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RESUMEN

Rhamdia quelen es una de las especies taxondmicamente mas discutidas del neotrdpico. En
la ultima revisién morfoldgica del género se sinonimizaron 48 especies nominales con este
taxon, estableciéndose una distribucion que se extiende desde Méjico hasta la regidn
pampeana argentina. Este acto taxondmico fue cuestionado por sistematicos y bidlogos que
consideran la existencia de aislamiento entre algunas poblaciones que la componen. Rhamdia
quelen ha sido evaluado desde diversas disciplinas (morfologia, ecomorfologia, citogenética y
genética molecular) que apoyan la hipétesis de que conforma un complejo de especies y que
infieren la existencia de especies cripticas. Estudios morfoldgicos y moleculares mas recientes,
han conducido a la revalidacidn de algunas especies sinonimizadas con R. quelen y se ha
constatado una gran divergencia genética entre las poblaciones cis y transandinas de este
taxon.

Aunque Rhamdia quelen ha sido estudiada desde diferentes disciplinas, cada una de ellas
fue abordada de modo independiente y sobre poblaciones distintas. En esta tesis se planted
como objetivo, incrementar el conocimiento de este taxén mediante un estudio
multidisciplinario que permitiera establecer si existian diferencias entre las poblaciones de R.
quelen de las cuencas del Parand y Uruguay en Misiones (Argentina). Para ello se analizaron
caracteres morfoldgicos, citogenéticos y moleculares, abordando un enfoque taxondémico
iterativo. Se empled como hipdtesis de partida la delimitacién molecular, que luego fue puesta
a prueba, mediante el andlisis de caracteres morfoldgicos y citogenéticos. Estos linajes son
recuperados como clados monofiléticos en los analisis de Maxima Parsiménia y Maxima
verosimilitud, definidos como especies hipotéticas por el ABGD y presentan distancias
genéticas intergrupos que superan siempre el 3%. La aplicacion subsiguiente de los estudios
morfoldgicos solo permitié corroborar la distincion del linaje QUE3, endémico de la cuenca del
arroyo Urugua-i. Este linaje se caracteriza por un craneo dorsoventralmente bajo, corta
longitud de su proceso supraoccipital y ausencia del poro sensorial s4. En todos los demas
linajes se observé una gran plasticidad fenotipica de los caracteres morfométricos, meristicos e
incluso osteoldgicos que no permite su diagnosis en base a este tipo de caracteres.
Finalmente, la comparacion de los clados en base a caracteres citogenéticos no fue posible,
dado que no se consiguieron preparaciones cromosomicas de calidad en todos los clados. De
todos modos se pudo constatar que las poblaciones misioneras presentan 2n= 58 con marcada

predominancia de cromosomas bibraquiados.



La correcta delimitacion de una especie tan discutida como Rhamdia quelen representa un
arduo desafio. Su gran distribucidén y su compleja historia taxondmica dificultan esta labor,
pero el establecimiento de lazos cooperativos entre la comunidad ictiolégica y Ia
implementacion de estudios integrales como el desarrollado en esta tesis, han de contribuir a

su comprension.

ABSTRACT

Rhamdia quelen is a complex taxon widely discussed on Neotropical sistematics. The last
morphological revision of the genus stated that the species was composed of 48 nominal
species distributed from Mexico to Argentina. This taxonomical statement was controversial
and sistematicist and biologist disagree, considering that some populations are geographically
or ecologically isolated from others. Studies concerning this species include several disciplines
as morphology, cytogenetics and molecular genetics that supported the hypothesis that
Rhamdia quelen is a species complex and that it contains cryptic diversity. Since the last
taxonomic review, morphological and molecular works lead to the reappraisal and
redescription of some species under R. quelen synonymy; as well as to proposed split the
complex into two markedly divergent groups, the cis-andean and tras-andean populations.

Although Rhamdia quelen has been studied from different disciplines, each of them was
carried out independently. The aim of this work was employed a multidisciplinary approach to
figure out if R. quelen populations from Parana and Uruguay River basins in Misiones
(Argentina) differs among themselves. Molecular, morphological and cytogenetical characters
were employed following iterative taxonomy. The molecular defined lineages were employed
as initial hypothesis then evaluated by the other characters sources. The molecular lineages
were recovered as monophyletic clades by Parsimony and Maximum Likelihood, defined as
putative species by the ABGD analysis and always had genetic distances greater than 3%
among them. Subsequent morphological evaluation, only distinguished the Urugua-i endemic
linage QUE3, based on the skull depth, the short length of the supraoccipital process and the
absence of the laterosensory pore s4. A remarkable phenotypic plasticity was observed in the
remaining lineages which are not diagnosable from measurements, counts or even
osteological characters. Finally, | could not make a comparison of cytogenetic characters due
the low quality of chromosome preparations. However, based on counts and observations, |
verified that populations from Misiones have 2n= 58 with a karyotype macrostructure defined

by the prevalence of biarmed chromosomes.



The delimitation of a complex species as Rhamdia quelen is a real challenge. Its wide
Neotropical distribution and its long taxonomic history become more difficult this task but the
implementation of integrative studies —as in this work- with collaborative work in Ichthyologic

community, may help to understand the complexity of this group.



CAPITULO 1

Introduccion general y objetivos



1. INTRODUCCION

1.1. El concepto de especie y su delimitacion

El concepto de especie ha sido y continda siendo un tema controvertido dentro de la
biologia. Se han acufiado mas de 25 conceptos de especie cuya implementacion metodoldgica
es muchas veces imposible. En la actualidad, el concepto mas adoptado es el propuesto por de
Queiroz (2007) que considera a las especies como “linajes poblacionales o metapoblacionales
que evolucionan separadamente”. A pesar de esto, las metodologias y criterios aplicados a
definir estos linajes suelen diferir. El método mas utilizado en la delimitacion de las especies es
la morfologia comparativa, aunque también se han aplicado la etologia, fisiologia y en los
ultimos afos la biologia molecular y la genética como disciplinas complementarias.

Los métodos morfoldgicos tradicionales discriminan lo que Cain (1954) denomind
“morfoespecies” y en consecuencia, la taxonomia basada solamente en esta aproximacién no
es el estudio de la diversidad bioldgica en si, sino el estudio de una de sus multiples facetas, la
diversidad morfolégica. Esto no implica que las especies definidas de modo tradicional no sean
validas, en su lugar, las morfoespecies son hipdtesis susceptibles de ser testadas desde
diferentes disciplinas y con distintos sistemas de caracteres (Dayrat, 2005). Este proceder que
sostiene la necesidad de integrar diferentes disciplinas en la delimitacion de las unidades de
diversidad bioldgica, es decir en la delimitacién de las especies, ha sido implicita y
ampliamente utilizado por los taxonomos tradicionales y mas recientemente -asociado
fundamentalmente a la aparicion de la genética molecular-, algunos taxénomos lo
denominaron “Taxonomia integrativa” (Dayrat; Will et al.,, 2005). Aunque mayormente
aceptado como marco tedrico, la taxonomia integrativa no estd libre de discusiones
metodoldgicas (Padial et al., 2010; Schlick-Steiner et al., 2010; Schutze et al., 2017) pero existe
consenso en aceptar que una especie definida a partir de distintas fuentes de caracteres
constituye una hipdtesis mds robusta que aquella definida en base a una sola (Padial et al,,
2010).

Se pueden distinguir dos enfoques en la aplicacidn de la taxonomia integrativa. El primero
de ellos es un enfoque secuencial que utiliza la informacion de diferentes disciplinas -sin
basarse en presunciones- para proponer hipétesis que luego son comparadas e interpretadas
en un marco evolutivo (Schlick-Steiner et al., 2010). El segundo suele denominarse “taxonomia
iterativa” (Yeates et al., 2011) y a diferencia del anterior utiliza una hipodtesis inicial basada en
alguna de las metodologias (por ejemplo, morfologia), que luego es puesta a prueba y

continuamente evaluada por las otras disciplinas. En este trabajo he aplicado un enfoque



iterativo, considerando como hipétesis inicial cada uno de los linajes determinados en base a
la informacién molecular e intentando corroborar esos linajes desde la morfologia y la

citogenética.

1.2. Marco taxondmico general

La fauna de peces neotropicales estd dominada por los Ostariophysi, y dentro de ellos los
Siluriformes ocupan un lugar preponderante. Su gran diversidad es el motivo por el cual, a
pesar de los esfuerzos que se realizan al respecto, su conocimiento continda siendo
insuficiente. En este orden se incluyen 37 familias (Armbruster, 2011), una de las cuales -
Heptapteridae- contiene especies y géneros vulgarmente conocidos como bagres. Segun
Bockmann & Guazzelli (2003), estos peces endémicos del Neotrdpico, son uno de los
miembros mas representativos de los Siluriformes en pequefios cuerpos de agua y su gran
abundancia en arroyos con densa vegetacién y gran calidad de agua, los convierten en
eficientes indicadores de salud ambiental.

La familia Heptapteridae fue concebida a principios del siglo XX (Regan, 1911), tomando
diferentes denominaciones y ocupando distintas categorias taxondmicas hasta la actualidad
(Gill, 1862; Lundberg et al., 1991; de Pinna, 1998; Bockmann & Guazzelli, 2003). Su
reconocimiento como Familia, en el sentido actual, fue propuesto por Bockmann & Guazzelli
(2003), basandose principalmente en los trabajos de Lundberg et al. (1991) y de Pinna et al.
(1998) quienes definieron la monofilia del clado en base a 5 sinapomorfias:

e Borde posterior del proceso transverso de la cuarta vertebra expandido
lateralmente sobre la vejiga natatoria y con una o varias hendiduras.

e Espina neural del complejo de Weber unido por una lamina dsea horizontal o
apenas elevada.

e Proceso de la hiomandibula para insercién del musculo “levator operculi” muy
expandido.

e Cuadrado con margen dorsal bifido y libre.

e Presencia de un proceso anterior del mesetmoides recurvado.

A pesar de que la familia Heptapteridae esta claramente diagnosticada por sus caracteres
anatomicos, carecen de rasgos morfoldgicos (externos) Unicos que permitan su diferenciacion
de otros miembros de las familias Pimelodidae y Pseudopimelodidae (Bockmann & Guazzelli,
2003). Asi mismo, su taxonomia esta pobremente desarrollada tanto a nivel genérico como
especifico. Sus géneros y especies estan definidos, principalmente, en base a combinaciones
de caracteres no exclusivos, que ocasionalmente, generan grandes dificultades en la

delimitacion y categorizacion de las mismas. La tesis doctoral de Bockmann (1998) constituye
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el primer intento de diagnosis a partir de caracteres con valor filogenético, sin embargo sus
resultados nunca fueron formalmente publicados. Entre los géneros que cuentan con diagnosis
basadas en metodologia cladistica encontramos: Gladioglanis (Lundberg et al.,, 1991),
Mastiglanis (Bockmann, 1994), Nemuroglanis (Bockmann & Ferraris, 2005), Rhamdella
(Bockmann & Miquelarena, 2008) y Rhamdiopsis (Bockmann & Castro, 2010). Consideracion
especial requiere el género Phreatobius cuya monofilia es aceptada pero su ubicacion
taxondmica a nivel supragenérico continua irresuelta (Shibatta et al., 2007).

En la actualidad, la familia Heptapteridae contiene 218 especies validas, aunque se han
descripto alrededor de 300 especies nominales (Fricke & Fong, 2018). Esta riqueza especifica
se distribuye en 24 géneros, entre los cuales Pimelodella y Rhamdia agrupan alrededor del
50% de las especies.

El género Rhamdia fue erigido por Bleeker (1858) y desde las épocas mds tempranas de su
historia, ha sido discutido por los taxdnomos. Es un género de distribucién geografica extensa,
halldndose desde Meéxico hasta la region pampeana en Argentina. Su Ultima revision
taxondmica fue llevada adelante por Silfvergrip (1996) quien ofrece la diagnosis aceptada
hasta la actualidad, asi como también una meticulosa descripcion de su historia
nomenclatural. En dicha publicacién este autor reconoce como vdlidas 11 especies de
Rhamdia, a saber: R. foina (Miller & Troschel 1849), R. humilis (Ginther 1864), R. itacaiunas
Silfvergrip 1996, R. jequitinhonha Silfvergrip 1996, R. laticauda (Kner 1858), R. laukidi Bleeker
1858, R. muelleri (Ginther 1864), R. nicaraguensis (Glinther 1864), R. poeyi Eigenmann &
Eigenmann 1888, R. quelen (Quoy & Gaimard 1824) y R. xequetepeque Silfvergrip 1996.

La verosimilitud del acto nomenclatural de Silfvergrip ha sido cuestionada en numerosas
ocasiones (Weber & Wilkens 1998, Weber et al., 2003; Bichuette y Trajano, 2005; Garavello &
Shibatta, 2016; Angrizani & Malabarba, 2018) y los ictidlogos en general consideran que
algunas especies de Rhamdia constituyen complejos de especies. Numerosos trabajos
aplicando técnicas citogenéticas y moleculares apoyan esta hipétesis (Perdices et al., 2002;
Garcia et al., 2010; Martinez et al., 2011; Splendore de Borba et al., 2012; Hernandez et al.,
2015; Rios et al., 2017) sobre todo en relacidn a la especie nominal Rhamdia quelen. Uno de
los puntos mas discutidos, es la sinonimizacion de especies troglobiticas a especies epigeas.
Silfvergrip justifica este acto basandose en la simpatria y la ausencia de caracteres
morfoldgicos distintivos entre las poblaciones troglobiticas de R. reddelli Miller 1984 y R.
zongolicensis Wilkens 1993 y las poblaciones epigeas de R. laticauda. Sin embargo, Weber &
Wilkens (1998) argumentan la existencia de barreras reproductivas entre estas poblaciones,
ademas de los caracteres propios de este tipo de habito que incluyen pigmentacién reducida y

ojos rudimentarios cubiertos por piel.



Desde la ultima revisién del género, se han descripto 6 nuevas especies: Rhamdia
macuspanensis Weber & Wilkens 1998; Rhamdia laluchensis Weber, Allegrucci & Sbordoni
2003; Rhamdia guasarensis DoNascimiento, Provenzano & Lundberg 2004; Rhamdia enfurnada
Bichuette & Trajano 2005; Rhamdia gabrielae Angrizani & Malabarba 2018 y Rhamdia
euricephala Angrizani & Malabarba 2018. Asi también se han revalidado 8 especies nominales:
Rhamdia guatemalensis (Glnther 1864); Rhamdia reddelli Miller 1984; Rhamdia parryi
Eigenmann & Eigenmann 1888; Rhamdia zongolicensis Wilkens 1993; Rhamdia saijaensis
Rendahl 1941; Rhamdia cinerascens (Glnther 1860); Rhamdia branneri Haseman 1911 vy
Rhamdia voulezi Haseman 1911. Segun el catalogo on-line de Friecke et al. (2018), el género
Rhamdia actualmente presenta 27 especies validas. En este conteo incluye a Rhamdia parvus
Boulenger 1898, la cual se considera Incertae sedis en Heptapteridae y a Rhamdia
schomburgkii Bleeker 1858, la cual es un nombre de reemplazo para Pimelodus maculatus (nec
La Cépede) Jardine 1841. Segun Silfvergrip (1996) dada la descripcion de los ejemplares tipo de
R. schomburgkii, esta especie no perteneceria al género Rhamdia, aunque su verdadera
identidad y ubicacién son aun inciertas.

Rhamdia quelen es la especie tipo designada para el género. Paraddjicamente es una de las
especies mas controvertidas del mismo. Descripta originalmente como Pimelodus quelen, su
origen (localidad tipo) no es claro, dado que la informaciéon que se brinda en la publicacion
original, solo establece que los ejemplares provienen de Brasil. Ademas, la serie tipo
probablemente se ha perdido, razéon por lo cual Silfvergrip (1996) designd un Neotipo,
estableciendo su origen en un tributario del rio Samiria, en el departamento de Loreto, Peru.
Este mismo autor, basado en caracteres morfoldgicos y meristicos, sinonimizé 48 especies bajo
la denominaciéon R. quelen. Los conflictos taxondmicos en este complejo son tales que
Bockmann (Tesis no publicada) incluso sugiere que el conjunto de especies reconocidas por
Silfvergripp (1996) como R. quelen no pertenecen en su totalidad al mismo género ya que
algunas de ellas (e.g. R. laticauda Kner 1857) estarian emparentadas al género Pimelodella.

En Argentina, Ringuelet et al. (1967), basandose Unicamente en datos meristicos y de
morfologia externa, indicaban la presencia de 4 especies diferentes de Rhamdia: R. quelen, R.
hilarii (Valenciennes 1840), R. sapo (Valenciennes 1835) y R. microps Eigenmann 1917, aunque
aclaraban que no hallaron ejemplares que concordaran con R. quelen y que los registros hasta
entonces reportados de dicha especie corresponderian en realidad a R. sapo. De todos modos
luego de la revision de Silfvergrip (1996) todas estas especies fueron consideradas sinénimos
junior de R. quelen.

Es claro que Rhamdia quelen es una especie conflictiva desde un abordaje morfoldgico

clasico. Sin embargo en las ultimas décadas, la aplicacién de técnicas citogenéticas vy
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moleculares han aportado informacidn util para intentar resolver las relaciones dentro de este
grupo. Es asi que se han publicado trabajos de citogenética (Abucarma & Martins-Santos,
2001; Garcia et al., 2010; Martinez et al., 2011), otros moleculares (Perdices et al., 2003;
Hernandez et al., 2015; Rios et al., 2017) e incluso ecomorfoldgicos (Mise et al., 2013). La
mayoria de ellos apoyan la hipdtesis de que Rhamdia quelen (sensu Silfevergrip) es un
complejo de especies. Asi mismo, las especies R. guatemalensis, R. branneri, R. voulezi y R.
saijaensis sinonimizadas bajo R. quelen por Silfvergrip, han sido revalidadas en los ultimos afios
basadas en estas nuevas fuentes de evidencia (Perdices et al., 2002; Hernandez et al., 2015;
Garavello & Shibatta, 2016).

Finalmente, es interesante destacar que Rhamdia quelen constituye una especie con
creciente interés en programas de piscicultura, debido a su tasa de crecimiento elevado, buen
rendimiento de carne y facil manejo reproductivo en climas subtropicales (Gomes et al., 2000;
Francalossi et al., 2004). Este bagre constituye una de las especies nativas mas comercializadas
en Brasil (Scaranto et al., 2018) ya sea que provengan de la pesca artesanal o
emprendimientos piscicolas. En nuestro pais, dos centros cultivan experimentalmente esta
especie y un tercero lo cultiva a nivel de produccién preindustrial. En Paraguay, se produce en
la Estacion de Piscicultura de Yacyretd y el Departamento de Pesca y Acuicultura de la
Universidad Nacional de Asuncién. Mientras que en Uruguay se lo cultiva en las zonas
arroceras de Cerro Largo, Treinta y Tres y Rocha (FAO, 2010). Ademas debido a su explotacion
comercial y manejo pesquero R. quelen fue definida una especie prioritaria en programas de
conservacion (Loureiro et al., 2013). En este marco, la determinacion del estatus taxondmico
de R. quelen es fundamental dado que proveerd informacion util para el establecimiento de
mejores programas de cria, programas de conservacion de recursos icticos y finalmente en la
comprensidn de su historia evolutiva.

En base a todos estos antecedentes considero que la especie nominal Rhamdia quelen es
un modelo interesante cuyo estudio es necesario abordar desde un enfoque integrativo, en

vista a resolver las complejas relaciones que se suscitan entre sus poblaciones.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Esta tesis tiene como objetivo principal incrementar el conocimiento actual sobre una de
las especies mds discutidas y complejas de la sistematica neotropical. Mediante un enfoque

multidisciplinario se intentard determinar si existen diferencias entre las poblaciones de la



especie nominal Rhamdia quelen Quoy & Gaimard, 1824 de los rios Parana y Uruguay a fin de

evaluar la hipétesis general de que R. quelen constituye un complejo de especies.

2.2. Objetivos Particulares

e Describir y comparar en detalle la morfologia externa de distintas poblaciones de
Rhamdia quelen pertenecientes a las cuencas de los rios Parana y Uruguay.

e Evaluar la existencia de variaciones osteoldgicas en las diferentes poblaciones
analizadas.

e Caracterizar citogenéticamente distintas poblaciones de Rhamdia quelen en las
cuencas mencionadas.

e Determinar la diversidad molecular de Rhamdia quelen a través del estudio de
secuencias de genes mitocondriales (COI, CYTB).

e Corroborar si los datos obtenidos permiten diferenciar mds de una especie de
Rhamdia.

e Establecer las bases para futuros estudios osteoldgicos, cariotipicos y moleculares

de géneros y especies relacionadas como Pimelodella, Imparfinis y Heptapterus.
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CAPITULO 2

Variacion molecular en Rhamdia quelen
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1. INTRODUCCION

1.1. E1 ADN y su utilidad como marcador molecular

El estudio de las relaciones entre los organismos se basa principalmente en la similitud
homaloga, es decir, aquella que tiene un origen comun y que es heredable. El ADN es el medio
por el cual esas caracteristicas son transferidas de generacién en generacién, y en este
contexto, los marcadores moleculares constituyen una fuente importante de informacién para
establecer relaciones genealdgicas. Su variabilidad, su evolucién y modos de herencia
conocidos, presentan ciertas ventajas sobre caracteres tradicionales (morfoldgicos vy
fisioldgicos) cuyos estados se hallan influidos por variables ambientales y en los cuales, las
bases que regulan su herencia son poco conocidas (Avise, 2004).

El desarrollo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) mediada por una polimerasa
termoestable (Saiki et al., 1988) y la introduccién de cebadores (primers) universales (Kocher
et al., 1989), permitieron la amplificacién de secuencias génicas homdlogas en organismos de
diferentes taxones. Facilitando su implementacidon como caracteres en estudios sistematicos,
los cuales resultaron efectivos en su aplicaciéon tanto a niveles de poblacién como en rangos
taxondmicos de mayor jerarquia (Lydeard & Roe, 1997; Stepien & Kocher, 1997).

Las propiedades inherentes a las secuencias de ADN les confieren caracteristicas ventajosas
para su aplicacion en analisis sistematicos. La cantidad de caracteres potencialmente
utilizables es de una magnitud extraordinaria, virtualmente cada posicidon en una secuencia de
ADN puede ser utilizada como fuente de informacidn. Por otra parte, cada gen asi como cada
sitio individual dentro de este, evoluciona a una tasa Unica dependiente de las restricciones a
nivel funcional. Asi, genes de evolucion lenta como el 18S rDNA son Utiles en estudios de
taxones altamente divergentes mientras que genes de evolucidn relativamente rapida, como la
region control del ADN mitocondrial (ADNmt), son utiles para el discernimiento de relaciones a
nivel de especie y por debajo de este (Hillis et al., 1987; Stepien & Kocher, 1997). No obstante
ello las secuencias de ADN no son ajenas a las dificultades a la hora del establecimiento de
homologias (Funk & Omland, 2003; Rubinoff et al., 2006; Song et al., 2008).

Segin Meier (2008) la utilizacion de secuencias para la resolucion de problemas
taxondmicos cobra importancia durante los afios 90. En un principio fueron aplicados para
estudiar relaciones filogenéticas entre rangos taxondmicos por encima de especie y
posteriormente demostraron ser Utiles en la evaluacion de la diversidad genética por debajo
de este nivel. Inicialmente, los taxdnomos de formacién clasica y los bidlogos moleculares

iniciaron colaboraciones a fin de establecer los limites especificos de taxones particularmente
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problematicos (Frost et al., 1998) y posteriormente, las secuencias comenzaron a aplicarse en
el estudio de fendmenos al nivel de especie y poblaciones. Incluso, surgieron las primeras
ideas sobre la necesidad de establecer secuencias que actien como marcadores en un amplio
rango de taxones y el desarrollo de bases de datos que se utilicen como marcos de referencias
(Caterino et al., 2000). Por otra parte, la mayor disponibilidad de secuencias y la disminucion
en los costos operativos, permitieron su aplicacion en la genética de poblaciones y facilitaron
los estudios filogeograficos (Avise, 1987; 2000). En la actualidad, el desarrollo tecnoldgico, el
surgimiento de nuevas técnicas en el campo de la genética molecular y la implementacidn de
programas bioinformaticos para el andlisis de grandes volumenes de datos, han propiciado un
aumento exponencial en la aplicacién de marcadores moleculares en el campo de la
sistematica.

En general, existe concordancia en las relaciones obtenidas mediante morfologia y
secuencias a partir de “datasets” independientes (Miyamoto and Fitch, 1995; Goloboff et al.,
2009). Sin embargo, en algunos casos, la aplicacion de estudios moleculares puso de
manifiesto la existencia de mayor diversidad genética que la esperada dentro de algunas
especies, empleandose el término “especies cripticas” para definir especies tradicionales que
contendrian multiples especies (Bickford et al., 2007). La tendencia actual es hacia una
taxonomia integrativa (Dayrat, 2005) donde las herramientas moleculares se apliquen

conjuntamente a otras disciplinas en la delimitacion de los taxones.

1.2. El1 ADN mitocondrial

El ADN mitoncondrial es uno de los marcadores moleculares mads aplicados en los estudios
filogenéticos y filogeograficos. Avise (1987) sugiere que el ADNmt de los animales cumple en
gran medida con todas las propiedades deseadas en un sistema molecular ideal que se aplique
a estudios filogenéticos. Tales propiedades incluyen: a) Ser distintivo y a su vez ampliamente
distribuido posibilitando comparaciones homdlogas entre una amplia variedad de organismos;
b) Ser facil de aislar y analizar; c) Presentar una estructura genética simple, carente de ADN
repetitivo, transposones, pseudogenes e intrones; d) Exhibir un modo de transmision directa
(clonal), sin recombinacién u otro tipo de rearreglo genético (genoma haploide no
recombinante); e) Proporcionar conjuntos de estados de caracter cualitativos susceptibles de
ser analizados filogeografica y filogenéticamente; f) Evolucionar a una tasa relativamente
rapida tal que los nuevos estados de caracter cominmente surjan dentro del periodo de vida
de una especie.

Sin embargo, no todas estas propiedades son siempre ventajosas. La herencia materna del

ADNmt es un arma de doble filo dado que genera un sesgo genealdgico. La filogenia molecular
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mas verosimil de los organismos, es aquella obtenida a partir del conjunto de genes que la
componen y que se reciben tanto por via materna como paterna. Las tasas de evolucién por
otra parte, se asocian a dos cuestiones a tener en cuenta: la homoplasia y el modelo de
neutralidad. En el primer caso, si la tasa de evolucidn en una posicién determinada es répida
respecto del tiempo de separacion de los linajes -y dado que los estados de caracter asumibles
son limitados- un determinado estado puede ser considerado ancestral, cuando en realidad no
lo es (Aquadro et al., 1983; Galtier et al., 2009). En el segundo caso, no es correcto asumir que
las substituciones en el ADNmt se acumulan siguiendo un modelo neutral, dado que algunas
regiones de su genoma son mas conservadas que otras debido a constricciones funcionales o
presiones selectivas (Grivel, 1983; Ballard & Kreitman, 1995; Dowling et al., 2008, Galtier et al.,
2009). Por otra parte, se han reportado casos de Heteroplasmia (Bermingham et al., 1986), es
decir que un individuo presenta mas de un genotipo mitocondrial. Sin embargo, en la practica
esto parece ser la excepcidn y no la regla (Avise, 1987). Finalmente, las inferencias realizadas a
partir de genes mitocondriales pueden verse afectadas por procesos como hibridacion,
separacion incompleta de linajes y pseudogenes (Song et al., 2008; Pereyra et al., 2015).

Auln a pesar de las consideraciones antes mencionadas, el ADNmt constituye una de las
herramientas mas conveniente y accesible (en términos econdmicos y dentro de la biologia
molecular) para caracterizar la estructura genética de una especie. En el caso Rhamdia, si bien
se han caracterizado algunos genes nucleares (Sullivan et al., 2006; Vaz, et al., 2010), el
numero de secuencias disponibles es muy bajo en comparacion con las secuencias de genes
mitocondriales. Entre los genes utilizados en estudio previos que incluyen especies del genéro
Rhamdia se encuentran el Citocromo b (CYTB), las ATP sintasas 6 y 8 (ATPasa6/8) vy la
citocromo oxidasa 1 (COI). Estas secuencias provienen de estudios biogeograficos (Perdices et
al., 2004; Hernandez et al., 2015; Rios et al., 2017), estudios filogenéticos (Machordom &
Doadrio, 2001) o bien son resultados de la iniciativa “barcode of life” (Valdez-Moreno et al.,
2009; de Carvalho et al., 2011; Mabragafia et al., 2011; Pereira et al., 2011; Rosso et al., 2012;
Pereira et al., 2013; Diaz et al., 2016; Ribolli et al., 2017).

1.3. Citocromo B

El citocromo b (CYTB) es una proteina transmembrana, involucrada en el transporte de
electrones y la generacion de ATP en procariotas aerobios y mitocondrias de células
eucariotas. Es probablemente, el gen mitocondrial mejor conocido en cuanto a estructura y
funcién de sus productos proteicos (Esposti et al., 1993). Contiene regiones que evolucionan

rapidamente y otras mucho mas conservadas, razon por la cual ha sido utilizada en estudios de
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relaciones a diversas escalas, desde poblacionales (Perdices et al., 2002) hasta sistematica de
niveles superiores (Farias et al., 2001; Hardman, 2005; Lydeard & Roe, 2008).

La utilizacion del CYTB como marcador molecular en peces precede a la de otros
marcadores, siendo uno de los primeros genes aplicados a estudios filogenéticos,
biogeograficos y poblacionales (Farias et al., 2001). Hasta el momento, el nimero de
secuencias disponibles en GenBank que se asocian a especies del género Rhamdia, es superior
al nimero de secuencias disponibles de cualquier otro gen.

En su estudio filogeografico, Perdices et al., (2002) aplicaron este marcador y a partir de sus
resultados sugieren que los representantes de Rhamdia quelen en Mesoamérica son
filogenéticamente distintos a los individuos Sudamericanos de esta especie, constituyendo
Rhamdia quelen (sensu Silfvergrip) un grupo polifilético. Asi mismo Herndndez et al. (2015),
ampliando el drea muestral y anexando datos de morfologia externa y morfometria, ratificaron
los resultados de Perdices et al. (2002) y propusieron la revalidacion de Rhamdia
guatemalensis, Rhamdia cinerascens y Rhamdia saijaensis, hasta entonces sinonimizadas con
R. quelen por Silfvergrip (1996). Recientemente Rios et al. (2017) realizaron un estudio
poblacional de la especie R. quelen a diferentes escalas biogeograficas. Sus resultados sugieren
la presencia de 8 especies tentativas en el lado oeste de la cordillera de los Andes

(transandino) y 8 especies tentativas entre las poblaciones del lado este (Cisandinas).

