @ ‘ 8N @ .
20500 snusolsodty L0z () @ . L0711 @) @ . 07T @) @ ‘
SnWwojs093)d snuwojsodAl LHONINS (4) @ LYOWNS () @ LHOWNS (4) @
IDPUIWIWRY 'Y 99049 (9) @ Q 949049 (9) @ 919049 (9) @
sniqnp 'y €26V (V) @ €26V (v) @ £26v (v) @
! ! . ' 3 . -6 (V) @ .
snignp 'y W) @ ‘ % oY W) ‘ v ‘
snignp 'y PHOIINY (4) @ PHODIWY (4) @ PHOODWY () @
sniqnp 'y 071 (V) @ . ' a 021 (V) @ . ‘ \‘m/ 01 (V) @ . ‘ ‘_
sniqnp 'y 9021 (vV) @ 7 F< 9021 (v) @ 9021 (v) @
sn)pipoiii} Yy STZA(H) ® . SIZA(H) & SIZAH) o=
Sn)pIppiLl} 'Y 9zpouy (H) ® 4 ‘ 9zpouY (H) @ |_.o ' 9y (H) @ -.n ! ”
LL nm.< 206084 () @ 2064084 3) @ 206484 3) @
LLds y T0£4084 (3) ob 10£4084 (3) T. 1064084 (3) o\.
LLdsy 006084 (3) @ . 00£¥084 3) @ * 00c¥084 (3) @
LLds v b0EUIEd (3) @ . " $0EWDE4 (3) @ . ‘| $0EWDE4 (3) @ . ‘|
LLdsy 0084 (3) @ £06WE4 2) @ £0e0084 (3) @ —
0921y (3) @ 09z1¥8 (3) @ 092138 (3) @ H
0@ e . 7@ e . 7@ e . _HIU_
Lds'y 80600V (V) @ 880609V (v) @ 880609V (v) @ | —
Ldsy 06609V (¥) T. o 06609V (¥) ob‘ 06609V (v) ob‘ o H
Ldsy £1T600V (V) @ . N< 11609V (vV) @ . 11609V (vV) @ d ‘ B
gdsy SSZ0TA(Y) @ SSZ01OA (¥) SSZO1A (V) ]
gdsy 0823dnd (@) @ ‘ 082N (0) ”w 08234n4 (@) ”w I
gds'y 7824dn4 () @ .l 284dnd (@) @ ‘! 2824dN4 (0) @ .\ HI
pds y £4T600V (V) @ . U 7609V (v) @ . 1609V (v) @ . Ium
pdsy 0ZE0DA (V) @ .\ ‘ 0ZE010A (V) @ w 0ZE0IDA (V) @ w . _H&_
zds'y 611609 (V) @ ‘ 611609V (v) @ ‘ 617609V (v) @
Tds'y LET609V (V) @ .l , L£T609V (v) @ L£T609V (v) @ J
sds y 22809V (v) 22809V (v) 22809V (v) O‘ ID
999886NC (0) ”‘ 999886NC (0) ”‘ ' 999886NC (1) @ [
SIuIdsInRIqQ Y 915zdon (@) m £915240W (3) 91520 (3) 0‘ 0
SIuIdsINGIQ Y zezsstou (3) ”‘ ’ 26e8gdow (3) ”‘ 2628E0w (3) @ ‘ _Hu_
Lds ‘v LH110) o= ‘! L4110) = L4110) = ]
gds'y 8411 0) ¢ L T 0) o S 8T 0) o g v
sdpinw 'y zecon ) @ u— wuzerdw (3) @ wuesrbw (3) @ 9%
NDUDYY  sosssdui () o .Q ‘ 9560w () & ‘ s95ebw 0) &y . J
w©) w) ¢ a 'mw ' w ) = mw : —
w Q) W) e—= ‘w wE) e—= b v
snsoy4in °y 118 08) ¢ 118008) © - 118 (08) 1 IQ
snsoy 'y bLLOA(08) © bLLDOA (08) g L,m I bLL-DA (08) f.wm ﬁ,m — J
snsoyip y 58804 08) &~ S880A (08) &~ S880A (08) &
SIUISINGIQ Y  zovesena () @ 20v65€n3 (2) @ 20v65€3 (2) @ "
an3nan

ZLdsy

prEwEd ()

yIEwEd 3)

yIEwed @)




6. El género Ancistrus 195

6.3. Discusion

Tomando al género Ancistrus como el centro de estudio, este capitulo se enfoca en tres objetivos
diferentes. El primero es determinar la diversidad de especies de este género en la cuenca del Plata
y definir la distribucién geografica de tales especies. El segundo objetivo es conocer la relacién
filogenética de especies antes definidas. Para este dltimo fin se han realizado andlisis basados en el
gen mitocondrial COL. El objetivo final de este capitulo ha sido definir la historia biogeografica del
género, para ello se ha calibrado y reconstruido las dreas ancestrales de cada nodo de la filogenia
molecular de este grupo. Por lo tanto, esta seccién estard organizada de acuerdo a los objetivos

antes planteados.

6.3.1. Diversidad y distribucion geografica de las especies de Ancistrus en la cuenca

del Plata

Basado en los resultados del gen mitocondrial COI (ver Figs. 6.4, 6.5 y 6.6) el género Ancistrus
puede dividirse en al menos 19 linajes o especies. Para cada uno de estos linajes se ha calculado
las distancias intra e interespecificas, con el fin de comparar con la bibliografia si estas distancias
estaban en el mismo orden de magnitud que lo propuesto para otros grupos de peces. El gen COI ha
sido ampliamente estudiado para peces y otros organismos por ser parte del consorcio internacional
Barcoding. Siguiendo el trabajo propuesto por Ward (2009) la tasa de divergencia entre especies
de un mismo género de peces deberia ser del orden del 3 %; mientras que la tasa de divergencia
intraespecifica deberia ser cercana a 0,34 % o nula. Ward (2009) aclara también que si dos especies
de peces difieren en un 2 %, hay una probabilidad del 95 % de que dichas especies sean dos especies
diferentes. En este trabajo de tesis, los valores de las distancias calculadas entre las especies de
Ancistrus fueron desde 2,23 % (entre A. sp. 7y A. sp. 8) hasta 11 % (entre A. triradiatus y A. dubius).
Por lo tanto, estos valores concuerdan con los valores de referencia, sustentando la existencia de 19
especies o linajes de Ancistrus en nuestros andlisis.

Viendo las distribuciones geogréficas de las especies y linajes definidas anteriormente para el
sur de Sudamérica, notamos que las cuencas con mayor diversidad son el Parand Medio, el rio
Uruguay y los rios costeros del sur. Un importante resultado obtenido ha sido que no se ha podido

colectar ninglin miembro del género Ancistrus en el Parand Bajo, en el rio Paraguay, ni en los rios
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endorreicos del sistema de Mar Chiquita, dejando una gran incégnita sobre el por qué de la ausencia
del género en esas regiones. Concordando con nuestros resultados, en una busqueda bibliogréfica
exhaustiva sobre la distribucién de Ancistrus en Argentina, se ha notado que nunca se ha citado al
género para esas cuencas. De este modo, pareciera que efectivamente esas regiones no son habitadas

por los Ancistrus, y que no se trata de una falla de muestreo.

Otro resultado interesante es que las especies o linajes tienen un 4rea de distribucién mds bien
restringida. Las dos especies que se encuentran con rangos mds amplios (abarcando dos cuencas)
son A. dubius y A. cirrhosus. Esto puede deberse a una especiacion ecoldgica, a una tasa de migra-
cién extremadamente baja o a un territorialismo muy marcado dentro de este género. Este resultado
permite suponer que la diversidad de especies del género Ancistrus debe ser mucho mds alta que
el nimero de especies descriptas o linajes definidos en este trabajo. Esto puede comprobarse dado
que no hay especies descriptas para la seccién media ni alta del rio Paran4, una regién que abarca
un gran rio y numerosas subcuencas con un alto endemismo de especies de peces (Lépez & Mi-
quelarena, 2005) y ademds que ha habido numerosas citas de Ancistrus no identificados al nivel de

especies.

Nuestros resultados también han permitido demostrar que la especie A. dubius, cominmente
presente en la cuenca del Amazonas extiende su distribucién hasta la cuenca del Plata. Este hecho
deja en evidencia que, a pesar de su antigiiedad, algunas citas biogeograficas son tan validas como
las modernas, lo cual contrasta con algunas de las conclusiones que proponen Gasparetto-Bifi et al.

(2009) sobre la distribuciones del género Ancistrus en el sur del continente.

La evaluacion de la diversidad del género Ancistrus y sus rangos de distribucion dejan en evi-
dencia que la especie tipo del género, A. cirrhosus, debe ser estudiada con mayor detalle. Hemos
visto aqui que la distribucién de esta especie se restringe a la cuenca del Rio de la Plata y al rio Uru-
guay. Sin embargo la descripcidn original de la especie toma como localidades tipo a Buenos Aires
y Misiones, pero que segun la Dra. Fisch-Muller la localidad tipo deberia ser Itaibaté (Corrientes).
Segun nuestros resultados, todos los ejemplares colectados en Misiones, en Corrientes y en Buenos
Aires son linajes bien diferenciados entre si, ocupando diferentes posiciones filogenéticas y pre-
sentando distancias interespecificas muy significativas. Un minucioso estudio sobre las diferencias
morfoldgicas de estos linajes y el estudio detallado de Ia historia taxonémica de la especie es nece-

sario para la clarificacién de este tipo de problemas comtinmente encontrados en la sistemética de
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viejos taxones con descripciones muy escuetas y sin material de referencia.

6.3.2. Analisis filogenéticos del género Ancistrus

El segundo objetivo de este capitulo es ver la estructura de las relaciones filogenéticas entre las
especies y linajes del género Ancistrus. Para ello se ha realizado la reconstruccién del arbol filo-
genético basado en el gen mitocondrial COI mediante tres metodologias diferentes (véase las Figs.
6.4, 6.5y 6.6). Los tres tipos de andlisis han generado topologia de 4rboles similares, en donde las
politomias han sido muy importantes. A pesar que estos resultados son tomados como preliminares,
se ha visto que en la base de los drboles siempre se ha propuesto al par A. dubius y A. temminckii.
Luego se observa a un clado A que contiene al resto de las especies analizadas y, segin la metodo-
logia, a la especie A. triradiatus (véase las Figs. 6.4 y 6.5). Dentro del clado A las politomias han
sido numerosas en todos las andlisis, sin embargo, el clado C se ha presentado siempre con un buen
soporte de ramas. Este clado C estd compuesto por especies del Parand Medio y Alto Paran4, siendo
el linaje A. sp. 1 su linaje basal. Las politomias observadas han sido resueltas mediante el andlisis
de calibracion realizado en el programa BEAST (véase la Fig. 6.7). La falta de resolucién en las
filogenias basadas en COI es algo frecuente, dado que este marcador molecular presenta saturacion
de sustituciones en los sitios mds variables. No obstante, me ha parecido pertinente utilizar la in-
formacién obtenida para este marcador ya que representaba el primer andlisis molecular realizado
para el género Ancistrus del sur de Sudamérica. Dentro del mismo marco de interés de esta tesis,
me he propuesto amplificar el gen mitocondrial D-loop y el gen nuclear F-RTN para este grupo.
Se han obtenido ya algunas secuencias pero atn no se han completado los datos para realizar un
analisis filogenético con este nuevo material. Sin embargo, se espera poder realizar estos anélisis en
el corto plazo y con ello obtener una hipétesis filogenética mds robusta para el género Ancistrus.

A la luz de los resultados obtenidos a lo largo de este trabajo podemos ver que la diversidad del
género Ancistrus encontrada en la cuenca del Plata fue extremadamente mayor de lo que se pensaba
al comienzo del trabajo. Si bien los analisis filogenéticos presentados aqui no son exhaustivos ya
dejan ver que posiblemente habria un nimero importante de linajes independientes dentro de la
cuenca del Plata. Luego de un andlisis morfoldgico detallado de estos linajes y de la comparacion
con las especies ya citadas y descriptas para la region, estos podrian resultar en nuevas especies

a describir. Un completo andlisis de revision del género es necesario para la futura comprensién
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de este taxdn, incluyendo redescripciones de especies y asignacién de lectotipos, cuando fuera
necesario. Este tipo de aportes son de extrema importancia a la hora de evaluar la diversidad de
las especies y la historia evolutiva del género, asi como también en el manejo de los recursos

ictiolégicos y de las dreas de interés en conservacion.

6.3.3. Procesos de diversificacion en la cuenca del Plata

En esta seccion se ha abordado varios anélisis que permiten estimar los eventos que han podido
moldear la diversificacién de las especies de Ancistrus en la cuenca De Plata, a través de una pers-
pectiva temporal y otra espacial. Segtn los resultados observados, la filogenia de Ancistrus puede
dividirse en dos clados (véase las Figs. 6.4, 6.5 y 6.6). Dado que en cada clado se incluye al menos
una especie que habita en la cuenca del Plata y especies de otras cuencas, se puede deducir que
una especiacion alopatrica intercuencas ha participado de la diversificacion de las especies de An-
cistrus de la cuenca del Plata. Ademas, se han observado clados con multiples especies que habitan
la cuenca del Plata (en clados C y E). Este resultado indica que algin proceso de especiacién ha

tenido lugar dentro de esta cuenca.

= Analisis intercuenca

El anélisis biogeografico de la relacion intercuenca dentro del clado A1 muestra que dentro
de la especie A. dubius hay un ejemplar cuya distribucién es la cuenca del rio Amazonas,
mientras que el resto de los ejemplares son del Parand Medio. Nuestro resultados de cali-
bracién indican que este evento de dispersion puede ser fechado en 8,9 Ma (véase la Fig.
6.7). Para poder explicar este suceso, nos vemos obligados a suponer conexiones temporales
entre las cuencas del Plata y Amazonas posteriores a las fechas de separacion de estas cuen-
cas (30-20 Ma elevacién del Arco Michicola) (Lundberg ef al., 1998). Dada la distribucion
de las especies involucradas, las conexiones temporales deben haber sido entre el Alto Pa-
rand y los afluentes del sur de la cuenca del Amazonas. Cuando estas conexiones temporales
finalizan, el aislamiento de las poblaciones en cada una de las cuencas debe haber resultado
en una diferenciaron por alopatria. Sin embargo, a pesar de los 8,9 Ma transcurridos desde
la separacién de los ejemplares de A. dubius, vemos que no poseen rangos distintivos que
permita llevar a cabo la especiacion. Este resultado es comparable con los datos que se ha

utilizado para la calibracién de este drbol, donde dos ejemplares de la especie A. triradiatus
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presentan una distribucion disyunta (lago Maracaibo y rio Orinoco) desde hace 8 Ma cuando

el levantamiento de los Andes ha dividido la regién.

Observando al clado A2, hemos visto que hay tres eventos en donde se generan clados con
especies pertenecientes a la cuenca del Plata. El primero de ellos se ubica en el clado B dando
origen a los clados C (con linajes exclusivos de la cuenca del Plata) y D. La fecha estimada
para la separacion de ambos subclados es de 22,42 Ma (véase la Fig. 6.7), en este periodo
parece haber tenido lugar una separacién entre los rios costeros del sur y el Parand Medio. En
la Fig. 6.8 vemos que a este nodo le corresponde un area ancestral que abarca dichas cuencas,
sugiriendo un evento de diferenciacion entre ambos subclados. Este evento coincide tempo-
ralmente con las capturas de cabeceras entre el Parand y los rios costeros del sur propuestas
por Albert & Reis (2011) hace 28-15 Ma. Una vez que estos desplazamientos han terminado,

las poblaciones en cada una de las cuencas han ido evolucionando de manera aislada.

El segundo evento que ha generado especies de la cuenca del Plata se encuentra en el clado
D, donde se diferencia el clado E (con linajes exclusivos de la cuenca del Plata) del F y de
la especie A. brevipinnis. La fecha calculada para esta diferenciacion es de 19,63 Ma. Los
andlisis de areas ancestrales han propuesto para el nodo que une estos subclados (59 de la
Fig. 6.8) una regién ancestral que comprende tanto al rio Uruguay como a los rios costeros
del sur (S-DIVA y DEC) o solamente a los rios costeros del sur (BBM). La fecha estimada
aqui, también coincide con las capturas de cabeceras sugeridas por Albert & Reis (2011)
hace 28-15 Ma aunque este caso de diferenciacion intercuenca comprende al rio Uruguay y
los rios costeros del sur y no al rio Parana propiamente dicho. Sin embargo, se ha sugerido
que la separacién entre el rio Parand y Uruguay ha sido bastante mds reciente (2,5-7 Ma)
y que hasta entonces ambos rios formaban una unica cuenca (Castellanos, 1959; Beurlen,
1970; Bonetto, 1994). Por lo tanto, podemos suponer que las capturas de cabeceras entre el
rio Parand y los rios costeros del sur hace 28-15 Ma también han afectado a la diversidad de

especies y linajes que hoy en dia observamos en el rio Uruguay.

El tercer evento que da lugar a especies de la cuenca del Plata es la diferenciacién de los
linajes A. sp. 7 y A. sp. 8 dentro del clado F. Este evento ha sido estimado en 16,88 Ma (véase
la Fig. 6.7) y el area ancestral reconstruida para el nodo F (56 de la Fig. 6.8 ) es un area que

abarca a los rios costeros del sur y al rio Uruguay (S-DIVA y DEC) o solamente a los rios
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costeros del sur (BBM). Nuevamente, observamos que la fecha estimada coincide con las
capturas de cabeceras entre el rio Parand y los rios costeros del sur hace 28-15 Ma (Albert &
Reis, 2011) y que durante este periodo los rios Parand y Uruguay formaban una unica cuenca.
Por lo tanto los cambios en las cabeceras del Parand podrian haber afectado fuertemente a la

diversidad de la cuenca del rio Uruguay.

En resumen, nuestros resultados sugieren que al menos cuatro eventos independientes de es-
peciacion alopétrica tuvieron lugar entre la cuenca del Plata y otros sistemas (Amazonas y
rios costeros del sur). Dentro del gran clado A2 los tres eventos de especiacion intercuenca
podrian explicarse mediante numerosas capturas de cabeceras entre el Parana y los rios cos-
teros del sur tal como proponen Albert & Reis (2011). Nuestros resultados, concuerdan con
los encontrados en otro grupo de Loricariidos (Neoplecostominae) en donde se han estima-
do divergencias de grandes clados pertenecientes al Parand y a los rios costeros del sur en
38,1-15,4 Ma (Roxo et al., 2012). Ademds, como indica el clado A1 una dispersion alopatri-
ca mads recientes ocurrié por medio de conexiones temporales entre los afluentes del sur del
Amazonas y Medio Parand. Estos resultados no parecen sorprendentes, dado que ya se ha do-
cumentado para otros grupos de peces recientes intercambios entre la cuenca del Amazonas
y del Plata. Por ejemplo, Sivasundar et al. (2001), encuentran que hace 2,3 y 4,1 Ma las espe-
cies del género Prochilodus han intercambiado cuencas. Ademds, otros eventos de dispersion
recientes entre estas cuencas fueron ejemplificados con los rangos distribucién de Pygocen-
trus nattereri (Hubert et al., 2007) y Pseudotylosurus augusticeps (Lovejoy & Aratjo, 2000).
Estos trabajos y nuestros resultados (véase también los capitulos sobre los géneros Hypos-
tomus; Loricariichthys y Rineloricaria de esta tesis) sugieren que las conexiones temporales
entre el Amazonas y la cuenca del Plata pueden ser mds frecuentes de lo que previamente se

pensaba.

Analisis intracuenca.

Con los resultados obtenidos a lo largo de este capitulo, podemos asumir que parte de la
diversidad del género Ancistrus dentro de la cuenca del Plata debe haber sido moldeada por
fuerzas evolutivas que han actuado al interior de esta cuenca, dando lugar a lo que se ha

decidido llamar especiacion intracuenca.
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El clado C contiene seis especies que habitan la cuenca del Plata. Los eventos de especiacion
de este subclado fueron datados entre los 15,7-9,58 Ma, segin nuestro reloj molecular (Fig.
6.7). Estas fechas coinciden parcialmente con el primer evento de maxima inundacién de la
ingresién marina del Mioceno (15-13 Ma) (Herndndez et al., 2005). La extensa incursion
marina en la cuenca del rio Parand, dentro de la cuenca del Plata, ha podido aislar a muchos
de los tributarios de esta cuenca, generando varias especiaciones alopétricas por vicariancia
en diferentes grupos de peces estrictamente de agua dulce. Una vez que el mar fue retirado
las nuevas especies pudieron haber dispersado a lo largo de toda la cuenca del Plata, enrique-
ciendo, de este modo, la diversidad de especies. Segin nuestros anélisis de dreas ancestrales,
el areas ancestral de las especies de la cuenca del Plata fue reconstruida por las tres meto-
dologias como el Parand Medio. Este resultado no se ajusta a los resultados que presentan
Hernéndez et al. (2005), dado que hay indicios de que dicha regién ha sido afectada por la
gran inundacién de la ingresion marina del Mioceno. Sin embargo, la mayoria de los ejem-
plares de este clado han sido colectados en el territorio misionero de nuestro pais, abarcando
el rio Iguazud y cuencas cercanas que hoy dia se encuentran a més de 300 m sobre el nivel del
mar. Segin Herndndez et al. (2005), la inundacién de hace 15-13 Ma fue causada por una
elevacién de 150 m del nivel del mar, por lo tanto, podemos especular que varios afluentes
del rio Parand Medio, pudieron actuar como refugios para las especies estrictamente de agua

dulce durante este periodo.

Dentro del clado E observamos tres especies de la cuenca del Plata. Los eventos de espe-
ciacion de este clado fueron datados en 16,1-10,7 Ma. Nuevamente vemos que estas fechas
concuerdan de manera parcial con la primera gran inundacién de la ingresién marina del Mio-
ceno (15-13 Ma) (Hernandez et al., 2005). Segin la reconstruccién de dreas ancestrales, el
area para este clado serfa el rio Uruguay. Sin embargo, hemos visto que durante este periodo
los rios Parand y Uruguay formaban una tinica cuenca. Por lo tanto, me permito especular
que tal vez la ingresién marina ha podido tener cierta influencia en la diversidad de especies

que hoy dia observamos habitando la cuenca del rio Uruguay.

En el clado F, la divergencia entre las dos especies de la cuenca del Plata fue datada en 11,27
Ma segin nuestro reloj molecular. Esta fecha que es intermedia entre los dos maximos de

inundacion de la ingresién marina del Mioceno (Herndndez et al., 2005). Ademds las espe-
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cies involucradas en este nodo son parte de la diversidad del rio Uruguay. Si bien no podemos
atribuir una divergencia alopatrica causada por la ingresion marina entre estas especies, po-
demos asegurar que para la fecha de especiacién estimada aun los rios Parand y Uruguay
formaban un misma cuenca y que probablemente los cambios climaticos, responsables de
cambio del nivel del mar y de las fluctuaciones de los periodos de lluvias, podrian haber

jugado un rol importante.

6.4. Consideraciones finales

En este capitulo, los resultados basados en el gen mitocondrial COI han permitido afirmar que
de las 19 especies de Ancistrus analizadas, 12 de ellas habitan la cuenca del Plata y que 10 de estas
especies se encuentran hoy dia en los rios de Argentina. Hemos visto que la cuenca que presenta la
mayor diversidad de especies es la del rio Uruguay y que las especies de distribucién mds amplia

son A. cirrhosus y A. dubius.

Los resultados filogenéticos realizados, han demostrados que el género Ancistrus forma un
grupo monofilético que puede dividirse en dos clados, llamados Aly A2. La relacidn entre estos
clados ha sido variables segtin los andlisis, sin embargo, se ha visto que en la base de los drboles
siempre se ha propuesto al par A. dubius y A. temminckii formando el clado Al. Luego se observa
aun clado A2 que contiene al resto de las especies analizadas y, segin la metodologia, a la especie
A. triradiatus. Dentro del clado A2 las politomias han sido numerosas en todos los andlisis, no
obstante, el clado C, compuesto por especies del Parand Medio y Alto Parand, se ha presentado

siempre con un buen soporte de ramas.