1.4. COI: el gen codigo de barra

La implementacién de un sistema de identificacidn taxondmico basado en el analisis de la
diversidad nucleotidica, fue formalmente propuesta por Tautz et al. (2003); quienes
argumentaron que ante la crisis taxondmica -debido a una diversidad organica que supera
abrumadoramente a los taxdnomos tradicionales- la implementacion de secuencias para la
identificacion de especies aceleraria el proceso de descripcién, proyectando a futuro, una
Taxonomia molecular basada en secuencias. Practicamente en simultaneo a la propuesta de
Tautz et al. (2003), Hebert et al. (2003 a) sugiere la utilizacidn de las secuencias génicas que
codifican la subunidad 1 de la enzima mitocondrial Citocromo Oxidasa C, como un sistema de
cadigo de barras para la identificacidon de las especies. La eleccion del mismo, se basa en la
universalidad de “primers” en este gen y el rango de seial filogenética, que permite
discriminar no solo especies cercanamente emparentadas sino también grupos filogeograficos
dentro de la misma especie (Cox & Hebert 2001; Wares & Cunningham 2001).

A grandes rasgos la iniciativa “barcoding” consiste en la caracterizacidon del gen COI en
especies animales del mundo. Cada secuencia debe estar asociada a un “ejemplar tipo” o

“voucher” identificado por un experto y conservado en un museo o coleccion de referencia.
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Estas secuencias son entonces subidas a una base de datos global donde constituyen una
etiqueta de la especie y parte de la biblioteca de secuencias disponibles como referencia para
identificaciones posteriores, por mera comparacion.

Bajo el modelo de cédigo de barras, Hebert et al. (2003 b) proponen que el delineamiento
de las especies y taxones de rango superior se base en el andlisis de Neighbour Joining (NJ) y
las estimaciones de la divergencia genética bajo el modelo Kimura 2 pardmetros (K2P). Segun
estos autores, la mayoria de los taxones coespecificos difieren en mas del 2% mientras que la
variacion intraespecifica es menor al 1%. Establecen ademads que un criterio éptimo para la
delimitaciéon de una especie es el “barcode gap” o especio entre cddigos, definido como la
diferencia entre la mayor distancia intraespecifica y la menor distancia interespecifica. Si este
espacio existe, la menor distancia interespecifica debe ser, al menos, 10 veces mayor que la
distancia intraespecifica (Hebert et al., 2004a). A partir de estas premisas se han desarrollado
una serie de trabajos que buscaban corroborar la efectividad del “barcoding” en distintos
modelos. El primer intento por corroborar su efectividad en la discriminacién de especies
icticas fue realizado por Ward et al. (2005). Estos autores analizaron las secuencias de 546
especies de Australasia, la mayoria de ellos de abolengo marino, aunque también se incluian
algunas especies de agua dulce y otras estuarinas. Basados en las distancias genéticas (K2P)
establecieron los valores medios, maximos y minimos de variacién para cada uno de los rangos
taxondmicos (especies, géneros, familias, drdenes y clases) y afirmaron que la efectividad en la
identificacion de especies es del 100%. Estudios similares se realizaron sobre la ictiofauna
neotropical, en general, acotadas a cuencas definidas (de Carvalho et al., 2011; Mabragaia et
al., 2011; Pereira et al., 2011; Rosso et al., 2012; Pereira et al., 2013; Diaz et al., 2017). Las
secuencias disponibles de este gen para Rhamdia, en general, son resultado de estos trabajos
de relevamiento y corroboracion.

El establecimiento del proyecto “Barcode of Life” (BOL), la creacién del “Consortium for the
barcode of life” (CBOL) y mas recientemente el proyecto “International barcode of life”
(iBOLD) han promovido fervorosamente la implementacién del COl en los estudios
taxondmicos. El éxito alcanzado por esta metodologia, se refleja en el creciente nimero de
trabajos que la aplican y otros tantos dedicados a su defensa (Hebert et al. 2004b; Packer et
al., 2009; Goldstein & DeSalle, 2011). Sin embargo, no esta exento de criticas (Meyer & Paulay,
2005; Meier et al. 2006; Wiemers & Fiedler, 2007; Rubinoff et al., 2006; Galtier et al., 2009;
Collins & Cruickshank, 2012; Pereyra et al., 2016). Estas criticas apuntan fundamentalmente a

tres cuestiones a saber:
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e La utilizacién de secuencias mitocondriales y sus limitaciones inherentes (Ver
seccién anterior).

e Los criterios empleados en la delimitacién de especies (distancias y gaps genéticos).
Sobre todo a la implementacion de métodos basados en distancias (NJ) y no en
ancestralidad comun.

e La implementacion metodoldgica y conceptual de una taxonomia basada

exclusivamente en secuencias.

La perspectiva actual y que se sigue en este trabajo, es considerar el gen cédigo de barras,
como una herramienta complementaria a las estrategias tradicionales empleadas en la
identificacion y delimitacién de las especies (Dayrat, 2005; Padial et al., 2010; Puillandre et al.,

2012; Kekkonnen & Hebert, 2014; Schutze et al., 2017).

1.5. Filogenia molecular de Rhamdia

El conocimiento actual referente a la filogenia molecular del género Rhamdia se puede
resumir en tres trabajos: dos de ellos se enfocan principalmente en las especies transandinas
del género (Perdices et al., 2002; Hernandez et al., 2015) y solamente uno esta orientado a las
especies cisandinas (Rios et al., 2017). Este ultimo trabajo es un estudio a distintos niveles
geograficos, que pone énfasis en especimenes recolectados en la cuenca del rio Uruguay y rios
que desembocan en la costa atlantica de la Republica Oriental del Uruguay. Todos difieren
levemente en las metodologias aplicadas. Perdices et al. (2002) utilizé tres marcadores
mitocondriales CYTB y las ATP sintasas 4 y 6. Estos genes fueron analizados
independientemente y en conjunto por “neighbour joining” (NJ), ML y MP obteniéndose
filogenias congruentes entre si. Por su parte, Hernandez et al. (2015) y Rios et al. (2017)
también utilizan el CYTB como marcador al cual aplicaron los andlisis de MP, ML e inferencia
Bayesiana (BIl). El dltimo autor utiliza ademas, dos metodologias para la delimitacién de
especies: “Generalized Mixed Yule Coalescent” (GMYC) y “Automatic Barcode Gap Discovery”
(ABGD).

En este trabajo se decidié analizar secuencias de COl y CYTB, debido a su gran
disponibilidad en bases de datos y su utilidad en los estudios poblacionales previos. Se espera
que el estudio detallado de poblaciones pertenecientes a regiones geograficas no analizadas
hasta el momento, pueda aportar a la resolucién de los conflictos taxondmicos y contribuir a

clarificar, a posteriori, las relaciones filogenéticas y biogeograficas del taxén.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Obtencion de tejidos y extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico total se realizd a partir de tejido muscular conservado en
alcohol 962. Todas las muestras de tejido fueron debidamente referenciadas y se hallan
asociadas a vouchers; los acrénimos que definen las secuencias son los mismos que para los
ejemplares (Véase Apéndice 1: Material analizado). El proceso de extraccidn se realizd por
medio de Kit Qiagen DNAeasy siguiendo las instrucciones de uso del fabricante. El chequeo de

ADN total se realizé mediante electroforesis en gel de Agarosa al 1%.

2.2. Amplificacion, purificacion y secuenciacion
Se amplificaron 2 genes mitocondriales: Citocromo oxidasa C (COIl) y Citocromo b (CYTB). La

amplificacion mediante PCR (Reaccidén en cadena de la polimerasa) se realizé a partir de 30 pl

de reaccion. La mastermix para cada reaccién estuvo compuesta por:

e 17 ul de Agua ultrapura

e 3 ul de Buffer de Reaccién (Genbiotech)
e 3 uldeDNTPs (2 uM)

e 2.4 ulde Cloruro de Magnesio

e 0.7 ul de cada primer (10 uM)

e 0.2 ul de Taq polimerasa (Genbiotech)
e 3uldeADN

En el caso particular del gen COI, el volumen utilizado para cada cebador fue de 0.35 ul
dado que se utiliza un cocktail con 4 cebadores. Este cocktail fue propuestos por lvanova et al.
(2007) e incluye los cebadores (primers) VF2_t1; FishF2_t1; FishR2_t1; Frld_t1. Estos estan
adheridos a una cola de secuencia definida denominada M13 (Messing, 1983). La composicién,
longitud y referencias de estos primers se resumen en la tabla 1. Las condiciones de ciclado
utilizadas fueron las propuesto por (Ward et al.,, 2005) y consiste en un paso inicial de
desnaturalizacion a 952C (2 min), 30 ciclos sucesivos de desnaturalizacion a 942C (30 seg),
alineamiento a 542C (30 seg) y extensidn a 722C (1 min) seguidos de un paso de extension final
a 72°C (10 min).

En el caso del gen CYTB, se amplificé un fragmento de aproximadamente 1100 pb utilizando
como primer Forward el oligonucleétido GLUDGL (Palumbi, 1996) y como primer reverse

H16460 (Perdices et al., 2002). El protocolo de PCR fue el empleado por Rios et al., 2017 y
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consiste en un paso inicial de desnaturalizacion a 942C (2 min), 30 ciclos sucesivos de
desnaturalizacion a 942C (1 min), alineamiento a 452C (1 min) y extension a 722C (1 min, 30
seg) seguidos de un paso de extension final a 722C (10 min). El resultado de la PCR fue
verificado en gel de agarosa al 1%. Los productos de amplificacion fueron purificados mediante
el protocolo de Schmitz & Reisner (2006) con algunas modificaciones y luego secuenciados en

ambas direcciones mediante secuenciador automatico (Macrogen, Seul, Korea).

Gen Nombre Secuencia 53’ Long. Referencia
VF2_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC
FishF2_t1 TGTAAAACGACGGCCAGTCGACTAATCATAAAGATATCGGCAC 650 | Ward et al., 2005
col FishR2_t1 CAGGAAACAGCTATGACACTTCAGGGTGACCGAAGAATCAGAA pb.
FR1d_t1 CAGGAAACAGCTATGACACCTCAGGGTGTCCGAARAAYCARAA Ivannova et al., 2007
CYTB GluDGL TGACCTGAARAACCAYCGTTG 1138 | Palumbi, 1996
H16460 CGAYCTTCGGATTACAAGACCG pb Perdices et al., 2002.
M13F (-21 TGTAAAACGACGGCCAGT .
Tag M13R-(pUC)(—40) CAGGAAACAGCTATGAC e, 1552
Mitchel, 2015

Tablal: Cebadores utilizados en la amplificacion de COl y CYTB

2.3. Edicion y alineamiento de secuencias

Los cromatogramas fueron analizados mediante el programa Geneious V.151647451
(Technelysium Pty Ltd). Se revisaron tanto las secuencias sentido o forward (F) como las
antisentido o reverse (R) en busca de discordancias, posibles errores en el establecimiento de
las bases y picos dobles o dudosos. Se obtuvo la secuencia consenso para cada individuo y se
editaron las mismas a fin de unificar el marco de lectura, corroborando ausencia de codones
de stop.

Las bases de datos Barcode of Life Database (BOLD) y GenBank fueron empleadas para la
busqueda y descarga de todas las secuencias disponibles de los genes COl y CYTB para las
especies del género Rhamdia. Asi mismo se rescataron secuencias para ejemplares de
Pimelodella, Rhamdella y Heptapterus. Estos tres géneros pertenecen a la Familia
Heptapteridae y tanto Pimelodella como Rhamdella han sido utilizados como grupos externos
en diferentes estudios moleculares aplicados a Rhamdia (Perdices et al.; 2002, Hernandez et
al., 2015; Rios et al., 2017). La lista de secuencias utilizadas se expone en la tabla 2.

Las secuencias fueron alineadas por codones, utilizando los pardametros por defecto
mediante la aplicacion MAFFT (Kuraku et al., 2013) incorporada en el software Geneious.
Cuando se observaron diferencias de longitud entre las secuencias, ya sea en el extremo 3’ 0 5’

de las mismas se decidié unificarlas tomando como parametro la longitud de las secuencias
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caracterizadas en la presente tesis. Algunas de las secuencias obtenidas de las bases de datos
fueron eliminadas del alineamiento debido a su escasa longitud, presencia de numerosos
nucledtidos no definidos o extrema divergencia respecto a las otras secuencias.

Cabe destacar, que entre los especimenes analizados en esta tesis, no todos los que fueron
caracterizados para el gen COIl lo fueron para el CYTB. Asi mismo, para la descarga de las
secuencias, se consideraron todas las denominaciones asociadas a Rhamdia quelen y otras
especies del género. En el caso del COl se utilizaron todas las secuencias disponibles mientras
que para CYTB se seleccionaron al azar de 3 a 5 individuos de cada una de ellas. No se
analizaron todas las secuencias disponibles, ya que una gran parte de ellas, corresponden a
especies de Rhamdia transandinas o bien a un mismo linaje como ocurre con el linaje Rg6

determinado por Rios et al. (2017) que agrupa 155 secuencias.

2.4. Eleccion del Modelo de sustitucion

El mejor modelo de sustitucidon para cada uno de los set de datos analizados se establecio
mediante el programa JModelTest 2.1.10 (Darriba et al., 2012). La seleccion se basé en el
criterio de seleccién de Akaike, considerando la verosimilitud del modelo (-InL) y el nimero de
parametros (K). En el caso del gen COIl el modelo seleccionado fue “General time reversible”
(Tavaré, 1986) con distribucion gamma vy sitios invariables (GTR+I+G) (-InL= 2799.83; K= 304).
Este modelo presenta frecuencias variables de bases, tasas de transversién idénticas pero
tasas de transicion variables.

En el caso del CYTB el modelo seleccionado fue el de Tamura-Nei (1993) con sitios
invariables y distribucion gamma (TrN+I+G)(-InL= 5200.77; k= 249). Este modelo también

presenta frecuencia variable de bases, aunque aplica una matriz simétrica de sustitucion.

2.5. Variacion genética de las secuencias de COl y CYTB

El polimorfismo de las secuencias se estimd a partir de numero de sitios variables y sitios
filogenéticamente informativos. También se estimaron: la diversidad nucleotidica, entendida
como el numero promedio de diferencias de nucledtidos por sitio entre dos secuencias
escogidas al azar (Nei y Li, 1979) y la diversidad haplotipica, que es la probabilidad de que dos
secuencias seleccionadas al azar sean diferentes (Nei, 1987). Para ello fue empleado el
programa DNAsp V5 (Librado y Rozas, 2009), desde donde se exportaron los archivos a
NETWORK v.5.0.0.3 (Bandelt et al., 1999) para construir las redes de haplotipos que luego

fueron editadas con CorelDRAW Graphics Suite (Corel Corporation).

2.6. Delimitacion de especies hipotéticas en Rhamdia
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El método ABGD, de sus siglas en inglés “Automatic Barcode Gap Discovery” (Puillandre et
al., 2012) es un procedimiento automatico que agrupa las secuencias en especies hipotéticas
basados en una matriz de distancias y el supuesto de espacio entre cddigos de barra (Barcode
gap). Para ello, establece previamente un rango de divergencia intraespecifica e infiere de los
datos un limite de confianza unilateral basado en el modelo.

El analisis se realizé a través del portal http://wwwabi.snv.jussieu.fr/public/abgd/ (Fecha

del anélisis 03/05/2018) utilizando las distancias K2P y estableciendo la amplitud relativa del
gap en 2; los valores de divergencia minimos y maximos (establecidos a priori) fueron 0.001 y
0.1 respectivamente. Posteriormente a partir de los grupos definidos por el ABGD se
calcularon las distancias genéticas intra e intergrupos mediante el software MEGA7 (Kumar et

al., 2016).

2.7. Inferencia Filogenética

Se aplicaron dos tipos de analisis para establecer las relaciones filogenéticas entre distintas
secuencias pertenecientes a especimenes clasificados como Rhamdia. Un método basado en
modelos probabilisticos (Maxima verosimilitud o Maximum likelihood) y otro no basado en
modelos (Maxima Parsimonia). Los analisis se realizaron primero para cada uno de los genes
por separado y luego combinados para los ejemplares con caracterizacion de ambos genes.

Cada andlisis de Maxima verosimilitud (ML) se realiz6 mediante el programa MEGA7
(Kumar et al., 2016), aplicando el modelo seleccionado previamente por el JModelTest. Los
gaps y entradas faltantes se trataron como deleciones parciales y el soporte fue calculado
mediante el método de boostrap (1000 réplicas). Todos los demas pardmetros se utilizaron en
su configuracion por defecto.

El analisis de maxima parsimonia (MP) se llevé adelante con el programa TNT (Goloboff &
Catalano, 2016). Para el analisis de los genes por separado se aplicé una busqueda heuristica
(10 random seeds y 10000 réplicas) y como algoritmo de intercambio se seleccioné TBR (Tree
bisection reconection). El soporte estadistico se tested mediante boostrapping (1000 réplicas).

El andlisis de los genes en conjunto incluyé 1645 caracteres (cada uno de los sitios) y 35
terminales correspondientes a cada una de las secuencias, 33 correspondientes al in-group y 2
al outgroup. Como grupo externo se utilizaron secuencias de Pimelodella chagresi vy
Heptapterus panamensis. Dado que no existen en las bases de datos secuencias de ambos
genes para un mismo voucher, se seleccionaron aquellas correspondientes a ejemplares
topotipicos. En este caso se llevd adelante una busqueda exacta para el arbol mas

parsimonioso.
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En todos los casos, las secuencias de Heptapterus fueron empleadas para enraizar los
arboles. Los cladogramas obtenidos por ambas metodologias fueron editados con los

programas TreeGraph2 (Stover et al., 2010) y CorelDRAW Graphics Suite (Corel Corporation).

3. RESULTADOS

3.1. Polimorfismo de los genes COl y CYTB en Rhamdia

El gen COI fue secuenciado en 69 especimenes determinados como Rhamdia quelen. Dichos
ejemplares provenian de distintas cuencas de los rios Parana y Uruguay. Adicionalmente se
secuenciaron especimenes de los rios Iguazi y Bermejo (Tabla 2; Véase también Mapa Capitulo
3) con fines comparativos. Todas estas secuencias fueron analizadas en conjunto con otras 78
obtenidas de bases de datos (GenBank, BOLD) y que corresponden a diferentes especies de
Rhamdia, Pimelodella y Heptapterus. De los 618 sitios analizados en este gen, 88 fueron
polimérficos y 80 resultaron filogenéticamente informativos. Se detectaron 34 haplotipos en el
género Rhamdia y la diversidad haplotipica calculada fue alta 0.9277.

En el caso del CYTB, se analizaron 117 secuencias correspondientes al género Rhamdia. Sin
embargo, solo 35 corresponden a especimenes estudiados en este trabajo y 87 provienen de
GenBank. La disminucidn en el nimero de ejemplares secuenciados para CYTB en relacién a
COIl se debid a una cuestidén presupuestaria y a que muchos de los especimenes analizados
para el gen COIl presentaban secuencias idénticas. El analisis de este gen detectd 209 sitios
polimérficos para el género, 174 de ellos filogenéticamente informativos. Asi también, se
determinaron 63 haplotipos con diversidad haplotipica de 0.977 y diversidad nucleotidica 0.06.

El andlisis de ambos genes en conjunto detectd 147 sitios polimadrficos de los cuales 139
resultaron filogenéticamente informativos y la diversidad haplotipica fue de 0.966 con 21
haplotipos detectados. Los haplotipos de COl y CYTB a los que pertenecen cada uno de los

ejemplares analizados, pueden observarse en la Tabla 2.

3.2. Especies hipotéticas de Rhamdia

El método ABGD (“Automatic Barcode Gap Discovery”) fue aplicado a las secuencias de
cada gen por separado y a la matriz combinada. En todos los casos, los especimenes
caracterizados durante esta tesis conformaron los mismos agrupamientos, hallandose 5 linajes
0 especies hipotéticas en la regidén estudiada. La delimitacidén de los mismos se realizo a partir
del alineamiento que luego fue utilizado para la construccion de los arboles filogenéticos,
incluyendo especimenes de Rhamdia cisandinos, transandinos y los grupos externos. En la

Tabla 2 se pueden observar el linaje y el origen geografico de cada uno de los ejemplares
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analizados. Asi mismo, en las Figuras 1, 2 y 3 se pueden distinguir qué clados (definidos por

Parsimonia y ML) resultaron definidos como especies hipotéticas.

Tabla 2: Secuencias analizadas. Se indican el nombre de la especie, cuenca o localidad de la que
provienen, acrénimo de identificacién (ID), linaje al cual fue asignado y haplotipo al que pertenece. Los

numeros de Referencias (REF) se indican al final de la tabla.

LOCALIDAD/ CUENCA ID REF| LINAJE HAPLOTIPO
ESPECIE
COI CYTB
R. quelen Ar. San Juan; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP56 QUE-1 H4 H33
LGEP77 QUE-1 H4 H37
Ar. Tabay; Cuenca del Parand (Mnes) LGEP118 QUE-2 H17
LGEP123 QUE-1 H1 H35
Ar. Garupa; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP129 QUE-4 H11 H19
LGEP130 QUE-4 H11
LGEP131 QUE-1 H1 H38
LGEP139 QUE-2 H13 H22
LGEP161 QUE-4 H11 H19
LGEP162 QUE-4 H18 H21
Ar. Concepcidn; Cuenca del Uruguay
(Mnes) LGEP175 QUE-1 H2 H39
LGEP176 QUE-1 H37
LGEP178 QUE-1 H2
LGEP189 QUE-1 H1 H36
LGEP190 QUE-1 H1 H36
LGEP191 QUE-1 H2 H33
Ar. Cufia Pird; Cuenca del Parand (Mnes) LGEP198 QUE-1 H1 H36
Ar. Isla chico; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP210 QUE-1 H1
LGEP211 QUE-1 H1 H40
LGEP212 QUE-1 H1
LGEP213 QUE-1 H1 H40
LGEP214 QUE-1 H1
LGEP224 QUE-1 H1 H40
Ar. Panambi; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP260 QUE-1 H2 H41
Ar. Ramos; Cuenca del uruguay (Mnes) LGEP298 QUE-1 H2 H41
Ar. Bonito; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP299 QUE-1 H10 H41
LGEP300 QUE-1 H1 H42
LGEP302 QUE-1 H2
LGEP303 QUE-1 H2
Ar. 3 de Mayo; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP341 QUE-1 H3 H37
Ar. Uruzi; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP375 QUE-3 H12
LGEP376 QUE-3 H12
LGEP377 QUE-3 H12 H47
LGEP378 QUE-3 H12 H47
LGEP379 QUE-3 H12
Ar. Melo; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP389 QUE-1 H1 H42
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Tabla 2 (Cont.)

ESPECIE LOCALIDAD/ CUENCA ID REF | LINAJE | HAPLOTIPO
COI CYTB
R. quelen Ar. Portera; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP406 QUE-1 H1
LGEP412 QUE-4 H18
Ar. Cufia Pird; Cuenca del Paranda (Mnes) LGEP414 QUE-2 H17 H23
Ar. Garupd; Cuenca del Paranda (Mnes) LGEP430 QUE-4 H11
Ar. El Rey; Cuenca del Parand (Sta Fe) LGEP447 QUE-4 H11
Ar. San Juan; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP478 QUE-2 H13 H22
LGEP492 QUE-4 H18 H21
LGEP493 QUE-4 H11 H25
Ar. Acaragud; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP510 QUE-1 H2
Ar. Melo; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP526 QUE-1 H1 H42
LGEP527 QUE-1 H1
Ar. Isla chico; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP540 QUE-1 H1
Ar. Santa Rita; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP598 QUE-1 H1
LGEP599 QUE-1 H1
Ar. Santa Rita; Cuenca del Uruguay (Mnes) LGEP606 QUE-1 H1
LGEP607 QUE-1 H1
LGEP608 QUE-1 H1
Ar. Tabay; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP609 QUE-2 H19 H24
Ar. El Rey; Cuenca del Parand (Sta Fe) LGEP614 QUE-4 H11 H19
Ar. Uruzu; Cuenca del Parana (Mnes) LGEP713 QUE-3 H12
LGEP714 QUE-3 H12
LGEP715 QUE-3 H12
LGEP716 QUE-3 H12
LGEP717 QUE-3 H12
Rio Parand (Sta Fe) LGEP734 QUE-4 H31
LGEP764 QUE-4 H11
LGEP777 QUE-4 H18 H21
LGEP778 QUE-4 H18
Rio Bermejo FML QUE-4 H11
Ar. Tateto; Cuenca rio Iguazt (Mnes) MB1 QUE-5 H14
MB7 QUE-5 H14
TAT1 QUE-5 H14
TAT2 QUE-5 H14
Rio Bermejo TUC24 QUE-4 H11 H20
Guyana AY036739 1 QUE-13 H18
Cuenca Amazonas (Peru) AY036740 1 QUE-12 H17
AY036741 1 QUE-12 H17
Cuenca Parand (Ctes. ARG.) AY036742 1 QUE-4 H55
Cuenca Iguazu (Mnes, ARG.) AY036743 1 QUE-8 H29
AY036744 1 QUE-8 H29
México BACQ095 2 GUA-2 H20
Cuenca Sdo Fransisco (MG, BR.) BSBOO6 3 QUE-1 H5
BSB025 3 QUE-1 H6
BSB062 3 QUE-1 H5
BSB108 3 QUE-1 H5
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Tabla 2 (Cont.)

ESPECIE LOCALIDAD/ CUENCA ID REF | LINAJE | HAPLOTIPO
COI CYTB
R. quelen Cuenca Sédo Fransisco (MG, BR.) BSB209 3 QUE-1 H5
BSB377 3 QUE-1 H5
No informa DQ119395 4 QUE-13 H18
Ar. El divisorio (BsAs, ARG.) FARGB235 5 BRA H22
FARGB236 5 BRA H22
FARGB250 5 BRA H21
Rio Parana, (BsAs, ARG.) FARGB297 5 BRA H21
FARGB365 5 BRA H21
Cuenca Paraiba do Sul (SP, BR.) EPSR094 6 QUE-6 H23
FPSR095 6 QUE-6 H23
FPSR096 6 QUE-6 H23
FPSR097 6 QUE-6 H23
FPSR098 6 QUE-6 H23
Parand Superior (GO, BR.) FUPR777 7 QUE-1 H7
Parana Superior (GO, BR.) FUPR778 7 QUE-1 HS
FUPR779 7 QUE-1 H5
SP, BR. GBGCA7590 | 8 QUE-1 H9
Cuenca Amazonas (Bolivia) KT952435 9 QUE-7 H32
Rio Cuareim, Cuenca Uruguay (UY) KP798651 10 QUE-1 H32
Rio Queguay, Cuenca Uruguay (UY) KP798663 10 QUE-1 H33
Villa Constitucidn, Uruguay River (UY) KP798673 10 QUE-4 H58
KP798676 10 QUE-4 H20
Laguna Rocha, Costa Atlantica (UY) KP798682 10 QUE-11 H31
Laguna Castillo, costa atlantica (UY) KP798702 10 QUE-11 H31
KP798717 10 QUE-11 H53
KP798719 10 QUE-11 H31
KpP798727 10 QUE-11 H53
Rio Queguay, Cuenca Uruguay (UY) KP798737 10 QUE-1 H37
Laguna Merin (UY) KP798746 10 QUE-11 H34
Rio Arapey, cuenca Uruguay (UY) KP798755 10 QUE-11 H54
Laguna Blanca, Costa Atlantica (UY) KP798760 10 QUE-11 H34
Rio Queguay, Cuenca Uruguay (UY) KP798762 10 QUE-4 H19
Laguna Castillo, costa atlantica KP798767 10 QUE-11 H31
Laguna Castillo, costa atlantica (UY) KP798769 10 QUE-11 H31
Laguna sauce, cuenca del Plata (UY) KP798773 10 QUE-11 H31
KP798775 10 QUE-11 H30
KP798805 10 QUE-11 H31
Rio Iguazu (PR, BR) KR423989 11 QUE-10 H57
KR423990 | 11 QUE-10 H43
KR423991 | 11 QUE-9 H52
KR423992 | 11 QUE-9 H51
KR423993 | 11 QUE-9 H56
KR423994 | 11 QUE-9 H50
KR423995 | 11 QUE-11 H31
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Tabla 2 (Cont.)

ESPECIE LOCALIDAD/ CUENCA ID REF | LINAJE | HAPLOTIPO
COI CYTB
R. quelen Rio Iguazu (PR, BR) KR423997 11 QUE-10 H44
KR423998 11 QUE-11 H31
KR423999 11 QUE-10 H62
KR424000 11 QUE-10 H43
KR424001 11 QUE-10 H48
Caraguata, rio Negro (UY) KX379742 10 QUE-11 H31
Laguna Merin (UY) KX379743 10 QUE-1 H37
Rio Cuareim, Cuenca Uruguay (UY) KX379745 10 QUE-1 H37
Laguna Merin (UY) kX379746 10 QUE-1 H49
Rincdn del Bonete, Rio Negro (UY) KX379748 10 QUE-1 H37
Rio Arapey, cuenca Uruguay (UY) KX379753 10 QUE-1 H37
KX379754 10 QUE-1 H42
KX379755 10 QUE-1 H37
KX379756 10 QUE-1 H36
KX379757 10 QUE-1 H33
KX379758 10 QUE-1 H37
Rio Queguay, Cuenca Uruguay (UY) KX379762 10 QUE-1 H33
KX379763 10 QUE-1 H33
Cuenca rio Itapecuru (MA, BR.) ITAPE403 12 QUE-7 H15
ITAPE404 12 QUE-7 H16
Cuenca Parand inferior (Ros, ARG.) LARI368 13 BRA H21
México MEFM470 | 14 GUA-2 H20
México MEFM471 | 14 GUA-2 H20
MEFM472 14 GUA-2 H20
MEFM473 14 GUA-2 H20
MEFM474 14 GUA-2 H20
Guatemala MEFM528 | 14 GUA-1 H24
MEFMS529 14 GUA-1 H25
MEFM655 14 GUA-1 H24
Cuenca del Mucuri (MG, BR.) MUCUO033 15 QUE-6 H30
MUCU083 15 QUE-6 H30
R. branneri Rio Iguazu (PR, BR.) BRHOO1 16 BRA H21
BRH002 16 BRA H21
BRHO003 16 BRA H21
BRH004 16 BRA H21
BRHO005 16 BRA H21
BRH006 16 BRA H21
BRHO007 16 BRA H21
BRH008 16 BRA H21
BRH009 16 BRA H21
BRHO010 16 BRA H21
BRHO11 16 BRA H21
BRHO012 16 BRA H21
R. aff. cabrerae Guatemala AY036717 1 CAB-1 H12
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Tabla 2 (Cont.)

ESPECIE LOCALIDAD/ CUENCA ID REF | LINAJE | HAPLOTIPO
COI CYTB
R. aff. cabrerae Honduras AY036725 1 CAB-2 H8
AY036726 1 CAB-2 HS
R. cinerascens Ecuador AY036735 1 CIN H60
AY036736 1 CIN H60
R. guatemalensis Guatemala AY036632 1 GUA-1 H63
AY036642 1 GUA-3 H16
Costa Rica AY036672 1 GUA-4 H46
Cuenca Magdalena (Colombia) KM489091 17 GUA-2 H26
Km489101 | 17 GUA-2 H14
Cuenca Catatumbo (Colombia) KM489102 17 GUA-2 H28
Guatemala MEFM531 14 GUA-2 H26
R. guatemalensis México HBGM?265 18 GUA-2 H28
HBGM266 18 GUA-2 H20
HBGM267 18 GUA-2 H20
HBGM269 18 GUA-2 H20
HBGM270 18 GUA-2 H20
HBGM271 18 GUA-2 H20
HBGM272 18 GUA-2 H29
HBGM273 18 GUA-2 H20
HBGM274 18 GUA-2 H20
HBGM275 18 GUA-2 H20
HBGM276 18 GUA-2 H20
HBGM277 18 GUA-2 H20
HBGM278 18 GUA-2 H20
HBGM279 18 GUA-2 H20
HBGM280 18 GUA-2 H20
R. laticauda México AF287456 19 LAT-2 H7
Guatemala AY036708 1 LAT-1 H4
AY036709 1 LAT-1 H3
R. laukidi Cuenca Orinoco (Colombia) KM489084 17 LAUK H45
Cuenca Orinoco (Venezuela) AY036737 1 LAUK H45
AY036738 1 LAUK H45
R. nicaraguensis Costa Rica AY036718 1 NIC H6
AY036719 1 NIC H5
R. parryi Guatemala AY036702 1 PAR H11
AY036703 1 PAR H2
R. reddelli México AY036697 1 LAT-2 H13
R. aff. rogersi Nicaragua AY036713 1 ROG-1 H10
Panamad AY036730 1 ROG-2 H9
AY036734 1 ROG-3 H1
R. saijaensis Costa Pacifica (Colombia) KM489075 17 SAI H61
KM489076 | 17 SAl H59
KM489077 | 17 SAl H59
R. sapo Lag. Mar Chiquita (BsAs, ARG.) FARG317 20 BRA H21
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Tabla 2 (Cont.)

ESPECIE LOCALIDAD/ CUENCA ID REF | LINAJE | HAPLOTIPO
COI CYTB
Rhamdia sp Cuenca Amazonas (Bolivia) KT952454 9 QUE-7 H33
Cuenca Amazonas (Peru) KT952455 9 QUE-7 H34
R. voulezi Rio Iguazu (PR, BR.) BRHO13 16 VOuU H27
BRHO14 16 vou H27
BRHO15 16 vou H27
BRHO16 16 vou H27
BRHO18 16 vou H27
BRHO19 16 vou H27
R. aff. wagneri Cuenca Magdalena (Colombia) AY036693 1 GUA-2 H27
Lago Maracaibo (Venezuela) AY036694 1 GUA-2 H15
AY036695 1 GUA-2 H14
Rhamdella sp Costa Atlantica (BR) KF273107 21 col
Rhamdella eriarcha KX379765 10 CYTB
Rhamdella longiuscula KX379764 10 CYTB
Pimelodella chagresi Panama AY036751 1 CYTB
Pimelodella gracilis Cuenca Parand inferior (Ros, ARG.) KU288913 13 col
Ku289024 | 13 col
Heptapterus panamensis | Panama MG936981 22 col
Heptapterus
multiradiatus Parand Superior (PR, BR.) GU701750 7 col
Heptapterus sp Cuenca lIguazi (Mnes, ARG.) AY036749 1 CYTB

Referencias (REF): 1) Perdices et al., 2002; 2) Gutierrez et al., 2018; 3) de Carvalho et al., 2011; 4)
Hardman, 2005; 5) Rosso et al., 2012; 6) Pereira et al., 2011; 7) Pereira et al., 2013; 8) Ferreira et al. (no
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2001; 20) Mabragafia et al., 2011; 21) Reis et al., 2014; 22) Bermingham et al. (No pub).

En el caso particular del gen COI, se hallaron 11 linajes dentro del género Rhamdia. Dos de
estos corresponden a ejemplares transandinos identificados como R. guatemalensis, mientras
que los 9 restantes corresponden a especimenes cisandinos. Entre los ultimos se encuentran
ejemplares identificados en las bases de datos como R. quelen, R. branneri, R. voulezi, R. sapo 'y
Rhamdia sp. Algunas de estas especies hipotéticas parecen ser endémicas y otras estan
ampliamente distribuidas. Si se consideran Unicamente los limites geograficos de la provincia
de Misiones, podemos encontrar 2 especies hipotéticas distribuidas en las cuencas de los rios
Parana y Uruguay (QUE1 y QUE4), una hallada unicamente en la cuenca Parana (QUE2) y otra
que pareciera ser endémica de la cuenca del arroyo Urugua-i (QUE3). Ademas 4 individuos

(MB1, MB7, TAT1 y TAT2) provenientes del arroyo Tateto, tributario del rio Iguazu, constituyen
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otro linaje (QUE5) que difiere de R. branneri (BRA) y R. voulezi (VOU), especies que se
consideran endémicas del rio Iguazu. Lamentablemente estos ultimos ejemplares no pudieron
ser secuenciados para el gen CytB.

Al analizar las secuencias de CytB el ABGD definid 26 especies hipotéticas dentro del
género; entre éstas, 15 serian transandinas y 11 cisandinas. Dentro del grupo cisandino, uno
de los linajes se corresponde con la especie R. laukidi (LAUK), mientras que los 10 restantes
pertenecen a la especie nominal R. quelen. Como en el caso anterior algunas de estas especies
tentativas tienen distribucidon amplia y otras parecen estar restringidas a ciertas cuencas. En
los limites de la provincia de Misiones se pudieron identificar 5 linajes distintos (QUE1, QUE2,
QUE3, QUE4 y QUES8). Por su parte el grupo de especies transandinas es bastante complejo. El
ABGD reconoce las especies R. saijaensis (SAl), R. cinerascens (CIN), R. nicaraguensis (NIC) y R.
parryi (PAR); sin embargo la especie R. reddelli que actualmente se considera valida no fue
reconocida como tal, agrupandose dentro del linaje LAT-2 (R. laticauda). Asi mismo se
detectaron cuatro especies hipotéticas dentro de la especie nominal R. guatemalensis y cada
una de las secuencias identificadas como R. cabrerae (CAB) conformd un linaje distinto, aun
cuando este nombre se considera sinonimia de R. laticauda (LAT). Al igual que en R. cabrearae,
cada una de las secuencias identificadas como R. rogersi (ROG) fue definido como un linaje
diferente por el ABGD. Finalmente la especie R. laticauda parece estar constituida por dos

linajes diferentes (LAT1 y LAT2).

3.3. Inferencia filogenética

La topologia de los arboles obtenidos por MP y ML resultaron semejantes, ya sea en el caso
del COI como del CYTB (Fig. 1-3). Ambas metodologias alcanzaron los mismos agrupamientos
entre las secuencias estudiadas y los valores de soporte de cada uno de estos clados fueron
semejantes independientemente de la metodologia aplicada. En la tabla 2 y en las figuras
indicadas se puede observar cdmo los linajes QUE1, QUE2, QUE3 y QUE4 incluyen los mismos
individuos para COIl que para CYTB. Sin embargo, aunque cada uno de los clados se halla bien
soportado, las relaciones entre ellos no estan totalmente resueltas y en algunos casos difieren

segun el método de reconstruccion filogenética aplicado.

3.3.1. Relaciones basadas en COI

Mediante el andlisis de parsimonia se obtuvieron 36 arboles de 442 pasos; el indice de
consistencia (IC) fue de 0.595 y el indice de retencién (IR) de 0.938. Por su parte el arbol de

maxima verosimilitud presentd —InL= 2794.47.
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Figura 1: Arboles filogenéticos obtenidos a partir del gen COI. A la izquierda MP vy a la derecha ML. Los
valores de boostrap se indican sobre los nodos. Los recuadros de color indican los agrupamientos
reconocidos por el ABGD como especies hipotéticas. GUA= R. guatemalensis, QUE= R. quelen, BRA= R.
branneri, VOU= R. voulezi.
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Ambas reconstrucciones filogenéticas sugieren la monofilia del género Rhamdia y la
division mas basal, separa los linajes correspondientes a las especies cisandinas de los linajes
transandinos. Ademas, la mayoria de las especies hipotéticas o linajes definidos por el ABGD se
corresponde con un clado monofilético, razén por la cual se denominaron de la misma
manera. Existen 2 excepciones, una en el clado cisandino y otra en el transandino. Entre las
secuencias del grupo cisandino, FARGB235 y FARGB236 conforman un clado independiente
con un valor de soporte de 66 en la reconstruccion obtenida mediante ML, pero estas
secuencias forman parte del clado monofilético “branneri” (BRA) en el andlisis de MP. Dado
que el valor de soporte del clado BRA por MP es de 93, que el ABGD no distingue estas
secuencias como diferentes al resto de este linaje y que la distancia intragrupal de este clado
es de 0.03% se decididé considerar estas secuencias como parte del linaje BRA. En el clado
transandino en cambio, el arbol de MP, retne las secuencias MEFM528, MEFM529, MEFM531
y MEFMG655 en un clado monofilético (linaje GUA1) pero todas las demas secuencias de R.
guatemalensis conforman una politomia; mientras que la reconstruccién por ML, reconoce el
linaje GUA1 como hermano de un clado monofilético constituido por todas las demas
secuencias de R. guatemalensis (GUA2). Asi como en el caso anterior, el ABGD reconoce ambos
clados como linajes distintos aunque las distancias genéticas (K2P) entre ambos clados es de
1.59% mientras q la variacion intraespecifica es de 0.11 (GUA1) y 0.22% (GUA2). Fuera de las
excepciones expuestas, los otros clados siempre presentan la misma constitucién de
secuencias y se rescatan como clados monofiléticos por MLy MP.

Las relaciones internas entre los linajes, en general no estan resueltas. El clado cisandino
incluye 9 linajes, de los cuales QUE1, QUE2, QUE3, QUES5, QUE6, BRA y VOU siempre forman
parte de una politomia. Las diferencias entre los arboles de ML y MP se dan en como se
relacionan los clados QUE4 y QUE7. En el arbol de ML, estos dos son linajes hermanos que se
asocian a todos los demas linajes en un clado politdmico. Aunque el valor de soporte para esta
agrupacion (QUE4-QUE?7) es relativamente bajo (51). Por otra parte en el caso de MP QUE7 es
el clado hermano de la politomia descripta al principio y QUE 4 se ubica por fuera de esta
asociacion (Fig. 1).

En cuanto a las distancias genéticas entre los distintos linajes, en general superan el 2%
(Tabla 3), excepto para las relaciones entre QUE6-BRA (1.84%), QUE6-VOU (1.26%) y BRA-VOU
(1.59%), aunque sus distancias intragrupos son de 0.28% (QUE6); 0.03% (BRA) y 0% (VOU). Por
otra parte, aunque QUE7 se diferencia de todos los otros clados en mas del 3% su variacién
intragrupal es la mas alta (1.89%).

Con respecto a los grupos externos, las especies de Heptapterus constituyen las secuencias

mas divergentes. En la reconstruccion filogenética por MP, el género Rhamdia conforma una
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politomia con las secuencias de Rhamdella sp., Pimelodella gracilis y Pimelodella chagresi. Sin
embargo en el arbol de ML, cada uno de los géneros es reconocido como un clado

monofilético.

3.3.2. Relaciones basadas en CYTB

Mediante el analisis de MP se obtuvieron 4 arboles de 947 pasos; el indice de consistencia
fue de 0.44 y el indice de retenciéon de 0.856. Por su parte el arbol de ML presenté —InL=
5344.20.

La monofilia entre los ejemplares analizados de Rhamdia se corrobora mediante ML pero
no por MP. Este ultimo analisis muestra una politomia conformada por 5 clados: I= especies de
Rhamdella, |l= especies de Pimelodella -ambas utilizadas como grupos externos-, lll=
especimenes de Rhamdia laukidi y V= especimenes de Rhamdia cisandinos. Por su parte,
aunque la reconstruccién por ML corrobora la monofilia de Rhamdia, las relaciones internas
tampoco se hallan resueltas. Este clado se divide en 3 subclados: A) Especies transandinas del
género; B) Rhamdia laukidi (especie cisandina) y C) Todas las demds especies cisandinas de
Rhamdia. A pesar de estas diferencias en las topologias, cada uno de estos clados y subclados
presentan la misma constitucidon de especimenes ya sea que se hayan obtenido por MP o ML.

Como en el caso del gen COI, la denominaciéon de cada uno de los clados se basd en las
especies hipotéticas definidas por el ABGD. Dado que los organismos analizados en este
trabajo de tesis, conforman los mismos agrupamientos para CYTB y COI, se mantuvo la
nominacion de los mismos y se decidid utilizar acronimos consecutivos entre las especies del
clado cisandino. De este modo, en el andlisis de CYTB aparecen los linajes QUE1, QUE2, QUE3 y
QUE4, pero los siguientes linajes fueron nombrados como QUE8-QUE13. Lo que no significa
gue constituyan linajes diferentes a los obtenidos con COI, sino simplemente que no se conoce
la caracterizacion de dicho gen para esos clados.

El clado transandino esta constituido por 15 linajes, algunos de ellos conformados por
secuencias Unicas, que sin embargo, difieren D= 2.57-9.2% entre si. Los linajes reconocidos a
partir de una Unica secuencia son GUA1, GUA3, GUA4, ROG1, ROG2, ROG3 y CAB1; mientras
que los clados formados por mas de una secuencia fueron GUA2, CIN, SAl, CAB2, NIC, PAR,
LAT1Y LAT2.

Todas las especies cisandinas exceptuando Rhamdia laukidi conformaron el clado IV o el
subclado C segln se analice el arbol de MP o ML respectivamente. En total se determinaron 10
linajes dentro de este grupo. En el arbol MP este clado esta dividido en 4 subclados QUE4,
QUE12, QUE13 y un subclado politdmico constituido por los linajes QUE1, QUE2, QUE3, QUES,

QUEY, QUE10y QUE11. Este subclado politdmico también aparece en la reconstruccion filoge-

32



AY036749_Heptapterus_sp AY036749 Heptapterus sp 88
—— AY036747_H_panamensis MP ML AY036747 H panamensis —]
—— AY036745_|_lineatus AY036745 | lineatus
| KX379765_R_eriarcha AY036750 P chagresi S
AYKS%77957164F7RT1|°"giUSCUIa AY036751 P chagresi
98 _P_chagresi KX379764 R 99
I = Av036750 P chagresi . - KX379765 R eriarcha 1
AY036672 GUA4 GUA4 036672
100 AY036642 GUA3 GUA3 AY036632
AY036632 GUA1 GUA1 AY036642
85 Km489091 KM489091
Al i
KM489102
| | | KM489101 GUA2 GUA2 KM489101
AY036695 AY036695
AY036694 AY036694
59 AY036736 CIN KM489077
— AYoagms8 o7 Grupo SAl KM489076
. KM489075
KM489076 SAl transandino CIN AY036736 :
KM489075 AY036735 =
AY036734 ROG3 ROG3 AY036734
AY036730 ROG2 NIC AY036719
CAB1
AY036713 ROG1 a0
0 AY036726  CAB2 LAT1 AY036708
AY036725 AY036703
AY036719 NIC PAR AY036702
AY036718 ROG2 AY036730
AY036709 | AT4 CAB1 AY036717
AY036708 ROG1 AY036713
L100 | AY036703  paR AY036726
AY036702 CAB2 AY036725
AY036697 | AT AF287456
- AF287456 _ | LAT2 AY036697
— Kl
v He AY036738 LAUK LAUK asorar
A 337037 - AY036738
100 11 5
Moy — Avaserss QUE13 QUE12 036740
100
L — AY036740 QUE12 e
94 TUC24 LGEP161
KP798676 Kebarcs
LGEP614 | GEPB14
e
LGEP129 QUE4 QUE4 e
KP798762 s
LGEP777
LGEP492 LGEP162
LGEP162 Aosere
s a
UE13
100 LGEP378 L
L [GEp3r7 QUES3 QUES AY036744
jg_: AY036744 QUES —
e i
87 % =
V LGEP139 QUE2 QUE2 LGEP478 70
LGEP609 LGEP139 N
LGEP414 KRAza008 , 'C
KR423 QUE9 KRazsoot — o]
83 KR423993
KR423992 QUE9 KRa23962
KR423991 KR424000
— KRézd001 g
— KR424000
98 — KR423999 QUE10 QUETO KRazsoo
— KR423997 KR423989
— KR423990 KR423999
L— KR423989 QUE3 (e
— KX379742 Grupo —
— &R423998 isandi i
— KR423995
I KP798805 cisandino KR423998
| KP798775 KR423995
— KP798773 KEL98TZS)
12| o [ KETERTED i
— [N QUE™N QUEM KP798719
— KP798719 (IEED
— KP798702 [HELLS
— KP798682 (S
63 KP798760 KRIE8702
F1_ Kp798746 KP798717
4 KP798727 Rz 2
KP798717 e as
—— LGEP77 KP798760
—— LGEP56 LGEP77
— LGEP341 KX379745
—— LGEP299 KX379753
— LGEP298 KX379748
— LGEP260 KX379755
— LGEP224 KX379743
—— LGEP213 LGEP341
— LGEP211 KP798737
— LGEP191 LGEP131
— LGEP176 LGEP176
—— LGEP175 KX379758
— LGEP131 LGEP300
— LGEP123 QUE1 QUE1 LGEP526
o4 [— KX379763 LGEP389
KX379762 KX379754
KX379758 LGEP406
KX379757 LGEP190
KX379755 LGEP189
KX379753 LGEP198
KX379748 KX379756
KX379745 KP798651
— KX379743 KX379746
| — KP798737 LGEP123
— KP798663 LGEP260
82 KX379746 LGEP299
KP798651 LGEP298
— LGEP526 LGEP175
— LGEP389 KX379757
54 [— LGEP300 KX379762
KX379754 KP798663
LGEP406 LGEPS6
64 LGEP198 LGEP191
LGEP190 KX379763
LGEP189 LGEP213
KX379756 _ LGEP211

LGEP224

Figura. 2: Arboles filogenéticos obtenidos a partir del gen CYTB. A la izquierda MP y a la derecha ML.
Los valores de boostrap se indican sobre los nodos. Los recuadros de color indican los agrupamientos
reconocidos por el ABGD como especies hipotéticas. GUA= R. guatemalensis, QUE= R. quelen, LAUK= R.
laukidi, SAl= R. saijaensis, ROG= R. rogersi, CAB= R. cabrerae, NIC= R. nicaraguensis, PAR= R. parryi, LAT=
R. laticauda.
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-nética obtenida por ML. Sin embargo, la ultima metodologia reine a QUE12 y QUE4 como
clados hermanos por lo que el subclado C es una politomia formada por 3 subclados menores:
QUE13, (QUE12+QUE4) y (QUE1+ QUE2+QUE3+QUE8+QUE9+QUE10+QUE11). Las distancias

genéticas entre los linajes variaron entre 2.47% vy 7.23%.

3.3.3 Analisis combinado

Dado que en este caso se trataba de pocas secuencias se realizé una busqueda exacta
obteniéndose un drbol de 577 pasos. Por su parte el drbol de ML presenté -InL= 4819.34. Tal y
como se esperaba, el analisis combinado reconocid los mismos linajes que se obtuvieron al
analizar las secuencias por separado. Sin embargo, al igual que en los casos anteriores, existen

diferencias en las relaciones entre los clados.
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Figura 3: Arbol consenso para la combinacién de los genes COl y CYTB. En rojo se indican los valores de
boostrap hallados por MP y en negro los obtenidos por ML. Las lineas de colores indican las especies
hipotéticas establecidas mediante ABGD.
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El andlisis de MP no resuelve estas relaciones formando una politomia entre QUE1, QUE2 y
QUE3; mientras que la reconstruccién por ML si lo hace. Las distancias genéticas muestran
muy poca variacion intralinaje (0 a 0.3%), mientras que las distancias interlinajes varian entre

3.03%y 6.39%.

3.4. Redes haplotipicas

Aunque las redes haplotipicas se construyeron con las secuencias de especimenes cis y
transandinos, solo se analizan y discuten aquellas relativas a los ejemplares cisandinos y en

particular las provenientes del drea de estudio definida en este manuscrito.

3.4.1. Haplotipos COI

Se detectaron 34 haplotipos de este gen en el género Rhamdia, 6 de ellos corresponden a
ejemplares transandinos y 28 a ejemplares cisandinos. La topologia de la red obtenida por
NETWORK (Fig. 4) refleja cdmo los haplotipos se agrupan constituyendo los linajes descriptos
previamente. Algunos linajes estan representados por un solo haplotipo, mientras que otros se
conforman de 2 o mas. En general los haplotipos de un linaje dado estan separados por 1 0 2
mutaciones como maximo. La excepcion la constituyen los haplotipos que conforman el linaje
QUE7 los cuales exhiben una gran divergencia; los mas préximos se hallan a 3 pasos
mutacionales, mientras que los mas diferentes lo hacen en 16 pasos. Esto es llamativo ya que
linajes como QUE6 y VOU presentan haplotipos que divergen muy poco (4 pasos) entre si. Sin
considerar estos casos particulares, las distancias entre un linaje y otro oscilan entre 7 y 28
mutaciones.

El mayor numero de haplotipos se agrupa en el linaje QUE1, aunque también es el linaje
mas representado en los muestreos. La distribucién de este linaje incluye las cuencas de los
rios Parana (tanto superior como medio), Uruguay y Sdo Francisco. Ademas, 5 haplotipos (H1,
H2, H3, H4 y H10) se detectaron Unicamente en Misiones. El haplotipo H1 incluye especimenes
distribuidos tanto en el rio Parand como en el rio Uruguay y los haplotipos H2 y H10 se
distribuyen exclusivamente en la cuenca del rio Uruguay.

El linaje QUE2 estd conformado por 3 haplotipos, todos ellos provenientes de cursos de
agua que conforman la cuenca del rio Parana en Misiones. Es interesante destacar que solo 5
ejemplares de este linaje fueron analizados y a pesar de ello se detectaron 3 haplotipos. El
ejemplo contrapuesto es el linaje QUE3 donde los 10 especimenes caracterizados mostraban el
mismo haplotipo. Este linaje fue hallado exclusivamente en la cuenca del arroyo Urugua-i,
tributario del rio Parana. Tres haplotipos conformaron el linaje QUE4, el cual se distribuye en

los rios Bermejo, Uruguay y Parana. En este ultimo curso de agua, fue colectado tanto en
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Misiones como al norte de la provincia de Santa Fe. Tanto QUE5 como VOU estan
representados por un Unico haplotipo cada uno; el primero fue establecido en ejemplares
colectados en el arroyo Tateto -tributario del rio Iguazu- y el Ultimo corresponde a la especie R.

voulezi, la cual se considera endémica del rio Iguazu. También considerada endémica de este
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Figura 4: Red haplotipica de Rhamdia quelen a partir de secuencias de COIl. Cada circulo representa un
haplotipo distinto y su color de relleno la o las localidades en las cuales se distribuyen. A la derecha del
grafico se observan las referencias de cada color. Los puntos rojos corresponden a haplotipos perdidos y
las lineas que los conectan las relaciones entre ellos. Cuando existe mas de una mutacion se indica con
dos lineas rojas paralelas. Con lineas punteadas se definen cada uno de los linajes.

INTRAGRUPO | QUE1 QUE2 QUE3 QUE4 QUES QUE6 QUE7 ERA VOU GUAT
027 | QUET
020 | QUE2 | 386

000 | QUE3 | 406 34b

012 | QUEA | 645 528 54k

000 |QUES | 425 430 359 599

028 | QUE6 | 304 298 229 465 281

189 | QUET | 5%6 495 457 373 580 427
003|BRA | 419 342 217 489 308 184 495
000|VOU | 331 271 202 433 289 126 421 152 Tabla 3: Distancias genéticas del gen
01 |GUA |1025 1045 1028 830 975 908 948 1035 975 COl intra e interlinajes. Los valores
023 |GUA2 | 957 903 945 800 908 806 933 930 871 159 | estan expresadas como porcentajes.
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064 |QUEL | 681 668 712

0 QUES |[340 352 352 587

087 |QUE9 | 375 387 363 643 247

059 |QUEID | 499 430 387 670 336 346

0m JQUET | 352 409 339 645 324 327 29

0 QUET2 | 659 641 723 6M 625 628 653 675

0 QUET3 | 553 584 641 695 610 637 663 594 627

* GUAT |[1080 1051 1075 1026 895 979 1098 973 M4i8 1008

082 |GUA2 |1060 1005 1083 1064 909 995 WL0 939 1066 1072 405

* GUA3 | 1051 1005 1082 1069 909 99 mM05 979 M5 1033 397 333

* GUA4 [1006 997 1012 1035 910 99 107 0B 0B 034 L4k 733 48D

* ROG1 | 1218 ™67 ™55 M55 997 1070 M5 051 M2 N2 79 4sd 175 742

* ROG2 [1225 m78 ™47 ™67 997 1075 ML 1095 MET 078 691 722 696 132 389

* ROG3 | ™85 ™40 1082 M37 944 1021 1070 0B M2 ML 704 763 743 70 397 337

* CABT [m8s m©9 ™70 M7 1012 108 M9 MB M 1230 75 737 807 706 288 368 334

0 CAB2 | me6 1097 1085 1049 982 1014 MO8 1018 MO M2 721 752 760 795 38 291 319 350

0 LAUK [ 933 934 958 922 909 9m 978 839 874 874 M2 954 924 M40 TN3I8 W94 1084 M7I2 0B

03  |SAl 1262 1212 1292 44 M52 1210 12001 M28 BB M8 873 866 851 852 693 649 609 658 628 109

0 CIN 1093 1006 T T 025 1090 1089 993 MNA0 W54 78 670 65 690 742 853 810 791 865 MY 732

03 |NIC 153 M40 mM28 M28 1006 1079 ™NB4 W% MM MY 736 818 758 726 258 38 350 257 304 TM3I8 643 819

045 |PAR 153 m21 M2 1201 MW 1070 TNdA 078 W21 1261 778 810 8B 750 390 409 342 3M 327 AT 685 819 359
045 |LATI 182 M3 mhe N74 024 1080 M76 051 1203 M9 694 708 649 751 359 329 327 358 343 MR 702 802 375 335
18 LAT2 [ 872 164 1261 M7 W65 M75 257 M5 M98 1284 801 820 876 807 413 352 39 373 38 1207 724 920 342 405 374

Tabla 4: Distancias genéticas del gen CYTB intra e interlinajes. Los valores estan expresadas como porcentajes.
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Fig. 5: Red haplotipica de Rhamdia quelen a partir de secuencias de CYTB. Cada circulo representa un haplotipo distinto y su color de relleno la o las localidades en las cuales
se distribuyen. A la derecha del grafico se observan las referencias de cada color. Los puntos rojos corresponden a haplotipos perdidos y las lineas que los conectan las
relaciones entre ellos. Cuando existe mas de una mutacién se indica con dos lineas rojas paralelas. Con lineas punteadas se definen cada uno de los linajes.
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rio, la especie R. branneri (BRA) incluyd 2 haplotipos que se localizaron principalmente en el rio
Iguazu pero también pudieron ser detectado en el Parana bajo (Rosario y Buenos Aires,
Argentina) y la costa atlantica argentina (laguna Mar chiquita y arroyos préoximos). El linaje
QUES esta constituido por 2 haplotipos H23 que se encuentra en el rio Paraiba do Sul y H30
que se halla en el rio Mucuri, ambos desembocan en el Océano Atlantico pero el primero se
ubica en el sudeste de Brasil y el segundo en el nordeste. El linaje QUE7 incluye haplotipos que
pertenecen a la cuenca amazonica (Bolivia y Perd) y otros que pertenecen a la cuenca del rio
Itapecurd, un rio que desemboca en la costa atlantica en el Nordeste de Brasil y que se halla en

la misma region hidrografica que el rio Mucuri.

3.4.2. Haplotipos CYTB

Las secuencias estudiadas de este gen se diferenciaron en 63 haplotipos, 39 cisandinos y 24
transandinos. La topologia de la red también refleja los linajes discutidos en los puntos
anteriores (Fig. 5). Del mismo modo que en la red haplotipica del gen COI, aqui, el linaje con
mayor riqueza haplotipica es QUE1 mientras que otros como LAUK, QUE8, QUE12 Y QUE13
estan representados por un solo haplotipo. Los linajes QUE2, QUE4, QUE9, QUE10 y QUE11
exhiben entre 3 y 6 haplotipos cada uno. En general los haplotipos dentro de los linajes varian
entre 1y 8 pasos entre si, mientras que los linajes se separan por 14 a 45 mutaciones.

Si tenemos en cuenta la distribucion de los linajes, QUE1 y QUE4 son los que presentan
mayor dispersion. El primero se halla en las cuencas del Parand, Uruguay y rios de la costa
atlantica uruguaya; mientras que el Ultimo se encuentra en las cuencas de los rios Parang,
Uruguay y Bermejo. Los haplotipos del linaje QUE11 provienen de tributarios del rio Uruguay y
de lagunas que se relacionan a la costa atlantica en Uruguay. Los linajes QUES, QUE9 y QUE10
por otra parte cohabitan la cuenca del Iguazu en el estado de Parana (Brasil). Finalmente los
haplotipos H17 y H18 se definieron para la cuenca del Amazonas y rios de las Guyanas
respectivamente.

Los haplotipos H22, H23, H24, H29 y H47 se encontraron exclusivamente en la Provincia de
Misiones. Los 3 primeros conforman el linaje QUE2 y se hallaron en el rio Parang; el cuarto

representa el linaje QUE3 que parece ser exclusivo del arroyo Urugua-i.

3.4.3. Consideraciones generales

En ambas redes haplotipicas los linajes obtenidos mediante inferencia filogenética se
pueden percibir como agregados de haplotipos o haplotipos Unicos distantes. La informacion
obtenida a partir de cada gen es complementaria, ya que, parte de los individuos estudiados se

repiten en ambas redes de haplotipos y las secuencias complementarias obtenidas de bases de



datos difieren segun el gen analizado, lo que permite ampliar las localidades muestreadas. Asi
se puede inferir que el linaje QUE1 tendria una amplia distribucion, halldndoselo en las
cuencas de los rios Parand, Uruguay, S3o Francisco y lagos relacionados a la costa atlantica
uruguaya. El linaje QUE2 es exclusivo del Parand y no se detectaron secuencias adicionales que
pertenezcan al mismo. El linaje QUE3 parece ser endémico del arroyo Urugua-i, mientras que
QUE4 se distribuye en las cuencas del Parand, Uruguay y Bermejo. Por otra parte los linajes
QUES, QUE9 y QUE10 provienen del rio Iguazu y ha sido caracterizado solamente para el gen
CYTB pero en este rio se identificaron con COI 3 linajes: BRA, VOU y QUES; por lo que no se

desestima que estos linajes se correspondan entre si.