Por otro lado, sobre la base de los datos filogenéticos del género se ha realizado un anélisis
para dilucidar los eventos que han podido promover la diversidad de especies de Ancistrus dentro
de la cuenca del Plata. Este andlisis, aunque lo consideramos preliminar, deja ya a la luz algunas
conclusiones posibles. La diversidad de especies de Ancistrus es modulada por dos procesos dife-
rentes: el primero de ellos es una diversificacién intercuenca, el cual ha generado grupos de especies
que habitan diferentes cuencas como resultado de eventos de dispersioén entre la cuenca del Plata
y Amazonas y del Plata y los rios costeros del sur. En este contexto, los cambios paleo-hidrologi-

cos durante el Mioceno deben haber promovido rutas de dispersioén y eventos de vicariancia que
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han permitido alcanzar un alto nivel de diversificacion de especies de peces neotropicales. El otro
proceso que modeld la diversidad de especies de Ancistrus es una especiacion intracuenca, la cual
produjo grupos de especies dentro de la cuenca del Plata debido a la fragmentacién del hébitat.
Hemos visto que el origen de la diversidad dentro de la cuenca del Plata concuerda temporalmen-
te y geogrificamente con la incursion marina del Mioceno. Tal como propone la hipétesis de los
museos (Fjeldsa, 1994), esta ingresion marina debe haber fragmentado dicha cuenca provocando
numerosos procesos de especiacion. Los estudios biogeograficos histéricos del género Ancistrus
que se ha realizado argumenta que diferentes cambios hidrogeolégicos y cambios en el nivel del
mar han influenciado fuertemente a los eventos cladogenéticos observados en la filogenia de este

género.
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CAPiTULO 7/

Biogeografia comparada de Loricariidos en la cuenca del Plata

En los capitulos anteriores, el mayor interés ha sido estimar la diversidad de especies e inferir las
relaciones filogenéticas de cuatro géneros de Loricariidos. Ademads, para cada uno de los géneros
se ha evaluado que tipo de eventos cladogenéticos han podido moldear la diversidad observada.
Este capitulo, se centrard en reconstruir la historia de la cuenca del Plata a partir de los resultados
obtenidos para los géneros Hypostomus, Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus. El objetivo es
analizar las relaciones histéricas entre las diferentes areas de la cuenca del Plata y entre esta cuenca
y otras cuencas de la region Neotropical. Se verificar, de este modo, si los cuatro géneros en estudio
tienen patrones de reparticién similares entre si y como estd informacién puede ser utilizada para

comprender la historia del 4rea en estudio.

7.1. Introduccion

El objetivo fundamental de la biogeografia ha sido siempre la definicién de los patrones y los
procesos responsables de la distribucion de las especies. Los procesos preceden siempre a los patro-
nes, sin embargo el biogedgrafo debe en primer término identificar el patrén para luego investigar
los eventos causales que lo han configurado. La identificacién de los patrones mayores de especia-

cién similares entre géneros permiten caracterizar las fuerzas de diversificaciéon que hayan afectado

205
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a toda la comunidad ictioldgica dentro de una region.

En cuanto a las diferentes metodologias existentes para abordar este tipo de problemas, el andli-
sis de Parsimonia de Brooks (BPA) permite identificar la historia de los miembros de los grupos
con respecto a su distribucién geogréfica, evidenciando de este modo un patrén general de estas
areas (Brooks et al., 2001). Mientras que los enfoques basados en eventos como los andlisis de dis-
persion-vicariancia (DIVA), dan informacion a cerca de los sucesos que dan forma a las relaciones
entre las dreas. Este tipo de andlisis permite reconstruir escenarios biogeograficos, que incluyen la
posibilidad de la existencia de relaciones reticuladas entre las dreas y no dnicamente relaciones de
tipo jerarquico. Las reconstrucciones de DIVA para diferentes grupos de organismos que habitan
las mismas 4reas pueden ser comparadas para contrastar hipdtesis acerca de eventos biogeograficos
generales (Ronquist, 1997). Para la aplicacién del DIVA se construyd una matriz de datos que in-
cluye las distribuciones de los taxones y la informacion cladistica correspondiente. A partir del BPA
se obtienen cladogramas generales de dreas que muestran las relaciones jerdrquicas entre las dreas
implicadas, mientras que DIVA reconstruye las distribuciones ancestrales posibles para cada nodo
y arroja una serie de estadisticos que indican las frecuencias de eventos de dispersion y vicariancia
posibles entre dos o més dreas. El método de BPA optimiza los eventos debidos a vicariancia, mien-
tras que las frecuencias de eventos para reconstruir escenarios biogeogréaficos obtenidas por DIVA
permiten evaluar si las relaciones que manifiestan los cladogramas generales de area han sido in-
fluidas por la dispersién o responden exclusivamente a eventos de vicariancia (Crisci et al., 2000;

Morrone, 2009).

Los estudios biogeogrificos basados en taxones acudticos no han sido muy frecuentes en los
ultimos tiempos (Posadas et al., 2013), sin embargo, Lépez et al. (2008) presentan un anélisis
biogeografico de Argentina a partir de los datos de las especies de peces de agua dulce y sus dis-
tribuciones. En este trabajo los autores usan métodos cuantitativos para identificar cinco provincias
zoogeograficas. Estas provincias representan la primera clasificacion para la ictiogeografia de Ar-
gentina basada en datos objetivos. Segtiin Lopez et al. (2008) la provincia de los Grandes rios
corresponde a la gran regidn subtropical definida por la Mesopotamia argentina (el drea entre el rio
Parand y Uruguay) y las areas adyacentes. Es decir, gran parte de la cuenca del Plata, a excepcién
del sistema de Mar Chiquita, la cuenca del rio Carcaraia y del Salado del norte (zona J de la Fig.

7.2). Las relaciones entre cada uno de los componentes de la cuenca del Plata no han sido estudia-
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dos hasta el momento, dejando inconclusa, desde el punto de vista biogeogréfico, la historia de esta

importante cuenca.

7.2. Resultados

7.2.1. Analisis de Parsimonia de Brooks (BPA)

Para llevar a cabo este andlisis, se ha realizado en primer lugar los cladogramas de 4reas para
los cuatro géneros en estudio. A partir de los drboles més resueltos obtenidos para cada grupo, se
ha remplazado el nombre de las especies por el nombre del drea o las dreas que ellas habitan (véase
la Fig. 7.2). De este modo el andlisis considera a las especies como estados de caricter de las 4reas
en estudio.

El 4rbol del género Hypostomus ha presentado el mayor niimero de zonas dado que ha sido el
género que contiene el mayor nimero de especies y un muestreo mds completo para el continente
sudamericano. En total se han utilizado 13 zonas diferentes de las cuales siete son subzonas dentro
de la cuenca del Plata, drea en donde se centra nuestro estudio. El drbol del género Loricariichthys
presentd solamente ocho regiones de las cuales seis son parte de la cuenca del Plata. Las otras dos
areas estan representadas por el Amazonas y los rios costeros del sur de Brasil. El género Rinelo-
ricaria presenté diez dreas para este estudio, siendo faltantes las regiones del norte del continente.
Esto es debido a una falta de material a disposicidn, y no a la ausencia del género en esas regiones.
El arbol del género Ancistrus ha presentado ocho areas. En esta filogenia quedaron ausentes varias
zonas pertenecientes a la cuenca del Plata, como por ejemplo, el rio Paraguay, el Parand Bajo y el
sistema de rios endorreicos de Mar Chiquita. Este resultado se debe a la ausencia de miembros de
este género en dichas areas.

Para aplicar este método, se construy6 luego la matriz de dreas por componentes, incluyendo
los componentes de los cladogramas antes mencionados, obteniéndose una matriz de 13 areas por
90 componentes informativos, mas un area que ha sido tomada para enraizar el arbol. La matriz
resultante puede verse en el apéndice C.

Con el programa TNT, utilizando una bisqueda exacta, se ha encontrado seis arboles igualmen-
te parsimoniosos que pueden verse en la Fig. 7.1. En todos estos cladogramas observamos que las

areas pertenecientes a la cuenca del Plata forman un grupo monofilético. Los arboles A, By C de la
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Fig. 7.1 presentan igual topologia para la resolucion de las dreas dentro de la cuenca del Plata. En-
contrandose a los rios endorreicos del sistema de Mar Chiquita en la base, luego se ve la separacién
del rio Paraguay y finalmente dos clados. El primero de ellos con las tres dreas que representan al
rio Parand, en donde el Alto Parana aparece en la base. El segundo clado estd compuesto por los
rios costeros del sur, el Rio de la Plata y el rio Uruguay, siendo estos dos ultimos grupos hermanos.
Las diferencias entre los drboles A, B y C encontrados en este analisis se observan en la posicién
que toman el rio Sdo Francisco y los rios costeros del norte dentro del cladograma. Los otros tres
arboles obtenidos mediante BPA, son los drboles D, E y F de la Fig. 7.1. Estos tres drboles también
muestran, entre si, la misma topologia para las dreas de la cuenca del Plata. En esta nueva topo-
logia, a diferencia de la anterior, observamos que el rio Paraguay se agrupa con las areas del rio
Parand y que el rio Uruguay aparece como hermano de los rios costeros del sur. Es muy interesante
notar que en las dos topologias posibles para las dreas de la cuenca del Plata, vemos que los rios
costeros del sur de Brasil quedan incorporados dentro del clado que retne a todos los componentes
de esta cuenca. Finalmente, a partir de los seis arboles posibles, se ha construido un cladograma de
consenso estricto, donde observamos a los rios del sistema endorreicos de Mar Chiquita en la base,
luego una tricotomia compuesta por: (i) el rio Paraguay, (ii) las tres areas del rio Parand en donde
el Bajo y Medio Paran4 se agrupan como hermanos, y (iii) un clado, también tricotémico con el rio
Uruguay, los rios costeros del sur y el Rio de la Plata.

Vale la pena aclarar que las diferencias en las posiciones de los rios que no pertenecen a la
cuenca del Plata, no me parece pertinente discutirlas dado que la informacién obtenida para estas
dreas no ha sido suficiente y en realidad estas dreas han sido incorporadas en este andlisis para
corroborar la monofilia de las dreas pertenecientes a la cuenca del Plata (véase la topologia G de la

Fig. 7.1)

7.2.2. Analisis de dispersion-vicariancia

Para realizar los estudios sobre la biogeografia histdrica se ha realizado un analisis con el pro-
grama DIVA 1.1 (Ronquist, 1997) basado en los cuatro drboles filogenéticos obtenidos para los
géneros Hypostomus, Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus y en la distribucién de sus espe-
cies (véase el archivo completo en el apéndice D). Dado que el programa DIVA 1.1 solo permite un

maximo de ocho 4reas para generar sus estadisticos, se ha tenido que unir dreas. En un primer paso,
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Figura 7.1: Cladogramas generales de dreas obtenidos mediante el andlisis de parsimonia de Brooks.
Las dreas correspondientes a la cuenca del Plata han sido encuadradas. Los drboles A, B y C presentan
igual topologia para la resolucién de las dreas dentro de la cuenca del Plata. Los 4rboles D, E y F también
coinciden en la topologia de las dreas para dicha cuenca. El 4rbol G muestra el cladograma de consenso
estricto de los arboles A-F.
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se ha decidido unir las dreas que corresponden al Bajo y Medio Parand, dado que esta separacién
pareciera ser mas una diferencia geogréfica que bioldgica. En una segunda instancia, se ha decidi-
do unir a todas las 4reas que no corresponden a la cuenca del Plata en una Unica 4rea la cual fue
llamada, resto del continente. La tnica excepcién que se ha realizado para este razonamiento fue,
que dejamos al drea de los rios costeros del sur como un drea independiente, dado que se ha visto
en la bibliografia que estos rios presentaban un estrecha relacién con la cuenca del Plata. De esta
manera se ha podido estimar qué tipos de eventos son los que predominan en las relaciones entre

las diferentes areas de la cuenca del Plata.

La Tabla 7.1 muestra todos los eventos de dispersion entre dreas individuales y sus frecuencias,
las cuales se expresan como porcentaje del total de eventos de dispersion entre dreas individuales
resultantes del DIVA. Los eventos de dispersiéon mas frecuentes involucraron a las siguientes areas:
rio Uruguay a Rio de la Plata (22,50 %), rios costeros del sur a rio Uruguay (18,75 %), Medio y
Bajo Parand a Alto Parand (15 %) y Medio y Bajo Parand a rio Paraguay (9,61 %). Es importante

aclarar que los eventos de dispersion entre dos dreas tienen una direccién determinada.

La Tabla 7.2 muestra los eventos de vicariancia que implican a mds de dos dreas, con sus
respectivas frecuencias calculadas como porcentaje del total de este tipo de eventos. Los dos eventos
de vicariancia mas frecuente implicaron la separacion del Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto
Parand+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+Costeros del sur del resto del continente (13,96 %),
y Medio y Bajo Parana+Uruguay+Alto Parand+Paraguay+Costeros del sur del resto del continente
(13,63 %). Este segundo evento, a diferencia del primero, no contiene al Rio de la Plata ni al sistema

de rios endorreicos de Mar Chiquita.

7.3. Discusion

En este capitulo, con el objetivo de reconstruir la historia biogeogréfica de la cuenca del Plata,
se ha abordado un andlisis comparativo basado en las diferentes filogenias obtenidas a lo largo de
esta tesis y en las distribuciones de las especies analizadas. El andlisis de BPA ha permitido ver
como se encuentran relacionadas las diferentes dreas de esta cuenca, pero sin saber cuales son lo
eventos que rigen el comportamiento de estas relaciones (Posadas & Morrone, 2003). Ademas, el

andlisis de BPA ha propuesto dos reconstrucciones posibles para la historia de estas dreas. Mediante
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Figura 7.2: Sintesis de los resultados de BPA y DIVA sobre el mapa con las areas utilizadas en los
andlisis biogeograficos. Las lineas rojas muestran las dreas que corresponden a la cuenca del Plata. Cada
area fue codificada con una letra: A= Parand Medio; B= Parand Bajo; C= Uruguay; D= Parana Alto;
E= Sao Francisco; F= Amazonas; G= Rio de la Plata; H= rios costeros del sur; I= Paraguay; J= rios
endorreicos del sistema Mar Chiquita, Salado del norte y Carcarafid; K= rios del escudo de las Guyanas;
L= rios costeros del norte y M= Lago Maracaibo y rio Magdalena. Las flechas indican los eventos de
dispersion mds frecuentes y la linea naranja el evento de vicariancia mds importante.
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Tabla 7.1: Eventos de dispersion entre dreas individuales obtenidos a partir del DIVA. Los valores
indican la frecuencia de cada evento como porcentaje del total de eventos de este tipo de postulados por
DIVA.

Areas implicadas %
rio Uruguay a Rio de la Plata 22,50
rios costeros del sur a rio Uruguay 18,75
Medio y Bajo Parand a Alto Parand 15,00
Medio y Bajo Parand a rio Paraguay 9,61
Medio y Bajo Paran4 a resto del continente 7,90
Alto Parana a resto del continente 7,50
Medio y Bajo Parand a rio Uruguay 7,50
rio Paraguay a Medio y Bajo Parana 5,95
rios costeros del sur a Medio y Bajo Parand 3,75
rio Paraguay a resto del continente 0,70
rio Uruguay a rio Paraguay 0,42
resto del continente a Medio y Bajo Parand 0,20
resto del continente a rio Paraguay 0,20

el andlisis de DIVA se ha podido estimar cudles han podido ser los sucesos que permiten relacionar
a las diferentes areas analizadas, sin generar una estructura, sino observando las relaciones entre
pares. A partir de ambos anélisis y de la historia hidrogeoldgica documentada para la cuenca del

Plata, podemos regenerar la historia biogeogréfica de los rios que componen a la cuenca del Plata.

Nuestros resultados del andlisis de BPA han demostrado que todas las subdreas que componen
la cuenca del Plata forman un grupo monofilético, donde también se incorporan los rios costeros
del sur. El andlisis de DIVA ha mostrado que el agrupamiento que contiene mayor porcentaje de
ocurrencia retne a todos los componente de la cuenca del Plata y a los rios costeros del sur. Ambos
resultados permiten confirmar entonces, que dicha cuenca ha funcionado como una unidad evoluti-

va.

Con el anélisis de BPA se ha obtenido un primer clado compuesto por el rio Uruguay, los rios
costeros del sur y el Rio de la Plata, sin embargo, este andlisis no ha permitido definir la relacion
entre estos tres rios (véase la Fig. 7.1). Segtn el andlisis de DIVA, hemos visto que los dos eventos
de dispersiéon mds importantes fueron desde el rio Uruguay hacia el Rio de la Plata (22,50%) y
desde los rios costeros del sur hacia el rio Uruguay (18,75 %), demostrando también la gran relacion
entre ellos. Observando la topologia actual del rio Uruguay, vemos que la desembocadura de este
rio se presenta en total conexién con el Rio de la Plata. Teniendo en cuenta esta configuracion,
se ha decidido tomar como mas plausible la reconstruccién de BPA que retine al rio Uruguay con

el Rio de la Plata y presenta a los rios costeros del sur en la base (véase las topologias A, B y
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Tabla 7.2: Eventos de vicariancia entre mas de dos dreas obtenidos a partir del DIVA. Los valores
indican la frecuencia de cada evento como porcentaje del total de eventos de este tipo de postulados
por DIVA. Los signos + indican conjuntos de 4reas, las / indican las separaciones debidas a eventos de

vicariantes.
Areas implicadas %
Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parand+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur / resto del 13,96
continente
Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parand+Paraguay+costeros del sur / resto del continente 13,63
Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico / costeros del sur 6,82
Medio y Bajo Parana+Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico / costeros del sur 6,82
Alto Parand / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur 6,18
Medio y Bajo Parand / Uruguay+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur 4,57
Medio y Bajo Parana+Paraguay / resto del continente 3,82
Medio y Bajo Parand+Alto Parand+Paraguay / Uruguay+costeros del sur 3,56
Medio y Bajo Parand / Uruguay+costeros del sur 341
Medio y Bajo Parand / Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 3,14
Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parand / Paraguay 3,03
Paraguay / Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 3,00
Medio y Bajo Parana+Paraguay / Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 2,81
Alto Parand / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 2,73
Alto Parand / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur+resto del 2,27
continente
Medio y Bajo Parand+Uruguay / Paraguay 1,51
Uruguay+Alto Parand / Paraguay 1,51
Uruguay+Paraguay / costeros del sur 1,51
Alto Parand / Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 1,36
Medio y Bajo Parand+Alto Parand / Uruguay+Paraguay+costeros del sur 1,19
Alto Parand / Uruguay+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur 1,09
Paraguay / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 0,91
Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur / Medio y Bajo Parand+Paraguay+resto del continente 0,82
Medio y Bajo Parana+Uruguay+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur / Paraguay+resto del continente 0,82
Uruguay+Alto Parand+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur / Medio y Bajo Parand+Paraguay+resto del 0,82
continente
Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parand+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur / Paraguay+resto del 0,82
continente
Medio y Bajo Parana+Uruguay / costeros del sur 0.76
Uruguay+Alto Parand / costeros del sur 0,76
Medio y Bajo Parand+Uruguay+Paraguay / costeros del sur 0,76
Uruguay+Alto Parand+Paraguay / costeros del sur 0,76
Medio y Bajo Parand+Paraguay / Uruguay+Alto Parana+costeros del sur 0,72
Alto Parand+Paraguay / Medio y Bajo Parana+Uruguay+costeros del sur 0,72
Paraguay / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parana+Rio de la Plata+Endorreico+costeros del sur 0,41
Paraguay+Medio y Bajo Parand / Uruguay+Alto Parana+R{o de la Plata+Endorreico+costeros del sur 0,41
Uruguay+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur / Medio y Bajo Parand+resto del continente 0,41
Uruguay+Alto Parana+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur / Medio y Bajo Parana+resto del 0,41
continente
Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parana / costeros del sur 0,38
Medio y Bajo Parana+Uruguay+Alto Parana+Paraguay / costeros del sur 0,38
Medio y Bajo Parand / Uruguay+Alto Parand+Paraguay+costeros del sur 0,25
Alto Parand / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Paraguay+costeros del sur 0,25
Medio y Bajo Parana+Uruguay+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur / resto del continente 0,22
Medio y Bajo Parand / Uruguay+Alto Parand+Rio de la Plata+Paraguay+Endorreico+costeros del sur 0,20
Paraguay / Medio y Bajo Parand+Uruguay+Alto Parani+costeros del sur 0,15
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C de la Fig. 7.1 y la Fig. 7.2). Siguiendo también los resultados de DIVA, observamos que un
19,16 % del total de los eventos de vicariancia, separan a los rios costeros del sur de uno o més rios
pertenecientes a la cuenca del Plata. Cabe destacar que estos rios actualmente no estdn conectados,
desde el punto de vista hidrolégico, con dicha cuenca. No obstante, segin los trabajos de Beurlen
(1970) y Bonetto (1994), durante el fin del Mioceno, el rio Uruguay desembocaba en la laguna de
los Patos, la cual si forma parte del sistema de los rios costeros del sur, demostrando una historia en
comin entre ambos. De este modo, el resultado mds destacable que se ha observado en este anélisis
es la presencia de los rios costeros del sur dentro del agrupamiento de los rios de la cuenca del
Plata (véase la Fig. 7.1). Este hecho concuerda también con los numerosos eventos de capturas de
cabeceras ocurridos entre los 28-15 Ma entre los rios costeros del sur y la cuenca del Plata, tal como
proponen Albert & Reis (2011). Sin embargo, Albert & Reis (2011) y Roxo et al. (2012) proponen
que los rios costeros del sur estan fuertemente relacionados con el Alto Parand, no obstante, nuestros
resultados argumentan que estos rios costeros del sur poseen una relacién més estrecha con el rio

Uruguay y el Rio de la Plata que con el Paran4.

Por otra parte, el andlisis de BPA no deja definir por si solo la posicién del rio Paraguay dentro
del cladograma general de dreas. Segun el anélisis de DIVA, vemos que los eventos de dispersién
que comprenden al rio Paraguay con el Bajo y Medio Parand suman (tomando en cuenta los dos
sentidos de la dispersion) el 15,56 % de los eventos de dispersion totales. Este resultado, ademas del
hecho que actualmente el rio Paraguay estd en pleno contacto con el Bajo y Medio Parand, permite
postular que la posicién del rio Paraguay dentro de la historia de la cuenca del Plata, es aquella que
lo presenta como grupo hermano del rio Parana (véase las topologias D, E y F de la Fig. 7.1 y la

Fig. 7.2).

Es muy interesante discutir la posicién del Rio de la Plata segin el andlisis de BPA (véase la
Fig. 7.2). Observando la posicién hidrogeografica actual del Rio de la Plata no es evidente que se
pueda relacionar mds a este rio con el Parand o con el Uruguay. Sin embargo, nuestros resultados
permiten establecer que el Rio de la Plata comparte mas especies en comun con el rio Uruguay que
con cualquier otra drea, y que los eventos de dispersion son muy abundantes entre ellos. El tramo fi-
nal del valle aluvial del rio Parana se extiende en su desembocadura formando un delta, el cual es un
importante macrosistema de humedales con caracteristicas ecoldgicas particulares (B6 et al., 2002).

Es posible que para un nimero considerable de especies acudticas el delta del Parand pueda actuar
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como barrera para la dispersién dado sus particularidades ecoldgicas, claro que esto dependera de
manera muy diferente en los distintos grupos de organismos segiin sus capacidades adaptativas.
Nuestros resultados estdn basados en peces de la familia Loricariidae, generalmente bien adaptados
tanto a ambientes 1éntico como I6ticos, a excepcion del género Ancistrus que solamente se encuen-
tra en aguas bien oxigenadas con fuerte corriente. Seria de gran interés, estudiar con otro grupo
de organismos dulceacuicolas, si la relacién Rio de la Plata-Uruguay se mantiene, demostrando

entonces el rol que podria tener el delta del Parand en la distribucién de las especies.

El andlisis de DIVA ha proporcionado un porcentaje bastante elevado de dispersion entre el
Medio y Bajo Parand y el rio Uruguay (7,50 %). Este resultado es muy interesante dado que implica
una conexidn entre estos rios que no contempla el pasaje por el Rio de la Plata, su actual y evidente
conector. Hemos visto y discutido tres ejemplos de especies de Hypostomus que ejemplifican este
tipo de conexidn entre los rios Parand y Uruguay (véase el capitulo 3 de este trabajo y el apéndice
E). El anélisis de DIVA vy los resultados observados en el género Hypostomus permiten suponer, tal
como habian propuesto Iriondo & Krohling (2008), que deben haber existido conexiones temporales
entre estos dos rios recientemente. Los mencionados autores, aseguran que cuando la laguna Iberd y
el rio Gualeguay (cuenca del rio Parand) superan cierta cota pueden desbordar hacia el rio Mirifiay
y Gualeguaychu respectivamente (cuenca del rio Uruguay). Sin embargo, un andlisis exhaustivo de
genética de poblaciones serfa de gran utilidad para estimar cuéles son las rutas de dispersion por las

cuales las especies se dispersan desde el rio Parand al Uruguay y mantienen su flujo génico.

Los resultados obtenidos del andlisis de BPA y de DIVA, han demostrado que los rios del siste-
ma de Mar Chiquita presentan un conjunto de especies particulares con escasos casos de dispersion
hacia o desde el sistema de la cuenca del Plata (véase la Fig. 7.2). Este resultado acuerda perfecta-
mente con lo propuesto por Lopez et al. (2008), quienes definen a esta drea como la provincia de
la Regién Pampeana, diferencidndola de la regién de los Grandes Rios la cual se compone de todos

los rios de la cuenca del Plata.

Los analisis realizados han demostrado que el evento vicariante mas importante es el que separa
a la cuenca del Plata del resto de los rios del continente, a excepcion de los rios costeros del sur
(véase las Figs. 7.1 y 7.2). La separacién del gran Sistema norte (compuesto mayormente por el
Amazonas, Orinoco y los rios de las Guyanas) del Sistema sur (cuenca del Plata y rios endorreicos

de Mar Chiquita) mediante el levantamiento del Arco Michicola hace 30 Ma (Lundberg, 1998) debe
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haber implicado la separacién y diferenciacion de las poblaciones y especies que antes preexistian
en una gran cuenca Unica. Este suceso, evidentemente ha tenido un papel muy importante en la

compleja historia de diversificacion de las especies neotropicales.