4. DISCUSION

4.1. Inferencia filogenética y especies hipotéticas

El empleo de los términos “linaje” o “especie hipotética” se debe a que considero que una
especie no puede definirse atendiendo Unicamente a sus diferencias genéticas, sino que debe
realizarse de acuerdo a los principios de una “taxonomia integrativa” (Dayrat, 2005; Will et al.,
2005) empleando el mayor numero de caracteres y disciplinas posibles en el delineamiento de
la misma. En este capitulo se revisaron distintas poblaciones y especies de Rhamdia desde una
enfoque exclusivamente molecular, prestando principal atencién a los especimenes que
constituyen la especie nominal R. quelen. Por un lado se aplicaron técnicas de inferencia
filogenética y por otro se trabajé con metodologias relacionadas al concepto de “barcode
gap”. En este ultimo caso se utilizd el algoritmo denominado “Automatic Barcode Gap
Discovery” (ABGD) que permite delinear especies hipotéticas a partir de la existencia de un
gap genético entre los grupos de secuencias analizadas (Puillandre et al., 2012). La eleccién de
esta herramienta, se baso en lo propuesto por Kekkonnen & Hebert (2014), quienes sugieren
que el empleo de estas técnicas de agrupamiento molecular, constituyen excelentes puntos de
partida para la deteccidn de especies cripticas y disminuyen el riesgo de sinonimias. Si bien
existen otros algoritmos para la deteccién de linajes moleculares (BIN, CMYC), nuestra eleccidn
se basd también en los resultados alcanzados por Rios et al. (2017).

Tanto las inferencias filogenéticas como la aplicacién del ABGD, revelan que Rhamdia
quelen esta constituido por varios linajes genéticamente diferentes. En su sentido actual, R.
quelen es una especie nominal distribuida en la regidn cisandina de América del Sur y que se
halla en simpatria con otras especies del género incluidas: R. branneri, R. voulezi, R. gabrielae,
R. eurycephala, R. laukidi y la especie troglobidtica R. enfurnada. No todas estas especies han

podido ser revisadas o disponen de secuencias en las bases datos y en vista de que existen
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actos nomenclaturales recientes, algunas de los linajes determinados en este capitulo puede
corresponder a una de estas especies previamente identificadas bajo la denominacion R.
quelen.

Hasta el momento se han publicado solo tres estudios de filogenia molecular sobre el
género Rhamdia (Perdices et al., 2002; Hernandez et al., 2015; Rios et al., 2017) y solamente
uno de ellos estd enfocado en especies del clado cisandino. Dicho trabajo, desarrollado por
Rios et al. (2017), constituye un importante aporte para la comprensiéon de este clado, aunque
se enfoca principalmente en especimenes colectados en diferentes cursos de agua de la
Republica Oriental del Uruguay, incluidos los rios, Uruguay, Negro, de la Plata, laguna Merin,
laguna Rocha y otros cursos que conforman la costa atldntica de ese pais. En esta tesis se
amplia el rango de distribucion estudiado, al caracterizar el gen CYTB en ejemplares cisandinos
provenientes de los rios Parand, Uruguay, lguazu y Bermejo en Argentina e incorporando
ademas, secuencias de especimenes préximos a la cabecera del rio Iguazu (Tscha et al., 2017)
en las inferencias filogenéticas.

Exceptuando a Perdices et al. (2002) todas las filogenias de Rhamdia publicadas hasta el
momento, emplean CYTB como marcador molecular. En esta tesis, se brinda ademds una
filogenia basada en el gen COl y dado que los individuos aqui estudiados fueron caracterizados
para ambos genes, los arboles obtenidos contienen secuencias comunes que nos permiten
hacer inferencias sobre las topologias y la distribucion de cada uno de los linajes.

Las filogenias moleculares previas (Perdices et al., 2002; Hernandez et al., 2015; Rios et al.,
2017) indican que Rhamdia constituye un clado monofilético dividido en 2 subclados que
agrupan, por un lado, las especies denominadas transandinas y por otro, las cisandinas. Estos
resultados coinciden con los obtenidos para ambos genes a partir de las metodologias
aplicadas (ML y MP). La Unica excepcidn la constituye la filogenia basada en CYTB, obtenida
por maxima parsimonia (MP), donde el arbol consenso exhibe una politomia basal constituida
por los géneros Rhamdella, Pimelodella y las especies cis y transandinas de Rhamdia como
clados separados. A pesar de esto, en los otros 3 casos, los arboles filogenéticos exhiben un
patrén general semejante al obtenido por Perdices et al. (2002), Hernandez et al. (2015) y Rios
et al. (2017) y con valores de soporte altos (<90) para cada uno de los clados. Si bien este
patron general con dos subclados bien definidos se repite en los arboles obtenidos, las
relaciones internas entre los linajes no siempre se resuelven, existiendo politomias internas en
los clados cis y transandinos. Estas variaciones en las relaciones pueden deberse al set de
datos y variables de analisis utilizadas, en relacidon a las utilizadas por otros autores. Por
ejemplo, para poder incorporar las secuencias de Tscha et al. (2016) a mis analisis, debi

eliminar al menos 300pb que si fueron consideradas en el analisis de Rios et al. (2017).

41



A partir de mis resultados y considerando los estudios previos, se podria presumir la
monofilia del género Rhamdia; sin embargo como bien indican Hernandez et al., (2015) no se
puede ser concluyente al respecto, ya que estos analisis no incluyen la totalidad de las especies
nominales y no cubren toda el area de distribucién del género. Asi mismo para tener un testeo
fuerte de monofilia en Rhamdia habria que incluir una mayor diversidad de géneros y grupos
de especies de otros géneros relacionados. Hasta el momento la monofilia del género Rhamdia
no ha sido probada de modo fehaciente desde ningin enfoque.

En su andlisis filogenético Perdices et al. (2002) no realiza ninguna inferencia respecto al
clado cisandino, utilizando las secuencias de unos pocos especimenes provenientes de los rios:
Orinoco (Venezuela), Essequibo (Guyana), Amazonas (Peru) y Parana (Argentina). Estas mismas
secuencias han sido utilizadas en las reconstrucciones filogenéticas posteriores e incluso en
esta tesis. Los clados monofiléticos que rescatan Perdices et al. (2002) y Hernandez et al.
(2015) se corresponden con los clados que aqui se definen como los linajes QUE4, QUES,
QUE12 y QUE13 y definidos por Rios et al. (2017) como Rg2, Rg5a Rg3 y Rql respectivamente.
Cabe destacar que los ultimos autores identifican 2 linajes adicionales a los previamente
establecidos, Rgq4 y Rg6, los cuales en este trabajo se han denominado QUE1 y QUE11l. Mi
trabajo ha permitido detectar todos los linajes previamente definidos y revelar ademas, la
existencia de 4 linajes adicionales basados en CYTB: QUE2, QUE3, QUE9 y QUE10. Finalmente,
los analisis filogenéticos basados en COI, revelaron 4 linajes conformados exclusivamente a
partir de las secuencias obtenidas en este trabajo (QUE4, QUE2, QUE3 y QUES5), 2 clasificados
como R. branneri (BRA) y R. voulezi (VOU) (Ribolli et al., 2017), 2 obtenidos a partir de
secuencias en bases de datos (QUE6 y QUE7) y un ultimo constituido por secuencias en bases
de datos y secuencias originales (QUE1). En total este trabajo ha permitido detectar entre los

Rhamdia cisandinos 10 linajes basados en CYTB y 9 basados en COI.

4.2. Distribucién de los linajes

Al observar la distribucién de los linajes moleculares hay dos cuestiones que llaman la
atencioén: la simpatria entre algunos de ellos y sus rangos de distribucidn. En el primero de
éstos, el caso mas llamativo es el del rio Iguazu, en el cual se han detectado 4 linajes a partir de
CYTB (QUE8-QUE11) y 3 a partir de COI (QUE5, BRA y VOU). Es probable que algunos de los
linajes detectados con CYTB se correspondan con los hallados en COI, sin embargo seria
necesario secuenciar ambos genes en los mismos ejemplares para poder establecerlo.
Cualquiera sea el caso, al menos 4 linajes habitan simpatricamente esta cuenca. La presencia
de linajes simpatricos también se registra en la cuenca de los rios Parana (QUE1, QUE2, QUE4 y

BRA) y Uruguay (QUE1, QUE4 y QUE11). Con respecto a los rangos de distribucion, existen

42



linajes que parecen ser endémicos y otros que se encuentran ampliamente distribuidos. Hasta
el momento Rhamdia vouleziy R. branneri son consideradas especies endémicas del rio Iguazu
(Garavello & Shibatta, 2016; Ribolli et al., 2017) pero la evidencia genética indica que R.
branneri tiene una distribucion mas extensa, halldandose también en el rio Parana y cauces que
desembocan en la costa atlantica en argentina. El linaje QUE1 (Rqg4) es el de mayor distribucion
entre todos los detectados, ubicdndose en tributarios de los rios Parand, Uruguay, Sdo
Francisco y laguna Merin. Del mismo modo el linaje QUE11 (Rg6) fue hallado en tributarios del
rio Uruguay, en el rio Iguazu y en varias lagunas que desembocan en la costa atlantica de
Uruguay. Entre los linajes que parecen ser endémicos podemos encontrar a QUES5 en el arroyo
Tateto (rio Iguazu), QUE3 en el arroyo Uruzu (Cuenca Urugua-i) y VOU en el Iguazu.

La ocurrencia de especies o linajes simpdatricos dentro del género Rhamdia parece ser una
situacién frecuente. Tanto Perdices et al. (2002), como Herndndez et al. (2015) hallaron linajes
simpatricos entre las especies transandinas de Rhamdia. Y en la contraparte cisandina, Rios et
al. (2017) reportd simpatria entre los linajes Rg4 (QUE1) y Rq6 (QUE11).

Las especies de agua dulce presentan, con frecuencia, una fuerte estructuracidon de sus
poblaciones como resultado de su confinamiento a una cuenca hidrografica determinada. El
aislamiento de las cuencas por barreras geograficas dificilmente superables, impiden el flujo
génico entre las poblaciones permitiendo la acumulacion de diferencias genéticas (Faulks et
al.,, 2010; Loxterman & Keeley, 2012; Bruno et al, 2015). Este escenario de especiacion
alopatrica suele ser el mas aceptado pero no es el Unico posible, existiendo numerosos
ejemplos de procesos de aislamiento que ocurren en simpatria (Seehausen & Wagner, 2014).
Es claro que la historia evolutiva del clado cisandino es compleja y requiere un analisis mucho
mas extenso para inferir el origen de estos linajes genéticamente distinguibles en la actualidad.
Cualquiera sea el caso, determinar los procesos que condujeron a la aparicién de estos linajes

genéticamente distinguibles esta fuera de los objetivos de esta tesis.

4.3. Sobre distancias genéticas y el DNA barcode

Las distancias genéticas han sido aplicadas frecuentemente como medidas de
diferenciacidon entre las poblaciones. Sin embargo, con el advenimiento del barcoding su
empleo se intentd estandarizar y emplear para determinar distancias promedios que
permitieran la delimitacion de especies y otras categorias taxondmicas (Hebert et al., 2003-b).
Como ya se ha comentado en la introduccion esto fue bastante discutido, en especial porque
las distancias maximas y minimas frecuentemente se solapan. Si bien, las distancias genéticas
no pueden emplearse para la delimitacion de especies, contindan siendo utiles para establecer

la existencia de grados de diferenciacion entre las poblaciones.
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Las tablas 3 y 4 muestran las distancias intra e interlinajes calculadas para COl y CYTB
respectivamente. Las distancias intralinajes, en general, no superaron el 0.28% dentro del
clado cisandino. El Unico caso que se desvia de esta media es el linaje QUE7, cuya variacion
intraespecifica fue de 1.89%. Este clado es particularmente interesante dado que esta
conformado por 5 secuencias, 3 de ellas provenientes de la cuenca amazdnica en Bolivia y Peru
y 2 de ellas corresponden al rio Itapecurd, un rio que desagua en la costa nordeste de Brasil y
bafia el estado de Maranhdo. A pesar de esta distancia considerable, el ABGD reconoce este
agrupamiento como una especie hipotética y la misma conforma un grupo monofilético. De
hecho, las secuencias mas similares (D=0.5) se hallan entre un ejemplar del rio Itapecurt y otro
del Amazonas en Peru; la variacién entre las secuencias amazdnicas es siempre D<1.
Probablemente este linaje sea resultado de un muestreo deficiente y la obtencién de mas
secuencias del Amazonas y rios del nordeste brasilefio sean necesarios para su corroboracion.

El caso contrapuesto, donde los linajes presentan variacién por debajo del 2% se observa
entre BRA, VOU y QUESG. Los dos primeros linajes son simpatricos y la distancia entre ellos es
D=1.52, un valor muy préximo al hallado por Ribolli et al. (2017), quienes sostienen que un
umbral fijo puede subestimar o sobreestimar el nUmero correcto de unidades taxondmicas
moleculares y aplican el programa SPIDER para establecer el valor de umbral éptimo (Brown et
al., 2012). Por otro lado QUEG incluye ejemplares de Paraiba do Sul (Sdo Paulo, Brasil) y del
Mucuri (Minas Gerais, Brasil), rios que desembocan en la costa atlantica brasilefia pero que
conforman cuencas distintas. En todos los casos el ABGD reconocié a estos linajes como
especies hipotéticas. Esto probablemente se deba a que la variacion intralinaje es minima o
nula en relacidn a la variacion entre los linajes, por lo cual el programa detecta gaps con escasa
variacion interlinajes. Aumentar el nimero de ejemplares caracterizados y los puntos de
colecta entre las localidades podrian brindar un marco mds amplio para la elaboracién de
inferencias respecto a estos linajes.

En América del sur se han realizado algunos relevamientos ictiofaunisticos en los que se
definieron rangos de variacién (Pereira et al., 2011 y 2013; de Carvalho et al., 2011,
Mabragafia et al., 2011; Rosso et al., 2012; Diaz et al., 2016). En todos estos trabajos se
establecen distancias promedio intra e interespecificas que oscilan entre 0.13% y 0.5% y 1.7%
y 10.36% respectivamente. Sin embargo los valores minimos y maximos de variacién van de 0 a
14.08% para las distancias intraespecificas y de 0 a 24.8% para las interespecificas. Si bien en
cada uno de estos trabajos se argumentan los casos particulares que llevan a los valores
extremos, el solapamiento entre las distancias intra e interespecificas es uno de los topicos

mas discutidos de esta practica. Mi objetivo sin embargo, no es delimitar especies u otorgar
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categorias taxondmicas a partir de las distancias genéticas, sino simplemente, estimar el grado

de diferenciacién entre los linajes.

4.4. Redes de haplotipos

Las redes haplotipicas exhibieron topologias similares a las de los arboles de MP y ML,
rescatandose los mismos linajes determinados por estos métodos. En el caso de la red
haplotipica de COI todos los linajes se originan a partir de una red de haplotipos centrales
faltantes. Se observa la proximidad entre QUE6 y VOU que también se manifiesta en las
distancias genéticas. Asi mismo, es evidente la falta de cohesion del linaje QUE7, en el cual
cada una de las secuencias que lo conforma constituye un haplotipo diferente y separados por
varios pasos mutacionales entre si, ademas exhibe la mayor cantidad de haplotipos faltantes
dentro de un linaje. Como se explicé anteriormente un muestreo mas completo de la regidn
amazodnica podria aclarar las relaciones internas de este linaje, que también es confuso en
cuanto a las distancias genéticas.

Tanto en el caso de la red haplotipica de COl como de CYTB, el linaje QUEL es el que
presenta mayor numero de haplotipos y ha sido el linaje mds frecuente en el drea muestreada
(Misiones). Cabe aclarar que para facilitar los analisis filogenéticos, no se utilizaron todos las
secuencias empleadas por Rios et al. (2017). De haberlo hecho, el linaje Rq6 (QUE11) seria el
que presente el mayor niumero de haplotipos, puesto que segun estos autores, lo componen
41 haplotipos.

Claramente a partir de los resultados alcanzados en esta secciéon no es posible proyectar
hipdtesis consistentes sobre patrones de evolucidn o relaciones filogeograficas. Estos estudios
requieren un nimero de secuencias a analizar muy por encima de las aqui estudiadas y un area
muestral que refleje el area de distribucién del taxén analizado. Sin embargo, he decidido
construir una red de haplotipos, porque a pesar de las falencias, permite una exploracion de la

constituciéon de cada linaje y sus posibles relaciones.

4.5. Consideraciones finales

Los resultados obtenidos en este capitulo muestran que desde el enfoque molecular, la
especie nominal Rhamdia quelen incluye a varios linajes genéticamente diferentes. Se
pudieron detectar al menos 4 linajes adicionales a los previamente establecidos, elevando a 11
el total inferido para el clado cisandino. Es llamativo que varios linajes son simpatricos y estan
extensamente distribuidos mientras otros parecieran ser endémicos. En la cuenca de los rios
Parana, Uruguay e Iguazu se pudieron establecer 5 de estos linajes, de los cuales 2 serian

endémicos. El analisis de genes nucleares en los ejemplares analizados es recomendable para
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corroborar posibles casos de introgresién y un andlisis filogeografico es fundamental para
poder comprender los patrones observados en la actualidad.

La correcta delimitacidon de una especie tan discutida y estudiada como Rhamdia quelen
presenta un desafio ingente, que puede ser alcanzado en la medida de que se establezcan
lazos cooperativos entre la comunidad ictiolégica. No solamente para poder cubrir la extensa
area en la que se distribuye esta especie, sino también para analizar los especimenes desde un

enfoque integrativo.
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CAPITULO 3

Variacion morfologica



1. INTRODUCCION

1.1. Concepto de especie, morfologia y especies
cripticas

El concepto de especie es transversal al trabajo taxonémico. Sin embargo, actualmente no
existe un acuerdo unanime sobre cémo debe definirse ni delimitarse. Las discusiones sobre los
conceptos de especie (bioldgico, filogenético, ecoldgico, evolutivo, fenético, etc) abundan en la
bibliografia (Mayr 1942, Simpson 1951, Nelson & Platnick 1981, Cracraft 1983; Nixon &
Wheeler 1990, Mayden 1997, de Queiroz 1998, entre otros) y un resumen conciso de estos es
brindado por de Queiroz (2007). Este autor advierte, que la mayoria de estas definiciones,
discrepan en los criterios empleados para la delimitacion de las especies (aislamiento
reproductivo, monofilia, nicho ocupado, diferenciacion morfoldgica), pero concuerdan en que
ellas son resultado del proceso evolutivo y que los organismos dentro de una especie
comparten una historia evolutiva mas préxima entre si que con otros (Hey, 2006). La definicidn
brindada por de Queiroz (2007) se conoce como el concepto unificado y reconoce a la especie
como “linajes metapoblacionales que evolucionan separadamente, o bien segmentos de esos
linajes. Siendo un linaje una serie ancestro descendiente”. Dado que la evolucién es un
proceso continuo, la adquisicion de diferentes propiedades por parte de un linaje es
progresiva. Asi, su delimitacién por alguno de ellos, dependera del momento evolutivo en el
cual se encuentre. Por otra parte, aclara que la precisa delimitacién de una especie requiere
multiples lineas de evidencia, una concepcién congruente con el concepto de taxonomia
integrativa.

Mas alld del debate sobre el concepto de especie o el criterio adoptado para su
delimitacion, la realidad es que en la practica habitual, la mayoria de las especies son definidas
en base a caracteres morfoldgicos (Wheeler, 2008). A modo de ejemplo, en los ultimos 10 afios
se han descripto 16 especies pertenecientes a la familia Heptapteridae (Fricke et al., 2018-3;
2018-b), todas ellas estan basadas en caracteres morfoldgicos; de las 16, solo 2 han sido
evaluadas empleando metodologia cladistica (Bockmann & Miquelarena, 2008; Reis et al.,
2014) y solo dos consideran caracteres morfolégicos y moleculares en su delimitacidn
(Angrizani & Malabarba, 2018). Las diagnosis de todas ellas se basan en andlisis tradicionales
de morfologia comparada, empleando caracteres morfométricos y meristicos y algunas son
discutidas en un marco filogenético basado en estudios previos o mas generales.

La implementacion de las técnicas moleculares y antes de estas, los estudios ecoldgicos y

citogenéticos, entre otros, permitieron detectar taxones indistinguibles morfolégicamente que
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mostraban mucha variacion en estos caracteres alternativos. Bickford et al., (2007) emplea el
termino especies cripticas, para definir dos o mds especies que han sido descriptas como una
Unica especie nominal dada la incapacidad de diferenciarlas en su morfologia externa. Una
distincion de las mismas es sugerida por Pérez-Ponce de Leén & Nadler (2010), quienes
diferencian entre cripticas en sentido estricto y en sentido practico. En el primer caso refiere a
especies que son realmente indistinguibles desde la perspectiva morfolédgica; mientras que en
el segundo, alude a aquellas que permanecen ocultas en examenes de rutina pero que un
analisis morfoldgico exhaustivo puede llevar a su distincion.

El concepto de especies cripticas se ha extendido ampliamente tras la aplicacién de las
técnicas de genética molecular al campo de la taxonomia (Bickford et al., 2007, Katz et al.,
2015, Thielsch et al., 2017). Pero como ya se menciond, no solo los caracteres moleculares
permiten inferir la existencia de estos complejos. Desde la citogenética y la ecomorfologia se
ha sugerido la existencia de especies cripticas en taxones nominales como Astyanax
scabripinnis (Souza et al., 1995; Vicari et al., 2008), Hoplias malabaricus (Bertollo & Mestriner,
1998; Pazza & Ferreira Jr, 2003), Gymnotus carapo (Milhomem et al., 2007) y Rhamdia quelen
(Garcia et al., 2010; Mise et al., 2013), entre otros. En algunos casos, estos trabajos llevan a
revisiones morfolégicas mas detalladas que permiten una correcta diagnosis de esas especies y
en otros casos, estos complejos permanecen nomenclaturalmente inalterados.

En este tipo de complejos es indispensable la implementacion de un enfoque sintético, que
emplee lineas de evidencia independientes a fin de inferir las propiedades bioldgicas que

operan en la divergencia entre linajes (Katz et al. 2015).

1.3. Variacion morfoldgica en Rhamdia

Rhamdia ha sido histdricamente un taxén conflictivo, las primeras descripciones afines al
género datan de 1648 en textos e ilustraciones de Marcgravius; la especie tipo fue descripta en
1824 como Pimelodus quelen (Quoy & Gaymard) y el género fue erigido como tal por Bleeker
en 1858 (una revision histérica completa es brindada por Silfvergrip, 1996). Dada su larga
historia, muchas de las diagnosis originales de especies pertenecientes a Rhamdia son
generales o vagas. Por otra parte, algunas diagnosis han sido elaboradas considerando
Unicamente especies proximas al area de distribucion del nuevo taxdn, una practica poco
recomendable pero bastante extendida, incluso actualmente (Wheeler, 2008).

En una revision taxondmica cabalmente morfoldgica, Silfvergrip (1996) sinonimizé 48
especies nominales bajo la denominacién Rhamdia quelen. Este acto taxondmico ha sido
bastante cuestionado (Weber & Wilkens, 1998; Perdices et al., 2002; Weber et al., 2003;
Bichuette & Trajano, 2005; Hernandez et al., 2015; Garavello & Shibatta, 2016; Angrizani &
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Malabarba, 2018), sin embargo, su trabajo constituye la Unica revisién moderna y completa del
género que adopta un concepto de especie y un criterio explicito de delimitacién. La revisidn
se desarrolld bajo el concepto filogenético de especie basado en la diagnosticabilidad (Nelson
& Platnick, 1981; Cracraft, 1983; Nixon & Wheeler, 1990; de Queiroz, 2007) que considera que
un linaje histérico debe compartir una combinacidn Unica de ciertos estados de caracteres que
permita su distincion de otros linajes. Silfvergrip (1996) argumenta su decision de sinonimizar
tantas especies nominales, en la incapacidad de establecer diagnosis objetivas de dichos
taxones. Si bien ciertas poblaciones pueden diagnosticarse entre si, la existencia de
poblaciones intermedias en cualquier ubicacién geografica, falsean estas diagnosis. Por otro
lado, establece que existen estados de caracter raros que pueden emplearse para identificar
ciertas poblaciones pero no las toma en cuenta debido a que las poblaciones con estados raros
son invariables en combinacién con estados que estdan ampliamente distribuidos. En la cuenca
del Plata y arroyos de la cuenca del Parana e Iguazu, se reportan diferencias morfoldgicas
relacionadas a estructura corporal, nimero de radios de las aletas dorsales, nUmero de poros
cefdlicos y mandibulares, asi como patrones de coloracion de la aleta dorsal (Silfvergrip, 1996;
Azpelicueta obs. pers.).
La diagnosis de Rhamdia quelen provista por Silfvergrip (1996) propone una combinacion

de caracteres que incluyen:

e Sierras en ambas caras de la espina pectoral.

e Loébulos caudales subiguales o alguno ligeramente mas largo y con la

membrana interradial E1/H1 no superando 2/3 de la longitud de estos radios.

e Presencia, o no, de multiples poros sensoriales en la cabeza.

e Velo de la narina posterior abierto posterolateralmente.

e Longitud de la barbilla maxilar entre 28.8% y 137% del largo estandar (SL) y

entre 145% y 580% del largo de la cabeza (HL).

e  Rastrillos branquiales entre 5y 16, llegando hasta 20 en algunas poblaciones.

e De 36-44 vértebras post-weberianas, de 41-49 vértebras totales.

e Qjos de tamafio medio (12.1%- 33% de HL).

e Banda lateral presente o ausente.

e  Patrdn de coloracién moteado presente o ausente.

e Con o sin marca oscura sobre la nuca.

Claramente ninguno de estos caracteres es exclusivo y la diagnosis es muy general para ser

atil. Estudios moleculares en Rhamdia (Perdices et al., 2002; Hernandez et al., 2015; Rios et al.,
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2017) y mis resultados del capitulo anterior, demuestran que la especie nominal R. quelen esta
conformada por varios linajes genéticamente distantes.

En este capitulo se analizan caracteres morfoldgicos y meristicos de ejemplares de los rios
Parana y Uruguay por medio de estadisticos uni y multivariados. Estos se discutiran teniendo

en consideracion los resultados obtenidos en el capitulo anterior.

1.4. Antecedentes en osteologia

Los caracteres osteoldgicos constituyen una importante fuente de informacién y aunque su
empleo estd muy difundido en estudios filogenéticos, también resulta util en las descripciones
de especies (Campello & Bemvenutti 2002; Diaz de Astarloa, 2005). Algunas especies como las
pertenecientes al género Diplomystes, por ejemplo, son practicamente indistinguibles a partir
de su morfologia externa y solo pueden ser determinadas correctamente a partir de caracteres
osteoldgicos (Arratia & Quezada-Romegialli, 2017).

La Unica descripcion osteoldgica detallada de Rhamdia quelen es la brindada por Silfvergrip
(1996), pero en la literatura se puede encontrar informacién parcial sobre algunos caracteres
osteoldgicos de la especie. Estos datos provienen de analisis mas generales, ya sean estudios
filogenéticos (Mo, 1991; Lundberg et al., 1991; de Pinna et al, 1998; Bockmann &
Miqguelarena, 2008) o relacionados a la evolucion de determinadas estructuras osteoldgicas
(Lundberg & Baskin, 1969; Arratia & Gayet, 1995; Arratia et al., 2003). Es importante aclarar,
que la descripcién osteoldgica de Silfvergrip estd basada principalmente en el ejemplar NRM
25658 (106.0 mm SL). Este ejemplar proviene del Rio Samiria, en el amazonas peruano, la
localidad del neotipo de R. quelen designado por Silfvergrip (1996). Asi mismo, utilizd los
ejemplares NRM 25659 (101.8 mm SL) del rio Atrato en la costa pacifica de Colombia y NRM
25657 (119.7 mm SL) del rio Meta en la cuenca del Orinoco como material comparativo, a los
cuales anexd mas de 800 radiografias de ejemplares de diferentes puntos que cubren la
distribucion de la especie segun su concepcidon. En este capitulo se ofrece una detallada

descripcién osteoldgica de algunos ejemplares de R. quelen de los rios Parand y Uruguay.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Captura y procesamiento de los ejemplares

Las artes de pesca fueron variadas incluyendo redes de espera, cafias, trampas y pesca
eléctrica. Los ejemplares colectados fueron eutanatizados con una solucidon anestésica de
benzocaina. La fijacién se realizé en una solucién de Formaldehido al 4% y posteriormente

fueron conservados en alcohol 70%. Todo el material colectado fue depositado en la coleccién
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ictioldgica del Laboratorio de Genética Evolutiva (LGEP) perteneciente a la Facultad de Ciencias

Exactas, Quimicas y Naturales (FCEQyN) de la Universidad Nacional de Misiones (UNaM).
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Figura 3.1: Puntos de colecta del material analizado. Las referencias indican los clados moleculares

hallados en cada localidad.
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Fueron colectados 92 ejemplares en distintos afluentes de los rios Parand y Uruguay. La
mayoria de ellos ubicados dentro de los limites de la provincia de Misiones, a excepcidn de
unos pocos que pertenecen a la localidad de Moussy, provincia de Santa Fe. Para el analisis de
caracteres morfoldgicos se contd adicionalmente, con material del Rio de la Plata (Bs. As.); un
ejemplar de R. quelen del lote MACN-6191 donado por el Museo Argentino de Ciencias
Naturales Bernardino Rivadavia y cuatro ejemplares cedidos por la Dra. Mercedes Azpelicueta
que conforman el lote LGEPO55. Informacidon mas completa relativa a los colectores, fechas y
puntos georeferenciados se brindan en el Apéndice 1 (Material examinado). Los puntos de
colecta del material estan referenciados en los mapas de la figura 3.1. Estos mapas fueron
disenados empleando datos geoespaciales tomados del Instituto Nacional Geografico (ING),

Argentina.

2.2. Caracteres morfologicos externos

La morfologia externa fue evaluada por medio de caracteres morfométricos y meristicos
tradicionales. Las medidas fueron tomadas de punto a punto utilizando un calibre digital de
150 mm. Siempre que fue posible se realizaron del lado izquierdo del cuerpo. Cuando las
barbillas maxilares o mentonianas eran desiguales se considerd siempre la mas larga.

La terminologia y metodologia utilizada para la toma de medidas se basé en los criterios
propuestos por Lundberg & Mc Dade (1986) y Bockmann & Castro (2010). Se tomaron 38
medidas morfométricas; Largo estandar: desde el extremo anterior del hocico a la placa
hipural; altura del cuerpo: tomado frente a la insercidn de la espina dorsal; ancho del cuerpo:
tomado a nivel de la insercién de la espina pectoral; distancia predorsal: desde el extremo
anterior del hocico al punto de insercién de la espina dorsal; distancia prepectoral: desde el
extremo anterior del hocico al punto de insercidn de la espina pectoral; distancia prepélvica:
tomada desde la punta del hocico a la porcién anterior de la base de la aleta pélvica; distancia
preanal: tomada desde la punta del hocico a la porcién anterior de la base de la aleta anal;
distancia preadiposa: tomada desde la punta del hocico al origen de la aleta adiposa; distancia
interdorsal: entre el extremo posterior de la base de la aleta dorsal y el inicio de la aleta
adiposa; altura del pedunculo caudal: la menor altura; longitud del pedunculo caudal: desde el
extremo posterior de la base de la aleta anal al punto medio de la placa hipural; distancia
hocico-ano: tomada desde el hocico hasta la porcidn anterior interna del ano; distancia hocico-
papila urogenital: tomada desde el hocico hasta la porciéon anterior de la papila urogenital;
distancia entre los origenes de las aletas dorsal y pectoral; distancia entre los origenes de las
aletas dorsal y pélvica; distancia entre los origenes de las aletas pectoral y pélvica; base de la

aleta adiposa; base de la aleta anal; base de |a aleta dorsal; longitud de la espina dorsal: desde
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su base hasta su extremo osificado; longitud del primer radio dorsal: desde su base hasta su
extremo, incluida su porcidon no osificada; longitud de la espina pectoral; longitud del |6bulo
dorsal de la caudal: tomada desde el punto medio de la placa hipural al extremo posterior del
radio caudal dorsal mas largo; longitud del I6bulo ventral de la caudal: tomada desde el punto
medio de la placa hipural al extremo posterior del radio caudal ventral mas largo; longitud de
la barbilla maxilar; longitud de la barbilla mentoniana externa; longitud de la barbilla
mentoniana interna; longitud de la cabeza: no incluye la porcion carnosa del opérculo; ancho
de la cabeza; alto de la cabeza; distancia interorbital: entre los margenes dseos de la drbita;
didmetro orbita: la mayor distancia horizontal entre los bordes carnosos de la érbita; longitud
del hocico: desde la region anterior carnosa de la drbita al extremo anterior del hocico; ancho
intranarinas: la distancia entre la base de la narina anterior y posterior; distancia entre narina
anteriores; distancia entre narinas posteriores; distancia hocico, narina posterior; ancho de la
boca: tomado desde el interior de los labios.

Las medidas corporales y la longitud de la cabeza (HL) fueron expresadas como
proporciones del largo estandar (SL) y todas las medidas tomadas en la cabeza como
proporciones de su longitud. Los conteos de radios, en las diferentes aletas, se realizaron bajo
microscopio estereoscdpico Leica Stereozoom S9E y cada radio fue contabilizado como un
elemento independiente, aun cuando en el caso de la aleta anal y dorsal los ultimos 2 radios
comparten pterigéforo.

El andlisis estadistico de los datos morfométricos se realizd por medio del programa
PAleontological STatistics (PAST) version 3.19 (Hammer et al., 2001). Se aplicaron los analisis
de Componentes principales (PCA) y discriminante lineal (AD). Para el PCA las variables fueron
transformadas a logaritmos a fin de igualar la varianza de relaciones alométricas (Bookstein,
1985). Para el AD, en cambio, fueron utilizadas en su escala real (no estandarizadas), ya que los
resultados no se ven afectados de modo importante por la escala de las variables individuales
(Manly, 1994). Las categorias de agrupacién para AD se basaron en los clados moleculares
descriptos en el capitulo anterior. Dado que no todos los ejemplares fueron caracterizados
molecularmente, los “no definidos” fueron codificados como incdgnita.

Los estadisticos se aplicaron a dos matrices diferentes, ambas contenian las 38 variables
independientes (cada una de las medidas morfométricas) pero diferian en el numero de
variables dependientes o nominales (cada uno de los ejemplares). La primera incluia todos los
ejemplares medidos (n=92), mientras que la otra estaba acotada a los ejemplares que

contaban con caracterizacion molecular (n=62).

2.3. Caracteres osteologicos
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Las observaciones osteoldgicas se realizaron sobre ejemplares transparentados y con doble
tincién de acuerdo a Taylor & Van Dyke (1985) y preparados esqueléticos obtenidos mediante
el empleo de derméstidos. La terminologia aplicada a los caracteres osteoldgicos y de los
canales laterosensoriales cefalicos siguio las propuestas de Bockmann & Miquelarena (2008) y
Northcutt (1989) respectivamente. Para la descripcion y homologia del sistema de canales
infraorbital y supraorbital se aplicé la nomenclatura de Arratia & Huaquin (1995) y para el
sistema de canales preoperculomandibular a Bockmann & Miquelarena (2008). Los conteos de
vertebras corresponden al total, incluyendo las primeras cinco que conforman la vertebra
compleja y el centro caudal compuesto (pul+ul) que se conté como un solo elemento. La
cintura pectoral esta conformada por el cleitro y la fusién del coracoides, mesocoracoides y
escapula, lo cual Bockmann y Miquelarena (2008) denominan “complejo éseo de la cintura
pectoral”. Asi mismo, sostienen que la articulacién de la cintura escapular al craneo se da por
medio de un complejo dseo que ha sido denominado “postemporal” (Silfvergrip, 1996) o
“postemporosupracleitro” (Arratia, 1987) y por ellos definido como supracleitro, denominando
a sus procesos anterior, posterior y ventromedial como brazos ventrolateral, ventromedial y
ligamento de Baudelot. El empleo de esta terminologia se debe a su empleo habitual en las
descripciones recientes de Heptapteridae.

Lista de abreviaturas en figuras de anatomia: am—arco mesocoracoideo, an—antorbital,
ap—autopalatino, ar-angulo-articulo-retroarticular, bbl-4—basibranquiales 1 al 4,
bo—basioccipital, bs—basipterigio, ca—ceratohial anterior, cb1-5—ceratobranquiales 1 al 5,
chm—canal del tronco nervioso hioideo-mandibular, ci—cartilago inter-ceratohial, cle—cleitro,
co—hueso coronomeckeliano, cp—ceratohial posterior, cu—cuadrado, de-dentario, ebl-
5—epibranquiales 1 a 5, ec—cartilago etmodideo, el-etmdides lateral, en—entopterigoides,
enhm—-foramen de entrada del tronco neural hioideo-mandibular, enVC—espina neural de la
vértebra compleja, ep—epioccipital, epu—epural, es—extrascapular, ex—exoccipital, fa—fontanela
anterior, fbl-4—faringobranquiales 1 al 4, fc—foramen de la arteria caudal, fd—foramen dorsal,
fenh—foramen de entrada de la rama hioidea del tronco neural hioideo-mandibular,
fenm—foramen de ingreso de la rama mandibular del tronco nervioso hioideo-mandibular,
fh—faceta hiomandibular, fi-foramen de salida del tronco nervioso infraorbital, fn—foramen
nervioso, fo—foramen optico, fp—fontanela posterior rudimentaria, fr—frontal, ft—foramen
trigeminofacial, ha+has—complejo hipurapéfisis, hb1-3—hypobranquiales 1 al 3, hd-hipohial
dorsal, hul-hu5-hipurales 1 al 5 (el signo + indica co-osificacion), hv—hipohial ventral,
hy-hiomandibular, il-rama sensorial infraorbital 1, i2-rama sensorial infraorbital 2
(antorbital), i3-7-ramas sensoriales infraorbitales 3 a 7, ih—interhial, io—interopercular,

Ib—ligamento de Baudelot, li-labio interno, In—lamina neural, mc—cartilago de Meckel,
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me—mesetmoides, mt—metapterigoides, mx—maxilar, na—nasal, nca—-ndédulo cartilaginoso
accesorio, op—opérculo, os—orbitoesfenoide, pa—paraefenoides, pae—proceso anterior externo
(o brazo anterolateral), pai—proceso interno anterior (o brazo anteromedial), paVC—rama
anterior del proceso transverso de la vértebra compleja, pca—proceso cleitral articular,
pcb—complejo éseo posterior de la cintura pectoral (coracoides, mesocoracoides y escapula
fusionadas), pcp—proceso postcleitral, pd—placa faringea dentigera, ph—parhipural, pl-proceso
lateral, pm1-10—poros de salida de las ramas sensoriales preopérculomandibulares 1 a 10, pna:
placa nucal anterior, pnm: placa nucal medial, pnp: placa nucal posterior, pol+poll—rama
sensorial del complejo preopérculomandibular (rama postdtica 1 + rama
preopérculomandibular 11), po2— rama sensorial postdtica 2 (pterdtica o temporal),
pop—preopérculo, ppr—proceso posterior, ppVC—rama posterior del proceso transverso de la
vértebra compleja, pre—premaxillar, pro—proético, ps—pteroesfenoide, psl—pestafia lateral,
pt—pterdtico, ptV5—proceso transverso de la vértebra 5, ptVC—proceso transverso de la
vértebra compleja, pul+ul-centro compuesto (preural 1 y ural 1), pu2—centrum preural 2,
pun—proceso uncinado, rb—radios branquiostegos, s1-s4—-rama sensorial supraorbital 1 al 4,
sé—rama sensorial supraorbital 6 (epifiseal), s7-rama sensorial supraorbital 7 (postorbital),
s8—rama sensorial supraorbital 8 (parietal), sashm—foramen de salida del tronco neural hioideo-
mandibular, soc—supraoccipital, sp—esfendtico, spn-supraneural, spo—subpreopercular,
sup—supracleitro, ta—tubulo antorbital, tsl-4-tubulos suborbitales 1 a 4, uh-urohial,
ur—uroneural, vl-brazo ventrolateral del supracleitro, vm—brazo ventromedial del supracleitro,

vo—-vomer.

3. RESULTADOS

3.1. Caracteres morfoldgicos externos

3.1.1. Analisis tradicionales

El empleo de andlisis tradicionales no permitié detectar caracteres exclusivos que
diferenciaran los clados entre si y los rangos de variacion para la mayoria de los caracteres se
superponen entre los grupos (Tabla 3.1). El clado QUE1 es uno de los mas variables (también
es el mas representado y ampliamente distribuido), mientras que el clado QUE3 es el que
presenta menor variacion (todos sus ejemplares corresponden a una Unica localidad; n=10). El
Unico clado que de algin modo puede ser distinguido de otros es QUE3. Esta distincion es
parcial pues se diferencia de QUE2 y QUE4 pero presenta rangos de variacion solapados con

QUEL. QUE3 puede distinguirse de QUE2 en el didmetro orbital (13,8-16,9% vs 16,4-19,6%) y
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se diferencia de QUE4 por presentar la base de la aleta dorsal mds corta (13,3-15,2% vs 16-

20,9%), al igual que la longitud de su barbilla maxilar (35-51,6% vs. 51,8-82,5%).

GENERAL QUE1 QUE2 QUE3 QUE4

Rango M SD n| Rangg M SD n| Rangpo M SDn| Rangg M SDn| Rangg M SDn
Long estandar (SL; mm) 2005—273 1522 487 94| 832—273 1610 456 35| INI—240 1995 521 &| 1182—220,6 1554 315 10| 1331—2344 1831 2849 9
Porcentajes de SL
Altura corporal 128-257 174 26 94| 142—237 68 2! 3| 16097 172 (6 S| 12894 152 22 1O 17=257 188 27 9
Ancho corporal 163-250 195 15 94| I63—240 190 14 35| 17488 IBS 08 5| 184—207 196 07 10| B2—280 20 22 9
Dist predorsal 307394 348 17 93| 323-366 348 11 35| 3735l 335 15 5| 325377 341 13 10| 307—3B3 343 23 1§
Dist prepectoral 22300 244 17 93| 223-28) 243 13 3| 27238 228 08 5| 22-250 230 Il 1O 26274 245 17 9
Dist prepelvica 437744 482 41 93| 450525 485 17 3ol 402509 4Bl 23 o 462518 481 1B 10| 432552 492 34 9
Dist preanal a78—7m0 B30 28 93| Bo4—745 BBY 20 35| §78-737 GGl &8 & Ba5—725 B84 25 10| BI2—ToB B94 42 9
Dist preadiposa al3—642 975 25 92| 946628 GBE 18 35| S38—BO5 GBI 25 5| 33604 5B 27 0| 498-B4Z G562 3B 8
Dist interdorsal 04tz 60 22 92| 282 69 I8 33| aB~07 B2 18 5| 5488 B2 16 10| L3-8l 45 22 1§
Altura pediinculo caudal 83—44 13 11 83| 9444 108 10 35| 10328 M4 12 5| I0HZ2B W4 07 10 NO—3E 126 07 8
Long pedinculo caudal 143—7224 188 17 93| 148—220 189 17 35| 172—203 180 I &| 143205 176 21 10 167203 182 10 19
Dist hocico—ano 495633 B5BE 23 93| 525—5398 GBS 17 35| a08-540 &A1 31 §| 520-582 954 19 10 435-633 96G 39 9
Dist hocico—papila urog. 938-666 ORI 37 92| 8h7—B4! BOO 17 35| 557622 GBS 27 4| S65—B3O0 9894 2.0 10| 538-BBE BON 39 9
Dist dorsal—pectoral 143-229 190 14 93| 14329 184 13 35| 18l—208 1B 1l 5| 1B2—203 192 OB 10| 178-229 202 15 8§
Dist dorsal—pelvic 188295 229 27 93| 195-2789 7224 IR 35| 2.0-285 246 39 & 186-231 23 14 10| 225-280 1252 22 9
Dist pectoral—pelvica 22836 2712 20 | 243 272 B 35| 245-283 261 15 &| 263308 728G |4 10| 241316 276 24 19
Long aleta adiposa (base) 87144 37 27 92| 34—4l1 3l 24 3| B384 308 23 5| 3B9-374 K0 12 10| 341441 382 28 9
Long aleta anal (base) 9980 131 L5 83| 10664 130 13 35| D445 120 18 5| 124—57 140 11 10| 12164 136 13 8
Long aleta dorsal (base) 120—-208 166 17 93| 14395 68 14 33| 12075 194 22 5| 13362 144 0B 10) 160208 178 14 §
Long espina dorsal 9627 83 14 9| 6824 82 12 35| 746 895 17 & Bi-OB 83 Il 10| BE-125 0B 12 8B
Long del 1° radio dorsal 0,082 138 20 87| 0274 141 15 35| 10763 135 29 o 10543 121 12 10| W87 140 17 7
Long espina pectoral 8656 M5 17 9| 954 W7 1f 35| 9335 M3 19 5 8H27 103 13 10| ME5E 138 LT 7
Long. 6bulo caudal dorsal I6/—303 2227 127 B4| |6B—289 223 27 3| 206272 23! 2B 5| 174—248 208 27 10| 180—275 240 30 7
Long I6bulo caudal ventral I62—330 230 31 B8| I62—287 232 25 3a| 217—28) 243 28 5| 18254 214 28 10| 193284 248 32 T
Long barbilla maxilar 281066 G569 144 90| 368904 SBI 128 35| 2BI—7TBo 4B4 189 4| 350516 434 59 10| 5.8—B825 G4E 108 B
Long barbilla mentoniana ext. | 145—441 237 G5 90| 145350 225 4B 35| 143321 230 76 5| IG/—243 203 29 10| 193—44 30 Bl 8
Long barbilla mentoniana int. | 10.0—288 154 43 90| 100—204 143 26 34| 1020 150 49 5| 10964 138 19 10 132—288 207 54 8
Long de la cabeza (HL) 25306 251 17 94| 233—268 250 1D 35| 25-250 237 14 5| 222—254 236 10 0| 222—28! 254 19 9
Porcentajes de HL
Ancho de la cabeza B41—938 769 B8 93| B4|-B3l 747 54 35| M7-BD2 TRE 3! &5 70853 BLY 25 10f 736876 Bl &l 8
Altura de la cabeza 4371031 548 B8O 94| 437-B45 &l7 &1 35| 818090 G554 29 §| 482—574 S06 26 10| 80.2—653 995 40 9
Dist interorbital 2186 306 49 94| 218-382 288 37 35| 248-323 303 31 5| 30364 324 20 10| 29344 34 33 9
Diametro orbital 13—230 166 20 94| 138221 172 18 35| 164—96 1756 14 5| 138~68 152 10 (O 13480 158 14 9
Long del hocico 247487 404 28 93| 247487 408 33 35| 310—425 403 21 §| 402—424 47 OB 10| 38B—421 400 12 19
Ancho intranarinas 12202 167 13 92| 143-481 170 12 35| 127188 158 28 &| I1aB—B7 1B 08 10] 18272 185 12 19
Dist internarinas anteriores 176245 213 15 92| 76—244 207 13 35| 195-228 206 13 5| 198-235 220 I 10| 183240 221 16 9
Dist internarinas posteriores | 171—245 202 17 92| 174—223 185 14 35| 171—225 205 22 5| 197-226 209 09 10| 180240 214 16 9
Dist hocico—narina posterior | 214—282 245 (B 92| 220—2827 248 14 35| 220—278 25! 2B 5| 208-28! 250 (B 10| 27-235 227 07 9
Ancho de la boca 352-007 478 40 92| 352536 457 37 35| 483-523 o601 20 §| 481537 G045 2l 10| 3898557 481 4B 9

Tabla 3.1: Caracteres morfométricos de Rhamdia quelen. Se consideran todos los ejemplares en

conjunto y discriminados por grupo. M=media, SD= desvio estandar, n= nimero de observaciones.

Con los caracteres meristicos ocurre lo mismo, ya sea que se considere a todo el conjunto o

a cada uno de los clados por separados, existe una gran variacion. La tabla 3.2 muestra las

variantes encontradas y sus frecuencias. Seglin qué caracter se considere, hay clados que

presentan mayor o menor variaciéon o diferencias en el estado mas frecuente. Sin embargo,

ninguno de ellos es exclusivo de algun clado.

La aleta dorsal presentd de 7 a 10 radios totales y todos los clados excepto QUE3 varian en

el numero (entre 1,6 e 1,9), siendo 1,6 la moda en QUE2, QUE3, QUE4 y I,8 en QUE1. El unico de
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los clados que presentd un numero constante de radios dorsales fue QUE3. Los radios
pectorales ramificados varian entre 6 y 10 siendo 8 y 9 los conteos mds frecuentes. Los
caracteres mas variables son el nimero de radios anales y la formula caudal. Esta ultima refleja
el nimero de radios principales en los Iébulos dorsal y ventral de la aleta caudal. Por otra
parte, la formula anal fue establecida Unicamente en el material diafanizado o en los
preparados esqueléticos presentando las combinaciones: iii,8- iii,11- iv,9 (2); v,8 (2); v,9 (2);
vi,7; vi,8; vi,9. Los nimeros entre paréntesis indican su frecuencia; el valor modal del nimero

total de radio en los conteos osteoldgicos es 13.

GENERAL | QUE1 | QUE2 | QUE3 | QUE4 GENERAL QUE1 [ QUE2 | QUE3 | QUE4
Radios dorsales n=92 n=35| n=4 | n=10 | n=13 | Rad.analestotales | n=92 | n=31 | n=4 | n=10 | n=13
|+B 28 3 2 10 g 1l 34 g | 3 3
1+7 32 12 | 3 12 3 18 3 2 7
|+8 28 18 | | 13 7 7
[ 3 2 14 |
Radios pectorales n=92 n=35| n=4 | n=10 | n=13 1 |
I+7 B 3 | 7 7 Radios caudales n=88 | n=35| n=4 | n=10 | n=12
|+8 4B 15 | B 7 i7+8i 3 7 2 4
|+ 35 15 2 7 4 i7+8i 54 22 2 5 B
1+10 2 2 i1+10i 2 | |
Radios pélvicos n=94 n=35| n=4 | n=10 | n=13 i8+8i | |
] ] % 4 10 13 i8+4i 3 | 2
7 | | i8+10.i 2 | |
Rad. anales totales n=92 n=31| n=4 | n=10 | n=13 i7+7i 2 2
8 2 | if+Bi | |
0 12 3 3 |

Tabla 3.2: Caracteres meristicos de Rhamdia quelen. Se consideran todos los ejemplares en conjunto y
discriminados por grupo. En cada caso se indican la frecuencia de los distintos estados y el nimero de

observaciones (n).

3.1.2. Variacion en los patrones de coloracion

Los ejemplares mostraron una notable variacidon en cuanto a la coloracidn. El color de fondo
puede ser amarillo, marrén, olivaceo, distintas tonalidades de gris e incluso negro. En algunos
se observan pequenas maculas oscuras distribuidas irregularmente. Cuando presentes, podian
ser escasas y estar distribuidas laxamente o ser numerosas y ocupar gran parte del cuerpo,
incluso superponerse. El dorso, a la altura de la aleta dorsal y la porcién cefalica tienden a ser
ligeramente mas oscuras que el resto del cuerpo. Asi mismo, la coloracién se torna mas clara
hacia la region ventral, hasta volverse amarilla palida o blanquecina. En algunos casos esta
transicion es mas abrupta que en otros y hay ejemplares en los que la zona ventral clara se
reduce a la porcidn abdominal. La aleta dorsal presenta una banda hialina que la atraviesa
transversalmente, el ancho de esta banda es variable y en algunos especimenes es mas notoria
que en otros. Luego del proceso de fijacidn, la coloracion se torna mas opaca y uniforme pero

continda siendo variable. Finalmente es interesante destacar las variaciones que ocurren
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durante la manipulacién de los ejemplares, sobre todo en aquellos con coloracidn amarilla u
olivacea. Una vez capturados y transferidos a los baldes tendian a volverse mucho mas
oscuros, pero si el balde o la pecera permanecia en reposo y con adecuada aireacién, los
ejemplares recuperaban su coloracién inicial. Este obscurecimiento también ocurria cuando se

los sometia a la solucién anestésica.

3.1.3. Poros cefalicos

La distribucidn de los poros cefdlicos se muestra en la figura 3.2. El canal supraorbital suele
presentar siete poros, el infraorbital cinco o seis y el preoperculomandibular 10 u 11. En todos

los clados, los poros pueden ser simples o multiples (agregados, dendriticos); en este ultimo

J
™

Figura 3.2: Patrones de distribucion de los poros cefalicos (modificada de Silfvergrip, 1996)
caso, refiere a que cada poro central tiene mas de un orificio interconectado. En algunos
ejemplares la distribucion de los poros no es simétrica, pudiendo encontrarse mas orificios de
un lado que de otro e incluso, cuando simples, puede no aparecer de uno de los lados.

Los clados QUE1 y QUE4 son los que mds variaciones presentan, hallandose ejemplares con

hasta 6 orificios por poro (en el caso de QUE4 nunca se contaron mads de tres por poro). El
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clado QUE3 generalmente presenta poros simples y cuando multiples, no son mas de dos
orificios. Los clados QUE1, QUE4 y ejemplares no caracterizados molecularmente, presentaron
un poro infraorbital extra; el cual deriva de una rama que atraviesa la porcidn media del tubulo
suborbital 3. Por otra parte, se observd que la rama i2 esta conectada a s2 y su poro se ubica
posterior a la narina anterior.

El clado QUE3 presenta algunas peculiaridades. Mientras que en la mayoria de los
ejemplares y clados, la rama epifisial se fusiona medialmente y alcanza la piel como un Unico
canal, en este grupo casi todos los especimenes presentaban dos poros s6 notoriamente
separados. Por otra parte, en los ejemplares analizados, se observo la ausencia de uno de los
poros supraorbitales, aparentemente s4. Dado que solo se revisaron externamente ejemplares

de este clado, no se puede saber como es la relacién de S6.

3.1.4. Analisis de componentes principales (ACP)

El andlisis de Componentes Principales (ACP) es una técnica estadistica exploratoria cuya
aplicacion nos permite detectar la existencia de grupos o clusters, inferir la similitud entre los
ejemplares analizados y establecer los aportes de cada una de las variables originales a las
componentes, relaciondndolas con la posicion que ocupa cada ejemplar en la nube de
dispersion.

En este caso, las 38 variables morfométricas reducidas a dos componentes principales (CP),
explicaron el 79.39 % de la variabilidad. Sin embargo, la CP1 acumuld 78.53% de esa variacion
y todas las demas componentes aportan muy poco. Como puede observarse en la figura 3.3,
los ejemplares de distintos clados se solapan tanto en el eje x (CP1) como en el eje y (CP2). Las
variables que mas contribuyeron a la variacidon sobre CP1 fueron: distancia hocico-papila
urogenital (0.2), distancia interdorsal (0.2), altura del pedunculo caudal (0.19), distancia entre
origenes de las aletas dorsales y pélvicas (0,19), distancia entre origenes de las aletas pectoral
y pélvica (0.18). En general se observa que la contribucién de cada variable sobre esta
componente es mas o menos similar para gran parte de los caracteres. En el caso de CP2, en
cambio, la variable que mas contribuye es la distancia interdorsal (0.85), seguida por la
distancia hocico-papila urogenital y longitud de las barbillas maxilares, mentonianas externasy

mentonianas internas (entre 0.27 y 0.19).
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CP2

PC | Eigenvalue | % var.

25 20

Figura 3.3. Analisis de Componentes Principales

molecular al que pertenece.

Axis 2

10 CP1

1 0.637428 78.53
2 0.069691 0.86
3 | 0.039456 0.50
.
.. L]
. g iD. v 15
: L]
L]
QUE1 QUE3
= QUE2 = QUE4
= No definido

. Cada punto es un individuo y su color refleja el clado

PC | Eigenvalue | % var.

1 11.487 48.59
2 9.654 40.84
3 2.580 10.28

Axis 1

QUE1 = QUE3
= QUEZ = QUE4

Figura 3.4. Analisis discriminante. Los grupos estan construidos en base a los clados moleculares. Las
elipses establecen un intérvalo de confianza del 95%.

3.1.5. Analisis discriminante lineal (ADL)

Este anadlisis permite identificar una combinacion lineal de caracteristicas y establecer

funciones que permitan la diferenciacion o discriminacion de dos o mas grupos generados a

priori. Su objetivo es explicar la pertenencia de un individuo dado a uno u otro grupo

preestablecido, en funcidn de sus variables y a la vez cuantificar el peso de cada una de estas

en la discriminacién. En este caso ADL se aplicd al conjunto total de datos y a una matriz

acotada que contenia solo las medidas de ejemplares con caracterizacion molecular. Dado que
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los resultados fueron muy similares y que los individuos incégnita solo se clasifican “a
posteriori”, solo se presentan los graficos y resultados de la matriz acotada (Figura 3.4).

El ADL recuperd los 4 grupos definidos a priori. Sin embargo, las elipses de confianza de los
mismos entran en contacto en algunos casos. Sobre el eje X se diferenciaron QUE3, QUE4 vy el
conjunto formado por QUE1 y QUE2. Estos ultimos se superponen en el eje X pero se
distinguen en el eje Y. La elipse del grupo QUE2 es mucho mas extensa que la de los otros y
probablemente se deba a su bajo nimero de ejemplares (n=5) lo que podria afectar la
sensibilidad del andlisis.

Los caracteres que contribuyen a la variacidn sobre el eje X fueron: longitud de la barbilla
maxilar (4.34) y mentoniana externa (2.46), longitud estandar (2.66), distancia preanal (1.89) y
la distancia prepélvica (1.69). Los que contribuyen sobre el eje y fueron: longitud de la barbilla
maxilar (1.33), mentoniana interna (0.67), mentoniana externa (0.68), longitud de la base de la
aleta adiposa (0,56) y el ancho de la cabeza (0.43).

El proceso de validacién de los resultados se realizé a través de un método de remuestreo
(Jackknife). Este estadistico mostrd que los ejemplares eran asignados correctamente a su

grupo de pertenecia solo en el 62.9% de los casos.

3.2. Caracteres osteologicos
3.2.1. Craneo (Figura 3.5)

El techo craneal es duro, densamente osificado y muy ornamentado, presentando surcos,
estrias y hoyuelos que irradian desde los centros de osificacidn. En vista lateral, el perfil dorsal
es practicamente liso y ascendente desde el extremo medial de los premaxillares al final del
proceso supraoccipital. En vista dorsal, el neurocraneo es trapezoidal con 3 muescas laterales:
la generada por los procesos anterior y posterior del etmoides lateral, la regién orbital y otra
ubicada a la altura de la sutura esfenético-pterdtico. Posterodorsalmente el supraoccipital se
extiende en un proceso medio cuya longitud nunca alcanza la placa nucal anterior pero tiene
extensién variable. La altura del neurocraneo también es variable, en general los ejemplares
gue conforman el clado QUE3 tienen un neurocraneo mas bajo en sentido dorsoventral.

El premaxilar es rectangular, largo y delgado y ambos se unen medialmente por cartilago.
Su margen anterior es continuo y sin proyecciones y su porcién distal se curva posteriormente.
Su superficie ventral presenta de 6 a 8 hileras de dientes viliformes ordenados irregularmente
e inclinados ligeramente hacia atras. En su superficie dorsal se distingue un reborde triangular
orientado de modo oblicuo, delante del cual articula el cornete del mesetmoides. En su

margen lateroposterior se articula al makxilar, un hueso pequefio que forma un tubulo éseo
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completo alrededor de la base de la barbilla maxilar. Los dos procesos articulares del maxilar
tienen superficies redondeadas en vista dorsal y planas en vista lateral siendo el ventral mas
largo.

El mesetmoides es un hueso alargado que se bifurca anteriormente dando lugar a dos
cornetes delgados de punta roma. La bifurcacién genera una notable depresion anteromedial y
los cornetes se ubican sobre los premaxilares ocupando aproximadamente % de su superficie.
Posteriormente, el mesetmoides contacta a los frontales mediante suturas interdigitadas y
cierra la porcién anterior de la fontanela. Posterolateralmente se conecta al etmoides lateral y
ventralmente contacta con la porcion mas anterior del vémer. La porcién posteroventral del
mesetmoides se proyecta anterolateralmente formando unos ganchos, cuyos bordes
posteriores se unen al cartilago etmoideo que se continlda hasta el margen anterior del
etmoides lateral.

En vista dorsal los etmoides laterales son rectangulares y se encuentran ornamentados en
su porcion dorsal, posterior al hueso nasal; en este punto descienden formando un escalén y
se contindan anteriormente en la placa cartilaginosa que contacta con los ganchos ventrales
del mesetmoides. Presentan 2 procesos, uno anterior (articular del palatino) y uno posterior
(antorbital), este ultimo fuertemente curvado hacia abajo. Suturan con los frontales
posterodorsal y lateralmente, con el mesetmoides lateralmente, con los frontales, el
orbitoesfenoides, las alas laterales del vémer y la porcidn mas anterior del parasfenoides
ventralmente.

El hueso nasal es hueco y dorsoventralmente deprimido, su porcidn anterior es mas ancha.
Se encuentra sobre el etmoides lateral, su margen medial es convexo y el lateral externo
cdncavo, siguiendo la curvatura que experimenta el mesetmoides. Presenta 3 poros: uno
anterior, que es la apertura de ingreso de la rama 1 del sistema de canales laterosensoriales
(s1). Una apertura medial en la porcién anterior ensanchada de la cual sale la rama antorbital
(s2) y una posterior para la salida del canal laterosensorial supraorbital de la cual deriva la
rama s3.

El antorbital es una lamina triangular pobremente osificada con una larga varilla que se
extiende a lo largo de su borde posteromedial. Tanto el tibulo antorbital como el suborbital 1
estan co-osificados en la superficie dorsal del antorbital. El tdbulo antorbital se orienta
transversalmente sobre la porcion anteromedial del antorbital. El suborbital 1 es oblicuo sobre
la porcién anterolateral del antorbital. El suborbital 2 se asocia al proceso posterolateral del
etmoides lateral y los suborbitales 3 y 4 definen el margen ventral de la érbita; el suborbital 4

se asocia al proceso esfendético.
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Figura 3.5: Neurocraneo de Rhamdia quelen, LGEP 493 (204,0 mm): a- Vista lateral, b- Vista dorsal, c-

Vista ventral. Longitud de la barra=5 mm.
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El autopalatino es un hueso cilindrico con una superficie articular dorsomedial para el
etmoides lateral. Su extremo anterior es bien cilindrico y ligeramente mas ancho que su
porcién media, su extremo posterior es lateralmente comprimido con dos crestas. Ambos
extremos son cartilaginosos siendo el cartilago posterior mas pequefio que el anterior.