Tal como hemos visto en otros capitulos de este trabajo, los resultados obtenidos aqui demues-
tran que una de las fuerzas mayores de diversificacién en la cuenca del Plata es la historia de los
rios que la componen. Este hecho corrobora la hipétesis hidrogeoldgica propuesta para la diver-
sificaciéon neotropical (Montoya-Burgos, 2003) e indica que todos los modelos propuestos para la
evolucidn de la diversidad acudtica deben considerar a la larga y compleja historia de los sistemas
de rios de Sudamérica. La formacién de las cuencas, sus divisorias de agua, los eventos de captura
de cabeceras, los cambios en el nivel del mar deben promover eventos de geodispersion y vicarian-
cia que resultan en la diversificacion de los taxones, enriqueciendo la biota (Lundberg, 1998). De
este modo, hemos visto que los andlisis filogenéticos de grupos que muestran una gran distribucion
en los mayores sistemas de rios neotropicales proveen informacién natural de la reconstruccién de

los eventos histdricos que originaron su propia diversificacion.

Por otra parte, Morrone (1997) ha propuesto que los cladogramas generales de dreas, pueden
poseer un valor aplicado a la conservacion de la biodiversidad. Una vez que se ha seleccionado un
drea para su conservacion, la siguiente drea deberia ser elegida de acuerdo con su complementa-
riedad, es decir que juntas deberian maximizar el nimero de especies conservadas. Analisis como
los que se han realizado en este capitulo, pero basados en numerosos taxones acudticos, seran de
una importancia extrema dado que permitirdn tener en cuenta las relaciones de dreas basadas en
recursos hidricos. Desde el punto de vista biogeogréfico, este tipo de ambientes han sido poco
estudiados (Posadas et al., 2013) a pesar de que presentan una fuente de recursos econémicos y
ecoldgicos muy importantes. Sin embargo, la increible diversidad dentro de los ambientes de agua
dulce, que estd aun muy mal definida geografica y filogenéticamente, el aislamiento y el tamaiio
de algunos sistemas hidrolégicos de América del Sur representan un desafio considerable para los

investigadores (Lovejoy & Aratijo, 2000).
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7.4. Consideraciones finales

Este capitulo tiene como objetivo reconstruir la historia de la cuenca del Plata a partir de las
filogenias moleculares de los géneros Hypostomus, Loricariichthys, Rineloricaria 'y Ancistrus'y de
los rangos de distribucién de sus especies. Se ha verificado, de este modo, si los cuatro géneros
tienen patrones de reparticion similares que permitan caracterizar los fuerzas de diversificacion que
han afectado a la comunidad ictica de esta cuenca.

Basandose en los andlisis de BPA, DIVA y sobre la historia hidrogeolégica de los rios que
componen la cuenca del Plata se ha reconstruido un Unico cladograma general de areas: (sistema
endorreico de Mar Chiquita (Paraguay (Alto Parand (Medio Parand, Bajo Parand))) (rios costeros
del sur (Rio de La Plata, Uruguay))). Este resultado concuerda perfectamente con la historia hi-
drogeoldgica documentada para la cuenca del Plata, reforzando de este modo la identificacién de
los patrones mayores de especiacién. La biogeografia histérica de los géneros estudiados soporta
la hipdtesis de que diferentes cambios hidrogeoldgicos han influenciado fuertemente los eventos

cladogenéticos observados en las filogenias de estos cuatro géneros.
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CAPITULO 8

Conclusiones general

Cbémo y cudndo han surgido las especies dentro de los géneros Hypostomus, Loricariichthys,
Rineloricaria y Ancistrus han sido los interrogantes mds importantes planteados en este trabajo.
Sin embargo, para abordar esta temdtica se ha tenido que evaluar, en primer término, cuan diversos
son estos géneros en la cuenca del Plata. Para ello, ademads de los conteos y medidas morfoldgicas
clasicas, se ha implementado el uso de las herramientas moleculares para la determinacion de las
especies. En los cuatro géneros en estudio, se ha observado numerosos linajes no identificados que
podrian resultar nuevas especies luego de un datallado estudio morfoldgico.

Basandose en los resultados filogenéticos de cada género, asi como también en la calibracién
y en la reconstruccién de las dreas ancestrales de cada nodo de estas filogenias, se ha evaluado
los eventos que han podido generar la diversidad de especies de estos cuatro grupos dentro de la
cuenca del Plata. Nuestros resultados demuestran que la diversidad de especies de los cuatro géne-
ros estudiados es modulada por dos procesos diferentes. El primero de ellos es una diversificacion
intercuenca, el cual ha generado grupos de especies que habitan diferentes cuencas como resultado
de eventos de dispersion y/o vicariancia entre diferentes sistemas, como por ejemplo la cuenca del
Plata y el Amazonas o la cuenca del Plata y los rios costeros del sur. En este contexto, los cambios
paleohidrolégicos durante el Mioceno deben haber promovido rutas mediante las cuales se ha gene-

rado un alto nivel de diversificacion de las especies en los peces neotropicales, tal como propone la
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hipétesis hidrogeoldgica (Montoya-Burgos, 2003). El otro proceso que ha promovido la diversidad
de especies dentro de estos grupos de Loricaridos de la cuenca del Plata es una especiacion intra-
cuenca. Este tipo de especiacién produjo grupos de especies dentro de dicha cuenca debido, por
ejemplo, a la fragmentacion del habitat. Segiin nuestros resultados, el origen de la diversidad dentro
de la cuenca del Plata para cada uno de los géneros en estudio concuerda temporal y geogrificamen-
te con la incursién marina del Mioceno. De este modo podemos concluir que, tal como propone la
hipétesis de los museos (Fjeldsa, 1994), esta ingresion marina sobre la cuenca del Plata, debe haber
fragmentado esta cuenca provocando numerosos procesos de especiacion alopdtrica simultdneos,

afectando de este modo al conjunto de los peces estrictamente de agua dulce.

Finalmente, se han analizados las filogenias de los cuatros géneros en estudio, con el objetivo
de identificar patrones de distribuciéon en comin entre ellos. Este tipo de analisis ha ayudado a
establecer la historia de las diferentes dreas que comprenden a la cuenca del Plata y a conocer
cuales son los eventos de dispersién o vicariancia que predominan entre éstas. Estos resultados
proveen una contribucion a la geologia para la reconstruccién de los detalles de la evolucién de los
sistemas hidricos del Neotrdpico. Sin embargo, debido a que la historia de los rios parece ser muy
compleja y que el conocimiento de la ictiofauna es atin incompleto, es necesario poseer una mirada
generalizada sobre como y cudndo la evolucidn de los rios ha participado como la fuerza mayor de

diversificacion de la ictiofauna.

A partir de este trabajo, se puede confirmar que dos de las hipdtesis acerca de los procesos de
diversificacion de especies de peces de agua dulce neotropicales han tenido un rol preponderante
en la diversificacion de los géneros Hypostomus, Loricariichthys, Rineloricaria y Ancistrus de la
cuenca del Plata: la hipétesis de los museos y la hipétesis hidrogeoldgica. Los diferentes enfoques
biogeograficos histdricos que se han aplicado a lo largo de esta tesis, tanto a nivel de taxones in-
dividuales como a nivel comparado, permiten sostener que los diferentes cambios hidrogeolégicos
y los cambios en el nivel del mar a lo largo de la historia geoldgica de América del Sur han in-
fluenciado fuertemente a los eventos cladogenéticos observados en la filogenia de cada uno de los

géneros estudiados.

Las iniciativas tomadas en el marco de estas tesis demuestran lo importante que resulta tener
una buena estimacion de la diversidad de las especies y abren una nueva ventana hacia la sistematica

de los grupos estudiados. A lo largo de este trabajo se ha hallado un gran nimero de linajes a nivel
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molecular que no han sido reconocibles a nivel morfolégico, demostrando de este modo la necesi-
dad de incrementar el conocimiento sistemdtico de los géneros en estudio. También nuestro trabajo
abre las puertas a nuevos estudios sobre biogeografia de peces de agua dulce, particularmente en
la cuenca del Plata, asi como también al uso de herramientas moleculares para la evaluacién de los

procesos que han generado y mantienen la diversidad de dicha region.
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APENDICE A

Lista del material utilizado

223



224

ONHIN (€0°'T2D) 100-4d SAIly souang:eunuasIy SNSOYLLLD Y

S061 VId1L 688-0A 0peIsod [ ‘solly souang:eunua3ry SNSOYLL1D "y

9 C1CdON moe[ OLL[IseIq suuidiaaiq 'y

C6C8EdON 0[eOUON) OBS ‘NS Op IpuBID) ONY:[Iserq siuidiaaiq 'y

L9TSTIDON 0[BOUOL) OBS ‘[NS Op opueln) ory:[Iselg suuidiaaiq 'y

790-86449 BIEq ‘OPRIPIOOUO)) )2 BIBDY QMU ‘BWENL) OLI :[Iselg s€uadojdoy “ffv "y

6£0-VD mbsig 01y ory ‘910N [NZV BIS[[IPIO)‘T[eARIN OLINId] skuadojdoy “ffv "y

UQI09[0)) FUDQUIL) odures ap 031po)H PepITRO0 UQIOROYNUAP]

*SQIB[NOI[OW SISI[RUR SO U SOPRZI[NIN SMLIISIOUY SO

DONHIN (dool-@)9L6£921d TIEH0AD vuRAnD -ds snis1oUDISDT
ONHI  (doo[-()£8088944 $62-904D esoouel] BURAND 12811 STLUSIOUDPNIS J
¥969C dOIN (10D)6001.LENA [iserg smmauijiq snjouononds
8S¥ 1 dON (10D)6£r65ENA [iserg snpydaslina siydpy.ao1a4ng
68C1¥ JOIN (I0D)15¥65€NA [iserg LUy oDpUIaLs S1ydpy.01240
17661 dOIN (dool-)SHE8IErY C00dOIN [NS Op 9pURID OFY ‘BI[Y BPUOY ‘Opun 0sse :[Iselg SNJIUSOL0YD SNAISIOUDIUIH
L1v07 ADIN (dool-)6SE]1 SV 800N NS op apuein) ory ‘e3ueiide)] ‘Aen3nin) oL :[Iselg snsour3ny Snjs1ounIuI ff
€ThrE SHNI (dool-@)19€81€1V 611ZA 02LIBNL) ‘UISSEq 000ULI() ‘0IeNSY OLI :B[ONZIUIA smpIpvAINUL SNUDSOdI
S¥88¢ SHNI  (dool-a)z9es81erv 9-96 N1xd 0321077 :n13d snydo.ds s&ypyoriadordso
+8¢€S¢ SHNI (dool-@)09E8IEIY SZA BI[N7Z ‘UISSB( OQIBIRIBIAl “Q)UB[BISH OLI :B[ONZAUIA sisuavynz s&yyo1dosfia;g
79°'88STONHIN (dool-Q)y9¢81 €IV uIsseq soI(J 9p 2IpeJA ol ‘eiedoquie], Ol :nIdg DIDUIEIDIS DULIOf1]pNDG
+89+¢ SHNI (dool-Q)€9¢81€IV 79ZA seurreq ‘uisseq odredse aandy ‘adre)) ol1 :B[oNZAUIA puippnbs vutiofijpnbg
8¢LvE SHNI (dool-q)9T €81 €IV TE-S6VMI SB3A SB] JBau ‘sO[Je)) UBS OLI :B[ANZIUA snjiydouwnup sninioypuvydy
1S°SLSTONHIN (dool-Q)S9¢E81 €IV SOII SOT ‘oAoyeqeyq OLI :I0pendyq DUIISSISOULS DIIDILIOJIULLOST
uoId99[0) YUDPGUIL) odures op 031po) pepIeo0] uorBIYNUIP]

"SQIB[NOJ[OW SISI[BUE SO Ud SdN0.48110 OWOd SepezInn saroadsy



225

A. Lista del material utilizado

716STdDIN 1enSe( ‘AenSnin) ol ‘(NS Op 9puerID) ONRY:[ISeIg 1{punvy 'y
S9SLEdDIN 1enSe( ‘AenSnin) ol ‘[N Op 9puerID) ONRY:[ISeIg 1{punvy y
0921dd NOBORIA OLI ‘OIIUR[ 9P OLL[ISBIq snadsigmu 'y

LLT6CAON eqmiidwely ‘euleie) ejues:iselq sudsypnut 'y
ONHIN SSE-70AD tunredrg opr :eueAnn snors.amyin]
ONHIN WE-T0AD runredrS o1 reueAnn $npOuS0ONa] Y
SY0-7OAD oqbassyg oureueAnn “ds snponsoonay 'y

£C0-OV 91eq[ 1] ‘BUBIE] OMI ‘SAIUSLLIOD):BUNUTIY smgnp "y

¥20-DV 91eq[ 1] ‘BUBIE] OMI ‘SAIUSLLIOD) BUNUSTIY smgnp "y

(61°101) Tr-OdON Kepuojq oy ‘euered oLr:Aengereq smgnp -y

(10°021) LO-OION Kepuopy ol ‘guereq opr:Aengered smgnp "y

(90°021) ST-O4ON Kepuojq o1 ‘euered oLr:Aengereq smqnp 'y

CI120T DOINV (10D) s 0d BLISIS B[ 9p ZNID) BIURS ‘O[IYJ] ‘BUBIBIN OFLBIAIOY] smgnp -y
STO-NV aduy) ol *pIouWRIN OLLBIATIOF smgnp "y

V10-NV adumy) ol *pIouIRIN OLLBIATIOF smgnp "y

¢10-NV aduTy) ol *pIouRIN OLLBIATIOF smgnp "y

8¢1-SNIN [onSTN OBS Ory ‘9lodens) Ory ‘BIPRI OLL[ISLIq smgnp "y

SZ0-SNIN odeN ory ‘so)nby uoiSoy ‘seuozewry orrnIod snignp 'y

Y10-SON 9Jo], 05e ‘seQuIT[og OLL[IseIgq sniardoydijop Yy

210-SNIN TUTW(] OTY ‘0ISoN OLL[ISeIq sni23doyorjop 'y

60-SNIN TUTW(] OTY ‘0ISaN OLL[ISeIg sn423doyorjop 'y

DNHIN 781-€04D on3enoiddy olr:esaouel eueAng SNIOYSoona] Yo 'y
ONHIN Z€1-004D TUOIBJA] OI1:BSQ0URL] BURAND) snpousoona) fo 'y
ONHIN (10'+%) 001-SNIN eZOUD) B ‘SAIIY souang:eunuasIy SnSoy.L110 °y
ONHIN (10°18) 20T-SNN Aen3nin ol ‘sory ANUF:LUNUISIY Snsoy.L10 y
UQIO99[0)) yupquan odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYTUSP]




226

(€0°0Z1) 60-O4ON

AepuojA Ol1 ‘gueIed olr:Aengereq

“ds snagsouy

(LO¥IT) LOO-90DV

BZ9[B110,] ‘Aen3nin Ol ‘SQUOISIA[:BULIUAIY

“ds snagsouy

(O1'¥11) 010-90DV

nid eun)) ‘gueteq Ol ‘SQUOISIA:BUNUAZIY

“ds snagsouy

(80'+11) 800-90OV

o1auang) zado ‘Aen3nin OLI ‘SQUOISIIA[:BUNUSIY

“ds snagsouy

(1011 100-90DV

nzen3[ Ol1 ‘pueIed OLI ‘SOUOISIIA[:BUNUSIY

“ds snugsouy

(€0¥11) €00-90DV

TN KBl ‘BUBIed OLI ‘SQUOISIIA[:BUIUSIY

“ds snugsouy

(20'121) 12S-SNIN

nid eun)) ‘gueIeq Ol ‘SQUOISIA:BUNRUATIY

“ds snagsouy

0C€-01DA NZni() Ol ‘SQUOISIIA[:BUUSIY y -ds snas1ouy

GST-0IDA 0pBIS(] ‘SAUOISIIA[:BUNUATIY ¢ “ds snusouy

LET-60DV SQUOISIA :BUNUIZIY 7 “ds snas1ouy

€Y 1-60DOV SQUOISIA :BUNUIZIY ¢ “ds snusouy

611-60DV SQUOISIA :BUNUIZIY 7 “ds snas1ouy

€11-60DV SQUOISIA :BUNUIZIY [ “ds snusiouy

060-60OV SQUOISIA :BUNUIZIY [ “ds snusouy

880-60DOV SQUOISIA :BUNUIZIY [ “ds snusouy

1LySE-ddT (I0D) 999886NT 60-,8,9dNA pueIed o)y [iselg G “ds snusouy
L86S€-dd1 (10D) $9810LND 60-78L4dNA pUBIE] O]V :[ISeIq 01 “ds snuswouy
656S€-dd1 (102)£9810LND 60-08,4dNA pUBIE] O)]V:[ISeIq 01 “ds snuswouy
1LySE-ddT (102) 60-70£4D A o[ned oeS:[iselg 01 “ds snusiouy
0L¥SE-ddT (10D) 60-€0€4D 9 o[ned oeS:[iselg 01 “ds snusiouy
69¥S€-dd1 (10D) 60-20€4D 9 o[ned oeS:[iselg 01 “ds snusiouy
89¥S¢-dd1 (10D) 60-10€4D 91 o[ned oeS:[iselg 01 “ds snusiouy
L9¥SE-ddT (10D) 60-00€4D 91 o[ned oeS:[iselg 01 “ds snusiouy
6CLSE-dd1 (10D) 60-71€4091d o[ned oes:[iselg 11 “ds snusouy
ONHIN 860-10NS SWIRULING OLI:QUWIBULING U] 'y
UuQId93[0) FUDPQUIL) odwred ap 031p9D pepIieoo uororOYnNuUap[




227

A. Lista del material utilizado

61€1C dON (dool-)LE8TENY £€0-4d [0S Op spuelD) Ory :[Iselqg 4215D301dsD [

€S0C-90INSd (dool-a)0LEIENY vL6-dd vlajRg OLI ‘selon [[Iselq Sniv4adsy [

SPVID BLIB[OPUR)) ‘SOUOISIA (BUNUSSIY DINOUD "Ff

1€0-9d ONHIN (dool-A)9t+062AL 1e0dd 2 vIuEg [RUNUATIY vimoaiv "H

(doo-A)¥06TAL CHVL SQUOISIJA] ‘BUNUSSIY vimoaiv "H

(dool-A)er06TAL [dVL SQUOISIJA] ‘BUNUSSIY vmoaiv "H

€61-DV oSurezn)y ‘seJUSLII0)) :BUNUISIY DINOUD "Ff

6L96 PI-NDVIN (dool-Q) 1#+062Af I181-DV 0BureZN] ‘SAIUILLIOY) ‘BUNUITIY vmoaiv "H

LL96 WI-NDVIN (dool-A)$t+06TAL 861-OV oBureZN] ‘SAIUILLIOY) ‘BUNUITIY vmoaiv "H

8L96 WI-NDVIN (dool-A)zi06TAL £91-DV odeyex ‘sa)UALLIO)) (BUNULTIY vnoaiv "H

16'209C ODNHIN (dool-a)69€81 IV 969-86d4 uIsseq dpuel) oLl ‘SIeID) STUT[ISeIg Sopro4soup "[

066L€ dDIN SeIXe)) 9p WOV YIeq ‘ndensy olr[iseig smppoundoqv "y

81°LYST ONHIN 6LEBICIV noeno 130y 0L ‘O[ned OES:[IseIg smppoundoqv “H

GS'L8ST DNHIN (doo[-)8SERIENY 12 74R: 4! IS Op eqreIed O ‘BjueS BNJY OLI ‘O[nNed OBS:[ISeIq suffv "H

UQId99[0)) (ueD) yuvrquan odwres ap 031po) pepIes0] uoIOBOYNUAP]
*SOIR[NOJ[OW SISI[PUE SO[ U SOPRZI[IN sNul0ISOdLE SO

6€T-SNIN BITOPRIA OLL[ISEIg “ds snas1ouy

TN ezmbin oforre ‘Aen3nin OLI ‘SOIY oNUH BUNUITIY 6 "ds snasouy

1IN ezmbin oAorre ‘Aen3nin OLI ‘SOIY oNUH: BUNUITIY 6 "ds snasouy

ONHIN STT-HOAD BUIRING OLL:BURAND v ds snisiouy

ONHIN veI-10N1S QLIOINOL SuRULING q-ds snyspuy

7S0-SNIN solede) orr:[Iserg “ds snusouy

720-OV 9leq] BI[ ‘BUBIRd OLI ‘SOJUALLIO)) BUNUSIY 9 ds snusiouy

(20°021) 80-OMON KepuoJN ol ‘guered olr:Aengered “ds snysouy

UQIO99[0)) yupquan odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYTUSP]




228

(dool-A) 1SH062AL YZ1-60VA oyonuey 0K0oLIE ‘9 BIUBS (BUNUSIY MUOSIIUIUI0D “[]

(dool-A@) LSH06TAL LLO-60DV ednien) oLo1Ie ‘SQUOISIA :BUNUATIY MUOSIIUIUI0D “[]

(doo-A)¥SH06TAL 0811 BI[9(R1d [euordeN anbired ‘sory anuy :eunuasIy 1UOSIIUIUO0D "

(dool-A)9SH06 AL zsejesal BPRUASUY ‘SaIly souang :Bunuadry 1MUOSAIUIUI0D “[]

(dool-A)zSH06zAL 1S6-DA BIR[d B ‘SQIly soudng eunuady 1UOSIIUUIO0D "]

(dool-a)9LY06TAL 910-600V 03ureZN ‘SAIUALLIOD) ‘BUNUITIY uopoiy203 g

S60-60DA BZBUOX OAOIIY ‘S9JUILLIO)):BUNUATIY MUOSA2WUI0D fO "I

€10-DA JpueI3 INAY OLI‘S9IUALLIO)) ‘BUNUSIY MUOSA2WUI0D fO "I

91¥8CdON 91¥8CdON WLIA-INOIQ] O NS Op SpueID) Oy :[Iseig os.ouwuod > [
8L99CdON 8L99CdON InoIqy O ‘[ng Op dpurI) OFY ‘[Iserq mosiouuod f> [
L9LTTION LY9LTTIOIN INJR( ‘[nG Op SpuBID OFY :[Iselg uos.ouuiod o g

6N ezinbin oAo1ry ‘sony anuy :BuUNuUAZIY MUOSA2WUI0D fO "I

910-DA nyoLen3arens) ‘sory anuy :BURUAZIY MWOSA2WUI0D fO "I

160-60DA BND BqUIB)) ‘SOJUSLLIO)) :BUNUSIY UOSI2WUL0D 2 "

G80-60DA OpUBID) JAOSIPURJA ‘SOIUSLLIOD) ‘BUNUATIY 1UOSIWUL0D 2 "

(dool-)9se81ErV 10dOIN [0S Op SPUBID OFY ‘BI[V BPUOY ‘OpuUn 0ssed :[iselq uos.ouuiod > [

€TL6 WI-NDVIN (dool-A)66006TX [ 119-119V [e31de)) eSOULIO ‘BSOULIO] :BUNUASTY ua8uanoq "H
€TL6 WI-NDVIN (dool-a)86006TX [ TI9-119V [e3de)) eSOULIO ‘BSOULIO] :BUNUASIY ua8uanoq "H
€TL6 WI-NDVIN (dool-a)L6006TX [ 609-1 14V [eide)) eSOULIO ‘BSOULIO] :BUNUASIY ua8uanoq "H
€T 61STONHIN (dool-Q)H€81€rV LOSY uouNsy Jeau ‘Kengereq ol :Aendeied 123uajnoq ‘g
61€1C dDIN oB( OLI ‘(NS OP dpurID) OIY :[Iselq d218v3001dsD "I
¥S1C VId1I 110-60DA eI BIUNg ‘SAIIY soudng :eunuagsIy L23sp80n1dsp [
[ere3an BPRUASUY ‘SaIly souang :Bunuadry do1sv3001dsp "I

9eje3al BPRUASUY ‘SaIly souang :Bunuadry do1sv3001dsp "I

961 VId1I 060-600X 9pUBID) JAOSIPUBIA] ‘SOIY dNUY :BUNUSIY 121sD501dsD "F
UQId99[0)) (ueD) yuvrquan oduwres ap 031po) pepIes0] uoIOBOYNUP]




229

A. Lista del material utilizado

ZSI-119V olenyod 0A01Ie ‘S9IUALLIO)) (BUNUITIY 1MUOSAIUIUO0D “[]

S001-1 1AV OPUOH OlI 9s[equuy ‘0IISH [P IUBS (BUNUSSIY 1UOSAPUULIOD "F]

LOOT-1 TV OPUOH OlI 9s[equuy ‘0IISH [P IUBS (BUNUSSIY 1UOSIPUULIOD "F]

GzE- 119V OpeIO[0D) [H ‘BSOUWLIO, :BUNUISIY 1UOSAPUIULIOD [

180-1 1TV sony anuy eunuasIy 1UOSAPWUIOD "F]

8GE-01DA opeSI[qO 9p BIENA ‘SoITy souang :BunuadIy 1UOSAPWULIOD "F]

9Z€-01DA 0Ipad UBS ‘SaITy souang :eunuadIy 1UOSIPWULIOD "F]

(dool-a)96006TX [ STE-0IDA 0Ipad UBS ‘SaIly souang :eunuadIy 1UOSAPWULIOD "F]
866-DA BIR[d B ‘SQIIy souang :eunuadIy 1UOSIPWUIOD "F]