Los frontales se hallan separados anteriormente por la fontanela, entrando en contacto a
partir su mitad posterior. Ventralmente se conectan con el orbitoesfenoides por una sutura
lisa que se interrumpe por un foramen y con el pteroesfenoides. Tanto dorsal como
ventralmente se une al esfendtico. Ambos frontales se suturan posteriormente con el
supraoccipital, en un punto intermedio entre el margen posterior de la fontanela anterior y la
fontanela posterior rudimentaria. Sus margenes laterales externos son lisos, sin ningun tipo de
proceso. El frontal tiene un canal y cuatro aperturas visibles para el canal laterosensorial
supraorbital y sus ramas. La primera, es una gran apertura en el margen anterior del frontal
por el cual ingresa el canal laterosensorial supraorbital. La segunda es una apertura eliptica
situada sobre el margen medial del frontal casi a mitad de la fontanela, es la salida de la rama
epifisial (s6). El tercer orificio es pequefio y se ubica aproximadamente a la altura del extremo
posterior de la fontanela anterior, esta abertura puede estar a la misma altura de la apertura
anterior, sobre el eje longitudinal, o desplazada lateralmente hacia la drbita; constituye la
salida de la rama postorbital (s7). La cuarta apertura se ubica posteriormente en la misma linea
longitudinal o algo desplazada medialmente, proxima a la sutura fronto-esfendtica; constituye
la salida de la rama parietal (s8). Existe una quinta apertura entre el frontal y el esfendtico a
traves de la cual pasa el canal supraorbital pero no es visible externamente.

La fontanela anterior esta bien desarrollada; inicia en el margen posterior del mesetmoides
a la altura del margen anterior del frontal y se extiende posteriormente no superando el
margen posterior de la drbita. La fontanela posterior es sélo un foramen rudimentario en
ejemplares pequefios y esta totalmente cerrada en ejemplares de mayor porte. Se sitla en el
supraoccipital, ligeramente anterior al nacimiento del proceso supraoccipital.

El supraoccipital es un hueso impar y complejo formado por la co-osificasion de los
parietales y el supraoccipital (Arratia & Huaquin, 1995). De forma cuadrangular (sin considerar
su proceso) y bien ornamentado; se ubica en la porcién posterior del craneo, limitando
anteriormente con los frontales, lateralmente con el esfendtico, pterdtico y escapular y
posteroventralmente con el exoccipital y el epioccipital. El proceso supraoccipital es
ligeramente mas ancho en su base que en su extremo posterior, el cual no es aguzado sino
mas bien romo, aunque puede encontrarse levemente bifurcado. Se extiende hasta sobrepasar
el margen anterior del proceso transverso posterior de la vertebra compleja en la mayoria de

los ejemplares, excepto en los ejemplares que constituyen el clado molecular QUE3 en los

65



cuales nunca supera este punto. Dorsalmente se observan ornamentaciones sélo en su porcidn
basal. Ventralmente presenta una ldmina que se extiende distalmente, su altura es
practicamente constante excepto en su porcién distal donde asciende abruptamente.

El esfendtico es alargado y mas o menos rectangular en vista dorsal. Se ubica lateralmente
a los frontales y limita posterodorsalmente con el pterédtico y el supraoccipital. Su margen
anterior se curva hacia abajo formando parte de la dérbita. Ventralmente se asocia al prodtico,
pterdtico y al pteroesfenoides y presenta parte de la regidn articular del suspensorio. Se
encuentra atravesado por la porcion posterior de los canales laterosensoriales supra e
infraorbitales y por gran parte del canal dtico. Presenta 3 aperturas, una anteromedial, una
lateral y una posterior que constituyen el foramen de entrada del canal supraorbital, el ingreso
del canal infraorbital y la salida del canal ético respectivamente.

El pterdtico es cuadrangular ubicado posteriormente al esfendtico, paralelo al
supraoccipital y anterior a la extraescapula. Ventralmente se asocia al proético, al exoccipital y
al epioccipial y en su porcién anteroventral se forma la carilla articular para la recepcion del
hiomandibular; su margen posterolateral se proyecta posteroventralmente. En su porcion
lateral presenta el orificio de salida de la rama postdtica fusionada al canal
preoperculomandibular (pol+pm11). En su porcidn posterolateral casi sobre la zona de sutura
con el escapular se encuentra una segunda abertura para la rama pterética o temporal (po2).

El extraescapular es triangular con su extremo delgado dirigido hacia el supraoccipital. Se
ubica en la esquina posterolateral del techo craneal y contacta medialmente al supraoccipital,
anteriormente al pterético y posteriormente al epioccipital. Se halla atravesado por el final del
canal postético. Forma parte de la articulacion con el supracleitro. El epioccipital se une al
hueso extraescapular en su superficie dorsal y ventralmente se asocia al exoccipital y al
pterético. Forma el piso de la cavidad donde se ubica el proceso anterior del supracleitro. El
exoccipital se encuentra posterior al prodtico, entre el basioccipital y el epioccipital y presenta
los fordmenes de los nervios glosofaringeo (IX) y vago (X). En los ejemplares QUE3 son
ligeramente mas notorios en vista dorsal dada la compresidn dorsoventral del craneo.

El orbitoesfenoides es un hueso impar, triangular en su seccidn transversal, su contacto
anterior con el etmoides lateral esta cubierto en vista lateral por el proceso antorbital de dicho
hueso. El prodtico es el hueso mas grande de la pared lateral del neurocraneo, tiene forma
pentagonal con su vértice mas agudo en posicion anterior, los margenes ventrales suturan con
el paraesfenoides y el basioccipital, sus margenes dorsales con el esfendtico y pterdtico y su
margen posterior con el exoccipital. El paraesfenoides es largo y se extiende desde el etmoides
lateral hacia la porcion media del basioccipital. Su unidn al pteroesfenoides se restringe al area

que separa el foramen del nervio trigeminofacial del foramen del nervio éptico. Anteriormente
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estd cubierto por el vémer, el cual carece de dientes y presenta su caracteristica forma de
saeta; su extremo anterior alcanza el mesetmoides y sus alas son relativamente cortas, su
extremo posterior es ligeramente variable pudiendo o no alcanzar la sutura entre el
orbitoesfenoides y el paraesfenoides. El paresfenoides tiene una pestana lateral que divide al
hueso en una porcion dorsal y una ventral. La porcidén ventral constituye gran parte del margen
dorsal de los foramenes dptico y trigémino-facial. La porcidn dorsal es parte de una cavidad
que queda oculta en vista ventral por la pestaifia y en vista lateral oculta por la bdéveda
craneana. La pestafia se continua posteriormente hasta la porcién anterior de la superficie
articular de esfendtico con el hiomandibular. Dorsalmente sutura con los frontales y el
esfendtico, anterior y ventralmente con el orbitosfenoides y posterodorsalmente con el
esfendtico.

El foramen del nervio éptico es ovalado y pequefio, su margen ventral lo constituye el
paraesfenoides y su margen dorsal el pteroesfenoides. El orbitosfenoides a penas contacta el
margen anterior del foramen. El foramen del nervio trigémino-facial es ovalado, posterior y
mucho mas grande que el foramen orbital; esta constituido anterodorsalmente por el
pteroesfenoides, posterodorsalmente por el esfenoides, anteroventralmente por las alas del
paraesfenoides y posteroventralmente por el proético. Los fordmenes trigémino-facial y éptico

se separan mediante la extension del pteroesfenoides hacia el paraesfenoides.

3.2.2. Aparato branquial (Figura 3.6)

El aparato branquial estd constituido generalmente por 3 basibranquiales (bb), 3 pares de
hipobranquiales (hb), 5 pares de ceratobranquiales (cb), 5 pares de epibranquiales (eb) y 3
pares de faringobranquiales (fb). Los basibranquiales se ubican ventromedialmente; el 12 bb
estd ausente en casi todos los ejemplares analizados, aunque uno de los diafanizados (del
clado QUE1) lo presentaba. Los basibranquiales 22 y 32 estan osificados y el 42 es cartilaginoso.
El bb2 es una barra algo aplanada dorsoventralmente, su margen anterior es a penas mas
ancho que el posterior y ambos extremos son cartilaginosos; el bb3 es similar aunque
ligeramente mas corto, su extremo posterior se ubica ventralmente al par de hipobranquiales
3. Tanto bb2 como bb3 se unen ventralmente a la ldmina del urohial. El bb4 es aplanado en
vista dorsal y tiene una cresta medial delgada y alta en su superficie ventral. Esta cresta esta
bordeada por las placas cartilaginosas del 42 par de ceratobranquiales.

Los hipobranquiales (hb) se ubican entre los basibranquiales y los ceratobranquiales. El
primer y segundo par de hipobranquiales (hb1, hb2) son huesos planos, bien osificados cuyos
extremos mediales, laterales y posteriores son cartilaginosos. De forma mas o menos

rectangular sus margenes externos se asocian mediante cartilago a cb1 y cb2 respectivamente.
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Sus margenes mediales se aproximan a la porcidn cartilaginosa anterior de bb2 y bb3. Los hb3
son totalmente cartilaginosos contactandose entre si medialmente por debajo del bb3 y por
encima del bb4; en su margen externo se asocia al cb3.

Los primeros 4 ceratobranquiales son huesos alargados y planos cuyos margenes laterales
se curvan ventralmente formando un surco que alberga los filamentos branquiales. Sus
extremos cartilaginosos se asocian ventromedialmente a los hipobranquiales vy
dorsolateralmente a los epibranquiales. El 52 par de ceratobranquiales 5 (cb5) se expande en
su porcién media y tiene cartilagos anteromediales que se unen a la porcidn dorsal y posterior
del bb4. Su superficie ventral no es excavada y su superficie dorsal consta de una placa de
dientes faringeos que se extiende desde su extremo antero medial hasta % de su extensidn
posterior.

Los epibranquiales (eb) se unen a los ceratobranquiales por su margen externo y a los
faringobranquiales en su margen medial. Los primeros 4 estan osificados y tienen forma mas o
menos cilindrica, mientras que el ep5 es simplemente un ndédulo cartilaginoso. Todos los
epibranquiales presentan un surco en su superficie dorsal, sobre el cual se ubican los
filamentos branquiales. Los ebl y eb2 se asocian en su extremo medial; ebl exhibe una
pequefia cresta laminar. El eb3 presenta un notorio proceso uncinado que en la mayoria de los
ejemplares se apoya sobre el eb4, aunque también puede encontrarse sobre este sin entrar en
contacto (visto en 2 ejemplares) como suele ocurrir en pimelddidos y pseudopimelddidos; por
otro lado se observd que este proceso puede variar en su longitud anteroposterior. El eb4 se
encuentra expandido siendo sus crestas anteriores y posteriores mas notorias. Los eb3 y eb4
se ubican dorsalmente sobre la placa faringobranquial dentigera superior. El eb3 se articula
con el faringobranquial 3 (fb3) y el eb4 con el fb4.

El faringobranquial 1 tiene forma laminar y se ubica anterodorsalmente en paralelo al
primer epibranquial. Silfvergrip (1996) describe al fb2 como un pequefio hueso que contacta
los extremos cartilaginosos del 12 y 32 fb y del 12 y 22 eb; este hueso no ha sido constatado en
el material analizado, aunque se ha encontrado en esa posicién una estructura cartilaginosa
que ha sido denominado nddulo cartilaginoso accesorio (siguiendo a Bockmann &
Miqguelarena, 2008). El faringobranquial 3 se encuentra expandido en su extremo posterior
ubicandose sobre la placa de dientes faringeos, luego se comprime considerablemente y su
porcién anterior es mas bien cilindrica (semejante a una pala). El fb4 en cambio, es
semicircular y se articula anteriormente con el fb3 y posteriormente con el eb4. El fb4
presenta un proceso en su margen dorsomedial el cual varia entre una lamina curvada que se

dirige hacia arriba a una cresta relativamente baja.
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Figura 3.6: Arcos branquiales y porcion anterior del arco hioideo en Rhamdia quelen. a y c: LGEP302

(89,2 mm); by d: LGEPO11 (114,8 mm). Longitud de la barra= 5 mm.

pm7 Pmé

pPmMS pm4 pm3

Figura 3.7: Mandibula de Rhamdia quelen, LGEP 493 (204,0 mm) y LGEP555 (C&S) (81,8 mm). a- Vista
interna mandibula derecha; b- Vista ventral; c- Vista interna mandibula izquierda. Longitud de la barra=

5mm.
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GENERAL Clado no def.

(n=16) QUE1(n=4) QUE2 (n=1) QUE3 (n=2) QUE4 (n=3) (n=6)
Vertebras 42-48 45-47 47 42*-46 44-46 44-48
Costillas 10-12 11-12 11 10 11 10-12
Inicio arco hemal V13-V16 V14-V16 Via V16 V13-V1i4 V15-V16
Ultima esp neural bifidas V11-v1i3 V11-V13 V13 V11 V11 V12-v13
Pter. Dorsales 7-9 89 8 7 7 7-9
R. Dorsales 1,6-1,9 1,7-1,8 1,7 1,6 1,6-1,7 1,6-1,9
R. Caudales Tabla 3.2 (i,7+8,i)—(i,7+9,i) (i,7+9,i) (i,7+9,i) (i,7+9,i) (i,7+8,i)—(i,7+9,i)
R. Anales totales 9-15 13-14 [ 14 13 13-15 9-14
Pter. Anales 10-12 11-12 11 11 11-12 10
R. Pectorales 1,9-1,10 1,9-1,10 1,9 1,9 1,9 1,9
Conf. sierras pect. AB,C AB C B AC A,B,C
S. Pec. internas 9-29 10-29 19 15 19-29 9-15
S. Pec. externas 8-21 11-14 9 12 12-21 8-13
R. branquiostegos 6-7 6-7 6 7 67 7
Dientes 12 arco branquial 8-15 9-14 11 10-13 8-11 12-15

Tabla 3.3: Variacion en conteos osteoldgicos. (*) LGEP375 presenta algunas deformaciones anatémicas.
A= sierras de tamafio equivalente; B= sierras externas mas grandes; C= sierras internas mas grandes; V=

vértebras.

El primer y segundo arco branquial portan en la porcién externa del arco una hilera de
dientes inclinados anteriormente (rastrillos branquiales), en cambio el tercer y cuarto arco
presentan una linea externa y una interna. El quinto arco branquial tiene una linea uniforme
de 8 a 10 dientes en la porcién externa mientras que la porcion medial se expande originando
la placa faringea inferior. La serie mads interna de dientes faringeos cuenta con
aproximadamente 30 a 36 dientes viliformes. El nimero de rastrillos branquiales en el primer
arco puede variar entre nueve y 15 (Tabla 3.3) y estar distribuidos de diferentes modos, el eb1

nunca porta mas de tres rastrillos y siempre se halla uno en la unién entre cb y eb.

3.2.3. Mandibula (Figura 3.7)

La mandibula esta compuesta de elementos 6seos y cartilaginosos. Los dentarios se unen
entre si a través de una sinfisis anteromedial. El dentario es un hueso alargado y curvo, que en
su superficie dorsal lleva una placa de dientes viliformes, organizados irregularmente. La placa
se torna mas delgada hacia posterior presentando de 5 a 8 dientes en las hileras anteriores y
entre 2 a 5 en las mas posteriores; dorsalmente tanto externa como internamente se forman
pliegues que presentan denticulos en su superficie dorsal. El dentario presenta una serie de
canales y aperturas en sus porciones ventral y lateral por los cuales transcurren la rama
principal de canal sensorial preoperculomandibular y sus ramas secundarias (pm).
Anteriormente se encuentran 2 orificios circulares y pequefios, el mas ventral es la salida de
pm1l y el lateroventral de pm2, a estos les siguen una serie de 5 orificios ovalados bastante
mas notorios en posicidn ventral y lateroventral, que constituyen los fordmenes de salida de

pm3apm7.
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El extremo posteroventral del dentario se proyecta posteriormente hasta alcanzar el hueso
angulo-articulo-retroarticular. El cartilago de Meckel es bastante grande extendiéndose del
tercio posterior de la superficie dentada del dentario, hasta la regién de contacto con el
angulo-articulo-retroarticular. Presenta ademads, un proceso ascendente, la porcion mas alta
del dentario, que articula con el margen dorsal anterior del angulo-articulo-retroarticular. El
pequeno hueso coronomeckeliano es romboidal en vista lateral interna, su extremo anterior
se extiende hacia el dentario, su margen ventral se ubican sobre el cartilago de Meckel y su

extremo posterior llega al hueso angulo-articulo-retroarticular.

3.2.4. Arco hioideo (Figura 3.8)

En vista lateral pueden observarse el hipohial ventral, el ceratohial anterior y su pestafia
lateral, el cartilago interceratohial, el ceratohial posterior y el interhial. En vista dorsal es
posible observar el hipohial dorsal, este presenta un pequefo proceso que se extiende sobre el
urohial. En la regién de contacto entre los hipohial dorsal, ventral y el ceratohial anterior se
encuentra el foramen dorsal para la arteria hioidea. El hipohial ventral presenta un surco en su
porcién interior en el cual se ubica la porcion anterior del urohial.

El ceratohial anterior tiene una forma mds o menos trapezoidal. Su porciéon posterior
contacta al ceratohial posterior mediante una unién sincondral y otra regiéon de suturas
dentadas e inferiormente se relaciona mediante el cartilago interhial. El ceratohial posterior es
mas corto que el anterior y tiene forma triangular. Dorsalmente articula con el interhial, un
pequefio hueso que articula con el hiomandibular. La superficie lateral externa del arco es
convexa en vista lateral y concava en vista medial. A lo largo de su superficie media se observa
un reborde muy marcado que establece una trayectoria céncava hacia posterior con su punto
mas ventral justo encima del cartilago interhial. El ceratohial anterior porta 5 radios
branquiostegos, el sexto se halla a la altura de la unién interceratohial y el dltimo a la del
ceratohial posterior. Los extremos posteriores de los dos ultimos radios branquiostegos, estan
unidos por tejido conectivo al opérculo.

El hipohial dorsal no es visible lateralmente y forma un foramen para el paso de la arteria
hioidea en su unién con el hipohial ventral. El urohial tiene forma trapezoidal en vista ventral,
con una lamina medial larga que se extiende hasta el limite anterior del bb3 y 2 alas laterales

gue se apoyan sobre un surco ligero de los ceratohiales posteriores.

3.2.5. Suspensorio y serie opercular (rig 3.9)

El hueso mas anterior del suspensorio es el entopterigoides, un pequefio hueso plano de

forma trapezoidal a triangular. Su margen anterior se une mediante ligamentos al proceso
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lateral del vdmer, mientras que su porcidn posterior estd unida al metapterigoides y su

margen lateral se asocia al etmoides lateral.

Figura 3.8: Arco hioideo de Rhamdia quelen, LGEP 493 (204,0 mm). a- Vista dorsal de la porcidn
anterior del arco branquial; b- Vista interna del arco hioideo izquierdo; c-Vista lateral del arco hioideo

izquierdo. Longitud de la barra= 5 mm.
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Figura 3.9: Suspensorio de Rhamdia quelen: a- LGEP493 (204 mm); b- LGEP555 (81,8 mm). Longitud de

barra= 5mm.

Figura 3.10: Vertebra compleja de Rhamdia quelen, LGEP 493 (204 mm). Longitud de la barra= 5 mm.
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El metapterigoides es un hueso mas o menos cuadrangular. Dorsalmente presenta 2
procesos unidos por una lamina media. El proceso anterior es mas alto y el borde de la |ldmina
puede ser recto o mas bien céncavo en vista lateral. Su borde posteroventral esta firmemente
unido al cuadrado, la porcién mas dorsal se asocia mediante suturas onduladas, en su porcién
media a través de un bloque cartilaginoso y en posicidén ventral por una unién solapada con el
proceso anterior del cuadrado. En su margen anterior, el metapterigoides presenta una
apertura que se continla como un pequeiio tunel en el hueso, abriéndose justo en la base del
proceso dorsal mas alto.

El cuadrado es mayormente alargado; anteroventralmente presenta una cabeza articular y
una cavidad para el hueso subpreopercular. Su articulacién anterior con el metapterigoides es
cdncava y sostenida por un pedudnculo anterodorsal comprimido, esto genera la gran
concavidad del margen dorsal del hueso. Su lado ventral se asocia al preopérculo y su margen
posterior esta firmemente adherido al hiomandibular mediante suturas dentadas, asi como
también mediante un bloque cartilaginoso. La porcion anterior del cuadrado presenta un gran
foramen inmediatamente posterodorsal a la cabeza articular del cuadrado para el hueso
anguloarticular. Presenta otro foramen préximo a su articulacién con el hiomandibular, el
foramen de ingreso de la rama mandibular del tronco nervioso hiomandibular (mfen) también
denominado canal simpléctico.

El hiomandibular, es un hueso delgado con un margen anterodorsal mayormente liso y sin
procesos discernibles. En su cara posterodorsal presenta un proceso triangular para la
insercién del musculo levator operculi. En su porcidn media mas baja, la hiomandibula
presenta un corto tunel, el canal hioideomandibular (hmc; denominado canal facial por
Lundberg & McDade, 1986), que es atravesado por el tronco nervioso hioideomandibular. Este
tronco nervioso ingresa a este canal mediante un foramen (hmen) en la pared medial del
hiomandibular, ubicado anteriormente en posicion media (foramen medial del canal facial). El
nervio recorre una corta distancia a través del hmc y sale a través del foramen de salida en la
pared lateral inferior de la hiomandibula, justo a nivel de la unién interopercular-opercular
(hmex; foramen lateral del canal facial). Préximo a este foramen el tronco nervioso se divide
en sus ramas hioidea y mandibular. La rama mandibular se extiende hacia el cuadrado,
quedando lateralmente expuesta hasta su reingreso en el suspensorio a través del foramen
para la rama mandibular del tronco nervioso hioideomandibular (mfen). La rama hioidea se
orienta ventralmente, queda expuesta lateralmente hasta ingresar en el foramen de entrada
de la rama hioidea (hfen), una apertura en la unidn de la hiomandibula y el preoperculo en la
esquina inferior del hueso hiomandibular, justo bajo hmex. Existe otro pequefio foramen que

se abre en la porcion superior del hmc, adyacente a hmen vy a través de él transcurre el tronco
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nervioso que inerva el canal laterosensorial infraorbital, por ello se denomina foramen
infraorbital (if). Este se ubica al final de una cresta que se extiende horizontalmente a lo ancho
de la porcidon media del hueso hiomandibular. El hiomandibular articula con el neurocrdneo a
través del esfendtico y pterdtico.

El preopérculo es concavo en su perfil dorsal y su porcion ascendente y ventral no difieren
demasiado en longitud. La rama ascendente finaliza en la union del hiomandibular con el
opérculo y la rama ventral a la altura del foramen del cuadrado. El preopérculo presenta 4
aperturas. La primera es grande y se sitla en el extremo anterior, sirviendo de paso para el
canal laterosensorial preoperculomandibular. La segunda apertura es una gran hendidura
ventral situada al medio del brazo ventral del hueso sobre el interopérculo y debajo de la placa
cartilaginosa entre hy y cu; constituye la salida de la rama pm?9. La tercera es de tamafio medio
localizada ventralmente, en el vértice entre la rama ascendente y ventral, es la salida de pm10.
La cuarta es pequefia situada justo antes de la unién entre el opérculo y el hiomandibular, es el
paso del canal preopérculomandibular principal.

El opérculo es un hueso triangular con una superficie lateral plana y ornamentada con
estrias y surcos longitudinales pero sin crestas o fosas conspicuas para la acomodacién del
musculo levator operculi. Sus margenes anterior y dorsal son rectos, aunque este ultimo puede
ser ligeramente céncavo. El vértice dorsal es la zona articular con el hiomandibular, el vértice
anteroventral es redondeado vy se articula al interopérculo y su vértice posterodorsal es libre y
redondeado. El margen posterior del opérculo es oblicuo y presenta una leve concavidad en su
mitad dorsal. En algunos ejemplares existen pequefias sierras préximas a los vértices pero no
presentan un patron claro.

El interopérculo es casi triangular, con una cresta longitudinal ornamentada con hoyos y
estrias en su superficie lateral. La superficie medial del hueso es lisa y céncava; su margen
posterior es dos veces mas alto que el anterior. Se extiende desde el borde anterior del

opérculo, bajo el preopérculo hasta debajo del cuadrado.

3.2.6. Vértebras y complejo vertebral (Figura 3.10)

El nimero total de vertebras (V) es variable entre 44 y 48 (Tabla 3.3). Las cinco vértebras
anteriores constituyen el complejo vertebral (Weber). La vertebra compleja (VC) articula
anteriormente con el basioccipital; las suturas se aprecian mejor en vista ventral, aunque
también pueden notarse en la base de los procesos transversos posteriores de V4 y los
procesos transversos V5; no hay suturas entre V5 y V6. La lamina dorsal es delgada, baja y
sutilmente cdncava; con la espina neural de VC dirigida oblicuamente hacia atras, cubriendo la

espina neural de V5 en vista dorsal. El proceso transverso de VC se divide en una rama anterior
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y una rama posterior con la presencia de una gran muesca lateral. La rama anterior es ancha
en su base y se aguza lateralmente curvandose fuertemente, hacia la regién ventral. La rama
posterior es una ldmina ancha, lateralmente expandida con pequefas muescas en su margen
distal. En vista rostral es practicamente horizontal, al igual que el proceso transverso de V5.
Este ultimo es mas delgado que los anteriores y se articula en su margen anteromedial y
anterolateral con la rama posterior del proceso transverso V4, generando un gran orificio
entre ellos. Los osiculos de la linea lateral se ven asociados al supracleitro pero no a los
procesos transversos.

Desde V6 hasta V15, V16 o V17 (Tabla 3.3) se observan costillas pleurales dirigidas posterior
y ventralmente. Las espinas neurales desde V6 a V11, V12 o V13 son bifidas, aunque se
observa como la amplitud de la apertura decrece en sentido caudal; las Ultimas espinas estdn a
penas divididas en su extremo distal. En el surco que forman se alojan los pterigéforos dorsales
proximales de la aleta dorsal. A partir de V14, V15 o V16 las parapodfisis desaparecen y las
apofisis ventrales dan lugar a los arcos y espinas hemales. La altura de la [dmina neural es
variable y en algunos ejemplares se detectd la presencia de un hueso supraneural entre la

[dmina neural y la [dmina ventral del supraoccipital (Figura 3.11).

3.2.7. Cintura escapular (Fig 3.12)

La cintura escapular se une al crdneo mediante su articulacién entre el proceso cleitral-
articular (acp) y los brazos ventrolateral, ventromedial y el ligamento de Baudelot
correspondientes al supracleitro. Esta formada por un ancho puente horizontal compuesto por
los cleitros y el complejo éseo posterior de la cintura pectoral (pcb). Este hueso complejo es la
fusidn del coracoide, mesocoracoide y escapula. Los cleitros presentan borde liso y se unen
anteromedialmente. Los margenes laterales se ensanchan posteriormente. El proceso post-
cleitral alcanza aproximadamente la mitad de la espina pectoral rigida (en reposo) y su
extremo es mas bien romo. Al menos % del proceso se encuentra ornamentado en su margen
lateral externo, siendo su extremo distal liso. La unién entre los cleitros es ligamentosa y
posterior a ésta se observa una sinfisis dentada medial entre los extremos coracoideos del pbc.
Silfvergrip (1996) indica que existen cuatro dientes en cada margen de la unién, sin embargo
en los ejemplares aqui analizados se observan tres y cuatro dientes, la mayoria de los
ejemplares (73%) presentaban tres. La quilla coracoidea presenta un proceso posteroventral
laminar muy delgado distalmente, adquiriendo forma de espina. Los radiales proximales 1y 2
tienen forma de barra, su porcidn proximal se apoya sobre el arco mesocoracoideo, mientras

que su porcidn distal se asocia a la base del 32 radio ramificado, en el caso del radial proximal 1
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y a los ultimos radios en el caso del radial proximal 2, ambos presentan extremos
cartilaginosos. El complejo radial distal también es notorio en la base de los primeros radios.

La espina pectoral es ligeramente convexa en vista dorsal. Tiene una region fuertemente
osificada y rigida desde su base, aunque en su tercio distal puede ser flexible y segmentada, en
algunos casos pueden observarse uno o dos elementos éseos no fusionados. La parte sdlida se
encuentra ornamentada con estrias longitudinales y presenta sierras internas y externas que
son muy variables en su tamano y nimero entre los diferentes ejemplares (Figura 3.13). Las
sierras en la cara interna pueden ser de igual tamafio a las externas, mas pequefias o mas
grandes. El numero de sierras internas va de 10 a 29 y el de sierras externas de 9 a 21. Las
sierras en la cara interna ocupan % de la extensidn de la espina y nacen bastante proximas a la
base, en general son perpendiculares al eje de la espina. Las de la cara externa inician un poco
mas distales y suelen estar curvadas hacia la base de la espina. En algunos ejemplares es mas
notoria la presencia de un surco en el margen externo, dentro del cual se alojan las sierras. La
porcién proximal de la espina se divide en 3 procesos, el mas ventral que es el de mayor
tamafio articula con la carilla articular del cleitro, mantiene a la espina trabada contra la

superficie lateroventral del coracoides y actiia como palanca para el musculo abductor.

3.2.8. Cintura pélvica (Figura 3.14)

Los basipterigios son ligeramente arqueados dorsalmente y excavados ventralmente. Las
contrapartes izquierda y derecha se encuentran unidas medialmente por cartilago. Cada hueso
presenta dos procesos anteriores bastante largos. El proceso externo o anterolateral se afina
distalmente y son casi paralelos entre si. El proceso interno o anteromedial es mas corto y mas
ancho en su base, aunque se aguza distalmente, posee una direccién anteromedial y su
extremo distal alcanza su contraparte, a la cual se une a través de una sinfisis corta. Cada
basipterigio presenta ademads, un proceso lateral y un proceso posterior. Ambos procesos
tienen margenes cartilaginosos que no entran en contacto entre si, aunque el cartilago del
proceso posterior se continla medialmente en la unidén entre ambos basipterigios. El proceso
posterior tiene un margen dseo angular y la porcién désea y cartilaginosa del proceso son
practicamente equivalentes. Los radios pélvicos se articulan a los radiales cartilaginosos y los
procesos laterales del basipterigio. Los fordmenes neurales se localizan préximos a la cresta

gue se extiende en el proceso posteromedial.
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Figura 3.11: Detalle del supraneural

L5 " (spn), LGEP 198 (260,1 mm). Longitud
o . ’,i ;3;1‘ de barra=5 mm.
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Figura 3.12: Cintura escapular de
Rhamdia quelen, LGEP493 (202,0 mm).

Longitud de la barra= 10 mm.

Figura 3.14: Cintura pélvica de
Rhamdia quelen, LGEP 555 (81,8

mm.). Longitud de la barra=1 mm.
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Figura 3.13: Variacion en las espinas pectorales de Rhamdia quelen. a- LGEP 011; b- LGEP 129; c- LGEP
139; d- LGEP 190; e- LGEP 230; f- LGEP 302; g- LGEP 493; h- LGEP 555. Longitud de cada barra=5 mm.

Figura 3.15: Aleta dorsal de Rhamdia quelen, LGEP 493 (204,0 mm). a- Vista dorsal; b- Vista lateral.

Longitud de la barra=5 mm.
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3.2.9. Aletas dorsal y anal

En la porcion mas anterior de la aleta dorsal (Figura 3.15) se ubica un supraneural de forma
mas o menos triangular en vista dorsal y lateral, constituyendo la placa nucal anterior, que se
encuentra asociada al primer pterigidforo. El primer pterigiéforo se expande dorsal y
distalmente formando la placa nucal media, cuyos brazos definen la porcidn anterior de la
cavidad en la cual se ubica el spinelet justo sobre la superficie articular del primer pterigiéforo.
El segundo pterigidforo es bifido distalmente y expandido en placas que delimitan el espacio
ocupado por el primer radio dorsal; presenta ademds dos procesos anteriores que forman la
porcién posterior de la cavidad del spinelet. Los radios dorsales son variables en nimero (Tabla
3.3). El primer radio tiene una porcién rigida y no ramificada y una porcién flexible los demas
radios son ramificados variando entre seis y nueve. Los radios se posicionan sobre los
pterigidforos cuyo nimero también es variable (6-9) y los dos primeros siempre se encuentran
fusionados. Tienen forma triangular siendo delgados en su extremo basal y se ensanchan
posterodorsalmente. Las bases de los pterigiéforos se insertan en los espacios formados por
las espinas neurales bifidas y se extienden oblicuamente hasta alcanzar el dorso.

La aleta anal se ubica entre las espinas hemales de al menos 10 vértebras, en general entre
las vértebras 23 y 33, pero depende el nimero de vértebras totales (Tabla 3.3). Estd
conformada por 10 a 12 pterigidforos algunos de los cuales se asocian al extremo distal de los
procesos hemales. El primer pterigdéforo no esta asociado a ninguna estructura anterior y en su

extremo distal lleva uno, dos 6 tres radios no ramificados.

3.2.10. Esqueleto caudal (Figura 3.16)

La aleta caudal esta constituida por dos ldbulos subiguales siendo el l6bulo dorsal
ligeramente mas corto que el ventral. La configuracién de los radios caudales presenta ciertas
variaciones (Tabla 3.2 y 3.3) aunque la configuracién modal es la comunmente descripta para
Rhamdia, presentando un radio no ramificado y 7 radios ramificados en el I6bulo dorsal y 9
radios ramificados y 1 no ramificado en el caudal (i, 7+9,i). Ademas de los principales se
observan radios accesorios que varian entre 8 a 16 dorsales y 10 a 18 caudales.

Los radios estan articulados a los huesos hipurales que estan fusionados formando placas
6seas. En la mayoria de los ejemplares el hipural 5 (hu5) se encontraba separado de la placa
formada por la fusion de h4 y h3. Asi mismo, dos ejemplares (LGEP230 y LGEP139)
presentaban h4 y h5 fusionadas y h3 libre (Figura 3.16). El hipural 5 o la placa hipural dorsal se
encuentran asociadas al uroneural y al epural. En general todos los radios ramificados y el
primero no ramificado se unen a la placa hipural mientras que el primer procurrente caudal se

asocia al uroneural.
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pu2 pul+ul epu ur hu5 pu2 pul+ul epu ur hu5

pu2z pul+ul epu ur hud+hu5?

hud+hu5?

Figura 3.16: Variacion en el esqueleto caudal de Rhamdia quelen. a) LGEP555 (81,8 mm); b) LGEP11
(114.8 mm); c) LGEP299 (106,2 mm); d) LGEP139 (165,2 mm); e) LGEP375 (220,5 mm); f) LGEP230
(185,7 mm).

El 16bulo ventral estd formado por la fusidon de lo hipurales 1 y 2, se halla intimamente
asociada al parahipural pero no estan fusionados. La placa ventral lleva nueve radios y el

parahipural dos. Las placas dorsal y ventral se encuentran claramente separadas entre si
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excepto en su base. Las férmulas caudales encontradas siguiendo la terminologia de Lundberg
y Baskins (1969) son (PH; 1+2; 3+4; 5) y (PH; 1+2; 3; 4+5), siendo la primera la mas frecuente.
La hipurapdfisis y la hipurapdfisis secundaria estdn fusionadas formando una placa
horizontal, el complejo hipurapéfisis, que nace en la base del parhipural y se extiende hasta la
base del hipural 2 (tipo “C” de Lundberg & Baskins, 1969). Sus margenes laterales son rectos y
se encuentran posterodorsalmente inclinados. El complejo esta atravesado por el foramen

caudal por el cual pasa la arteria caudal justo detras del centro PU1+U1.

4. DISCUSION

4.1. Caracteres morfologicos externos

4.1.1. Caracteres morfométricos

El estudio morfolégico mas extenso sobre Rhamdia fue desarrollado por Silfvergrip (1996) e
incluye poblaciones desde México al centro-sur de Argentina. En ese trabajo, el autor redefine
morfoldgicamente la especie nominal R. quelen, incluyendo en su sinonimia R. hilarii, R. sapo,
R. microps, R. branneri y R. voulezi. Las primeras tres especies eran citadas para la cuenca del
Plata en Argentina (Ringuelet et al., 1967) y las dos ultimas para la cuenca del rio Iguazu
(Garavello & Shibatta, 2016). En este capitulo he analizado morfolégicamente, poblaciones de
Rhamdia de los rios Parana y Uruguay que cumplen con los caracteres diagndsticos definidos
por Silfvergrip para Rhamdia quelen. Caracteres que han sido discutidos por algunos autores
por ser demasiado generales (Garavello y Shibatta, 2016; Angrizani & Malabarba, 2018).

Teniendo en cuenta una segregacion de los ejemplares en los agrupamientos definidos en
el capitulo anterior, solo QUE3 resulta distinguible. Este clado difiere de QUE2 en el didmetro
orbital y de QUE4 en la longitud de la aleta adiposa y el largo de las barbillas maxilares. Sin
embargo, resulta morfoldgicamente indistinguible de QUE1l. Ademas, a pesar de estas
diferencias morfométricas, el analisis de componentes principales (ACP) no muestra una
separacion definida entre los clados. De hecho, esta metodologia no muestra ningln tipo de
agrupamiento o cluster. Por otra parte, aunque el andlisis discriminante linear (ADL) logra
diferenciar los grupos preestablecidos, la validacién cruzada indica que los resultados no son
confiables. El proceso de remuestreo solo logra asignar correctamente un individuo, a su grupo
de pertenencia, en el 62.9% de los casos. Es necesario tener en cuenta, que el nimero de
ejemplares analizados por clado no es el mismo. En grupos como QUE2 cuyo tamaio muestral
es de n=5, se podria estar subestimando la variacion de los caracteres. Los rangos de variacion

mas amplios corresponden generalmente a QUEL, el clado mejor representado (n=35) y
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distribuido en varias de las cuencas de la provincia de Misiones. Como es de esperar, cuando
se incluyen los ejemplares sin caracterizacion molecular y se analiza todo el conjunto, los
rangos de variacién son aun mas amplios.

Recientemente, Garavello y Shibatta (2016) han revalidado las especies R. branneri y R.
voulezi. La comparacion de estas especies con Rhamdia cf. quelen del rio Tibagi (Parana Alto,
Brasil), utilizando ACP, muestra una clara diferenciacidon entre ellas. Sin embargo, su diagnosis
esta basada en combinaciones de caracteres no exclusivos, muchos de los cuales se solapan
con los de las poblaciones halladas en Misiones. Otra cuestidn interesante, es que estos
autores emplean medias para diagnosticar las especies, aun cuando los rangos de variacion se
solapan. Considero que estos caracteres no son diagndsticos, pues solo permiten clasificar
ejemplares préximos al valor medio y fallan si las medidas se alejan de ella. Entre los clados
encontrados en Misiones, si solo se consideran las medias de cada grupo, es posible encontrar
diferencias. A modo de ejemplo, el clado QUE4 se compone, en promedio, de individuos de
cuerpos altos, con aleta adiposa relativamente larga y escasa distancia interdorsal, espinas
pectorales extensas, barbillas maxilares y mentonianas externas e internas mas largas, cabezas
mas grandes (en altura, ancho y longitud) y mayor distancia interorbital e internarinas
posteriores. De cualquier modo estas diferencias son promedios y los rangos de variacion se
solapan, por lo cual en la practica, no son aplicables. Diferentes morfotipos de cada uno de los
clados pueden apreciarse en el Apéndice 2.

Si se comparan las relaciones morfoldgicas obtenidas, con las brindadas por Ringuelet et al.
(1967) para las sinonimias de R. quelen reportadas en Argentina, se observa que R. sapo
presentan rangos de variacién en la altura corporal y la longitud de la cabeza que solo se hallan
en los clados QUE1 y QUE4. Asi mismo, la altura corporal y del pedunculo caudal presentados
para R. hilarii coinciden Unicamente con QUE1L. La longitud de la cabeza establecida para R.

microps la excluye de cualquiera de los clados.

4.1.2 Caracteres meristicos

Los caracteres meristicos tampoco pueden ser empleados como diagndsticos dado que su
variacion es notable dentro de los clados, sobre todo con respecto a las configuraciones de las
aletas dorsal, anal y caudal. El clado QUE1 es el mas variable y suele presentar los conteos mas
altos en relacion al numero de radios en las aletas antes mencionadas. Silfvergrip (1996)
reporta que poblaciones de la cuenca del Plata y rios de la costa sur de Brasil, suelen presentar
mayor numero de radios que las poblaciones del norte. Por otra parte el clado menos variable

es QUE3, lo cual es esperable, pues todos los ejemplares provienen de la misma localidad.
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Las aletas dorsal, pélvica y caudal presentan rangos de variacion y valores modales que se
ajustan a los reportados para R. quelen y otras especies de Rhamdia (Silfvergrip, 1996;
Garavello & Shibatta, 2016; Angrizani & Malabarba, 2018).

Los radios anales son interesantes para discutir. Silfvergrip (1996) describe un numero
modal de 14 radios dispuestos en mas de 30 combinaciones, siendo las mas frecuentes,
aquellas con un numero semejante de radios ramificados y no ramificados (viii,6; vii,6 y vii,7).
Ninguna de estas formulas se encontré en el material analizado, de hecho, los ejemplares se
caracterizan por un bajo nimero de radios no ramificados en relacidn a los ramificados. Las
formulas mas frecuentes incluyen cuatro 6 cinco radios no ramificados y ocho & nueve
ramificados. Por otra parte, el nimero total de radios no suele superar los 12, siendo 11 6 12 la
moda de los clados. Silfvergrip (1996) plantea que el conteo de radios en material intacto suele
ser impreciso, dada la dificultad de observar los radios rudimentarios anteriores. Es posible
que la diferencia entre sus valores y mis conteos se deba a la metodologia aplicada. Garavello
& Shibatta (2016) reportan valores modales aun mas bajos de radios anales en R. branneri
(nueve y 10) y R. voulezi (nueve) con férmulas que presentan bajo nimero de radios no
ramificados (i-v) en relaciéon a los ramificados (7-9). Finalmente, Ringuelet et al. (1967)
contabilizan de 12 a 14 radios en R. hilarii, de 11 a 13 en R. microps y 10 en R. sapo. Cualquiera
sea el caso resulta un caracter extremadamente variable como para ser considerado

diagnéstico.

4.1.3. Coloracion

La variacién en los patrones de coloracién no permitié la segregacién de los clados
moleculares, ya sea que considere la coloracién de los ejemplares vivos o fijados. Como se
comento previamente, las variaciones ocurrian incluso en cada organismo dependiendo de su
estado. Silfvergrip (1996) también reporta una gran variacion vy la clasifica como “individual”
haciendo alusién a que cada ejemplar presenta ligeras diferencias que los distinguen.
Garavello y Shibatta (2016) en cambio, utilizan la coloracion como caracter diagnostico para
diferenciar a R. branneri de R. voulezi y Rhamdia cf. quelen. Asi mismo Ringuelet et al. (1967)
sugiere la ausencia de banda hialina en la aleta dorsal en Rhamdia sapo (al igual que R.

branneri). Entre los ejemplares que hemos analizados la banda hialina siempre estaba

presente, aunque en algunos casos era muy delgada o menos marcada que en otros.
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4.1.3. Poros cefalicos

En su tratamiento de los poros cefdlicos Silfvergrip (1996) no deja en claro cuantos poros
observa en cada uno de los canales sensoriales y argumenta que su distribucion sigue el patrén
propuesto para Brachyrhamdia imitator por Lundberg & McDade (1986). A pesar de esto, en el
grafico de R. muelleri, indica siete poros supraorbitales y seis infraorbitales; mientras que en B.
imitator se describen seis poros en el canal supraorbital y no se establece cuantos poros
presenta el canal infraorbital. En el caso de los poros preopérculomandibulares, Silfvergrip
discute poros mandibulares pero no es claro como los define. Sostiene que las poblaciones del
norte suelen presentar seis mientras que en las del sur (Rio de la Plata y costa sur brasileia) se
encuentran ejemplares con ocho, pero las imagenes no estan referenciadas y son confusas. En
las poblaciones analizadas, he encontrado ejemplares con 10 y con 11 poros
preopérculomandibulares, indistintamente al clado que pertenezcan.

La distribucién de los poros supraorbitales es, en general, similar a la exhibida en el grafico
de Silfvergrip (1996) y a la descripta en otros Heptapteridae (Bichuette & Trajano, 2005;
Bockmann & Miquelarena, 2008; Bockmann & Castro, 2010). Sin embargo el clado QUE3
puede distinguirse de los otros clados analizados por la ausencia del poro supraorbital s4.

Por otra parte Arratia y Gayet (1995) no observan presencia de la rama pterdtica en
Rhamdia sapo, aunque si la reportan en Rhamdia wagneri. Este caracter estd presente en
Rhamdia enfurnada (Bichuette & Trajano, 2005) Rhamdia guasarensis (DoNascimiento et al.,
2004) y en las poblaciones de Rhamdia aqui analizadas. Ademas parece ser la condicidn
frecuente en Heptapteridae encontrandose en Heptapterus (Arratia & Gayet, 1995),
Phenacorhamdia (DoNascimiento & Milani, 2015), Brachyrhamdia (Slobodian & Bockmann,
2013), Rhamdella (Bockmann & Miquelarena, 2008), Myoglanis (DoNascimiento & Lundberg,
2005) y Rhamdiopsis (Bockmann & Castro, 2010). La ausencia de la rama pterdtica es

considerado un caracter plesiomérfico dentro de siluroidei (Arratia & Gayet, 1995).

4.2. Caracteres osteoldgicos

Este trabajo constituye la segunda descripcion osteoldgica completa de ejemplares bajo la
especie nominal Rhamdia quelen. En el material observado, se encontrd variacidn en ciertos
caracteres osteoldgicos, los cuales se comentaron previamente. Caracteres osteoldgicos
meristicos, como vertebras, costillas, pterigidforos y rastrillos branquiales del primer arco
branquial, son variables dentro de los clados y se ajustan a los rangos y las modas establecidas

por Silfvergrip (1996) para R. quelen.
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Solamente el clado QUE3 presentd diferencias osteolégicas apreciables en relacién a los
demas grupos. Los dos ejemplares de este clado presentaban un craneo dorsoventralmente
mas bajo y sus procesos supraoccipitales no superaban el margen anterior del proceso
transverso posterior de la VC, mientras que en todos los demds superan este punto. Silfvergrip
(1996) comenta que el proceso SOC puede o no estar bifurcado y sugiere que esta bifurcacion,
es el resultado de la osificacion de los musculos erectores de la aleta dorsal. En el material
analizado solo dos ejemplares (de 16) presentaban bifurcacion.

Algunas diferencias halladas entre los ejemplares estudiados y la descripcidén provista por
Silfvergrip (1996) son:

e la presencia de una sutura interdigitada entre los frontales y el
orbitoesfenoides; en los ejemplares estudiados la unién entre estos huesos es lisa.

e la ausencia del basibranquial 1, una estructura descripta como cartilaginosa y
con forma de estaca; solo un ejemplares diafanizados (del clado QUE1) presentaba bb1
y a diferencia de lo descripto era dseo.

e Silfvergrip describe al faringobranquial 2 como un pequefio hueso que
contacta los extremos cartilaginosos de los fb 1 y 3 y los epibranquiales 1 y 2; este
hueso no ha sido hallado en el material analizado y en esa posicidon existe una
estructura cartilaginosa denominado nddulo cartilaginoso accesorio siguiendo lo
propuesto por Bockmann & Miquelarena (2008).

e Enla mandibula Silfvergrip describe tres poros en la mitad anterior y tres poros
posteriores. Se observan en realidad 4 poros en la mitad anterior (Figura 3.2).

e El nimero de radios branquiostegos; mientras que este autor describe seis
radios para el ejemplar del rio Samiria (Peru), las poblaciones analizadas pueden
presentar seis 0 siete, siendo el Ultimo mas frecuente. Hay ejemplares con seis radios
branquiostegos en QUE1, QUE2 y QUE4; QUE3 presenta siempre siete.

e Launidn del coracoides no es exclusivamente por cuatro proyecciones en cada
margen de la unidn, sino que pueden ser tres 6 cuatro, encontrandose con mayor
frecuencia tres.

Por otra parte, la presencia de espinas pectorales serradas con fuertes dientes en ambas
caras es uno de los caracteres empleados para diferenciar R. branneri, R. voulezi y Rhamdia cf.
quelen del Tigabi, de todas las demas especies de Rhamdia (Garavello & Shibatta, 2016). En
Misiones se encontraron ejemplares que presentan sierras bien notorias en ambas caras de la
espina pectoral (Figura 3.13) y que segun andlisis de secuencias de COIl no corresponden a R.

voulezi o R. branneri. La revision de material tipo de estas especies queda pendiente para
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corroborar la fidelidad de este caracter. Silfvergrip evalud las espinas pectorales y determind
que el nimero de sierras tiende a incrementarse en individuos mas grandes, dado que el
crecimiento de las espinas es por adicion de segmentos. Por otra parte las sierras tienden a
fusionarse con la base de la espina a medida que esta va aumentando su grosor. En algunos
casos puede verse como las paredes de la espina pectoral forman un surco en el cual las sierras
guedan alojadas.

La estructura del esqueleto caudal, por otra parte, presenté dos formulas distintas, (PH;
1+2; 3+4; 5) y (PH; 1+2; 3; 4+5). La primera es la tipica configuracién encontrada en Rhamdia y
en la mayoria de los Heptapteridae. La retencion de hu5 como un elemento autdgeno es
considerado un caracter plesiomérfico (Bockmann & Miquelarena, 2008), existiendo una
tendencia a la fusion de los elementos. La segunda configuracion es bastante rara y se detecté
en un ejemplar que no fue caracterizado molecularmente (LGEP230) y el Unico ejemplar del
clado QUE2 analizado osteoldgicamente (LGEP139). Es necesaria una revision de mads
ejemplares de este clado para corroborar si puede ser un cardcter diagndstico. Silfvergrip halld

esta configuracién en un solo ejemplar.

4.3. Consideraciones finales del capitulo

En este capitulo se desarrollé un analisis morfolégico completo de poblaciones de Rhamdia
de los rios Parana y Uruguay en Misiones. Aunque molecularmente se han podido distinguir 4
clados, desde la perspectiva morfolégica solo es posible diferenciar uno de ellos. Los
ejemplares de este grupo provienen de la cuenca del Urugua-i, un afluente del Parand que
previo a la construccién de la represa homdnima, presentaba un salto de 28 m de altura,
confiriendo a su fauna ictica cierto grado de aislamiento (Mirande & Koerber, 2015; Bogan &
Cardoso, 2017). El clado QUE3 se distingue de los demas en la ausencia del poro cefélico
supraorbital 4 (so4), un craneo dorsoventralmente mds deprimido y un proceso supraoccipital
qgue no supera el margen anterior del proceso transverso posterior de la vértebra compleja.
Ademas, es distinguible de QUE 2 en el didmetro orbital (13,8- 16,9% vs. 16,4-19,6%) y de
QUE4 por la longitud de la aleta adiposa y el largo de las barbillas maxilares. Las medidas
morfoldgicas requieren corroboracion, sobre todo en QUE2 que presenta muy pocos
ejemplares (n=5) y sus rangos de variacidn pueden estar siendo subestimados.

El acto taxondmico de Silfvergrip (1996) fue muy cuestionado y continua siéndolo (Weber &
Wilkens, 1998; Perdices et al., 2002; Weber et al., 2003; Bichuette y Trajano, 2005; Hernandez
et al., 2015; Garavello & Shibatta, 2016; Angrizani & Malabarba, 2018). Sinonimizar tantas
especies nominales sin tener en cuenta patrones biogeograficos o habitos claramente

diferentes como la troglofilia y considerar a todas partes de un mismo linaje histérico, resulta
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inverosimil. Sin embargo, como ya se planted previamente, su accidén se basa en un criterio, los
linajes histéricos son distintos si pueden ser distinguidos mediante combinaciones de
caracteres observables (Nelson & Platnick, 1981; Cracraft, 1983; Nixon & Wheeler, 1990). Bajo
este criterio sus conclusiones no son erradas. Los patrones morfologicos no permiten
diferenciar distintas poblaciones entre si; lo cual no significa que refleje la historia evolutiva de
este taxon.

Como bien apunta de Queiroz (2007), el modo en el que acttan los procesos evolutivos
afecta distintos caracteres en forma diferente. Los cambios pueden ser genotipicos,
fenotipicicos, afectar caracteres cuantitativos o cualitativos, ser selectivos o neutrales y actuar
sobre distintos aspectos de la biologia de los organismos ya sea en su desarrollo, morfologia o
comportamiento. Un enfoque integral con diferentes lineas de evidencia es necesario para
deducir como ocurre la divergencia entre linajes de un determinado taxén (Dayrat, 2005; Katz
etal., 2015;).

La variacion morfoldgica ha sido histéricamente la piedra angular de la taxonomia y ha
demostrado sobradamente su valor, visto que la mayoria de las especies y su organizacién en
taxones de mayor rango han sido delimitadas mediante caracteres morfoldgicos y actualmente
corroboradas mediante otras fuentes de caracteres (Stepien & Kocher, 1997). Sin embargo,
hay grupos complejos en los que la morfologia no es resolutiva (Milhomen et al., 2007,
Utsunomia et al., 2014; Ribeiro Souza et al., 2018) y este es el caso de Rhamdia quelen.
Estudios moleculares posteriores al trabajo de Silfvergrip (1996), demuestran gran divergencia
genética entre las poblaciones cisandinas y transandinas de ‘Rhamdia quelen’, lo cual condujo
a la distincion de los clados cis y transandinos como unidades evolutivas diferentes (Perdices et
al., 2002) y a la revalidacion de especies sinonimizadas (Hernandez et al., 2015). Lo mismo ha
ocurrido con ciertas poblaciones troglobidticas que por su tipo de habito no se acepta que
constituyan una unidad con las especies epigeas (Weber & Wilkens, 1998; Bichuette y Trajano,
2005).

Rhamdia quelen constituye un complejo de especies cripticas cuya identificacién por medio
de caracteres morfoldgicos resulta practicamente imposible. Diferentes poblaciones pueden
distinguirse parcialmente pero en conjunto presentan rangos de variacion solapados entre si
qgue complican la diagnosis. El género Rhamdia sin dudas precisa una nueva revision y si se
pretende comprender la complicada relacion entre los linajes que lo componen, esta debera

ser una revision integral que incluya fuentes de caracteres independientes.
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CAPITULO 4

Citogenética



1. INTRODUCCION

El cariotipo constituye en si mismo un tipo de diagnosis donde el numero, tamafio,
morfologia y patrones de bandeo de cada uno de sus cromosomas se consideran caracteres
constantes de una especie. De este modo, los estudios citogenéticos pueden aportar
caracteres Utiles para la distincion de taxones y sus relaciones filogenéticas (Dobigny et al.,
2004). La incorporacién de técnicas como la hibridacion in situ con fluorescencia (FISH), la
pintura cromosdmica (GISH) y la hibridacion gendmica comparativa (WCP) permiten estudios
aun mas detallados sobre la organizacién cromosdémica y su evolucidn (Bertollo et al., 2017).

En algunos casos, los estudios citogenéticos descriptivos han permitido inferir la existencia
de especies cripticas; taxones nominales definidos bajo un Unico nombre especifico pero con
diferencias notables en sus cariotipos. Tal es el caso de complejos como Astyanax scabripinnis
(Moreira-Filho & Bertollo, 1991; Vicari et al., 2008), Astyanax fasciatus (Pazza et al., 2006),
Hoplias malabaricus (Bertollo & Mestriner, 1998; Bertollo et al., 2000; Pazza & Ferreira Jr,
2003) y Hoplerythrinus unitaeniatus (Giuliano-Caetano et al., 2001), entre otros taxones que
aun resultan taxondmicamente conflictivos. En la actualidad, muchos de estos complejos de
especies son abordados desde una perspectiva mas inclusiva, combinando datos citogenéticos
con informacion morfolégica (Silva et al., 2015), molecular (Ferreira et al.,, 2017; do
Nascimento et al., 2018; Usso et al., 2018) e incluso ambas (Alves-Silva & Dergam, 2014).

Rhamdia quelen es la especie de Heptapteridae mas estudiada citogenéticamente. Las
primeras evaluaciones en este género datan de la década del 80 (Le Grande, 1981; Hochberg &
Erdtmann, 1988) y en general estan relacionados al reporte de cromosomas B en las especies
R. hilarii, R. quelen y R. sapo (Fenocchio & Bertollo, 1990; Valcarcel et al., 1993), actualmente
sinonimizadas con R. quelen. Los estudios citogenéticos en el género han sido desarrollados,
principalmente, en poblaciones brasilefias que incluyen las cuencas del Parana, Mogi Guacu,
lguazl, Sao Francisco, Paraiba do Sul y rios de la costa Atlantica (Fenocchio & Bertollo, 1990;
Fenocchio et al., 2000; Abucarma & Martins-Santos, 2001; Fenocchio et al., 2003-a, 2003-b;
Moraes et al., 2007; Garcia et al., 2010; Martinez et al., 2011; Splendore de Borba et al., 2013;
Usso et al., 2018). La Unica caracterizacién de especimenes australes de Rhamdia, fue
desarrollada por Valcarcel et al. (1993) en ejemplares que provenientes de tres lagunas del
sistema hidrografico “Las encadenadas” (Chascomus, Buenos Aires). Asi mismo, se han
reportado estudios citogenéticos en poblaciones de los rios Paraguay y Paranda en el nordeste

argentino (Fenocchio et al., 2000; Cowper Coles et al., 2013).
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Todos los estudios desarrollados en esta especie nominal concuerdan en que el nimero
diploide de la especie es 2n=58, con una macroestructura cariotipica caracterizada por
presentar pocos cromosomas monobraquiales en relacién a los bibraquiales. Sin embargo,
reflejan una notable variacion referida a la formula cariotipica, el nimero fundamental y
tamafio y posicion de las regiones organizadoras nucleolares (NOR). Ademas se han descripto
de 1 a 5 cromosomas B en distintas poblaciones de Rhamdia. Esta variacién en los caracteres
citogenéticos ha llevado a considerar la especie Rhamdia quelen como un complejo de
especies (Garcia et al., 2010; Martinez et al., 2011, Usso et al., 2018).

En la revalidacion de las especies Rhamdia branneriy R. voulezi, ademas de los caracteres
morfoldgicos, Garavello & Shibatta (2016) emplearon en su diagnosis caracteres citogenéticos
definidos previamente en estas especies por Abucarma & Martins-Santos (2001). Aunque no
se observan diferencias en la macroestructura cariotipica, R. branneri presentaria NORs
multiples, mientras que R. voulezi presenta NORs en un solo par cromosémico como la
mayoria de los ejemplares de Rhamdia. Por otra parte la presencia de un cromosoma B
submetacéntrico grande diferenciaria a R. branneri, ya que no es observado en ninguna otra
poblacién de Rhamdia. Abucarma & Martins-Santos definen a este B como un caracter

citotaxondmico especifico.

2. MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion de suspensiones cromosdmicas se empleo la técnica directa propuesta por
Moreira-Filho y Bertollo (1991-b), con modificaciones. Los ejemplares fueron eutanatizados
por sobreanestesia con benzocaina y diseccionados con el propdsito de extirpar sus rifiones,
que en teléosteos cumplen funciones hematopoyéticas. Los rifiones fueron transferidos a una
solucidn hipoténica de cloruro de potasio (KCL 0,075 M) y macerados mediante un disgregador
de vidrio. Al tubo con la suspension se adicionaron 5-6 gotas de colchicina (0,05%) y se incubd
la suspensién en estufa durante 45 minutos. Cumplido este tiempo, se agregaron unas gotas
de fijador (3 Metanol: 1 acido acético), se resuspendié la preparacidn con una pipeta pasteury
se centrifugé durante 10 minutos a 900 rpm (prefijacién). El sobrenadante fue removido, se
agregaron 10 ml de fijador, se resuspendié suavemente el pellet y se volvié a centrifugar
durante 10 minutos a 900 rpm (fijacién). Estos Ultimos pasos se repitieron al menos 2 veces o
hasta obtener un pellet blanquecino (lavados). La solucién final fue goteada sobre un
portaobjetos limpio y se dejoé secar al aire. Para la observaciéon al microscopio, los vidrios

goteados fueron tefiidos con giemsa al 10% (diluido en buffer fosfato de pH 7) por 10 minutos.
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Para el armado de los cariogramas, los cromosomas fueron medidos utilizando el software
liberado MicroMeasure version 3.3 (Reeves & Tear, 2000) y clasificados mediante el indice de

proporcién de brazos de acuerdo a los parametros establecidos por Levan, et al. (1964).

3. RESULTADOS

Fueron procesados alrededor de 50 ejemplares de Rhamdia, sin embargo en la mayoria de los
casos las suspensiones no tenian buena calidad. En general, se observé un nimero muy bajo
de células en divisién por vidrio y los cromosomas se encontraban muy condensados, si bien
esto permitio el conteo cromosémico en algunos ejemplares (Tabla 4.1), sélo en unos pocos
casos fue posible armar cariogramas. Asi mismo, todos los ejemplares con buenas metafases

eran hembras y la mayoria correspondian al clado QUE1, un ejemplar a QUE2 y uno a QUEA4.