LO6IVIdTI (dool-A)8S+06TAr 9C6-DA 0pedSA [ OAOLIE ‘SAITY soudng ‘BunuasIy osiauuiod "H
(dool-a@)SSH06TAS €10-609V oFurezn) ‘sa)UALLIOY) :eUNUATIY 1UOS12UWIUI0D "
I1SS-0IDA opeSIqO 9p BIENA ‘SoITy souang :BunuadIy 1UOSAPUIUIOD "F]

CTIH-01DA SOA0I1Iy SOJ 9p SB[OJIN UES ‘SaIry souang :eunuasIy 1UOSIPUWIULIOD "F]

67€-01DA opeSIqO 9p BIENA ‘SoITy souang :eunuadIy 1UOSIPWULIOD "F]

€EC-0IDA 0Ip9d UBS ‘SaIly souang :eunuadIy 1UOSIPUWULIOD "F]

0SE-0TDA opeSIqO 9p BIENA ‘SAITy souang :eunuadIy 1UOSIPUIULIOD "F]

8T1-60DA 0SSLIag ‘Se[R], SO ‘SAIIy souang :eunuasIy 1UOSIPWIUIOD "F]

0S0-DXA ojIoRURIRd B[[IA ‘SOIY 91U (BUNUaSIy 1UOSIPWIUIOD "F]

LYO-DA ojIoRURIRd B[[IA ‘SOIY 91U (BUNUaSIy 1UOSAPWUIOD "F]

€70-DA ojIoRURIRd B[[IA ‘SOIY 91U (BUNUaSIy 1UOSAPWUIOD "F]

WO-OA ojIoRURIRd B[[IA ‘SOIY 91U [BUNUaSIy 1UOSAPUIUIOD "F]

L8S-60DA 321y 0AOITY ‘SAITY souang :BuUnuasIy 1UOSAPUWULIOD "F]

(dooT-a)0S+06ZAr 621-600V Keqe], 0Ao1Ie ‘SQUOISIJA ‘BUNUISIY 1UOSIPWUIOD "F]
(dooT-A)€SH062Ar L09-60DA (s9yuariIo)) o1r) wnienby ‘SejUsLII0)) (BUNUISIY 1UOSAPWUIOD "F]
[seyesax BPBUASUY ‘SQITy souang :eunuadIy 1UOSIPWUIOD "F]

UQIO09[0)) (ueD) yunrquan odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYTUSP]




230

080-60DA eIE] BIUNJ ‘SAIlY souang :Bunuadly avdo] '

7€0-60DA eIe] BIUNJ ‘SAIlY souang :Bunuadly avdo] '

210-60DA eIE] BIUNJ ‘SAIlY souang :Bunuadly avydo] '

010-60DA eIE] BIUNJ ‘SAIlY souang :Bunuadly avdo] '

6V€-OV ddNd ‘sory 2nug ‘eunuasry avo)dv] "H

€€0-DA OPUBUID UEBS ‘SAITY Souang :BUnuagIy avdo] '

1161 V1411 +20-DA OpPUBUID UEBS ‘SAITY Souang :BUnRUASIY avdo] '
ONHIN (dool-a@)0e8TIvIV 897-86dd eqrewred oy :[iserq nuyol g
STITTdON STIITdON euLIRIR)) BJUES ‘ABNININ O [[ISelq L12Y2014qS1 "H
9LYI¥dOIN 9Ly I¥dON [nS Op apueln ory ‘Aen3nin O ;[Iselq L2Ydanqst "H
(moer)dDIN  (dool-A)9LEBIENV ‘INde[ OJI ‘[NS Op dpUEID OFY :[Iselq L2Yoanqst "H
¥S$'98STONHIN 1911494 [N Op OouRIg OLI ‘UBIe] :[Iselq snidn.iaul g
86SSE SHNI ~ (dool-Q)8€81€rV Y6ZA ePLIDJA ‘OqredeIe]y ‘edeAnjy O ‘e[onZousA avpuoy "H
87'S6STONHIN  (dool-A)6#8T 11V 660-864D Arewreuurg oy :esoouel] euedno snyousy.ouwds "f
0TL6 WI-NOVIN  (dool-a)#6006TX [ 80C- 114V O[[IPE[ES OAOLIE ‘BSOULIO :BUNUQSIY ansoutiof "H
TTL6 WI-NDOVIN  (dool-a)$6006TX T STV e[[oNSH €] OpeURq ‘BSOUWLIO] :BUNUaSIy avsouLiof \H
[TL6 PI-NOVIN  (doo[-A)€6006TX T LOT- 1TV O[[IPE[ES OAOLIE ‘BSOULIO, :BUNUSIY ansoutiof "H
TL61 VIdT  (dool-a)T6006TXI 176-0X 0K®WOd[1q OLI ‘BSOULIO :BUNUTIY ansoutiof "H
7€0-80dd nig nyouof g

LYECT9TONHIN  (dool-)0sE8TENY LERD nrg myouof g
nJd V2L "H

€S0C-90NSd  (doo]-Q)LyE8TENV €101 ¥d OBUUEBIBJA] OLI ‘SEION) :[Iselq ovILI2 "H
(dool-a) L¥+06TAr 91€-01DA NZNIM) OL ‘SOUOISIA| BUNUASIY 1qiap "H

6S-DA 031e] 0ZRIg ‘SOIY 91U ‘BUNUSIY UOSLIWUIOD "]

09-DA SQIIY souang ‘aI3I[‘SQIIy soudng BURUIZIY 1UOSLIUIUI0D "[]

UuQId93[0) (udD) yuvquan odwred ap 031p9D pep1eoso] uororOYnNuUap[




231

A. Lista del material utilizado

(dool-Q)SLy06TAL 1€1-OV Keqe], 0KOIIE ‘SOUOISIJA :BUNUITIY 18426 "I

(dool-Q) € LY06 AL +Z1-DV Keqe], 0KOLIE ‘SOUOISIJA :BUNUITIY JAVEXTTI 5

(dool-A)¥ LY06TAL €21-600V Aeqe], ofoLre ‘SOUOISIJA :BUNUASIY 1846t "

(dool-A) 19%06TAL S10-600V 031eZN) ‘SAUIALLIO)) [eUNUATIY SNUI0ISOLO1IU [

1666I1dDIN  (doo[-Q)pLE]TENV L00dN e3ueniden] ‘eze[olio] vIpaq ‘Aendnin opr :[iserq snany |
6866 1dDIN CLEBTIELY £00dN eSueride)] ‘ezo[elio] vIpad :[iselg smpnovuioam] "H
dOIN 09%062AC 900N eSuende)y ‘ezore)io] vIpad :[Iseig SMIPNODWIOdIN] "[
0666TdDIN 200N eSuende)y ‘ezore)io] vIpad :[Iseig SMIPNODWIOdIN] [
791-DA eIonbajuy ‘ooey)) :eunuUasIY SMIDNODUWIOdIN] [

0SH-01DA 0joqen) 0)1and ‘9, BIURS (BUNUSIY SMIPNODUWIOdIN] "[

€8TVID BLIB[OPUER)) ‘SOUOISIA ‘BUNUSSIY SMIDNODWIOdIN] [

002-OV oSurezn)J ‘seJUSLII0)) :BUNUISIY SMIPNODWIOIN] "[

061-DV oSurezn)J ‘seJUSLII0)) :BUNUISIY SMIPNODWOdIN] [

LST-OV odeyex ‘sojuoriio)) reunuadry SMIPNODWOdIN] [

7210-OV oSurezn)J ‘s9JUSLII0)) :BUNUISIY SMIPNODWIOdIN] [

LY’ L8ST DNHIN 6¥cI-dd [Ns Op BqIRIR O ‘BUIROR{ OLI ‘O[Ne OBS :[Iselq uayion] "H
9T’ L8ST DHNIN cecr-dd [NS Op Bqrered O ‘o[ned OgS :[Iselq uayion] "H
9T’ L8ST DNHIN (dool-a)1€8T 11V [ op eqrered OLI :[Iselq uayion] "H
11°8CSC ODNHIN (dool-a)LEBIENY Sv08 Ad eunuowol[, :Aendered srysoiyv] "H
91'8CSC ODNHIN (dool-a)8LERIENY 8008 Ad ope[eg ol :KenSereq suoifuv] "H
1S€-01DA 0Ipad UBS ‘SaIly souang :eunuadIy avvydv] "H

6SE-01DA opeSIqO 9p BIENA ‘SoITy souang :eunuadIy avydv] "H

WE-0IDA 0Ipad UBS ‘SaIly souang :eunuadIy avvydv] "H

I+€-01DA 0Ipad UBS ‘SaIly souang :eunuadIy avvydv] "H

£80-60D X BIRT BIUNJ ‘SAITY souang :eunuasIy avvydv] "H

UQIO09[0)) (uan) yunquany odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYTUSP]




232

OI'L8STONHIN  (dool-Q)#+8TIvIV rerdd 9131, Oy :[Ise1q LIT1/F0CT¥T “ds 'H
ONHI  (doo]-Q)e€8TIvV 9z01dd SUNUEd0], O :iselg 920144 "ds ‘H
LOT-60DV 03ureZN] ‘SAIUALLIO) ‘BUNUITIY L0Z-609V "ds 'H

ONHI  (doo]-@)0s8tTIvV vEIl ad SUNUEI0], OM :iselg FEI149 dS 'H

ONHI  (dool-Q)v€8T1HIV 0011 44 SUNUE0], O :iselg 001144 ‘ds 'H
+GE-OV AdNd ‘sory anuy eunuadly wpdad ‘g

L1'LYST ONHIN (dool-A)1LEBIENV 9 sewy noeng IS0 O ‘o[ned OeS :[Iselg upsail g
L1'LYST ONHIN (dool-A)1LEBIENV t sewy noengD IS0 O ‘o[ned OeS :[Iselg upsail g
LTEYSTONHIN  (dool-Q)LSE8TENY eqUEQ() OH ‘OIIouR( 9p O :[Iselg smppound “f
LYO-INLNS MOoID) [[RYSIRIA ouWeULINg snuwio3s0021d [y

L89%€ SHNI ~ (doo]-Q)6E81€V 8SZA seulreq ‘omdy :e[onzouop saprow01s0221d |
ONHIN 710pIod BQOPIO)) :BUNUATIY sisuaunivd “ff

ONHIN 10pI0d BQOPIO)) :BUNUATIY sisuaunivd [
S6CI-1TYV ojung) Ol ‘eqopIo)) :BUNUATIY sisuaunivd [

Y6CI-114dV ojuing) Ol ‘eqopIo)) :BUNUATIY sisuaunivd [

08CI-114V 0}1en)) ol ‘eqOplo)) ‘BUNUITIY sisuaunivd [

SIZI-119V opungas Ol ‘eqOpIQ)) :BUNUZIY sisuaunivd [

YICI-119V opungas Ol ‘eqOpIQ)) :BUNUASIY sisuaunivd [

LYTIT-119V Zed SO[1e)) ‘0IaWlid OLI ‘eqOpIQ)) :BUNUATIY sisuaunivd [

€8L-119V BISP[RD OL ‘UBWINON], ‘BUNUIZIY sisuaunivd [

8L 119V BISP[RD) OLI ‘UBWINON], (BUNUIZIY sisuaunivd [

Y161V Id I (dool-)6t+06TAL ST0-DX [ede) ©Qop1o) “qOPIOD (BUNUATIY sisuaunand [
Y161V Id I (dool-)8t+06TAL 970-DA [ede) ©Qop1o) “qOPIOD (BUNUATIY sisuaunand [
IO TANZIN  (dool-A@)SSE8IENV CIIVeIL 1fequ, ol :Jiserq SMIDINODUWOLSIU [
(dool-)TLY06TAL 9ST-01DA 0peasa( [ 0AOLIE ‘SAUOISIIA ‘BUNUITIY 1s4adut g

UuQId93[0) (udD) yuvquan odwred ap 031p9D pep1eoso] uororOYnNuUap[




233

A. Lista del material utilizado

DONHIN (dool-Q)$H8T IV €IqLL 1fequ, oy :[iserg €191 "ds 'H

ONHIN (dool-Q)6z8T IV 19LL 1fequ, oy :[iserg 1911 ds 'H

ONHIN 00L-80dd 032107 nlod 00£-804d "ds 'H
ONHIN I¥-80dd 032107 nled [¥#-804d "ds 'H
ONHIN 69¢-80dd 032107 niod 692-804d "ds 'H
ONHIN 12¢-80dd 032107 nled 12¢-804d "ds 'H
LL'88SC ODNHIN (dool-A)¥9LSTErV 9¢dd BUBWIEIUOD) JBAU ‘I[eARDd() O ‘NI 6#/9€42Pd "ds 'H
8'885C DNHIN (dool-a)€9LSTENVY 61dd BUBLIEIUOD) JBAU ‘T[eARDd() O ‘NI 64/9€42Pd "ds 'H
ONHIN €ECY0AD tuniedig :euednn £EE€-10AD "ds 'H

DONHIN €LI-VOAD mnye], ;euednn ELI-#0AD "ds 'H

ONHIN [LT-¥0AD mnyey, ;euednn ILI-F0AD 'ds 'H
€-71808614 (dool-A)6E8T IV 1SL-86¥4 09SIOUEI] OES OLI :[Iselq [S/-8644 "ds 'H
C71808671d (dool-A)ov8T IV 8VL-86dd 09SIOUEI] OES OLI :[Iselq StL-86¥4d 'ds 'H
1-¥1808614 (dool-)8E8T IV 8¢L-86Ud 00SIOUEI] OES OLI :[Iselq 8€L-86¥4 ds 'H
ONHIN (dool-a)$e8T IV 669-86d4 9puely) OLI [[isely 669-8644 "ds 'H

ONHIN (dool-a)9¢8T IV 8L9-86d4 9191, oM :TIselg 8/9-86¥44 'ds "H
€-¢1808614 (dool-Q)zH8TIvIV ceL-86dd eqreteled OLI iselyq TEL/9IL-8649 A5 'H
C-€180861d (dool-Q) 1+8T 11V 91L-86d4 eqrleueIed OLI ‘[Iserg TEL/9IL-8649 A5 'H
¥$°986C DNHIN (dool-A)9t8T IV 169-86d4 aden3| op erraqry oM :[Iselg 169-8634 "ds 'H
(dool-a)z9LSTErVY 0L¢-86¥4 eqreueied oM “melq :[Iserq 0,£2-8644 "ds 'H

LY'209C DNHIN (doo[-)8+8T IV 61¢-86d4d numordeny ol :isexg 612-8644 'ds 'H
(dool-Q@)L¥8T IV LLT-86d4 1dnng oy :[iserg LL1-8644 "dS 'H

ONHIN (dool-a)zesTIvIV 90644 Sunuedo], ok -yIselyq 90644 "ds 'H
91'L8SC ODNHIN Licrdd [0S OPp eqrered ‘o[ned ogs :[iserq LI/TI/FOTING ds 'H
1'98SC ODNHIN (dool-Q)et8TIvIV y0C1dd 9J9L OMI JIserqg LI/TI/FOTING “ds 'H
UQIO09[0)) (ueD) yunrquan odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYTUSP]




234

01€0 L-ddINNN (I0D) T8LITIXI [1-2y19Ddvd OLI2ISEUOJA] 9P BPE[ES BUNTE[ ‘SAIY soudng :eunuasry snup ]

Y0€0 L-ddINNN (I0D) ¥8LITIXI [1-9¢19Ddvd OLI2ISEUOJA] 9P BPE[ES BUNTE[ ‘SAIY soudng :eunuasry snup ]

69170 L-ddINNN (I0D) 88LITIXI [1-10€9Ddvd 2IQUISIAOU dP f ‘SAITY souang :eunuagIy snup ]

99v0 L-ddINNN (I0D) 98LITIXI [1-86C4DYUVd seloy o1 OLIRINGLL], ‘SAITY soudng ‘eunuadIy snup ]

GS0-60DA 7 [euR) ‘O[[eART [RISUAL) ‘SAITY souang :RUNUSIY snup

€50-60DA 7 [euR) ‘O[[eART [RISUAL) ‘SAITY souang :RUNUSIY snup

788-DA 0peosod [ ‘SoIly souang :RUNUSIY snup

€16-DA oouR[g UBN[ ‘SAITY Souang :eunuagIy snuv

760-60DA AoquuL], ‘S9IUALLIO)) (BUNUSIY snup

6vSSe-dd1 60-817dD4dd o[ned oeg ‘[iselq ds s€ypyo1aporioq

LySSe-dd1 60-917dD4dd o[ned oegS ‘[iselq ds s€ypyo1aporioq

UQIO09[0)) (ueD) yupquan odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYNUP]
*SQIR[NIJ[OW SISI[RUR SO[ U SOPRZI[NN SAYIYI114DI140T SO

DONHIN 191-664D IoAl yode£Q :eueIno youar DIDMIDM |

ONHI  (doo-@)zse81erv 791-664D JoaLr yodeAQ rRURIND YOUIL] DIDMIDM |

CE'S6SC ODNHIN (dool-a@)ese8IENV Yr1-86dD auIMso) anbir) reueny youar] iy

ILV-0IDA 0]0qen) 01Ny ‘9 BIUBS ‘BUNUSIY sisuaondnan "gf

96¢-01DA ope31[qO 9P BI[ONA ‘SAITY souang :eunuagry sisualonSnin “ff

(dooT-@)$906TAL €LYl AdNd ‘sory dnug :eunuagsIy sisuafonsnin g

(dooI-Q) 906 2AL 6S1-60DOV odeyex ‘SOIUQLLIO)) :BUNUATIY sisuaondnan "gf

dOIN (dool-Q)LLESTEIY 100N e3ueaide)] ‘ezoelo] vIp9 ‘Aen3nin) ol :[iseiq sisuaondnan "gf

091-DV o3urezn] ‘sQUSLLIO)) :BUNUATIY 1210U49] "[f

Y91-DA rronbouy ‘oory) reunUASIY 1210U49] "[f

€91-DA rronbouy ‘oory) reUnUASIY 1210U49] "[f

UuoId99[0)) (uen) yuprquan odures op 031po)H pepIeoo UuQIOROYNUAPT




235

A. Lista del material utilizado

LEV-0IDA BISBARD ‘9 BIURS [BUNUITIY snpyoouvIIW ]

1LE-01DA opeSIqO 9p BIENA ‘SoITy souang BuUnuadIy snj1Yyd0un]IU T

$9€-01DA opeSIqO 9p BINA ‘SoITy souang eunuadIy snj1Yyd0un]IU T

LST-0TDX 0pBASY(] ‘SQUOISTIA :BUNUISIY snj1Yyd0un]IUL T

60T-60DX BI9Q[ BUNSE[ ‘SAIUQLIIO)) (BUNUSSIY snj1ayoounjoUL I

6161 VIdTI 120-DX 21317, ‘saIry sousng eunuasSIy snj1ayoounjoUL I
6161 VIdTI 020-DX 21317, ‘saIry sousng :eunuasSIy snj1ayoounjoUL I
0261 Vd1I 600-DX nyoAenSorens) ‘sory 2nuy (eunuasSIy snj1ayoounjoUL I

1261 VIdTI S00-DX OpURUIQ,] UBS ‘SAITy souang :eunuasIy snj1ayoounjoUL I
LEO-DX nyoAenSorens) ‘sory 2nuy (eunuasSIy snj1ayoounjouL I

191-60DV 0S1RZM ‘SAIULLIIO)) (BUNUASIY snj1ayoounjouL I

+80-600V ednien) ‘SoUOISTIA :BUNUSIY snj1ayoounjoUL I

£80-600V ednien) ‘SoUOISTIA :BUNUSIY snj1ayoounjoUL I

SH0-600OV BIQY ®BlIANJ ‘SOIUSLIIO)) (BUNUISIY snj1ayoounjouL I

CWIT9TONHIN  (PNIIATY9ETONH 9¢6-101S BoeURLES OU -UIRULING smpnovut ]
7606Ad KenZereq syviqo] 1

[isexg SNAUDISDI T

c6091-dd1 (I0D) €00S90INH 60-167dSdd uiseq [0S Op eqIeied‘oIoue( ap O [[Iselgq sSnouvisvo ]
06091-d91 (I0D) SO0S90INH 60-16CdSdd uiseq [0S Op eqeied‘oIoue( ap O [[Iselgq sSnouvisvo
68091-d91 (I0D) ¥00S90INH 60-06CdSdd uiseq [0S Op eqeieq‘oIoue( ap O [[Iselgq sSnouvisvo
16091-d91 (I02) 900S90INH 60-767dSdd uiseq [0S Op eqreied‘oIoue( 9p OLI [[Iselgq snouvisvo
90€0 L-dAINNN (I0D) €8LITIXS 11-8€1dDYVA OLIOISEUOJA] 9P BPE[ES BUNSE[ ‘SaIly soudng :eunuasry snup ]
L0€0 L-dAINNN (I0D) S8LITIXI I11-6£19DYVA OLIOISEUOJA] 9P BPE[ES BUNSE[ ‘SaIly soudng :eunuasry snup ]
S0¢€0 L-ddINNN (I0D) L8LITIXI IT-LE1dDYVA OLIOISEUOJA] 9P BPE[ES BUNSE[ ‘SaIly soudng :eunuasry snup 7
80¢0 L-ddINNN (I0D) 08LITIXI 11-0719DYVA OLIDISLUOJA 9P BPE[ES BUNSE[ ‘SaIly soudng :eunuasy snup 7
UQIO09[0)) (uan) yunquany odures ap 0S1po) pepIeo0] UQIOBROYTUSP]




236

1016C-d4d1 (I0D)16TT0LND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned OgS ‘[Iseig 1ouory ffo -y

c016¢-dd1 (I0D)T6TT0LND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned OgS ‘[Iseig 1ouory ffo -y

8L£6C-dd'1 (I0D)8LTTOLND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned OgS :[Iseig vua] ffv -y

6L£6C-dd1 (I0D)6LTTOLND uiseq [nS op eqreled ‘o[ned oS ‘[Iseig vua] ffv -y

08c6C-dd1 (I02)08T0LND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned OgS :[Iseig vua] ffv -y

[8€6¢-dd'1 (I0D)18T20LND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned oS ‘[Iseig vua] ffv -y

1806¢-dd'1 (I0D)€8T0LND uiseq [nG Op eqreled ‘o[ned oS :[Iseig vua] ffv -y

ovliec-dd1 (I0D)$8T0LND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned OgS :[Iseig vua] ffv -y

€0l6¢-dd1 (I0D)€6TT0LND uiseq [nG op eqreled ‘o[ned OgS :[Iseig vua] ffv -y

uoro99[0) (ua3) yuvquan odures op 031po) pepIeO0] uorBOYNUIP]
*SQIB[NOJ[OW SISI[RUR SO U SOPRZI[IIN DIIDILLIOJIULY SO

8606Ad rereoed § o3e] :AenJereq uodojowivyd 7

29T61-dd1 60-108ddNA BUBIE] OLI ‘PUBIed [[ISEIq uodojpuyod 7

Y6TLI-ddT 60-€08¥dNA BUBIE] OLI ‘PUBIed :[ISEIq uodorpuyod 7

€6£97-dd'1 60-508¥dNA BUBIE] OLI ‘PUBIed :[ISEIq uodorpwyod 7

199-1 19V 0I39N Ol ‘0B :BUNUATIY uodojouipyd 7

099-119V 0I39N Ol ‘0B :BUNUATIY uodojouipyd 7

6S9-119V 0I39N Ol ‘0dBY)) :BUNUATIY uodojouipyd 7

€09-1TY9V [eade)) BSOWIO ‘BSOWLIO ‘BUNUSIY uodojouipyd 7

6SC-T1YV B[[oNSH B ‘BSOWLIO BUNUISIY uodojouipyd 7

SPP-01DA BISBARD ‘9 BIUBS :BUNUATIY uodojouipyd 7

€9¢-01DA :0pe3I[qQ 2P BIONA ‘SQIIY soudng :Bunuasly uodojouipyd 7

€TE-0IDA SB[OJIN UEBS ‘SAIIy souang :BUnRUAIIY uodojouivyd 7

¥S'0S9TONHIN  (PNIIDEYIETOWNH CI-¥0AD unundny oy :euednn uopoiomt 7y

UQId99[0)) (uon) yunquan odures ap 031po) pepIeo0] uoIOBOYNUAP]




237

A. Lista del material utilizado

1-S6 Ken3ered ol :[Ise1g DID]02oUD] Y

6S0'88ST ONHIN  (PNIMADOY9ECINH 110-964d SOI(J 9p 2IpeIN -0ldd Dpjoaouv] Y
081DV oSurezn)J ‘seJUSLII0)) :BUNUISIY DIP]02OUD] Y

1-6LL9DUVA BUNUASIY SISUPQUDWDIDD D Y]

1-69S9DUVA BUNUaSIY SISUPQUDWDIDD D Y]

1-8679DUVA BUNUaSIY SISUPQUDWIDIDD *[D "y

1-L679DIVA BUnUaSIY SISUPQUDWDIDD D Y

18¢0 L-dAANNN (I0D)9V8ITIX[ QIQUIATAOU 3P 1 ‘SAIIY souang :eunuasIy SISUIUDUDIDD fD "y
6150 L-dAANN (I0D)TY8ITIXT 2IQUIATAOU 3P 1 ‘SAIIY souang :eunuasIy SISUIDUDUWIDIDD fD Y
8150 L-dAINNN (I0DWY8ITIXTI 2IQUIATAOU 3P 1 ‘SAIIY souang :eunuasIy SISUPDUDUWDIDD fO Y
$7S0 L-dANNN T0D)T¥8ITIXS ZNnID) BlueS 9)uand ‘seIry souang eunuadIy SISUPQUDWDIDD *[D Y]
L1S0 L-ddINNN (I0D)EV8TTIXTI 2IQUIATAOU 3P 1 ‘SAIIY souang :eunuasIy SISUIDUDUWDIDD [ Y
611-60DA oueI3[[og [BISUAL) ‘SAITY Souang :BUNUIIIY SISUPIUDUIDIDD Y]

££'089C DNHIN €1-S01 ITeg ol :eunuasIy SISU22UDWDIDD "y
PSIT-TTIV OIoWINI O ‘eqOpI0)) (BUNUASIY SISUPIUDUIDIDD Y]

€08-119V BIOp[ED OM ‘UBINON], :BUNUISIY SISUPIUDUIDIDD Y]

208- 11V BIOp[ED OM ‘UBINON], :BUNUISIY SISUPIUDUIDIDD Y]

TLTT-1TIV 0)Ien)) OlI ‘BqOPIQ)) BUNUITIY SISUPIUDUIDIDD Y]

6-101 BI[eS [eunuasIy SISUPIUDUIDIDD Y]

9L06C-d4d1 (102)78TT0LND uiseq [0S op eqrered ‘o[ned ogs iselq 1ouony ffv -y
6116C-dd1 (102)98720LND uiseq [0S op eqrered ‘o[ned ogs :iserqg 1ouony ffv -y
0crec-dd1 (I0D)L8TT0LND uiseq [0S op eqrered ‘o[ned ogs iselq 1ouony ffv -y
1cr6c-dd1 (10D)887C0LND uiseq [0S op eqrered ‘o[ned ogg iselq 1ouory ffv -y
cclec-dd1 (102)6870LND uiseq [0S op eqreied ‘o[ned Ogg Iselqg 1ouony ffv -y
e€cloc-ddl (102)06T0LND uiseq [0S op eqrered ‘o[ned Ogs iselq 1ouony ffv -y
Q109910 (ual) yunquan odures ap 0S1po) pepIeO0] UQIOBOYTIUAP]




238

£866¢-dd1 £866¢ o[ned oes :[Iserg € *ds pLDILIOJIUY
¥80€¢-dd1 ¥80¢¢e o[ned oes :[Iselg € *ds pLIDILIOJIUY
90L5¢-ddT 90LS¢E o[ned oes :[Iselg € *ds pLIDILIOJIUY
CILSe-ddT CILSE o[ned oes :[Iserg € *ds pLIDILIOJIULY
820LE-ddT 8C0LE o[ned oes :[Iserg € *ds pLDILIOJIULY
6¢0LE-ddT 6C0LE o[ned oes :[Iselg € *ds pLDILIOJIUY
(I0D)T1TSOYINH £590000d 09SIOURIL] OBS ‘IRJRWLINY OLI ‘SIRISL) SBULA :[ISelg g “ds puvoLIOjaULy

(I0D)E1TSOVINH ey11000d 09SIOURIL] OBS ‘IRJRWLINY OLI ‘SIRISL) SBUIA [ISelg g “ds puvoLIojaULy

cee9e-dd1 02S10LND pURIRJ OLI :[ISRIg [ “ds prLpoLIOjaU1Y
€e€9¢-dd1 ¥CS10LND pURIRJ OLI :[ISRIg [ “ds prLpoLIOjaU1Y
600'1S9C ONHIN ~ (PNIEDT¥9ETOWNH €8-70AD unundny opr:eueAnn vanipyd -y
ST6l VIdI SI0-DA 9puRID) MAY O ‘SOJUILLIO)) :BUNUIZIY pauvd
200-DA [esAeqnpue) epeussuy ‘Sory Anuy Bunuasly paiod Y

STIN sory anuyg eunuadly ‘vauvd "y

SIN sory anug eunuadIy paiod "y

[-P1SdDYVA BUNUISLY patod Y

L€SO L-dAIANN (I0D)ST8ITIXI SE[OOIN URS ‘SaIly souong :eunuaSry paund -y
960-60DA BIOQ[ BUNSE] ‘SAUALLIO)) ‘BUNUITIY pasvd -y

101 9 BIURS BUNUASIY pauvd

610-DA 0U2}I0J OYJery ‘eSOULIO BUNUASIY paiod "y

vAd-9rddn  (PNLAATS9ETONH viirad OBYUBIRIA OLL[ISoIg 10pIDAso Yy
T1-S01 nid eun)) ‘SQUOISIJA ‘BUNUITIY DAIUOISIUL ")

reS61-dd1 (I02)9TS10LND puRIRd OLI :[ISRIg S1UIS0A1ID] Y
€€561-dd1 (I0D)€TST0LND puRIRd OLI :[ISRIg S1UIS0A1ID] Y
8808¢-ddT (I0D) STST0LND puRIRJ OLI :[ISelg SLUSOAD] Y
uoIdI9[0) (ual) yunquany odwed ap 031p9) PepIEo0] uoIBIYNUIP]




239

A. Lista del material utilizado

L8T1 INOW (100)92065SN4 [-1"zofouuog ofouLIog o1 ‘eflIEL AP €II00 BIANOY 1ovqUIZIS |
L8T1 INDIN (10D)LL06SSNA z-1°zofowiog ofouriog of1 ‘e[l AP €910 BIAOY 1novqUIZIS |
L8T1 INDIN (100)8L065SNA ¢-1 zofowog ofouriog of1 ‘eflIBL AP €9100 BIAOY 1novqUIZIS |
L8T1 INDIN (100)6L065SNA -1 zofowiog ofouriog of1 ‘e[l AP €910 BIANOY 1ovqUIIS ]
L8T1 INDIN (102)08065SN4 ¢-1 zofowog ofouriog of1 ‘eflIe P €910 BIANOY 1ovqUIZIS |
98Z1 INOIW (10D)18065SNH 9-g zofouiag ofowiag oyt “eflre] op €0100 :eIATjOg 1oDquIZls T
98Z1 INOIW (100)780655NH 8-z zofowog ofouriog o1 ‘eflIe] 9P €910 BIAOG 1oDquIals T
98Z1 INOIW (10D)£80655NH 6-C colowog ofouriog o1 ‘eflIe] 9P €910 BIAOG 1oDquIals T
9821 INOIW (10D)¥8065SNH 01-7 zofowag ofowiag oy “eftre] op €0100 :eIATjOg 1yoDquUIZIs
S-101 BI[ES "eunuagsIy 1ovquidls |

a9L-dd1 (T0D)TCTSHErrd [49%1! DYIUDIDAN Y
LZIDV SOUOISTJA ‘BUNUSSIY ¢ “ds pLvILIOjIULY

LIIIA Kengorens) oL ‘SONY 9NUH BUNUISIY # “ds pLDILIOjIULY

£808¢-dd'T (I02)¥£0689ND nisexg ¢ds pLOLIojIULY
8LETC-dAT (I02)5£0689ND isexg ¢ds pLOLIojIULY
9808€-dd1 (I0D)L£0689ND [isexg ¢ds pLDILIojULY
6808¢-dd'T (I02)8£0689ND [isexg €ds pLOLIOjIULY
LTY8E-ddT (102)6£0689ND [isexg €ds pLOLIOjIULY
620LE-ddT (I02)2¥0689ND [isexg ¢ds pLOLIojIULY
820LE-dd'T (I02)€21689ND [isexg ¢ds pLOLIojIULY
LLETT-dIT (I02)€¥0689ND isexg ¢ds pLOLIojIULY
SLETT-dAT (I0D)¥70689ND [isexg ¢ds pLDILIoJULY
vLETT-ddT (I02)$¥0689ND isexg € “ds vLDoILIOjIURY
01LSe-ddT 0TLSE o[neq oes :Jiserg ¢ ds vLorLojUy
980¢e-dd1 980¢¢€ o[ned oes :Iserq € “ds vivoriojouLy
Uor009[0) (ua8) yuvquan odures op 031po) pepIeI0T UQIBOYNUIP]




240

8¢l INDIN (10D)$s065SNA ¢-gojusuelnf OJUSUIRIN{ OLI ‘SA[EUAIY ‘BI[ES ‘BUNUIZIY nopqulals |
¢l INDIN (10D)95065SNA g-[oyuaureInf OJUSUIRIN{ OLI ‘SO[EUAIY ‘BI[ES ‘BUNUATIY nopqulals |
¢l INDIN (10D)LS065SNHA p-1ojusuenf OJUSUIRIN{ OLI ‘SO[EUAIY ‘BI[ES ‘BUNUATIY nopqulals |
8¢l INDIN (100)85065SNA G-goyuaurerny OjUSUIRIN{ OLI ‘SI[EUAIY ‘BI[ES ‘BUNUATIY nopqulals |
¢l INDIN (100)65065SNA 9-TojusueInf OJUSUIRIN{ OLI ‘SI[RULIY ‘BI[ES [BUNUATIY nopqulals |
¢l INDIN (102)09065SNA L-ToyuaureIng OJUSWIRIN[ OLI ‘SA[EULTY ‘BI[ES BUNUSIY nopqulals °|
¢l INDIN (10D)19065SNA 8-[oyuaureIng OJUSUIRIN{ OLI ‘SO[RUAIY ‘BI[ES ‘BUNUITIY nopqulals °|
¢l INDIN (10D)29065SNA 6-TojusueInf OJUSUIRIN{ OLI ‘SO[RUAIY ‘BI[ES ‘BUNUITIY nopqulals °|
8¢l INDIN (100)$9065SNA c¢l-cojuatueing OJUSUIRIN{ OLI ‘SA[RUAIY ‘BI[ES ‘BUNUAZIY nopqulals |
8¢l INDIN (100)£9065SNA OT-coyuatueinf OJUSUIRIN{ OLI ‘SO[EUAIY ‘BI[ES ‘BUNUIZIY nopqulals |
LOLT NAD (100)99065SNA [-1 Tolowiog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals °|
80LT NAD (100)L9065SNHA ¢-1°1olourog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
60LT NID (100)89065SNA -1 Tolowiog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
OILT NAID (100)69065SNA G-1°10lowrog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
[TLT NAD (10D)0L06SSNHA 9-1"Tolowiog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
CILT NID (10D)1L065SNHA L-1"1olouwrog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
VILT NID (10D)zL06SSNE 8-g'1olourog ofourrog OJI “BI[eS 9P ©IIAD [BUNUATIY nopqulals |
SILT NAD (10D)€L06SSNHA 6-C Tolowiog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
9ILT NID (I0D)rL06SSNE 01-g 1olourog ofourrog OJI “BI[eS 9P ©IIAD [BUNUITIY nopqulals |
L8TT INDIN (10D)SL065SNHA 11-g 1olowrog ofourrog OJI “BI[eS 9P BIIAD [BUNUITIY nopqulals |
uoIdI9[0) (ual) yunquany odwed ap 031p9) PepIEo0] uoIBIYNUIP]




APENDICE B

Protocolos de laboratorio

B.1. Extraccion de ADN con sales

1. Colocar una pequefia muestra de tejido (unos 20 mg) en un eppendorf de 1.5 ul .

2. Agregar 200 ul de buffer de lisis y 25 ul de proteinasa K a 1 mg/ml.

3. Encubar a 55°C, preferentemente con agitacién, por un minimo de 2 hs o hasta toda la noche.

Opcional: Una hora antes de finalizar, agregar 5 ul de RNasa A.

4. Centrifugar a 13.000 rpm por 20 min.

5. Pipetear 180 ul del sobrenadante a un tubo limpio. Evitar acarrear la fraccién solida del

fondo, asi como la capa superficial oleosa (si existiera).

6. Agregar 150 ul de cloruro de sodio 5 M, agitar brevemente y centrifugar a 13.000 rpm por

15 minutos.

7. Pipetear 300 ul del sobrenadante a un tubo limpio. Agregar igual volumen de isopropanol ab-
soluto a —20°Co el doble de volumen de etanol absoluto a —20°C. Agitar levemente primero,
luego mezclar completamente. Opcional: para recuperar mayor cantidad de ADN, colocar a

—20°C por 2 hs o toda la noche.

8. Centrifugar a 13.000 rpm por 15 min. Descartar todo el liquido sobrenadante con cuidado de

no tirar el pellet.
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242 B.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

9. Lavar cuidadosamente con unos 150 ul de etanol 70°C evitando perder o disgregar el pellet.
10. Descartar el alcohol. Secar en estufa a 37°C.
11. Resuspender en 100 ul de TE. Agitar, y opcionalmente encubar a 55°C ( 0 menos) por 2 hs.

12. Guardar a —20°C.

B.2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
1. Verificar el programa en el termociclador. Esterilizar el drea de trabajo.
2. Rotular los tubos de PCR(0.2 ml) segtin corresponda.

3. Preparar el mix en un tubo 1.5 ml conteniendo para cada reaccién de PCR:

42 ul de agua destilada.

5 ul de Buffer 10x de PCR .

1 ulde dNTP.

1 ul de primer directo (10 pmol/ul ).

1 ul de primer reverso (10 pmol/ul ).

0.2 ul de Taq polymerasa Sunidades/ut1 .

4. Mezclar y distribuir 49 ul en cada tubo de PCR.

5. Agregar 1 to 4 ul de muestra de ADN.

6. Colocar los tubos en el termociclador.

Programa para PCR:

» Desnaturalizacion inicial: de 3 a 4 minutos a 94°C

= Ciclos: de 25 a 43

1. Desnaturalizacion 30 segundos a 94°C

2. Annealing 30 segundos a 51-59°C
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3. Elongacién de 1 a 3 minutos a 72°C o 74°C

= Elongacién final 5 minutos a 72°C o 74°C

m Pausa a 4°C

primers usados para amplificar D-loop:

= Para el género Ancistrus:
DLC-D: 5’-AAA GAG AGA TTY YAA CTC CCA C-3’
DLA-R: 5’-AGT CAG GAC CAA RCC TTT GTG C-3’
AnDLi-D: 5’-TAG TAT AHW CCC CAT -3’

AnDLi-R: 5’- GGG TTT GAC GCG YAG-3’

= Para el género Hypostomus:
HygDL-R: 5’-WTG CKA RTA TGT GCC GYY TG -3’

DLA III: 5°-TAT TTA AAG RCA TAA TCT CTT GAC -3’

primers usados para amplificar COI:

SilCOI-D: 5°-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G -3’
SilCOI-R: 5’- TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’
primers usados para amplificar F-reticulon-4:

F-reticul4-D: 5’-AGG CTA ACT CGC TYT SGG CTT TG-3’
F-reticul4-D2: 5°-CTT TGG TTC GGA ATG GAA AC-3’
F-reticul4-R: 5’-GGC AVA GRG CRA ART CCA TCT C-3’
F-reticul4-R2: 5’-AAR TCC ATC TCA CGC AGG A-3’
primers usados para amplificar RAG1:

F74: 5°-TTT CGG AAT GGA AGT TTA AGC TST TTC G -3’
R1333: 5°-GTC AAA CAC ACA GACTTC ACA TC -3’
primers usados para amplificar CDC27:

CDC27-D5: 5°- -3

CDC27-R3:5- -3’

primers usados para amplificar Hoz3:
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B.3. Electroforesis

1. Preparacion de geles de agarosa 1,5 %.

3 g de agarosa.

200 ml de TBE 0,5 %.

Fundir hasta que esté totalmente homogéneo.

Agregar 1 ul de EtBr.

Colocarlo en una cama de electroforesis con peines. Esperar a que se solidifique.

2. Preparacién de muestras y DNA ladder para cargar en el gel.

= 1 ul de solucion de Gel loading (type I, 6x)(SIGMA TM).

= 2 ul de producto PCR o de extraccion de ADN o 100 bp DNA ladder 1 ul (Invitrogen
™).

3. Cargar las muestras y el DNA ladder.

4. Migracién por 45 minutos a 100 V.

5. Visualizacién y fotografia del gel a partir de transiluminador de luz ultra violeta y guardado

de la foto.



apenpice C

Matriz de datos para la obtencion del cladograma general de areas

a partir del andlisis de parsimonia de Brooks (BPA)

Begin data;

dimensions ntax=14 nchar=90;
format missing=?;

matrix

out 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000
00000 00000 00000 00000 00000

Medio Parana 11100 10011 00001 11111 1111111000 1111111111 101101111011011 11111
11111 10011 1011000011 11111 11111

Bajo Parand 11101 11011 11111 11111 11011 11000 11111 11100 00000 01110 11011 01100

Uruguay 00110 10100 11111 11111 11011 11000 01111 11100 00000 01101 11111 01000
11111 10011 11001 11100 00111 11001

Alto Parana 00000 01000 00000 01011 11011 11000 00001 11100 00000 01110 11011 00000
00000 01111 10100 00011 11111 11001
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00000 00001 10010 00000 00000 00111

Rio de la Plata 00011 00010 11111 11000 00000 01000 11111 11100 00000 01101 00111
01000 00111 10011 11000 01100 00111 11001

rios costeros del sur 00010 00100 11111 11000 00111 11000 11111 11100 00000 01100 00111
00000 00111 10011 10001 10100 00111 11001

Paraguay 00000 00010 10000 00000 00000 01111 11111 11100 00000 01110 01011 10111

72777 20000 00000 00000 00111

rios costeros del norte 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 00000 011?77

29997 22292 22992 22992 22992 22992 22922 22927

72777 22777 20000 00000 00000 00011 ;

end;



APENDICE D

Archivo de datos para DIVA 1.1

Las letras en la distribucion corresponden a: a= Medio Parand y Bajo Parand, b= Uruguay, c=
Alto Parana, d= Rio de la Plata, e= Paraguay, f= rios endorreicos de Mar Chiquita, g= rios costeros
del sur y h=S3o0 Francisco+Amazonas+Guyanas+rios costeros del norte+lago Maracaibo.

/* datos para andlisis de la cuenca del Plata

/* biogeografia con Loricariidos?/*

/* taxlabels BPA/MPA a URU b APA ¢ RLP d PAR e END f CSU g Sa0/CNO/AMA/GUY/MAR

output delplata4.out;

reset classes=2;

reset unambiguous;

reset sumareas=8;

tree Hypostomus ((1,(((((((2,(3,((((4,5),((6,7),(8,9))),(10,11)),12))),(13,((14,15),(16,17)))),18),((19,
((20,(21,22)),(23,((((24,25),26),27),28)))).((29,30),(31,(((32.(((33,34).35).36)),37),(38,39)))))).((40,
41),(((42,(43,44)).(45.,((46,47).48))).49))),50).(51,(52,53)))).((54.55),56)):

distribution h ¢ c dg dg g g adef adefjaehehhhhcaaaabbdgacebbhhacaabacca
hhhhhhhahhhhhhhhhh;

tree Loricariichthys (((1,((2,(3,4)),(5,6))),(7,(8,9))),((10,(11,12)),((13,14),(15,16))));
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distribution ace bg g gabcehhhhhhhhhh;

optimize;

tree Rineloricaria (((1,(2,3)),((4,5).(6,7))),((8,((9,10),(((((11,12),(13,14)),15),((16,17),(18,19))),
(20,(21,22))))),((23,24),25)));

distributionhhhhhhhcachgabdf g gacabaaechchhh;

optimize;

tree Ancistrus ((((1,(((2,(((((3,4),5),((6,7),8)),((9,(10,11)),(12,13))),(((14,15),(((16,17),(18,19)),
((20,21),22))),(23.(24.,25)))),(26,27)).(28.((29,30),(31,32)))).((33,34),(((35,36),(37,(38,39))),40))),
((41,42),((43,44),45))),(46,((47,48),49))); distribution g gdbdbdbbbbgbbggcaaaaaccaa
aaggggggeghhaahaakhhhhhhhhh;

optimize;

sum;

return;



APENDICE E

Trabajos Publicados
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ABSTRACT: The present work extends to Argentina the distribution of Hypostomus aspilogaster originally described from
Uruguay River in southern Brazil. The examined specimens were sampled in the stream Mandisovi Grande, affluent of
Uruguay River in Entre Rios province, and in Punta Lara, from Rio de la Plata basin, in Buenos Aires province, Argentina.
This represents the first country record for this species.

Among the Siluriformes, the Loricariidae family is one
of the most diverse in number of genera and species in
the Neotropical Region and comprises seven subfamilies
(Chiachio et al. 2008). In the subfamily Hypostominae, the
genus Hypostomus Lacépéde, 1803 includes approximately
130 species. This genus constitutes an assemblage of
bottom-dwelling fishes with algivorous or detritivorous
habits. Hypostomus are found in lentic and lotic freshwater
environments. The wide distribution range of this genus
covers from Colombia to Salado River basin in Buenos
Aires province, Argentina (Lopez and Miquelarena 1991;
Ferraris 2007).

The species Hypostomus aspilogaster (Cope, 1894) was
originally described from Jacui River in Rio Grande do
Sul, Brazil. Cope (1894) mentioned for this species that:
“the scuta are not keeled, but are distinctly angular on the
dorsolateral and ventrolateral rows, and traces of keels
exist on the anterior scuta of the two median lateral rows”.
Later, Reis et al. (1990) in the review of the Hypostomus
genus, proposed the following diagnostic characters of H.
aspilogaster: larger number of lateral scutes 29-31, 3-5
scutes bordering the posterior margin of the supraoccipital
bone and longer lower caudal fin spine (3.0-3.5 in standard
length).

The specimens examined in this work were collected
in the stream Mandisovi Grande, tributary of Uruguay
River, Entre Rios province and Punta Lara, Rio de la Plata
basin, Buenos Aires province, Argentina (Figure 1). The
permissions to collect fish were given by Ministerio de
Asuntos Agrarios, Buenos Aires province (MAA N°79)
and Direccion de Recursos Naturales, Ministerio de
Produccion, Entre Rios province. Fish specimens (Figure
2), were fixed in formalin and then in ethanol 70% and are
deposited at Instituto de Limnologia “Dr. Raul A. Ringuelet”
(Institutional Code: ILPLA).Tissue sampling for molecular
analyses was performed in the field. Tissues were fixed
in ethanol 96%. Details on the material examined can be

Check List | Volume 7 | Issue 5| 2011

found in Appendix 1.

Morphology measurements and counts follow Reis
et al, (1990), see Table 1. All measurements were taken
point to point with digital calipers Digimess to the
nearest 0.1 mm. Moreover, for two specimens (one of
each locality sampled), we performed molecular analysis.
DNA was extracted using the salt-extraction protocol
(Aljanabi and Martinez 1997). The PCR amplification of
the D-loop or control region of the mitochondrial DNA
was performed using the following primers: DLA-III
5’-TATTTAAAGRCATAATCTCTTGAC-3’ and HygDL-R 5'-
WTGCKARTATGTGCCGYYTG-3. The PCR products were

Artamtic Ocean

o x £

FIGURE 1. Hypostomus aspilogaster distribution: black square: type
locality; white square: localities cited in Reis et al. 1990; black circle:
stream Mandisovi Grande, Entre Rios province, Argentina; white circle:
Punta Lara, Buenos Aires province, Argentina.
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purified and sequenced in MAGROGEN Korea. The DNA
sequences were edited and aligned using the BioEdit
7.0.1 program (Hall 1999). The sequences obtained were
analyzed with other 28 sequences of Hypostomus genus
deposited in GenBank. Among these 28 sequences, we
used a sequence of H. aspilogaster from the type locality.
This allows us to infer the phylogenies of Hypostomus
genus using the Maximum Likelihood method with the
TreeFinder program (Jobb et al. 2004).

The molecular results (Figure 3) show that the
sequences of the specimens collected in Uruguay and

Cardoso et al. | First record of Hypostomus aspilogaster for Argentina

Rio de la Plata rivers, Argentina, and the sequences of H.
aspilogaster from the type locality are a monophyletic
group.

An analysis which makes up molecular, morphometric
and meristic data represents an invaluable tool for
clarifying the systematics of complex groups on which, at
the moment, we do not have complete knowledge. As an
outcome of this integrated analysis, we allow to extend
the distribution of H. aspilogaster in the Neotropical
Region and present the first record of this species in
Argentina.

FIGURE 2. Dorsal, lateral and ventral views of a live specimen of Hypostomus aspilogaster collected in the stream Mandisovi Grande, Entre Rios province,

Argentina. ILPLA 2156, (YC09-090), 285.2 mm SL.

Check List | Volume 7 | Issue 5| 2011
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FIGURE 3. Hypostomus phylogenetic tree, based in D-loop mitochondrial
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Mandisovi Grande, Argentina (MG) and Punta Lara, Argentina (PL).
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TABLE 1. Morphometric and meristic data of Hypostomus aspilogaster (n=
4) from Argentina.

CHARACTER LOW HIGH MEAN SD
Standard length (mm) 281.2 395.0 333.6 58.89
Predorsal distance 2.6 2.9 2.8 0.13
Cleithral width 3.5 3.9 3.7 0.19
Head length 3.5 3.6 3.6 0.05
Length of dorsal fin spine 3.2 3.6 33 0.21
Length of dorsal fin base 3.6 3.9 3.8 0.11
Dorsal base to adipose spine 4.2 5.3 4.8 0.44
Pectoral fin spine length 3.2 3.4 3.3 0.09
Pelvic fin spine length 4.0 4.2 4.1 0.10
Trunk length 4.2 4.5 4.4 0.12
Abdominal length 4.2 4.6 4.4 0.19
Caudal peduncle length 31 31 31 0.03
Caudal peduncle depth 10.9 11.8 11.3 0.39
Adipose fin spine length 16.7 23.0 20.1 3.22
Upper caudal ray length 3.8 3.9 3.9 0.09
Lower caudal ray length 31 4.1 3.5 0.46
Head length
Head depth 1.5 1.6 1.5 0.06
Snout length 1.5 1.7 1.6 0.08
Least interorbital width 2.7 2.7 2.7 0.04
Horizontal eye diameter 8.2 10.0 9.0 0.84
Rictal barbel 7.5 11.0 8.8 1.53
Right mandibular ramus 4.8 6.3 5.6 0.68
Counts
Series of lateral scutes 30 30 30 0.00
Predorsal scutes 3 4 4 0.58
Scutes at dorsal fin base 9 10 10 0.50
Dorsal to adipose fin scutes 9 9 9 0.00
Adipose to caudal fin scutes 5 0.50
Scutes at anal fin base 3 3 3 0.00
Anal to caudal fin scutes 14 16 15 0.96
Teeth on left premaxilla 30 36 33 3.00
Teeth on right premaxilla 33 44 39 4.86
Teeth on left dentary 34 50 43 8.06
Teeth on right dentary 35 43 40 3.40
Plates bordering supraoccipital 4 4 4 0.00

APPENDIX 1. Museum records of species analyzed. ILPLA: Instituto de
Limnologia “Dr. Raul A. Ringuelet” (CONICET-UNLP), La Plata, Buenos
Aires province, Argentina.

Hypostomus aspilogaster: Argentina: ILPLA 2154 (YC09-011), 395.0 mm
SL, Buenos Aires province, Punta Lara, Rio de la Plata basin, 34°46'23.44"
S, 57°59'14.04” W, Col. Fisherman, 01/09/09; ILPLA 2155 (YC09-
082), 372.9 mm SL, Buenos Aires province, Punta Lara, Rio de la Plata
basin, 34°45’47.8” S, 57°59°9.14” W, Col. Fisherman, 22/09/09; ILPLA
2156 (YC09-089,YC09-090), 281.2-285.2 mm SL, Entre Rios province,
stream Mandisovi Grande, Federacién department, Uruguay River basin,
30°53’50.64” S, 58°02’34.92” W, Col. Y.P. Cardoso, D. Barrasso and J.
Negrete, 10/11/09.
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Abstract

Within the Loricariidae, the genus Hypostomus is one of the most diversified freshwater catfish groups. Using new se-
quence data from the mitochondrial Control Region (D-loop) we examined the phylogeny of this genus. Our phylogenetic
analyses suggest that, in the Parand river basin, species diversity in the genus Hypostomus has been shaped by two proc-
esses: 1) by inter-basin diversification, generating groups of species that inhabit different basins, as a result of dispersal
events; and 2) via intra-basin speciation as a result of basin fragmentation due to past marine transgressions, which pro-
duced groups of species within a basin. Using the D-loop as a molecular clock, each event of diversification was dated
and linked with documented hydrological events or sea level changes. We also assessed the possible dispersal routes be-
tween the Parand and Uruguay rivers, in addition to the obvious dispersal route via the Rio de la Plata estuary. Finally, we
describe a new species of Hypostomus inhabiting Middle Parana river, Hypostomus arecuta n. sp. This species can be sep-
arated from all other Hypostomus by having light roundish dots on a darker background and by number of premaxillary/
dentary teeth.

Key words: Armored catfish; Control Region; phylogeny; Parana river.

Introduction

In South America, the Loricariidae is the most species-rich endemic family of freshwater fishes. This family of
suckermouth-armored catfishes comprises 818 species (Eschmeyer and Fricke, 2011) and new species are
frequently discovered and described (e.g. Hollanda Carvalho et al., 2010; Zawadzki et al., 2010; Rodriguez et al.,
2011; Cardoso et al., in preparation). Within the Loricariidae, the genus Hypostomus constitutes a rich assemblage
of species, with approximately 130 recognized species (Weber, 2003; Ferraris 2007; Zawadzki et al., 2010,
Hollanda Carvalho et al., 2010). Representatives of Hypostomus are bottom-dwelling fishes widely distributed
throughout tropical and subtropical South America, occurring in a variety of freshwater ecosystems such as
mountain streams and large lowland rivers and ponds. Species delineation and diagnosis in Hypostomus is difficult,
in particular due to the diversity and widespread distribution of the genus, to elevated intra-specific morphological
variability, and because some older descriptions are too short or incomplete.

Numerous species of Hypostomus inhabit the La Plata basin, which comprises the Paraguay, Parand, and
Uruguay rivers and the Rio de la Plata (Lépez and Miquelarena, 1991). Understanding the diversification history of
Hypostomus as a "model" genus might allow the development of a comprehensive view of the processes that
shaped the rich ichthyological diversity in the Parand river basin.

According to the reconstruction of paleo basins in South America, from about 60 to10 million years ago (Ma),
the paleo Amazon—Orinoco system was a large watershed with waters flowing northward toward the Caribbean
Sea, while the La Plata basin was already oriented as present (Lundberg, 1998). This author suggested that at 12—10
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Ma, the boundary between the paleo Amazon—Orinoco and the La Plata basins underwent a final and important
shift southward to its current location. This boundary displacement must have occasioned exchanges of water and
fishes between the two main basins 12 to 10 Ma, as proposed by Montoya-Burgos (2003). However, the boundary
displacement might have been more progressive, covering the last 10 Ma (Rasanen et al., 1995; Lundberg et al.,
1998), opening occasional dispersal routes between these two river systems.

During the Miocene (24-5 Ma), two main components of the La Plata basin, the upper plus middle Parand river
on one hand, and Uruguay river on the other, which were forming a single large river flowing southward into the
Rio de la Plata estuary, disconnected from one another resulting in the modern configuration (Beurlen, 1970).
According to Bonetto (1994), geological changes caused this disconnection by modifying the course of the middle
Parana river that subsequently reached the course of the Paraguay river. Today, the Parand and Uruguay rivers are
connected exclusively via the Rio de la Plata estuary.

Furthermore, in the second half of the Miocene, 15-5 Ma, marine transgressions occurred at least twice along
distinct paleogeographic corridors. The first maximum flooding event occurred between 15 and 13 Ma and the
second between 10 and 5 Ma. The two marine transgressions covered most of the Parand river basin (Herndndez et
al., 2005). It is likely that the diversity of strictly freshwater organisms might have been seriously impacted by
these marine transgressions. For example, the museum hypothesis of diversification (Nores, 1999) states that the
Miocene marine incursions have been major diversifying events via the fragmentation of emerged land resulting in
allopatric speciation.

The goals of the present work are: (1) to expand the phylogeny of the genus Hypostomus that was previously
proposed by Montoya-Burgos (2003) using new sequence data from the mitochondrial Control Region, (2) to infer
the origin of the diversity of Hypostomus species in the Parand river basin, (3) to assess the possible dispersal
routes between the Parand and Uruguay river, in addition to the obvious dispersal route via the Rio de la Plata
estuary, and (4) to describe a new species of Hypostomus inhabiting the Middle Parana river basin.

The use of genetic markers is a powerful tool to estimate the extent of hidden biodiversity. For example, the
mitochondrial D-loop region is frequently used for answering a broad range of biological questions relative to
population processes, phylogeography (e.g. Cardoso and Montoya-Burgos, 2009) and species identification (e.g.
Cardoso et al., 2011). Here we used this molecular tool in order to infer the phylogenetic relationships among
Hypostomus species and to analyse the origin of species diversity in the rio Parand basin.

Materials and methods

Taxon sampling and morphological analyses

Fish specimens were collected in 15 different localities in the Parand river basin, Argentina (Fig. 1). Most of them
were sampled in the middle and lower section of the Parana river basin. We also used available data from the upper
section of this basin taken from GenBank. Fishes were caught using gill nets, cast nets, hand nets, and seine. Tissue
samples for genetic studies were preserved in ethanol 96 % and frozen at -20 °C, the vouchers specimens were
fixed in formalin 10 % for morphological studies and deposited at MHNG, IPLA, and MACN according to the
institutional abbreviations are as listed in Ferraris (2007). Table I has more information about the specimens
analysed.

All measurements were taken point to point with digital calipers to the nearest 0.01 mm, under a dissecting
microscope when necessary. Measurements and counts of bilaterally symmetrical features were taken from the left
side of the body whenever possible; if a feature was missing or broken on the left side, it was examined on the right
side. Counts and measurements follow Boeseman (1968), Weber (1985), and Reis et al. (1990). Body plate counts
and nomenclature follow Oyakawa et al. (2005). The oral disk width was measured at point of insertion of the
maxillary barbels.

DNA amplification and sequencing

The genomic DNA was extracted using the salt-extraction protocol (Aljanabi and Martinez, 1997). The PCR
amplification of the Control Region (D-loop) of the mitochondrial DNA was performed using the following primers:
DLA-II 5’-TATTTAAAGRCATAATCTCTTGAC-3’ and HygDL-R 5’-WTGCKARTATGTGCCGYYTG-3’. The
amplifications were performed in a total volume of 50 pl, containing 5 pl of 10x reaction buffer, 1 pl of
deoxyribonucleoside triphosphate (ANTP) mix at 10 mM each, 1 pl of each primer at 10 uM, 0.2 pl of 7ag DNA
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Polymerase equivalent to 1 unit of Polymerase per tube, and 1 pl of DNA. Cycles of amplification were programmed
as follows: (1) 3 min. at 94°C (initial denaturing), (2) 30 sec. at 94°C, (3) 30 sec. at 55-57°C, (4) 1 min. at 74°C, and
(5) 5 min. at 74°C (final elongation). Steps 2 to 4 were repeated 42 times. The PCR products were purified and
sequenced by the company MAGROGEN (Korea). Sequences were deposited in GenBank (Table I).

TABLE 1. Details of the specimens used in the molecular phylogeny with GenBank accession numbers.

Species GenBank Field number Locality
H.arecuta JF290442 AG09-163 Yahapé (27°22'12.1"S-57°39'14.6"W)
H.arecuta JF290441 AG09-181 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H.arecuta JF290445 AG09-198 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H.arecuta JF290446 PR-031 Santa Fé, Santa Fé, Argentina
H.arecuta JF290443 TAEO1 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H.arecuta JF290444 TAEO02 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H. derby JF290447 YC10-316 Uruzi (25°55'38.25"S-53°56,031'W)
H. paranensis JF290449 YC-025 Suquia (31°24'11,9"S-64°12'11 4"W)
H. paranensis JF290448 YC-026 Suquia (31°24'11,9"S-64°12'11 4"W)
H. commersoni JF290450 AG09-129 Tabay (26°59'56.3"S-55°10'44.9"W)
H. commersoni JF290451 YC09-124 Manucho (31°15'S- 60°53' W)
H. commersoni JF290452 YC-957 El Bosque (34°54'37.55"S-57°56'15.65"W)
H. commersoni JF290453 YC-607 Corrientes (29°48,574°S-59°23.600°W)
H. commersoni JF290454 14802 P. N. Pre-Delta (32°08'08.8"S- 60°37'26.2"W).
H. commersoni JF290455 AG09-013 ITtuzaing6 (25°29'54.5"S- 56°42'47.0"W)
H. commersoni JF290456 Reg02 Ensenada (34°50'23,96"S-57°55'13,04"W)
H. commersoni JF290457 AG09-077 Garupa (27°29'10.2"S-55°44'23.1"W)
H. commersoni JF290458 YC-926 El Pescado (34°57,790'S- 57°46,696'W)
H. cochliodon JF290476 AG09-016 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H Iuteomaculatus JF290471 YC-162 Antequera (27°27'43.43" S-58°52'0.03" W)
H. luteomaculatus JF290469 URO004 Pedra Fortaleza, Itapiranga, Brazil
H. luteomaculatus JF290470 URO002 Pedra Fortaleza, Itapiranga, Brazil
H. luteomaculatus JF290468 AG09-157 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H. luteomaculatus JF290467 AG09-200 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H. luteomaculatus JF290459 AG09-012 ITtuzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H. luteomaculatus JF290466 CIA283 Candelaria (27°26'92"S-55°44'50"W)
H. microstomus JF290461 AG09-015 Ituzaing6 (27° 29'32"S-56° 39'38"W)
H. myersi JF290472 YC10-256 Deseado (25°47'1.30" S-54°2'21.40" W)
H.myersi JF290474 AG09-123 Tabay (26°59'56.3"S-55°10'44.9"W)
H. myersi JF290473 AG09-124 Tabay (26°59'56.3"S-55°10'44.9"W)
H. myersi JF290475 AG09-131 Tabay (26°59'56.3"S-55°10'44.9"W)
H.regani JF290460 Reg.06 Rio Mogi Guagu, Brazil
H. ternetzi JF290462 YC-164 Antequera (27°27'43.43" S-58°52'0.03" W)
H.ternetzi JF290463 AG09-160 Yahapé (27°22'12.1"S-57°39'14.6"W)
H. uruguayensis JF290464 AG09-159 Yahapé (27°22'12.1"S-57°39'14.6"W)
H. uruguayensis JF290465 14731 P. N. Pre-Delta (32°07'18.0"S- 60°40'12.0"W)
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Sequence alignment, phylogenetic reconstruction, and molecular clock calibration

The mitochondrial D-loop sequences were obtained for 36 individuals from Argentina (for more details see Fig.1
and Table I). We also used sequences of different species of Hypostomus deposited in GenBank and nine others
species of the family Loricariidae as outgroups, as in Montoya-Burgos (2003). The editing of the new sequences
and the alignment were performed using BioEdit 7.0.1 (Hall, 1999). Prior to phylogenetic reconstruction,
appropriate substitution models were estimated with the Akaike information criterion (AIC) as implemented in
MrAIC (Nylander, 2004). We used a total of 74 sequences of Hypostomus to reconstruct the phylogeny. Two
phylogenetic reconstruction methods were used. First, maximum likelihood (ML) phylogenetic reconstruction was
performed using TreeFinder (Jobb et al., 2004). Confidence values for the edges of the ML tree were computed by
bootstrapping (Felsenstein, 1985), with 1000 replications. Second, Bayesian Inference analysis (BI) was conducted
using MrBayes 3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001; Ronquist and Huelsenbeck, 2003). Four chains were run
simultaneously (three heated, one cold) for 20,000,000 generations, with tree space sampled every 100th
generation. After a graphical analysis of the evolution of the likelihood scores, the first 300, 000 generations were
discarded as burn-in. The remaining trees were used to calculate the final consensus tree.
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FIGURE 1. Map showing the sampling localities. The abbreviations mean: DE (arroyo Deseado, Iguazii river, Misiones); UR
(arroyo Uruzid, Parand river, Misiones); GA (arroyo Garupd, Parand river, Misiones); TA (arroyo Tabay, Parand river,
Misiones); CA (Candelaria, Parand river, Misiones); IT (Ituzaingd, Parand river, Corrientes); YA (Yahapé, Parand river,
Corrientes); CO (Corrientes river, Corrientes); AN (Antequera, Parand river, Chaco); SU (Suquia river, Cordoba); MA
(Manucho river, Parana river, Santa Fé); SF (Parand river, Santa Fé); PN (Parque Nacional Pre-Delta, Parand river, Entre Rios);
EN (Ensenada, Rio de La Plata, Buenos Aires); EP (arroyo El Pescado, Rio de la Plata, Buenos Aires) and BO (lago del Paseo
del Bosque, La Plata).

Additionally, we performed molecular clock tests with HyPhy (Kosakovsky Pond et al., 2005) using the HK'Y85
model. The null hypothesis of constant molecular clock was tested for the ingroup taxa using the log likelihood ratio
test (Huelsenbeck and Crandall, 1997). Prior to these analyses, the data set was pruned to include only one
representative of each species. In addition, the sequence corresponding to H. fonchii and H. sp. Tibl — used in
Montoya-Burgos (2003) — were discarded because it showed a particularly long branch in the phylogenetic tree.
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TABLE II. Morphometric data and counts of holotype and 23 paratypes of Hypostomus arecuta n. sp.

Holotype range Mean / SD
Standard length (mm) 185.5 127.0-268.1
Percents of SL
Predorsal length 38.6 374-440 39.1+£1.57
Head length 32.1 29.5-344 313+ 132
Cleithral width 323 292-32.7 309+ 0.89
Head depth 195 17.2-199 189+ 0.70
Dorsal-fin spine length 33.1 26.8-34.5 316+ 228
Dorsal-fin base length 272 25.1-30.0 272+1.20
Dorsal-adipose distance 16.3 15.1-16.9 16.1 £ 048
Thoracic length 240 19.8-26.2 233+ 1.56
Pectoral-fin spine length 334 29.7-35.6 320 +£1.23
Abdominal length 25.6 22.1-256 239+ 0.84
Pelvic-fin spine length 249 22.3-25.8 24.1+ 095
Caudal-peduncle length 274 274-333 306+ 152
Caudal-peduncle depth 11.7 104-12.0 113+ 045
Adipose-fin spine length 10.3 8.0-10.9 9.6 £ 0.86
Anal width 12.6 10.0-13.5 11.7+ 0.79
Upper caudal-fin ray length 33.0 274-353 30.7+ 2.06
Lower caudal-fin ray length 36.2 28.1-36.3 319244
Percents of head length

Head depth 60.8 57.7-63.6 60.7+ 191
Snout length 61.3 61.2-66.8 630+ 1.75
Orbital diameter 18.9 16.0-19.0 18.1 £ 0.94
Interorbital with 384 33.6-389 373 £147
Maxillary barbel length 12.2 9.3-152 12.1 £1.66
Mandibulary ramus length 24.5 21.7-254 233 +1.23
Counts mode
Median plates series 27127 26/28 27
Predorsal plates 3 3-3
Dorsal plates below dorsal-fin base 9 9-10
Plates between dorsal and adipose fin 6 5-6
Plates between adipose and caudal fin 4 4-5 5
Plates between anal and caudal fin 14 12-14 14
Premaxillary teeth 74/79 66-85 77
Dentary teeth 71/72 63-84 80

In order to evaluate the temporal diversification of species in the genus Hypostomus in the Parand river basin,
the rate of evolution of the D-loop region needed to be calibrated. To do so, we used the same calibration point as
in Montoya-Burgos (2003), which is based on the following reasoning: the phylogeny of Hypostomus shows that
H. hondae, distributed only in the Lago Maracaibo and Magdalena basins, is the closest relative to H.
plecostomoides, which is known only from the Orinoco basin and some localities of upper Amazon. Because these
distribution patterns match the vicariant episode that separated Lago Maracaibo system from Amazon and Orinoco
basins 8 Ma (Hoorn, 1993), it is reasonable to attribute this age to the speciation event that gave rise to H. hondae
and H. plecostomoides. This geological event has also been used for calibrating other Neotropical fish phylogenies
(e.g. Lovejoy et al., 2000, Sivasundar et al., 2001).
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FIGURE 2. Maximum likelihood Hypostomus phylogenetic tree based on D-loop haplotypes (-InL = 5192.34998). The ML tree
was derived using the HKY + G model of sequence evolution. Numbers next to branches are Bayesian posterior probabilities
followed by bootstrap values when these are above 50%, respectively. These support values are showed only for the relevant
relationships of this work. Bold letters are abbreviations used for naming clades (see text). The specimens from Parand river
basin and Amazon system (Amazon basin, French Guyana and Northeastern South America coastal rivers) are indicated. The
three species marked with * inhabit the Parana and Uruguay rivers, but not on the Rio de La Plata. Also, we show the estimated
ages of dispersal events between basins (black arrow) and for vicariance events inside the La Plata basin (white arrow).
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Results

Phylogenetic analyses

A molecular phylogenetic approach was used to investigate the diversity of Hypostomus species from the Parana
river basin. The sequence alignment comprised 592 positions, from which 179 were variable within the ingroup.
Base composition and structural characteristics of Hypostomus D-loop sequences are described elsewhere
(Montoya-Burgos et al., 2002). The model of sequence evolution that fit the best our sequence data set is HKY +
gamma, according to MrAIC (Nylander, 2004). The ML and Bayesian phylogenetic trees obtained have similar
topologies. The ML tree is shown in Fig. 2.

The evolutionary relationships of the outgroup species is the same as found in Montoya-Burgos (2003). All
Hypostomus species form a monophyletic clade named Clade D (Fig. 2). This clade can be organized into four
monophyletic groups, D1, D2, D3, and D4. Clade D1 clusters together with D2 and Clade D3 with D4. The
relationships among these clades are supported by high Bayesian posterior probabilities but relatively low
bootstrap values. Hypostomus gymnorhynchus is placed as the sister species to clades D1 and D2 and thus forms a
distinct monospecific lineage. The Clade D1 (Fig. 2) forms the H. cochliodon group including H. cochliodon from
the Parand river basin, H. plecostomoides from Orinoco basin, H. hondae from Lago Maracaibo and Magdalena
basins, H. fonchii and Hypostomus sp. 1013 from the Amazon basin (see Montoya-Burgos (2003) for the non
described species metioned in this work).

Clade D2 is subdivided into two monophyletic groups: the first contains species from French Guyana (H.
watwata and H. plecostomus), Amazon basin (represented with Hypostomus spp.: 36, 49), and Northeastern South
America coastal rivers (Hypostomus spp.: 177, 219, and 270 from Gurupi, Itapicurd, and Parnaiba rivers,
respectively). The second clade includes species from Eastern South America coastal rivers (H. puntactus from
Ubatiba), and the La Plata basin (H. commersoni, H. derbyi, H. paranensis, H. boulengeri, and two Hypostomus
spp.: Tib13 and. 1211).

Clade D3 is also subdivided into two groups, one clade including species from the Amazon basin (H. asperatus
and three Hypostomus spp.: 906, 1100, and 1026). The other clade contains species from La Plata basin and Sdo
Francisco river (H. regani; H. luteomaculatus; H. microstomus; H. myersi, H. nigromaculatus, and three
Hypostomus spp.: 678,699, and 751).

Finally, clade D4 includes species inhabiting the La Plata basin: Hypostomus arecuta n. sp. (described below),
H. ternetzi, H. uruguayensis, H. aspilogaster, H. luteus, H. isbrueckeri, H. latifrons, H. latirostris, and H.
albopunctactus. This clade comprises also H. luetkeni from Eastern South America coastal rivers (Paraiba river)
and H. johnii from an northeastern South America coastal river (Parnaiba river).

Our results show that at least one species inhabiting Parand river basin is present in each of the four main
Hypostomus clades (i.e. H. cochliodon in clade D1; H. commersoni, H. derbyi, H. paranensis, and Hypostomus
spp: Tib13 and 1211 in clade D2; H. luteomaculatus; H. microstomus, H. myersi, H. regani, H. nigromaculatus, and
H. sp 699 in clade D3; finally, the new species Hypostomus arecuta n. sp., H. ternetzi, H. uruguayensis, and H.
albopunctatus in clade D4).

Phylogenetic tree calibration.
When analysing the ingroup taxa, with the exclusion of H. fonchi which has a particularly long terminal branch
(clade D in Fig. 2), the log-likelihood ratio test of homogeneous evolutionary rate showed no significant

differences between the likelihood scores obtained when enforcing or not the molecular clock (X*= 56.03; d.f.
43; P = 0.087). This result indicates that the sequences of the ingroup representatives are evolving at a
homogeneous rate. With the aim of evaluate the temporal diversification of the genus Hypostomus in the Parana
river basin, we calibrated the D-loop region. We found that the splitting between the Hypostomus from the Amazon
system (comprising the Amazon basin, French Guyana and North-eastern South America coastal rivers) and La
Plata basin is estimated to 6.5 Ma in clade D1, 11.3 Ma in clade D2, 11.8 Ma in clade D3 and 9.3 Ma in clade D4.
Moreover, the origin of temporal diversification among the lineages inhabiting the La Plata basin is dated to 7.45
Ma in clade D2, 9.35 Ma in clade D3 and 13.5 Ma in clade D4.
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FIGURE 3. Hypostomus arecuta n. sp., Holotype. MACN-ict 9677 (198), 185.5 mm SL. Dorsal, lateral, and ventral views.
Photos by Yamila P. Cardoso.
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Hypostomus arecuta n. sp.
Fig. 3.

Here, we describe a new species that inhabit the Parand river basin and which contributes to the understanding of
the origin of the species diversity in this basin (see discussion).

Holotype: MACN-Ict 9677 (198), 185.5 mm SL, Argentina, Corrientes province, Ituzaingd, Parand River
(27°29°54.5"S - 56°42°47.0"W). Col: Gonzalez et al., November, 2009.

Paratypes: MACN-ict 9678 (163, 166), 2 ex., 174.0-243.3 mm SL, Argentina, Corrientes province, Yahapé,
Parand river, (27°22°12.1"S-57°39°14.6"W). Col: Gonzalez et al., November, 2009. MACN-ict 9679 (181, 191,
192,193,195, 196, 197, 199), 9 ex., 156.5-268.1 mm SL, same data as holotype. MACN-ict 9680 (CIA 284-285),
2 ex., 127.0-134.7 mm SL, Argentina, Misiones province, Candelaria city, Parand river (27°26°92”S-
55°44°50”W). Col: Aichino and Capli , November, 2009.

Diagnosis

Hypostomus arecuta n. sp. is distinguished from its congeners by the following combination of characters:
dorsum of head and body and all fins dark grey covered by numerous rounded cream dots. Ventral surface of head
and belly a plain cream color. This color pattern distinguishes H. arecuta n. sp. from Hypostomus species that have
dark roundish dots on a lighter background (such: H. ancistroides, H. brevis, H. commersoni, H. fluviatilis, H.
hermanni, H. iheringii, H. nigromaculatus, H. paulinus, H. topavae, H. isbruekeri, H. aspilogaster, H.
uruguayensis, H. latifrons, and H. latirostris). Among the species that have light roundish dots or irregular light
marks on a darker background, H. arecuta n. sp. is distinguished by number of premaxillary/dentary teeth (66—85/
63-84) as compared to H. albopuctatus (26-32/22-26), H. luteus (22-38/26-40), H. regani (63—107/63-104), H.
luetkeni (30-69/38-68), H. strigaticeps (about 60), H. multidens (115-260/122-267) and H. microstomus (7-11/7—
13). Hypostomus arecuta n. sp. is distinguished from its sister species H. ternetzi by the colour pattern of dorsum of
head and body, and all fins dark grey covered by numerous rounded cream dots vs. dorsum homogeneously dark,
and greater number of scutes at dorsal-fin base (9-10 vs. 8). Also, some morphometric characters differentiate H.
arecuta n. sp. from H. ternetzi: cleithral width (3.0-3.4 vs.2.8-2.9 in SL), abdominal length (3.9-4.5 vs. 4.6-5.4 in
SL), eye diameter (5.2-6.2 vs. 6.2-6.9 in HL), pelvic fin-spine length (3.9-4.5 vs. 3.1-3.8 in SL), caudal penduncle
depth (8.3-9.6 vs. 7.5-8.1 in SL), upper caudal-ray length (2.8-3.6 vs. 2.0-2.3 in SL), lower caudal-ray length
(24-3.5 vs. 1.8-2.0 in SL), and right mandibular ramus (3.9—4.6 vs. 4.8-5.6 in HL). Besides, H. arecuta n. sp.
differs from H. luteus by short dorsal spine length (mean 31.6 % vs. 34.4 % of SL), the length of right mandibular
ramus (3.9—4.6 vs. 4.8-6.1 in HL), abdominal length (3.9—4.5 vs. 4.4-5.0 in SL), head depth (1.6-1.7 vs. 1.7-1.9 in
HL), and interorbital width (2.6-3.0 vs. 2.9-3.6 in HL). Also some ratios distinguish H. arecuta n. sp. from H.
luetkeni: predorsal length (2.3-2.6 vs. 2.5-3.0 in SL), cleithral width (3.0-3.4 vs. 3.3-4.0 in SL), pectoral-fin spine
length (2.8-3.3 vs. 3.1-3.8 in SL), and caudal peduncle length (3.0-3.6 vs. 2.8-3.1). Finally, short dorsal spine
length separates H. arecuta n. sp. from H. luteomaculatus (mean 31.6 % vs. 40% of SL).

Hypostomus arecuta can be differentiated from H. boulengeri, H. commersoni and H. cochliodon by the colour
pattern. Also, H. commersoni has strong lateral keels which are absent in H. arecuta, H. cohliodon bears fewer
premaxillary and dentary teeth than H. arecuta n. sp (8/9 vs. 66-85/63—-84, respectively). Hypostomus arecuta
shares with H. luetomaculatus and H. microstomus a similar dorsal colour pattern, however H. luteomaculatus and
H. microstomus have dark ventral surface of head and body with light vermiculated dots vs. head and belly plain
cream in H. arecuta. Some counts distinguish H. arecuta from H. luteomaculatus: scutes along lateral line 26-28
(mode 27) vs 28-29 (mode 29), scutes between end of dorsal fin to adipose fin 5-6 (mode 6) vs 67 (mode 7);
scutes from adipose to caudal fins 3—5 (mode 5) vs. 5-8 (mode 6), and scutes from anal to caudal fins 12—14 (mode
14) vs. 14-16 (mode 16), respectively. Finally H. arecuta n. sp. has a greater number of teeth than H. microstomus
(66-85/63-84 vs. 7-11/7-13).

Description

Meristic and morphometric data are presented in Table 1. Dorsal profile slightly convex from snout tip to
anterior margin of eyes, straight at interorbital area, convex from interorbital area to dorsal-fin origin, and almost
straight from dorsal-fin origin to end of adipose fin. Body width at cleithral region larger than head depth. Head
broad and shallow dorsally covered with plates, except for a quadrangular naked area on snout tip.
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Supraoccipital bone with a shallow median ridge, and with a relatively well developed posterior process
bordered by a wide nuchal plate. A shallow ridge originating laterally to the nares, passing through supraorbital,
and extending to median portion of pterotic-supracleithrum. Opercle small, with odontodes more developed
distally.

Oral disk ovoid, lower lip covered with numerous papillaec decreasing in size posteriorly. Maxillary barbels
moderately developed, about as long as orbital diameter. Sixty-six to 85 (holotype 74) teeth in premaxilla, 63 to 84
(holotype 72) in dentary. Teeth bicuspid, curved inward distally, mesial cusp two or three times longer than lateral
cusp, distal margin of mesial cusp rounded in replacement teeth and straight in functional ones. Body covered with
five rows of moderately spinulose scutes. Tip of snout mostly naked even in large specimens, bearing two lateral
vertical patches of odontodes.

Ventral surface of head naked, with small or large patch of platelets before branchial opening. Abdomen
covered with minute platelets, with exception of small area around pectoral fin and small or large area around
pelvic-fin insertions, and small area at urogenital opening. Preanal plate absent. Caudal peduncle laterally
compressed, rather ovoid in cross section.

Twenty-one to 23 (mode 22) dorsal plates, 25-26 (mode 24) mid-dorsal plates, 24-25 (mode 25) median
plates, 26—28 (mode 27) mid-ventral plates, 21-22 (mode 22) ventral plates. Three predorsal plates, 9-10 (mode 9)
plates below dorsal fin, 5-6 (mode 6) preadipose plates, 4-5 (mode 5) plates between adipose fin and caudal fin,
12-14 (mode 14) plates between anal fin and caudal fin.

Dorsal-fin 11,7, its origin placed at vertical closer to pelvic-fin origin than pectoral-fin origin. Dorsal-fin
margin straight. Adipose-fin spine compressed and curved backward. Pectoral fin 1,6, its posterior border straight.
Pectoral-fin spine slightly curved inward, covered with weakly developed odontodes, slightly more developed on
its distal portion in larger specimens. Tip of pectoral fin reaching one-third pelvic-fin spine length. Pelvic-fin L5,
its posterior border slightly roundish. Pelvic-fin spine surpassing anal-fin origin. Anal fin 1,4, its tip reaching the
6th plate after its origin, 2** and 3™ branched rays longer. Caudal-fin margin concave, I,14.I, with inferior lobe
longer than superior one.

Phylogenetic position of Hypostomus arecuta

The new species described above, Hypostomus arecuta, is distinguished from others species of the genus by a
combination of morphological and molecular features. Hypostomus arecuta is apparently endemic to the Parana
river in Argentina. According to our phylogenetic tree, H. arecuta, together with H. ternetzi, H. isbruekeri, H.
aspilogaster, H. uruguayensis, H. latifrons, H. latirostris, H. luteus, H. albopuntactus, H. johnii and H. luetkeni
form the clade D4 (see Fig. 2). Although our results show that the node that clusters clades D4 and D3 shows low
statistical support in the ML analysis, other data support this relationship: following Muller and Weber (1992), the
Hypostomus species of clade D4 shares with species of clade D3 the presence of white spots on the body, wide
mandible, and long-crowned teeth (defining the so called Hypostomus regani group). Species belonging to other
clades (D1 and D2, Fig. 2) display black widespread spots on the body, medium-sized mandible, and short-
crowned teeth (forming the so called Hypostomus plecostomus group). Moreover, karyological studies show that
some species of the Hypostomus regani group have a fundamental chromosome number of near 72 and some
species of the Hypostomus plecostomus group have a fundamental number near 68 (Zawadzki et al., 2004).
Therefore, these morphological, colour pattern and karyological data support our phylogenetic analyses showing a
division of Hypostomus species into two principal clades, clade D1+D2 (Hypostomus plecostomus group) and
clade D3+D4 (Hypostomus regani group). Thus, the new species H. arecuta. is considered as a member of the
Hypostomus regani group.

Colour in alcohol

Overall ground colour of body and fins dark grey. Overall ground color of ventral area a plain, lighter, cream
color in some specimens. Dorsal surface of head, body, and fins entirely covered by numerous rounded cream dots,
smaller and closer on head. Dorsal, pectoral, and pelvic- fins with dots regularly or irregularly arranged in rows
along their rays. Adipose fin with rounded, cream dots. Caudal fin with scattered, rounded cream dots on rays and
membranes.
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Distribution

Hypostomus arecuta is known from the Parand river at Yahapé and Ituzaingé (Corrientes province), Candelaria
(Misiones province), and Santa Fé (Santa Fé province), Argentina. Hypostomus arecuta is sympatric with H.
commersoni, H. cochliodon, H. uruguayensis, H. latifrons, H. ternetzi, H. luteomaculatus, H. microstomus, and H.
boulengeri.

Etymology
The specific epithet arecuta is a Guarani word arecutd that means loricariid fish.

Habitat

The specimens of Hypostomus arecuta were collected in coastal areas of the Parand river main channel. The
bottom was composed mostly by large boulders of sandstone with patches of sand and pebbles. The species was
found in well oxygenated waters having moderate current speed, about 0.60 m s™'. Water transparency was within
the most frequent range registered in the river (1.50-2.40 m). Conductivity was generally low and typical for the
river (50.9-59.6 uS cm™). The pH was slightly acidic to neutral (6.8-7.1).

Discussion
The origin of species diversity of Hypostomus in the Parana river basin

According to the results presented here and to Montoya-Burgos (2002, 2003), the phylogenetic tree of the
genus Hypostomus can be divided into four principal clades (Fig. 2). Since each clade includes at least one species
from the Parand river basin and at least one from the large Amazon system, it can be deduced that old inter-basin
allopatric speciation has participated in the diversification of Hypostomus in the Parand river basin. In addition,
lineages with multiple species inhabiting the Parand river basin are found in clades D2, D3 and D4. This indicates
that speciation within the basin also shaped the diversity of Hypostomus there.

The biogeographic analysis of the inter-basin relationships in clade D1 shows that H. cochliodon, from the
Parana river, clusters with Hypostomus sp. 1013, from the Amazon basin (Fig. 2), and our calibrations indicate that
the splitting event can be dated to 6.5 Ma. To explain this age, we would have to invoke temporal connections
between the upper Paraguay and Southern tributaries of the Amazon posterior to the inferred age of the boundary
displacements and water interchange between the Northern paleo Amazon-Orinoco basin and La Plata basin (11.8—
10 Ma) (Lundberg et al., 1998). When these temporal interconnections ceased, the isolation of populations in both
basins would have resulted in the allopatric speciation that gave rise to H. cochliodon and H. sp. 1013.

The clade D2 shows that species inhabiting the Amazon system cluster with species from La Plata basin +
Eastern South America coastal rivers (Fig. 2). According to the D-loop molecular clock, the splitting event between
these two groups can be dated to 11.3 Ma. This result is in accordance with the estimated date for this clade in
Montoya-Burgos (2003). This inferred age matches with the documented boundary displacements between the
Northern paleo Amazon-Orinoco system and the La Plata basin that occurred at about 11.8—10 Ma (Lundberg e al.,
1998). Once the headwater exchanges due to the boundary displacement were finished, the isolation of populations
in both basins would have resulted in speciation, giving rise to the two lineages of clade D2.

Within clade D3, the species inhabiting the Amazon basin and those from La Plata basin + S@o Francisco river
(see Fig.2) form two distinct lineages that originated about 11.8 Ma according to the D-loop data. In Montoya-
Burgos (2003), this event had a slightly more recent date (10.2-10.1 Ma.). However, both estimations correspond
well with the date estimated for the last major water interchange between the paleo Amazon-Orinoco and La Plata
basin reported above for clade D2.

In clade D4, the splitting between species inhabiting North-eastern South America coastal rivers (being part of
the Amazon system), represented by H. johnii, and species from the Parand river + Eastern South America coastal
rivers, represented by H. albopunctatus + H. luetkeni, was dated to 9.3 Ma. Differing from what was proposed in
Montoya-Burgos (2003), this estimated age does not correspond to the boundary displacements between the
Northern paleo Amazon-Orinoco system and La Plata basin (11.8—10 Ma). This difference can be explained by the
exclusion of the sequence of Hypostomus sp. (Tib 1), used in Montoya-Burgos (2003), from our analysis and also
because in this work we used a smaller segment of D-loop marker than in Montoya-Burgos (2003). According to
our results, the diversification episode within clade D4 would be another case of more recent water interchange via
a temporal connection between the two main basins, as was already the case for clade D1. In addition, the
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evolutionary position of H. johnii within the clade D4 (fig. 2) would allow us to suggest that the direction of the
dispersal event was from the La Plata basin towards the Amazon system.

In summary, our results suggest that at least four independent allopatric speciation episodes occurred between
the Amazon system and the Parand basin river + Sdo Francisco + Eastern South America coastal rivers. In clade D2
and D3, these allopatric speciations may be explained by the boundary displacement between the Northern paleo
Amazon—Orinoco and the Southern La Plata basin which occurred between 11.8—10 Ma (Lundberg et al., 1998).
As indicated in clades D1 and D4, two more recent allopatric speciations (6.5 Ma for clade D1 and 9.3 Ma for clade
D4) occurred by headwater exchanges and subsequent isolation between the northern and southern river systems,
involving probably the upper Paraguay and Southern tributaries of the Amazon (Lundberg et al., 1998).
Accordingly, more recent population splitting between the Amazon and Parand river basins has been reported
(between 2.3 and 4.1 Ma) for the migratory fish Prochilodus (Sivasundar et al., 2001). Moreover, other recent
dispersal events between these two basins are further exemplified by the distribution ranges of Pygocentrus
nattereri (Hubert et al., 2007) and Pseudotylosurus augusticeps (Lovejoy and De Araujo, 2000). These data and
our results suggest that the temporary connections between the Amazon and Parand river basins would be more
frequent than previously thought.

The second origin of the diversity of Hypostomus species in the Parand river basin is shaped by intra-basin
speciation and occurs within the La Plata basin. In clade D2, the node including all species present in La Plata basin
(seven species) was estimated to 7.45 Ma according to our molecular clock. This date coincides with the second
reported event of maximum flooding of marine transgression during the Miocene (10-5 Ma) (Herndndez et al.,
2005). The extensive marine incursion onto the Parand river basin could have isolated the tributaries of this basin,
generating several allopatric speciations in different and strictly freshwater organisms that habited the La Plata
basin. Once the sea retreated, the newly formed species would have dispersed throughout the current La Plata
basin, enriching its biodiversity. It is important to note that H. puntactus from Eastern South American coastal
rivers emerges within the group inhabiting the La Plata basin. This fact was explained by Montoya-Burgos (2003)
as a dispersal event from the La Plata basin towards the Eastern South American coastal rivers.

In clade D3, the calculated age for the origin of the species occupying the La Plata basin is 9.35 Ma. (eight
species). This estimated age also coincides with the event of the marine transgression that occurred 10-5 Ma
(Hernandez et al., 2005). Also, within this clade, there are species of the Sdo Francisco river, which reveal,
according to Montoya-Burgos (2003), a colonization event of the Sdo Francisco river from the La Plata basin.

In clade D4, the node that contains the species inhabiting the La Plata basin is dated to 13.5 Ma; since then at
least 10 species were formed. This estimated age is in accordance with the first event of maximum flooding of the
marine transgression that occurred 15-13 Ma (Hernédndez et al., 2005). As previously mentioned, within this clade
emerges H. johnii from Northern South America coastal rivers and H. luetkeni from Eastern South America coastal
rivers. This result demonstrates two dispersal events; both are posterior to the origin of the species diversity of the
La Plata basin.

It is important to note that intra-basin diversification increases with the age of the origin of the lineage. In clade
D2 the intra-basin diversification started 7.45 Ma and generated seven species; in clade D3 it started 9.35 Ma and
gave rise to eight species; in clade D4 it started 13.5 Ma and resulted in ten species. These species numbers are
underestimates as new species might be discovered and others might have become extinct. In this respect, the new
species described here, H. arecuta, contributes importantly to our understanding that clade D4 is the most ancient
and diverse Hypostomus lineage inhabiting almost exclusively the La Plata basin. This high diversity is the result
of intra-basin speciations.

Therefore, we see that Hypostomus species diversity in the Parand river, and in consequence in the La Plata
basin, is moulded by two processes. One is the inter-basin diversification, which generated groups of species
inhabiting different basins as result of dispersal events, as proposed by the hydrogeological hypothesis (Montoya-
Burgos, 2003). In this context, paleo hydrogeological changes during the Miocene have promoted vicariance and
dispersal routes yielding a high degree of diversification of species of fishes in the Neotropical region. The other
process that shaped species diversity of Hypostomus is intra-basin speciation, which produced groups of species
inside a basin due to habitat fragmentation. We see that the origin of species diversity inside the La Plata basin
temporally matches with the marine transgression in the Parand river basin. As proposed by the museum hypothesis
(Nores, 1999), this marine incursion could have fragmented the La Plata basin resulting in several allopatric
speciation events. The historical biogeography of Hypostomus argues that several documented hydrological and
sea level changes deeply influenced the cladogenetic events observed in the phylogeny of this genus.
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Possible connection between the Parana and Uruguay rivers

The hydrographical patterns of the Parand and Uruguay rivers indicate that they can be considered as
belonging to the same basin (La Plata basin) as the Lower Paran4 is connected to the Lower Uruguay via the Rio de
la Plata estuary. This configuration has been maintained almost unchanged for the last 10 Ma (Lundberg et al.,
1998). Sivasundar et al. (2001) mentioned that several conspecific populations are currently distributed along the
Parand and Uruguay rivers, dispersing probably through the Rio de la Plata estuary. This dispersal route, which
allows gene flow between the two rivers, may explain why representatives of H. commersoni are genetically
similar in those two rivers as well as in the Rio de la Plata estuary. However, according to the distribution range of
some Hypostomus species in the La Plata basin, we can propose other possible ancient dispersal routes between the
Parand and Uruguay rivers. The examined material in this work and the bibliography about Hypostomus
luteomaculatus, H. uruguayensis, and H. ternetzi show that these species are distributed in the Parand and Uruguay
rivers. Contrary to H. commersoni, these species have never been reported from the Rio de la Plata estuary. These
three species could have either gone extinct or have left the Rio de la Plata estuary. Alternatively, they might have
dispersed through temporal connections between Northern tributaries of the Parand and Uruguay rivers.

During the Miocene (24-5 Ma), the Parand and Uruguay rivers became disconnected from one another
resulting in the present configuration (Beurlen, 1970). However, the topology and proximity between some
tributaries of these two rivers allows us to hypothesize that water pathways between the Parand and Uruguay rivers
could have existed during flood periods. Weber (1987) suggested that the Aguapey river can be a connection
between the Parand and Uruguay rivers. Later on, Casciotta et al. (2005) mentioned that it is probable that at
present ichthyofaunal exchanges can take place between the Laguna Iberd (Parand river basin) and the Mirifiay
river (Uruguay river basin) during flood periods. An exhaustive population genetic analysis could be useful to
understand the dispersal routes used by some Hypostomus species to maintain gene flow between populations
inhabiting Parand and Uruguay rivers basin.
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Additional specimens examined

Argentina. Hypostomus boulengeri, MACN-ict 9644, 1 ex., 121.8 mm, Corrientes Province, Parana river at
Ituzaingd. Hypostomus commersoni: ILPLA1907, 8ex, El Pescado, La Plata, Buenos Aires. Hypostomus
paranensis: ILPLA1914, 2 ex, Cérdoba, Cordoba Capital, Suquia river. Hypostomus ternetzi, MACN-ict 9645, 1
ex. 150 mm Corrientes Province, Parand river at Yahape. Hypostomus uruguayensis, MACN-ict 9651, 1 ex., 159.0
mm, Corrientes Province, Paranda river at Yahape. Brazil. Hypostomus luteus: MCP19991, lex., Santa Catalina,
Uruguay river basin, Uruguai river, proximo a pedra da Fortaleza. MCP20751, lex., Santa Catalina, Uruguay river
basin, Uruguai river, proximo a pedra da Fortaleza. Hypostomus regani: MCP19989, 1 ex., Santa Catalina,
Uruguay river basin, Uruguai river, proximo a pedra da Fortaleza. MCP28628, 1 ex., Rio Grande do Sul, Uruguay
river basin, Uruguai river, no Remanso da Timbatva, cerca de 1500m do inicio do Salto do Yucuma. MHNG
2547017, 3ex. , 141, 86-162,09 mm, Sao Pablo, Mogui Guazu Cach.
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A new species of Hypostomus (Siluriformes: Loricariidae) and detailed record of H. boulengeri
from the Paraguay river basin, Argentina
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Hypostomus formosae n. sp. is described for the Paraguay river basin, Argentina. It can be distinguished
from all other Hypostomus by having the combination of the following features: dorsum of head, body
and all fins bright grey covered by numerous rounded dark dots and 11 ventral plates between end of
anal-fin base and caudal fin (vs. more than 11). In addition, the new species is distinguished from the
most similar sympatric species, H. boulengeri by slightly higher cleithral width, dorsal-fin base length,
caudal-peduncle depth and by narrower caudal-peduncle length, eye diameter and mandibulary ramus
length. Hypostomus formosae belongs to the Amazonian “H. plecostomus species group” and our
molecular phylogenetic results show that it is the sister species to the Guianese H. plecostomus,
highlighting past inter-basin ichtyofauna exchanges. We also provide detailed record of H. boulengeri
for the first time in Argentina, collected in Paraguay river, at Formosa city.

Keywords
Armored catfish, Mitochondrial Control Region, phylogeny, Neotropical fish, South America.

Introduction

The Paraguay river is the main tributary of the Parana river basin. Its waters run through four countries:
Brazil, Bolivia, Paraguay and Argentina. Despite its great extension and importance, knowledge about
its ichthyofauna is still scarce and, in particular, about the species of the loricariid catfish genus
Hypostomus Lacepede, 1803. Nevertheless, the Paraguay river hosts several species of Hypostomus
which were recently listed by Zawadzki et al. (2010). As stated by these authors, ten valid species were
described based on specimens collected in the Paraguay river basin: H. cochliodon Kner, 1854; H.
ternetzi (Boulenger, 1895); H. borellii (Boulenger, 1897); H. boulengeri (Eigenmann & Kennedy,
1903); H. latirostris (Regan, 1904); H. variostictus (Miranda Ribeiro, 1912); H. latifrons and H. piratatu
Weber, 1986; H. mutucae Knaack, 1999; and H. peckoltoides Zawadzki et al., 2010. In addition, four
species of Hypostomus were cited for the Paraguay river basin: H. commersoni Valenciennes, 1836; H.
robinii Valenciennes, 1840; H. paranensis Weyenbergh, 1877; and H. regani (Ihering, 1905) (Liotta,
2005; Zawadzki et al., 2010).
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Weber (1985, 1986, 1987) provided a regional revision of Hypostomus from Paraguayan rivers, but in
his publication of 1986 he worked only with species inhabiting the Paraguay river basin. In that work, he
reviewed Hypostomus boulengeri, described H. piratatu and H. latifrons, and designated the lectotype of
H. commersoni. He also clarified that the specimens collected in the Paraguay river basin and which had
been previously identified as H. plecostomus (Linnaeus, 1758), were in fact H. boulengeri. The absence
of H. plecostomus in the Paraguay river basin reinforce the conclusions of Boeseman (1968), who
showed that the distribution of H. plecostomus is limited to the coastal area of Suriname, Guyana and
French Guyana. Recently, Weber et al. (2012) investigated the identity of H. plecostomus based on
classical morphometrics and allozyme analyses and designated a lectotype to stabilize the taxonomy of
this species.

On the other hand, Weber (2003) and Lopez et al. (2005) listed Hypostomus boulengeri from Argentina,
though they did not provide locality details nor examined material, leaving uncertain about its accurate
distribution in that country.

From a biogeographical point of view, the Paraguay river cannot be separated from the Middle and
Lower Parana river. Lower Paraguay river reaches its end joining with the Middle Parana river and at
that point there is no evidence of physical barrier to fish fauna exchange. Thus, it is expected that the
species that inhabit the Middle Parana river could also be present in the Lower Paraguay river. Species
of Hypostomus with such a distribution could be H. alatus Castelnau, 1855; H. hermanni and H.
paulinus (Thering, 1905); H. albopunctatus (Regan, 1908); H. luteomaculatus (Devincenzi, 1942); H.
microstomus Weber, 1987; and H. uruguayensis Reis et al., 1990 (Lopez et al. 2005; Liotta, 2005;
Cardoso et al. 2012).

According to Weber (2003), the highest diversity in species of Hypostomus is found in rivers of the
Parana-Paraguay system. In an attempt to better comprehend fish species diversity in this system, we
present and describe here a new species of Hypostomus from Paraguay river basin and provide a detailed
record of H. boulengeri for Argentina.

Material and methods

Taxon sampling and morphological analyses

Specimens were collected in bafiado La Estrella (Pilcomayo river basin), Saladillo stream (affluent of
Paraguay river basin), riacho Portefio (Pilcomayo river basin), Bermejo river (affluent of Paraguay river
basin), and Paraguay river at Formosa city, Formosa province, Argentina (Fig. 1). Fishes were caught
using cast nets and hand nets. The permissions to collect fish were given by the Ministerio de la
Produccion y Ambiente, Direccion de Registro, Control y Fiscalizacion de la Provincia de Formosa,
Argentina. Tissue samples for genetic studies were preserved in ethanol 96 % and stored at -20 °C, the
vouchers specimens were fixed in formalin 4 % for morphological studies and deposited at Ichthyology
Collection of Museo Argentino de Ciencias Naturales (MACN-Ict). All measurements were taken point
to point with digital calipers to the nearest 0.01 mm. Measurements and counts of bilaterally
symmetrical features were taken from the left side of the body whenever possible; if a feature was
missing or broken on the left side, it was examined on the right side. Counts and measurements were
taken following Boeseman (1968), Weber (1985), and Reis et al. (1990). Body plate counts and
nomenclature follow Oyakawa et al. (2005). The oral disk width was measured at point of insertion of
the maxillary barbels.

Figure 1
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DNA amplification, sequencing, alignment and phylogenetic reconstruction

Total DNA was extracted using the salt-extraction protocol (Aljanabi & Martinez, 1997). The PCR
amplification of the Control Region (D-loop) of the mitochondrial DNA was performed as in Cardoso et
al. (2011). The PCR products were purified and sequenced by the company MACROGEN (Korea). New
sequences of Hypostomus commersoni, H. boulengeri and H. formosae n. sp. were deposited in
GenBank with the accession number: JX290092-JX290099. The editing of the sequences, the alignment
and the phylogenetic analyses were performed as in Cardoso et al. (2012). For the phylogenetic tree
reconstruction, we used sequences of different Hypostomus species deposited in GenkBank (AJ318344;
AJ318347-AJ318358; AJ318369—AJ318379). See also Appendix in Montoya-Burgos et al. (2002) for
taxonomic and collections details. In addition, nine species of the family Loricariidae were used as
outgroup which GenBank accession numbers are: AJ318345 (Hemiancistrus chlorostictus); J318346
(Aphanatorulus ammophilus); AJ318359 (Hemiancistrus fuliginosus); AJ318360 (Pterygoplichthys
zuliaensis); AJ318361 (Liposarcus multiradiatus); AJ318362 (Glyptoperichthys scrophus); AJ318363
(Squaliforma squalinus); AJ318364 (Squaliforma emarginatus) and AJ318365 (Isorineloricaria
spinosissima), as in Montoya-Burgos (2003).

Hypostomus formosae new species.

Holotype. MACN-Ict 9720 (Field number AR11-208), 177 mm SL, Argentina, Formosa, arroyo
Saladillo, affluent of Paraguay river basin, 26°26°28”’S 58°24°03°°W, 22 Nov 2011, Y. P. Cardoso, A.
Paracampo, J. I. Montoya-Burgos & C. Rivera.

Paratypes. MACN-Ict 9721 (Field number AR11-207), 170 mm SL, same data of holotype. MACN-Ict
9722, (field number AR11-452 to AR11-455), 4, 74.2-141 mm SL, Argentina, Formosa, banado La
Estrella, affluent of Paraguay river basin, 24°24°32,2”S 60°20°02,9”W, 24 Nov 2011, Y. P. Cardoso, A.
Paracampo, J. I. Montoya-Burgos & C. Rivera. ILPLA 1972, (field number YC-940 and YC-941), 2,
64.1-74 mm SL, Argentina, Formosa, Pilcomayo river basin, Portefio stream, close to Verai lagoon,
25°10°327”S 57°58°11”W, 21 Feb 2007, C. Baigun, F. Brancolini & P. Minotti.

Diagnosis. Distinguished from all congeners by the combination of two characters: dorsum of head and
body and all fins bright grey covered by numerous rounded dark dots and 11 ventral plates between end
of anal-fin base and caudal fin. This color pattern distinguishes H. formosae n. sp. from species with
cream roundish dots on a dark background (such as H. albopuctatus, H. peckoltoides, H. luteus, H.
regani, H. luteomaculatus, H. luetkeni, H. strigaticeps, H. multidens and H. microstomus) and from
species with homogenous color (such as H. ternetzi, H. cochliodon, and H. latirostris). Distinguished
from sympatric species with similar color pattern (dark roundish dots on a lighter background) by the
number ventral plates between end of anal-fin base and caudal fin, 11 vs. 13 or 14 in H. latifrons, 14 in
H. boulengeri and H. piratatu, 15 in H. commersoni and H. uruguayensis, 16 in H. dlouhyi, and 17 in H.
paranensis. According to our phylogenetic tree, H. formosae n. sp. is the sister species to H.
plecostomus, from which it differs by the same character (11 vs. 14 plates in H. plecostomus). Also
differentiated from H. commersoni, H. paranensis, H. dlouhyi, H. piratatu, and H. uruguayensis by the
number of plates along lateral line (25 or 26 vs. more than 27). Analyzed specimens of H. formosae n. sp
and H. boulengeri with similar SL (54-82 mm SL) differ in some morphometric characters: cleithral
width (32.0+0.5 vs. 31.2+0.8 percent of SL), dorsal-fin base length (31.0£1.5 vs. 28.7+0.5 percent of
SL), caudal-peduncle length (30.5+2.3 vs. 35.1+1.3 percent of SL), caudal-peduncle depth (11.4+0.4 vs.
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10.3+0.5 percent of SL), eye diameter (15.9+1.7 vs. 18.9 £0.8 percent of HL), and mandibulary ramus
length (11.9£1 vs. 14.3+1.1 percent of HL).

Description. Morphometric and meristic data given in Table 1. Overall view of body in Figs. 2 and 3.
Dorsal profile slightly straight from snout tip to inter-orbital area, somewhat convex from interorbital
area to dorsal-fin origin, and gently descending from this point to end of caudal peduncle. Ventral
profile almost straight from snout tip to caudal fin. Dorsal plates between end of dorsal-fin and adipose-
fin spine flattened. Body width at cleithral region greater than head depth. Head covered dorsally with
plates, except for naked area on snout tip. Noticeable keel originating laterally to nare, passing through
supra-orbital, and extending to throughout dorsal-fin base. Mouth rounded, lower lip not reaching
transversal through gill openings, ventral surface covered with numerous small papillae decreasing in
size posteriorly. Premaxillary teeth 13-21 (mode 16), dentary teeth 10-20 (mode 17). Snout tip naked
even in specimens larger than 140 mm SL. Dorsal-fin base naked. Body with four well-developed keels
along flanks. Dorsalmost keel situated on dorsal series plates. Keel on mid-dorsal series of plates
interrupted to end dorsal-fin base. Keels on median series of plates and mid-ventral originating
immediately posterior to cleithrum, more conspicuous on anterior half of trunk. Caudal peduncle
laterally compressed, roughly ovoid in cross section.

Abdomen completely covered with minute platelets in specimens larger than 140 mm SL, with
exception of small areas around pectoral- and pelvic-fin insertions and at urogenital opening. Dorsal
plates 21, mid-dorsal plates 24 (one specimen with 25), median plates 24 or 25, mid-ventral plates 25,
ventral plates 21. Pre-dorsal plates 3, plates below dorsal fin 8, plates between adipose fin and caudal fin
6 or 7, plates between anal fin and caudal fin 11. Dorsal-fin rays II,7, its origin at vertical through
midpoint between pectoral and pelvic fins, or slightly posterior to that point. Dorsal-fin margin straight.
Adipose-fin spine curved inward. Pectoral-fin rays L,6, its posterior border straight. Pectoral-fin spine
slightly curved inward, covered with weakly developed odontodes, slightly more developed on its distal
portion in specimens larger than 140 mm SL. Pectoral-fin tip reaching half pelvic-fin spine length.
Pelvic-fin rays 1,5, its posterior border slightly curved. Pelvic-fin spine just surpassing anal-fin origin
when depressed. Anal-fin rays 1,4, its tip reaching seventh plate after its origin. Anal-fin rays
progressively increasing in size, third branched ray usually longest. Caudal-fin rays i,14,i, its margin
slightly curved with inferior lobe longer than superior one.

Figures 2 and 3. Table 1

Coloration in alcohol. Overall ground colour of body and fins light grey, lighter on ventral surface.
Dorsal surface of head, body, and fins entirely covered by numerous conspicuous dark dots, smaller and
closer on head. Ventral surface also with evident dark dots in specimens larger than 140 mm SL. All fins
with dots regularly arranged in rows along rays.

Distribution and habitat. Hypostomus formosae n. sp. is known from the Paraguay river basin at three
different localities: bafiado La Estrella, arroyo Saladillo and riacho Portefio, all situated in Argentina. In
the sampling points, the bottom of the streams was composed mostly by large boulders of sandstone
with patches of sand and pebbles. The species was found in well oxygenated waters (5.9-6.62 mg/l)
having moderate current speed. Water turbidity was 51.1-98.1 N.T.U. Conductivity was 67.1-660 uScm”
!. The pH was 6.43-7.29.
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Other species of Hypostomus have been cited close to the sampled localities, in the Paraguay and Parana
rivers basin. Thus, H. formosae n. sp. seems to be sympatric with H. microstomus, H. luteomaculatus, H.
ternetzi, H. boulengeri, H. commersoni, H. paranensis, H. latifrons, and H. uruguayensis.

Etymology. The specific epithet formosae is derived from the Formosa province, Argentina, where this
species seems to be restricted.

Hypostomus boulengeri (Eigenmann & Kennedy, 1903)

Plecostomus boulengeri Eigenmann & Kennedy, 1903.
Plecostomus guacari (Lacepede, 1803), sensu Regan 1904.
Plecostomus plecostomus (Linne, 1758), sensu Eigenmann et al., 1907.

Description. Morphometric and meristic data given in Table 1. We also show in Fig. 4 a live specimen.
Dorsal profile slightly straight from snout tip to inter-orbital area. Dorsal plates between end of dorsal-
fin and adipose-fin spine flattened. Body width at cleithral region greater than head depth. Head covered
dorsally with plates, except for naked area on snout tip. Mouth rounded, lower lip not reaching
transversal through gill openings, ventral surface covered with numerous small papillae. Premaxillary
teeth 17-28 (mode 25), dentary teeth 20-29 (mode 25). Median plates series 26-27. Pre-dorsal plates 2,
plates below dorsal fin 8-9, plates between adipose fin and caudal fin 5 or 6, plates between anal fin and
caudal fin 13-14. Dorsal-fin rays II,7, its margin straight. Adipose-fin spine curved inward. Pectoral-fin
rays L6, its posterior border straight. Pectoral-fin spine slightly curved inward. Pelvic-fin rays 1,5, its
posterior border slightly curved. Pelvic-fin spine just surpassing anal-fin origin when depressed. Anal-
fin rays 1,4, its tip reaching seventh plate after its origin. Anal-fin rays progressively increasing in size,
third branched ray usually longest. Caudal-fin rays 1,14,1.

Figure 4

Coloration in alcohol. Overall ground colour of body and fins light grey/brown, lighter on ventral
surface. Dorsal surface of head, body, and fins entirely covered by numerous dark patches, smaller and
closer on head and less clear in the caudal peduncle.

Distribution. Hypostomus boulengeri is known from the Paraguay river basin, Argentina, Brazil and
Paraguay. In Argentina, it is only known at Formosa city. Previous records did not provide information
about sampling localities.

Ecological notes. Specimens of Hypostomus boulengeri were found in the brim of the large Paraguay

river. The bottom of the river was composed mostly by sand and pebbles. A layer of vegetation was at
the surface of water. The species was found in well oxygenated waters (4.97 mg/1) having low current
speed. Water turbidity was 193 N.T.U. Conductivity was 163.3 pScm™. The pH was 6.9.

Material examined. MACN-Ict 9723, (field number AR11-609 to AR11-624), 16, 54.2-75.3mm SL,
Argentina, Formosa, Paraguay river, at Formosa city, 26°12°4,6”°S 58°08°43,9°W.



223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249
250
251
252
253
254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267

Phylogenetic analyses. A molecular phylogenetic approach was used to corroborate the species status of
Hypostomus formosae n. sp., and to place it within the evolutionary tree of the genus. The mitochondrial
D-loop sequences were obtained for four individuals of H. formosae n. sp., three H. boulengeri and one
H. commersoni from Paraguay river basin. The sequence alignment of the mitochondrial D-loop region
comprised 592 positions and 81 sequences of different species of Hypostomus. The evolutionary
relationships of the genus Hypostomus is the same as found in Montoya-Burgos (2003) and Cardoso et
al. (2012). All species of Hypostomus form a monophyletic clade named Clade D (Fig. 5). This clade
can be organized into four monophyletic groups, D1, D2, D3, and D4. According to our phylogenetic
tree, H. formosae n. sp. together with H. boulengeri, H. derbyi, H. paranensis, H. commersoni, H.
plecostomus, H. watwata, and seven Hypostomus spp. form the clade D2 (see Fig. 5). Inside this clade,
note that H. formosae n. sp. clusters with the species inhabiting the Amazonian basin. Hypostomus
plecostomus, mainly distributed in the lower part of Guianese rivers (Weber et al. 2012) appear as sister
species to H. formosae n. sp. In turn, these two species cluster with five Hypostomus spp. from the
Amazonian basin and Northeastern South America coastal rivers and finally with H. watwata from
French Guyana.

The second sub-clade inside D2 (Fig. 5) includes species from Eastern South America coastal rivers (H.
puntactus) and the La Plata basin (H. commersoni, H. derbyi, H. paranensis, H. boulengeri, and two
Hypostomus spp.: Tib13 and. 1211). As expected, the four sequences of H. boulengeri cluster together
and the sequence of H. commersoni from Bermejo river, a tributary of the Paraguay river, cluster with
the other representatives of this species.

Figure 5

Discussion

Hypostomus formosae n. sp forms part of the “H. plecostomus species group” as defined by Muller &
Weber (1992) in external morphology, presenting black widespread dots on the body, median sized
mandible and short crowned teeth. Inside this group, H. formosae n. sp. is morphologically very similar
to H. boulengeri, H. dlouhyi, H. commersoni, H. piratatu, H. plecostomus and H. uruguayensis.
Notwithstanding, the number of ventral plates between the end of anal-fin base and the caudal fin (11)
distinguishes H. formosae n. sp. from species of Hypostomus inhabiting Paraguay and Middle Parana
rivers, but also from H. plecostomus, that inhabits the coastal area of the Guianese rivers. This
morphological diagnostic character is very useful since it allows the easy identification of H. formosae
n. sp. in the field and for non-expert taxonomists working on loricariids.

According to the published pictures in the work describing H. mutucae, H. formosae n. sp. can be
differentiated from this sympatric species by the color pattern (background grey vs. brown, respectively)
and by the width of the mouth (H. mutucae presents an unusually wide mouth). Regrettably, Knaack
(1999) did not give any morphometric data about the mouth of H. mutucae or counts of the number of
ventral plates between end of anal-fin base and caudal fin that would permit to confirm the
differentiation between these two species.

In addition to the external morphological similarities between Hypostomus formosae n. sp. and H.
plecostomus, our molecular phylogenetic result showed that they are sister species. The close
relationship between these two species and other Hypostomus spp. from the Amazon system — that
comprises the Amazon basin, French Guyana and Northeastern South America coastal rivers — is
intriguing. Past temporary connections between the Southern tributaries of the Amazon and upper
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Paraguay river basins could have been frequent as previously suggested by several authors (e.g. Lovejoy
& De Araujo, 2000; Sivasundar et al., 2001; Montoya-Burgos, 2003; Hubert et al., 2007; Cardoso et al.,
2012). The evolutionary position of H. formosae n. sp. in the phylogenetic tree of Hypostomus provides
new evidence for fish fauna exchange between the Amazon basin and the Paraguay river basin.

We also present here an extension of the distribution of Hypostomus boulengeri, which now includes
Rio Paraguay at Formosa city in Argentina. We provide the exact locality where this species was found
in Argentina and deposited the specimens in a national collection in the Museo Argentino de Ciencias
Naturales (see catalog numbers above) as reference material.

Weber (1986) defined two groups of Hypostomus boulengeri from Paraguay: “chacoenien” and
“oriental”. These groups can be differentiated by their geographical distribution. Following the sampled
locality, our specimens of H. boulengeri would belong to the “oriental group”. Despite the fact that we
examined the morphology of juvenile specimens only, they display some meristic and morphometric
characteristics corresponding to the “oriental group”, as the number of median plates and teeth (see
Table 1). The molecular phylogenetic analysis for this species revealed that the sequences of the
specimens collected in Asuncion, Paraguay (type locality) and Formosa city, Argentina (this study), do
not show high genetic divergence. These results confirm the identification of these specimens at the
species level. It would be very interesting to add molecular data of samples from the “chacoenien group”
to corroborate the distinction between the two groups proposed by Weber (1986).

Finally, the discovery of the new species increases the species diversity of the Paraguay river basin,
Argentina. Furthermore, we confirm with molecular data the present of H. commersoni in the studied
region.

The combined analysis of molecular and morphological data represents a very useful tool to elucidate
the systematics of complex groups such as Hypostomus. As an outcome of this integrated analysis, we
were able to recognize and to describe a new species of Hypostomus and provide a detailed record of H.
boulengeri for the Paraguay river basin in Argentina.

Material comparative examined.

Argentina. Hypostomus aspilogaster: ILPLA 2154 (Field number YC09-011), 395.0 mm SL, Buenos
Aires province, Punta Lara, Rio de la Plata basin; ILPLA 2155 (Field number YC09-082), 372.9 mm
SL, Buenos Aires province, Punta Lara, Rio de la Plata basin; ILPLA 2156 (Field number YC09-089
and YC09-090), 2, 281.2-285.2 mm SL, Entre Rios province, stream Mandisovi Grande, Federacion
department, Uruguay River basin. Hypostomus arecuta: Holotype. MACN-ict 9677 (Field number 198),
185.5 mm SL, Corrientes province, [tuzaingd, Parana River. Hypostomus commersoni: ILPLA1907, 8,
50-87.5 mm SL, El Pescado, La Plata city, Buenos Aires; MACN-Ict 9724 (Field number AR11-325),
176mm SL, Formosa province, El Colorado, Bermejo River. Hypostomus cordovae (Plecostomus
cordovae): Dorsal, ventral and lateral pictures of the holotype BMNH 1878.4.4.1. Hypostomus laplatae
(Plecostomus taeniatus): Dorsal, ventral and lateral pictures of the holotype BMNH 1908.8.29.17.
Hypostomus paranensis: ILPLA1914, 2, 58-78.8 mm SL, Cordoba, Cérdoba Capital, Suquia river.
Hypostomus ternetzi: MACN-ict 9645, 150 mm Corrientes province, Yahape, Parana river. Hypostomus
uruguayensis: MACN-ict 9651, 159.0 mm, Corrientes province, Yahape, Parana river.
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Brazil. Hypostomus luteus: MCP 19991, Santa Catarina, Uruguay river basin, Uruguay river, close to
pedra da Fortaleza. MCP 20751, 1, Santa Catarina, Uruguay river basin, Uruguay river, close to pedra da
Fortaleza. Hypostomus regani: MCP 19989, 1, Santa Catalina, Uruguay river basin, Uruguay river, close
to pedra da Fortaleza. MCP 28628, 1, Rio Grande do Sul, Uruguay river basin, Uruguay river, in
Remanso da Timbauva, close to 1500m of Yucuma waterfall. MHNG 2547.017, 3, 141,86-162,09 mm
SL, Sao Pablo, Mogui Guazu Cach. Hypostomus strigaticeps: dorsal, ventral and lateral pictures of some
of the syntypes BMNH 1907.7.6.10-12.

Guyane. Hypostomus plecostomus sensu Boeseman, 1968: MHNG 2651.066, 2, Berbice River, Dubulay
Ranch. MHNG 2651.077, 1, Berbice River, Cambo Cambo Creek, tributary of Wuruni River, Wuruni.
Suriname. Hypostomus plecostomus sensu Boeseman, 1968: MHNG 2708.046, 4, and MHNG 2708.047,
8, Commewijne River Basin, Mapana Creek, tributary of Commewijne River. MHNG 2621.023, 17,
Suriname River Basin, mouth of Paulus Creek, tributary of Lower Suriname River. MHNG 2708.042, 1,
Suriname River Basin, Klass Creek, Brokopondo. MHNG 2671.065, 16, Corantijn River Basin, Lower
Corantijn River at Matapi.
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Tables and Figures

TABLE 1. Morphometric and meristic data and counts of holotype and 7 paratypes of Hypostomus
formosae n. sp. and 16 specimens of H. boulengeri.

H. formosae n. sp.

H. boulengeri

Holotype Range Mean / SD Range  Mean/SD

Standard length SL. (mm) 177.0 64.1-177.0 108.7+46.3 54.2-75.3  66.7£7.4

Percents of SL Percents of SL
Predorsal length 35.48 34.8-41.9 37.9£2.9 36.5-41.5  39.6+1.9
Head length (HL) 31.12 31.1-39.3 35.443.1 30.0-32.1  31.3+0.8
Cleithral width 31.18 30.6-33.7 32.2+1.0 35.4-37.6  36.4+0.7
Dorsal-fin spine length 34.57 29.1-40.5 35.9+£3.7 32.9-37.6  30.3£2.0
Dorsal-fin base length 30.28 28.9-33.0 31.2+1.3 28.2-30.0  28.9+0.7
Thoracic length 23.72 22.0-26.0 24.5+1.1 22.2-27.1  24.2+1.7
Pectoral-fin spine length 33.61 30.4-33.6 31.6£1.2 30.5-32.7  31.6+0.7
Abdominal length 24.18 19.1-30.3 22.5+3.6 19.2-22.6  20.6£1.3
Pelvic-fin spine length 27.51 23.2-27.5 31.6+1.2 24.2-283  31.6+0.7
Caudal-peduncle length 31.29 29.1-34.8 31.2£2.3 33.2-36.3 35.2+1.2
Caudal-peduncle depth 10.84 10.8-11.9 11.3+0.4 9.8-11.1 10.3+0.5
Adipose-fin spine length 33.55 7.9-11.9 10.4+1.3 10.2-13.5  11.5¢1.2
Upper caudal-fin ray length 33.55 25.1-35.5 31.543.3 27.8-39.5  33.5+4.5
Lower caudal-fin ray length 26.55 20.1-48.5 343+10.8  26.1-454  35.1£7.9

Percents of HL Percents of HL
Head depth 64.60 54.0-90.5 64.9£12.2  55.0-79.1  60.9+8.2
Snout length 60.25 51.7-60.3 57.7£2.9 54.4-60.0  57.242.0
Orbital diameter 13.06 11.6-18.0 14.3£2.4 17.8-20.1 18.8+0.8
Interorbital width 44.82 41.3-46.6 43.5+1.8 40.0-43.8  42.8+1.3
Maxillary barbel length 17.96 9.8-18.0 12.7£3.33 8.5-12.2 10.3+1.4
Mandibulary ramus length 11.25 10.7-12.9 11.7+0.7 11.5-16.0  13.9+1.5
Counts mode mode
Median plates series 25 25-26 25 26-27 27
Predorsal plates 3 3 3 2 2
Dorsal plates below dorsal-fin
base 8 8 8 8-9 9
Plates between dorsal and
adipose fin 6 6-7 6 5-6 6
Plates between adipose and
caudal fin 3 3-4 3 2 2
Plates between anal and
caudal fin 11 11 11 13-14 13
Premaxillary teeth 13/14 13/21 16 17/28 25
Dentary teeth 10/14 10/20 17 20/29 25
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451  Fig. 1. Map showing the sampling localities. Circles: localities of Hypostomus formosae n. sp., white

452 circle: type locality. Square: H. boulengeri.
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454  Fig. 2. Hypostomus formosae n. sp., MACN-Ict 9720 (Field number AR11-208), Holotype, 177 mm SL.

455  Dorsal, lateral, and ventral views. Photo: Yamila P. Cardoso.
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Fig. 3. Lateral view of a live juvenile specimen of Hypostomus formosae n. sp., MACN-Ict 9722 (Field
number AR11-452), 82.8 mm SL, collected in the bafiado La Estrella, Formosa province, Argentina.

Photo: Yamila P. Cardoso.

Fig. 4. Lateral view of a live juvenile specimen of Hypostomus boulengeri, MACN-Ict 9723 (Field
number AR11-611), 57.8 mm SL, collected in the Paraguay river, at Formosa city, Formosa province,

Argentina. Photo: Yamila P. Cardoso.
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466  Fig. 5. Hypostomus phylogenetic tree based on the mitochondrial D-loop region. Numbers next to

467  branches are Bayesian posterior probabilities followed by bootstrap values (1000 pseudoreplicates)

468  when these are above 50%, respectively. Bold letters are abbreviations used for naming clades (see text).
469  The specimens of H. formosae n. sp., H. boulengeri and H. commersoni used in this work, are marked

470  with the number of their identification tag.
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