2n
ACRONIMO | SEXO | CLADO LOCALIDAD 55|56 (57|58 |59|60|62 |Total
LGEP123 F QUE1 Arroyo Tabay 5{5(3(15|2 |1 31
LGEP130 M | QUE4 Arroyo Garupa 11114 6
LGEP131 F QUE1 Arroyo Garupa 3(3(6|20(2]2 36
LGEP139 F QUE2 | Arroyo San Juan 1(4)4(23]|4 36
LGEP161 * QUE4 Arroyo Garupa 1|2]|5](22 112 31
LGEP162 M QUE4 Arroyo Garupa 1714 |21]1 34
LGEP175 F QUEL | Arroyo Concepcion | 1 11| 5 17
LGEP176 F QUE1 | Arroyo Concepcién 313125 31
LGEP178 * QUEL | Arroyo Concepcion 2|12 (14|16 |1 25
LGEP189 F QUE1 | Arroyo Concepcién | 1 |3 |4 (222 |1 33
LGEP190 F QUE1 | Arroyo Concepcién 213|8|5|2 20
LGEP191 M | QUE1 | Arroyo Concepcidn 1124 1 8
LGEP299 F QUE1 Arroyo Bonito 9|58 |1 23
LGEP300 F QUE1 Arroyo Bonito 1|52 8
LGEP301 F QUE1 Arroyo Ramos 1111 3
LGEP342 M | QUE1 | Arroyo 3 de Mayo 2 1 3
LGEP379 F QUE3 Arroyo Uruzu 1112 1 5
LGEP478 F QUE2 | Arroyo San Juan 13 1 14
LGEP510 QUE1 | Arroyo Acaragud 5|3 8

Tabla 4.1: Contéo de cromosomas por metafase. Total indica el nimero de células analizadas

en cada individuo.

Los conteos cromosdmicos indican que 2n= 58 es el numero modal en la mayoria de los
especimenes analizados. Sin embargo, LGEP176 presenté un numero modal 2n= 59 y otros

ejemplares de la misma localidad mostraron conteos variables aunque con moda 2n= 58.
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Figura 4.1: Cariogramas de Rhamdia quelen: A. LGEP131 (F), 2n= 58, QUE1; B. LGEP175 (F), 2n=58 + 1,

QUE1; C. LGEP139 (F), 2n= 58, QUE2; D. LGEP161 (F), 2n= 58 + 4, QUE4. Longitud de la barra= 5 um.

Lamentablemente es dificil distinguir la morfologia de los cromosomas de LGEP176 pero la

figura 4.1 muestra una metafase donde se observa un cromosoma extra. Por otra parte,
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LGEP161, correspondiente al clado QUE4, presentd hasta 4 cromosomas extra, aunque la
mayoria de sus células presentaba 2n= 58.

La estructura cariotipica de los distintos clados puede observarse en la figura 4.2. La férmula
cariotipica del clado QUE1 no pudo ser establecida con precisién. El cariograma de LGEP131
presenta mas cromosomas subtelocéntricos que LGEP175 y uno de los pares tiene morfologia
dificil de determinar, hay que resaltar que los limites de cada cromosoma son mas difusos en
LGEP131. El clado QUE2 (LGEP 139) presentd 22m + 18sm + 4st+ 6t y el clado QUE4 (LGEP 161)
exhibié 26m + 22sm + 4st + 6t y hasta 4 cromosomas extra, uno de ellos submetacéntrico de
tamafio medio. Lo mas probable es que estos cromosomas adicionales en QUE1 y QUE4 sean
cromosomas B, pero es necesario analizar mas ejemplares incluyendo machos, para poder
determinarlo con certeza. El par 24 de la figura 4.1 A se encontraba asociado en las células

metafasicas.

4. DISCUSION

Los analisis citogenéticos resultaron poco productivos. Se obtuvieron pocas metafases de
calidad, lo cual no permite hacer demasiadas inferencias respecto a las caracteristicas
citogenéticas de los clados. La calidad de las preparaciones posiblemente se vio disminuida por
dos cuestiones: el tipo de muestreo y el procesamiento de los ejemplares. Al emplear redes
agalleras como arte de pesca, los recorridos se realizaban a intervalos de tiempo de 3 a 6
horas, generando que varios ejemplares se encontraran en muy mal estado al momento de ser
procesados. Por otra parte, casi todos los especimenes fueron procesados en campo, donde
las variables no pueden ser controladas como en el laboratorio. A pesar de esto, hay algunas
cuestiones a ser discutidas.

En primer lugar, los cariogramas obtenidos presentan la estructura tipica en Rhamdia con
predominancia de cromosomas bibraquiados. Ademas, se observa una estructura bastante
similar entre si y con los cariotipos reportados por Fenocchio et al. (2003-a), Garcia et al.
(2010) y Cowper-Coles et al. (2013) en poblaciones pertenecientes a la cuenca del Parand en
Argentina y Brasil. La comparacion con los cariotipos reportados por Valcarcel et al. (1993) es
complicada dado la calidad de las imagenes publicadas. LGEP139 (QUE2) pareciera tener mas
cromosomas telocéntricos, aunque también es una de las metafases con mayor grado de
condensacién. Al comparar cariotipos de especimenes provenientes de varias cuencas, Garcia
et al. (2010) encontraron notable variacién, pero no pudieron encontraron un patrén

cariotipico que defina una localidad o cuenca hidrografica. Estos autores han sugerido que las
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poblaciones de Rhamdia se encuentran en un estado inicial de diferenciacién cariotipica que
favorecera el aislamiento reproductivo y la especiacion.

En los cariogramas de LGEP131 un par subtelocéntrico se encontrd asociado, este tipo de
asociacion suele ocurrir entre los cromosomas portadores de NORs (Fenocchio et al., 2000;
Cowper-Coles et al., 2013) pero es necesario realizar tincion argéntica para confirmarlo.

Por otra parte, aunque la formula cariotipica es uno de los criterios mas empleados para
marcar diferencias, al cotejar las formulas con las imagenes y comparar las publicaciones entre
si, puede verse que la clasificacion de los cromosomas depende en gran medida del criterio del
autor. Si bien en todas las publicaciones se establece que se emplea la clasificacidon propuesta
por Levan et al. (1964), no suele explicarse cdmo se miden los cromosomas o cdmo se obtiene
el indice de proporcién de brazos. Asi por ejemplo, por mera observacidén se distingue que
cromosomas definidos por Martinez et al. (2011) como acrocéntricos son clasificados como
subtelocéntricos por Garcia et al. (2010). Establecer los criterios adoptados en la medicién de
los brazos es fundamental para definir la morfologia cromosdmica. Se observé también, que
en algunos cariotipos, los pares definidos como homdlogos difieren entre si en su morfologia
pero no se establece a que se deben esas diferencias y tampoco son denominados pares
heteromorficos. Finalmente, el grado de condensacién de los cromosomas puede sesgar los
calculos de proporciones, sobretodo en cromosomas cuya relacion de brazos se halla en los
limites establecidos entre categorias. Por todas estas cuestiones, es necesario rever la forma
en la que se clasifican y ordenan los cromosomas en citogenética de peces, a fin de que las
comparaciones entre cariotipos puedan ser mas sencillas.

En algunos de los ejemplares analizados se observé que las células presentaban mas de
2n=58 cromosomas, encontrandose hasta 2n=62. Estas variaciones podrian ser atribuidas a
cromosomas B. Estos son elementos adicionales al complemento A, considerados dispensables
y usualmente carente de efectos fenotipicos para sus portadores. Han sido extensamente
reportados en Rhamdia (Hochberg & Erdtmann, 1988; Fenocchio & Bertollo, 1990; Valcarcel et
al., 1993; Fenocchio et al., 2000; Moraes et al., 2007 y 2011; Garcia et al., 2010; Splendore de
Borba et al., 2012; Martinez et al., 2011) variando en tamafio, forma y patrén de bandeo C. En
la mayoria de los casos es metacéntrico y puede ser total o parcialmente heterocromatico e
incluso eucromatico (Maistro et al., 2002; Garcia et al., 2003; Moraes et al., 2007).
Cromosomas B con morfologia y tamafio similar son compartidos por poblaciones con
formulas cariotipicas diferentes, lo que llevé a sugerir un origen comun de los Bs previo a la
diversificacion cromosdmica del grupo (Maistro et al., 2002; Fenocchio et al., 2003-a). Por otra
parte la presencia de Bs distintos en poblaciones con la misma féormula, podria indicar la

evolucidn independiente de estos elementos.

95



Finalmente, aunque la constitucién del cromosoma B encontrado en R. branneri es
particular, su empleo como caracter diagnéstico de la especie (Abucarma & Martins-Santos,
2001; Garavello & Shibatta, 2016) es discutible dado la naturaleza de los cromosomas B. Estos
son elementos dispensables, cuya presencia es variable incluso entre las células del mismo
individuo y cuyo comportamiento y evolucion es independiente del resto del complemento
cromosdémico.

Aunque los resultados citogenéticos de este estudio no son suficientes para poder
comparar los clados entre si, esta es una disciplina que merece ser considerada. Es preciso
continuar con los analisis, incluyendo estudios con cultivos celulares para mejorar la calidad de
las preparaciones y bandeos cromosémicos de alta resolucion asi como analisis de meiosis, a
fin de establecer si los cariotipos son o no similares, si difieren o no entre poblaciones del

mismo clado y si se puede descartar la presencia de cromosomas sexuales.
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CAPITULO 5

Consideraciones finales y conclusiones
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CONSIDERACIONES FINALES

Delimitar una especie, entendiéndola como un linaje independiente, es un gran desafio y el
modo de conseguirlo continda en discusién (Padial et al., 2010; Schlick-Steiner et al., 2010;
Schutze et al., 2017). Sin embargo, existe en la comunidad cientifica, el acuerdo general de que
una especie definida desde una perspectiva holistica constituye una hipdtesis mas robusta.

Una de las especies de vertebrados taxondmicamente mas discutidas del neotrdpico es
Rhamdia quelen. La sinonimizacién de cerca de 50 especies nominales (Silfvergrip, 1996) fue
cuestionada por taxénomos y bidlogos, dado que no considera caracteres ecoldgicos o
barreras biogeograficas, que claramente impiden el flujo génico entre las poblaciones,
tornandolas linajes diferentes. Rhamdia quelen ha sido evaluado desde diversas disciplinas
(morfologia, ecomorfologia, citogenética y genética molecular) que apoyan la hipétesis de que
conforma un complejo de especies. Sin embargo, cada abordaje fue independiente y parcial.
En esta tesis se planted como objetivo, incrementar el conocimiento de este taxén, mediante
un estudio multidisciplinario que permitiera establecer si existian diferencias entre las
poblaciones de R. quelen distribuidas en las cuencas del Parana y Uruguay en Misiones. Se
abordd un enfoque taxondmico iterativo (Yeates et al., 2011), utilizando una hipétesis inicial
basada en la delimitacién molecular, que luego fue puesta a prueba, mediante el analisis de
caracteres morfoldgicos y citogenéticos.

Los caracteres moleculares permitieron la identificacion de 4 clados en las cuencas
analizadas. Dos de ellos se distribuyen simpatricamente en el Parand y Uruguay (QUE1 y
QUEA4), uno se encontrd Unicamente en el Parana (QUE2), mientras que otro es endémico del
arroyo Uruguai (QUE3). La aplicacion subsiguiente de los estudios morfoldgicos solo permitio
corroborar la distincidn de este ultimo clado. Pero los otros tres no pudieron ser diferenciables
entre si y parecen poseer una gran plasticidad fenotipica. Finalmente, la comparacién en base
a caracteres citogenéticos no es fiable, por las razones explicadas en el capitulo anterior.
Lamentablemente no se consiguieron preparaciones cromosdmicas del clado QUE3 y aunque
el clado QUE2 parece presentar mas cromosomas telocéntricos que los demas, es necesario
aumentar el nimero muestral para poder hacer inferencias sélidas.

La diferenciacidn morfolégica y molecular del clado QUE3 apunta a su delineamiento como
una nueva especie. Esta seria endémica de la cuenca del arroyo Urugua-i, al norte de la
provincia de Misiones, una cuenca que previo a su represamiento poseia un gran salto que
funcionaba como barrera natural con el rio Parana y que ha favorecido el aislamiento de sus

comunidades icticas con numerosos endemismos descriptos (Mirande & Koerber, 2015; Bogan
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& Cardoso, 2017). Sin embargo, para poder llevar adelante este acto taxondmico, se necesita
contrastarla con material tipo de R. quelen y las especies sinonimizadas bajo esta
denominacién.

Suele aceptarse, que las variaciones observadas entre organismos de cuencas distintas
validan su distincion como especies diferentes. Esta vision se aplica metodoldgicamente
cuando las diagnosis consideran Unicamente las poblaciones mas proximas al taxén descripto o
revalidado. Esta es una practica extendida y muy poco recomendada, nuestros resultados
muestran que ejemplares del rio Sdo Francisco en Brasil, no difieren genéticamente de
ejemplares encontrados en Argentina y que especies definidas como endémicas del Iguazu se
encontrarian también en el Parand medio argentino.

Si bien los estudios moleculares desarrollados permitieron definir 4 clados, no se puede
obviar que estan basados exclusivamente en genes mitocondriales. E| ADNmt es un marcador
que, a pesar de sus ventajas, presenta problemas como la homoplasia, la introgresion y la
separacion incompleta de linajes que pueden llevar a conclusiones erréneas sobre las
relaciones entre especies muy cercanas (Funk & Omland, 2003; Ballard & Withlock, 2004). De
hecho, un estudio publicado recientemente por Rios et al. (2018) empleando CYTB,
microsatélites de loci nucleares y un enfoque genético poblacional, sugiere eventos
ancestrales de hibridacién entre los linajes denominados Rgq4 (QUE1) y Rg6 (QUE11) los cuales
se encuentran en simpatria en la cuenca del Uruguay y se distribuyen en varias cuencas
incluidos los rios Parana, Sdo Francisco y lagunas de la Costa Atlantica uruguaya. Rios et al.
(2018) proponen que la distribucidon de estos linajes se asocia a eventos de inundacion y
contacto entre cuencas por incursiones marinas y propone la filopatria (homing behaviour)
como un mecanismo que mantiene aislado a los demas linajes moleculares entre si. Por lo
expuesto, es fundamental incorporar en el futuro, estudios con genes nucleares que permitan
contrastar con los patrones mitocondriales hallados.

Una correcta delimitacidon de la riqueza especifica es esencial para cualquier estudio de
biodiversidad y el desarrollo de politicas de conservaciéon (Mayden, 1997; Bickford et al., 2007).
En efecto, dada su explotacion como recurso pesquero en algunos paises de Sudamérica,
Rhamdia quelen fue catalogada una especie prioritaria para programas de conservacion
(Loureiro et al., 2013). Sin embargo, el estatus taxondmico de esta especie contintda en debate
y en este sentido es interesante destacar la distincidon de los linajes mitocondriales
encontrados como posibles Unidades de Manejo (Mus) y potenciales Unidades Evolutivamente
Significativas (ESUs).

El concepto de ESU fue acufiado por Ryder (1986) como: “Unidades poblacionales con

variacion adaptativa significativa y cuya definicidn se establece en base a la concordancia entre
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diferentes fuentes de datos derivados de diferentes sistemas de caracteres (Ej: historias de
vida, morfometria, rangos de distribucion, genética). El propdsito de estas unidades es la
conservacion de la variacidon genética y el potencial evolutivo de las poblaciones. Asi, una
especie puede constituir en si misma una ESU o puede estar constituida por varias de ellas.
Con rapidez, el concepto de ESU cobrd relevancia y surgieron definiciones alternativas
(Waples, 1991; Dizon et al., 1992; Moritz, 1994a, b; Vogler & DeSalle, 1994; Bowen, 1998;
Crandall et al., 2000; Fraser and Bernatchez, 2001; Avise, 2004; De Guia & Saitoh, 2006) que
mayormente discrepan en la metodologia aplicada para delimitarlas. Una de las mas aplicadas
(Moritz, 1994) define las ESUs como: “poblaciones reciprocamente monofiléticas para alelos
mitocondriales, que ademds muestran significativa divergencia de las frecuencias alélicas de
loci nucleares”. Aunque criticada por basarse Unicamente en una componente genética, esta
definicion continda siendo una de las mas empleadas. La propuesta actual es hacia una
delimitacion de las ESUs, basada en el analisis de las multiples fuerzas que pueden conducir a
la evolucion de los distintos tipos de caracteres entre las poblaciones (Casacci et al., 2013). Sin
embargo, la distincién de diferentes linajes mitocondriales en R. quelen denotan que es una
especie que debe ser tenida en cuenta para la definicion de Unidades de Manejo (MUs) y su
posterior evaluacién como ESUs.

La correcta definicidon del estatus taxondmico de R. quelen no es importante solamente a
fines conservacionistas. Como se expresd anteriormente, este taxén es empleado en
programas de piscicultura, constituyendo una de las especies nativas mas comercializadas en
Brasil (Scaranto et al., 2018). Asi mismo es empleada como modelo en pruebas fisioldgicas de
estrés por anestésicos (Silva et al., 2013; Parodi et al., 2014) y estudios de respuesta a dietas
de engorde en peces (Poli et al., 2015; Zeppenfeld et al., 2016; Lovatto et al., 2017). Por
consiguiente, la correcta delimitacidn de las especies de Rhamdia podria contribuir a mejorar
el rendimiento de los cultivos, evitando la incorporacion de linajes distintos como
reproductores o prevenir conclusiones incorrectas frente a respuestas fisiolégicas distintas de
los linajes involucrados frente un determinado tratamiento.

Finalmente, es importante resaltar que alcanzar una correcta delimitaciéon de una especie
tan discutida y estudiada como Rhamdia quelen representa un arduo desafio. Su gran
distribucidon y su compleja historia taxondmica y evolutiva dificultan esta labor, pero el
establecimiento de lazos cooperativos entre la comunidad ictioldgica y la implementacién de

estudios integrales como el desarrollado en esta tesis, han de contribuir a su resolucion.
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CONCLUSIONES

e El andlisis de secuencias mitocondriales indica que la especie nominal Rhamdia quelen
constituye un complejo de especies.

e Se detectaron cinco linajes moleculares en la provincia de Misiones, de los cuales
cuatro son reportados por primera vez. Estos linajes son recuperados como clados
monofiléticos por MP y ML, definidos como especies hipotéticas por el ABGD vy
presentan distancias genéticas intergrupos que superan siempre el 3%.

e Los linajes QUE1 y QUE4 se distribuyen simpatricamente en la cuenca del rio Uruguay
y Parand; en este ultimo también se encuentra QUE2. El linaje QUE3 parece ser
endémico de la cuenca del Urugua-i y fue el Unico detectado en esa cuenca. QUES5 fue
encontrado en un afluente del rio Iguazu.

e El andlisis del gen COI sugiere que Rhamdia branneri no seria una especie endémica
del lguazi y también se encontraria distribuida en el Parana bajo y afluentes
relacionados a la laguna Mar Chiquita (Buenos Aires).

e Al analizar poblaciones hasta ahora no caracterizadas molecularmente, esta tesis
contribuye a ampliar el conocimiento sobre los linajes que conforman el clado
cisandino.

e Los caracteres morfométricos y meristicos no logran diferenciar categéricamente los
clados inferidos molecularmente. Las poblaciones de Rhamdia parecen presentar una
gran plasticidad fenotipica.

e En esta tesis se presenta una detallada descripcion osteoldgica que revela que la
variacion en estos caracteres no sigue un patrén que permita su diferenciacién. El
Unico clado que mostréd particularidades es QUE3 que presenta un craneo
dorsoventralmente mas plano y un proceso supraoccipital muy corto en relacién a los
otros.

e Entre los ejemplares analizados del linaje QUE3 no se observd la presencia del poro
sensorial supraorbital s4. De ser confirmado mediante tincién constituira un caracter
autapomorfico dentro de Rhamdia.

e En base a los estudios morfoldgicos y moleculares se sugiere que el linaje QUE3
constituye una especie no descripta de Rhamdia.

e A partir de los analisis cariotipicos se confirma que las poblaciones misioneras de
Rhamdia presentan 2n=58 con una macroestructura cariotipica similar, caracterizada
por mas cromosomas bibraquiados, siguiendo el patrén caracteristico de este grupo.
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APENDICE 1

Material examinado

Todos de Argentina: LGEPO11 (C&S): 114,75 mm; Arroyo Urugua-i, Bernardo de Irigoyen,
Misiones (26°12'9.20"S 53°58'6.30"W); 05/08/2012; D Baldo, E Krauczuk, JM Boeris, F
Kolacheski. LGEP044: 199,43 mm; Arroyo Garupa, Garupa, Misiones (27°29'39.1"S
55°49'14.5"W); 25/06/2014; DR Aichino. LGEP055 (3 + 1 C&S): 65,89-81,1 mm; Rio de la Plata,
Punta Lara, Buenos Aires (34249'00"S 57958'W); MM Azpelicueta. LGEP056: 164,54mm;
afluente del Arroyo San Juan, Santa Ana, Misiones (27°26'06.6"S 55°37'25.7"W); 21/09/2014;
JD Baldo, MF Benitez, E Castillo, A Taffarel. LGEP077: 154,13mm; Afluente del Arroyo San Juan,
Santa Ana, Misiones (27°26'06.6"S 55°37'25.7"W); 21/09/2014; JD Baldo, MF Benitez, E
Castillo, A Taffarel. LGEP118: 240,00 mm; Arroyo Tabay, Jardin Ameérica, Misiones
(26°59'56.26'""S 55°10'42.99"W); 19/11/2014; MF Benitez, JM Boeris, N Acufia, M Sanchez.
LGEP123: 273,00 mm; Arroyo Tabay, Jardin América, Misiones (26°59'51.17"S 55°10'44.93"W);
19/11/2014; MF Benitez, JM Boeris, N Acufia, M Sanchez. LGEP129 (esqueleto): 163,93 mm;
Arroyo Garupd, Garupa, Misiones (27°29'40.13"S 55°49'16.05"'W); 03/12/2014; MF Benitez, E
Castillo, A Taffarel. LGEP130: 202,86 mm; Arroyo Garupd, Garupa, Misiones (27°29'40.13"S
55°49'16.05"W); 03/12/2014; MF Benitez, E Castillo, A Taffarel. LGEP131: 200,72 mm; Arroyo
Garupa, Garupa, Misiones (27°29'40.13"S 55°49'16.05'"W); 03/12/2014; MF Benitez, E Castillo,
A Taffarel. LGEP139 (C&S): 165,18 mm; Arroyo San Juan, Cerro Cora, Misiones (27°29'46.56"S
55°36'54.18"W); 23/01/2015; D Baldo, MF Benitez, JM Boeris, E Castillo, JM Ferro, E Krauczck,
A Taffarel, M Sanchez. LGEP161: 210,00 mm; Arroyo Garupa, Garupa, Misiones (27°29'40.13"S
55°49'16.05"W); 03/02/2015; MF Benitez, JM Boeris; E Castillo; JM Ferro; A Taffarel. LGEP162:
206,00 mm; Arroyo Garupd, Garupa, Misiones (27°29'40.13"S 55°49'16.05"W); 03/02/2015;
MF Benitez, JM Boeris, E Castillo, JM Ferro, A Taffarel. LGEP163: 247,68 mm; Arroyo Garupa,
Garupa, Misiones (27°29'40.13"S 55°49'16.05"W); 03/02/2015; MF Benitez, JM Boeris, E
Castillo, JM Ferro, A Taffarel. LGEP175: 220,85 mm; Arroyo Concepcién, Concepcién de la
Sierra, Misiones (28°01'26.73"S 55°33'27.21"W); 6 al 8/02/2015; MF Benitez, | Reinko, M
Sanchez, R Schneider. LGEP176: 231,87 mm; Arroyo Concepcion, Concepcion de la Sierra,
Misiones (28°01'26.73"S 55°33'27.21"'W); 6 al 8/02/2015; MF Benitez, | Reinko, M Sanchez, R
Schneider. LGEP178: 101,37 mm; Arroyo Concepcion, Concepcidon de la Sierra, Misiones
(28°01'26.73""S 55°33'27.21"W); 6 al 8/02/2015; MF Benitez, | Reinko, M Sanchez, R Schneider.
LGEP189: 166,60 mm; Arroyo Concepcion, Concepcion de la Sierra, Misiones (28°01'26.73"S
55°33'27.21"W); 6 al 8/02/2015; MF Benitez, | Reinko, M Sanchez, R Schneider. LGEP190
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(C&S): 160,16 mm; Arroyo Concepcion, Concepcion de la Sierra, Misiones (28°01'26.73"S
55°33'27.21"W); 6 al 8/02/2015; MF Benitez, | Reinko, M Sanchez, R Schneider. LGEP191:
150,78 mm; Arroyo Concepcién, Concepcién de la Sierra, Misiones (28°01'26.73"S
55°33'27.21"W); 6 al 8/02/2015; MF Benitez, | Reinko, M Sanchez, R Schneider. LGEP198
(esqueleto): 260,09 mm; Arroyo Cufia Pird, Aristobulo del Valle, Misiones (27°05'9.57"'S
54°57'13.19"W); 9 y 10/02/2015; MF Benitez, E Castillo, JM Ferro, M Sanchez, R Schneider, A
Taffarel. LGEP200: 247,00 mm; Arroyo Cufia Piru, Aristobulo del Valle, Misiones (27°05'9.57"'S
54°57'13.19"W); 9 y 10/02/2015; MF Benitez, E Castillo, JM Ferro, M Sanchez, R Schneider, A
Taffarel. LGEP208: 142,19 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP209: 138,65 mm; Arroyo lIsla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"'W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP210: 126,42 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP211: 150,39 mm; Arroyo Isla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48''W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP212: 130,49 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP213: 124,91 mm; Arroyo Isla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP214: 142,45 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"'S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP215 (C&S): 173,71 mm; Arroyo
Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris,
E Krauczuck. LGEP216: 106,66 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"'S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP217: 122,20 mm; Arroyo Isla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"'W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP218: 211,24 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP219: 239,31 mm; Arroyo lsla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"'W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP220: 129,33 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP221: 143,57 mm; Arroyo lIsla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"'W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP222: 132,69 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP223: 243,07 mm; Arroyo Isla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP224: 215,56 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP225: 195,55 mm; Arroyo Isla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
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Krauczuck. LGEP226: 166,71 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP227: 183,29 mm; Arroyo lsla
Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S 54°23'48''W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E
Krauczuck. LGEP229: 149,11 mm; Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44"S
54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM Boeris, E Krauczuck. LGEP230 (esqueleto): 185,71 mm;
Arroyo Isla Chico, Colonia Larrhague, Misiones (26°39'44'"S 54°23'48"W); 14 al 17/02/2015; JM
Boeris, E Krauczuck. LGEP260: 213,36mm, Arroyo Panambi, Panambi, Misiones (27°43'46.33"'S
54°55'0.14""W); 24 al 26/02/2015; MF Benitez- JM Boeris- C Labaroni- Schneider, R. LGEP298:
207,88 mm; Arroyo Ramos, Campo Ramdn, Misiones (27°26'42.19"S 54°55'36.59"W); 13 al
15/03/2015; MF Benitez. LGEP299 (C&S): 106,17 mm; Arroyo Ramos, Campo Ramdn, Misiones
(27°26'42.19"S 54°55'36.59"W); 13 al 15/03/2015; MF Benitez. LGEP300: 130,45 mm; Arroyo
Ramos, Campo Ramén, Misiones (27°26'42.19"S 54°55'36.59"W); 13 al 15/03/2015; MF
Benitez. LGEP301: 221,56 mm; Arroyo Ramos, Campo Ramdn, Misiones (27°26'42.19"S
54°55'36.59"W); 13 al 15/03/2015; MF Benitez. LGEP302 (C&S): 89,19 mm; Arroyo Ramos,
Campo Ramon, Misiones (27°26'42.19"S 54°55'36.59"W); 13 al 15/03/2015; MF Benitez.
LGEP303: 144,85 mm; Arroyo Ramos, Campo Ramédn, Misiones (27°26'42.19"S
54°55'36.59"W); 13 al 15/03/2015; MF Benitez. LGEP341: 144,78 mm; Arroyo 3 de Mayo,
Garuhapé, Misiones (26245'28,8"S 54255'26,4"W); 27/09/2015; MF Benitez, M Sanchez, K
Sanchez. LGEP342: 143,36 mm; Arroyo 3 de Mayo, Garuhapé, Misiones (26245'28,8"S
54055'26,4""W); 27/09/2015; MF Benitez, M Sanchez, K Sanchez. LGEP375 (esqueleto): 220,50
mm; Arroyo La Playita, Misiones (25251'20.77"S 54210'01"W); 14 al 16/12/2015; MF Benitez, L
Buschiazo, C Labaroni, M Sanchez. LGEP376: 152,43 mm; Arroyo La Playita, Misiones
(259251'20.77"S 54°210'01"W); 14 al 16/12/2015; MF Benitez, L Buschiazo, C Labaroni, M
Sanchez. LGEP377: 137,95 mm; Arroyo Uruzul, Misiones (25251'20.77"S 54210'01"W); 14 al
16/12/2015; MF Benitez, L Buschiazo, C Labaroni, M Sanchez. LGEP378: 165,82 mm; Arroyo
Uruzd, Misiones (259251'20.77"S 54210'01"W); 14 al 16/12/2015; MF Benitez, L Buschiazo, C
Labaroni, M Sanchez. LGEP379 (esqueleto): 156,41 mm; Arroyo Uruzd, Misiones
(259251'20.77"S 54°210'01"W); 14 al 16/12/2015; MF Benitez, L Buschiazo, C Labaroni, M
Sanchez. LGEP406: 213,95 mm; Arroyo Portera, San Javier, Misiones (27°48'17.9"S
55°12'26.9"W); 31-03-16; MF Benitez, J Caffetti, M Maldonado, A Rau. LGEP412: 234,38 mm;
Arroyo Portera, San Javier, Misiones (27°48'17.9"S 55°12'26.9"W); 31-03-16; MF Benitez, J
Caffetti, M Maldonado, A Rau. LGEP414: 189,70 mm; Arroyo Cufia Pird, Aristobulo del Valle,
Misiones (27°05'9.57"S 54°57'13.19"W); 01-04-16; MF Benitez, J Caffetti, M Maldonado, A
Rau. LGEP421: 168,56 mm; Garapé, Santa Tecla, Corrientes (272 26’ 17" S 562 22’ 31" W); 18-
05-15; Staff Biologia Pesquera. LGEP430: 139,08 mm; Arroyo Garupd, Garupa, Misiones
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(27°29'40.13"S 55°49'16.05"'W); 06-05-16; MF Benitez, M Pereson, E Castillo. LGEP447: 205,30
mm; Arroyo El rey, Las Taperitas, Santa Fé (28250'48.1"S 59244'28.7"W); 19-06-16; A De
Bernardis. LGEP478: 123,69 mm; Arroyo San Juan, Santa Ana, Misiones (279226'31.38"S
55938'48,3"'"W); 11-08-16; MF Benitez, C Labaroni, J Torres, S Filippi. LGEP492: 151,76 mm;
Arroyo San Juan, Santa Ana, Misiones (27226'31.38"S 55238'48,3"W); 11-08-16; MF Benitez, C
Labaroni, J Torres, S Filippi. LGEP493 (esqueleto): 203,95 mm; Arroyo San Juan, Santa Ana,
Misiones (279226'31.38"S 55238'48,3"'W); 05-10-16; MF Benitez, JM Boeris, C Labaroni, L
Buschiazzo, F Da Rosa. LGEP510: 166,94 mm; Arroyo Acaragua, Villa Bonita, Misiones
(27927'16,66'"S 54255'42,74"W), 31-10-16; MF Benitez, JM Boeris, P Torres. LGEP526: 198,28
mm; Arroyo Melo, 25 de Mayo, Misiones (27225'12"S 54941'57,6"W); 11-11-16; MF Benitez, D
Baldo, JM Ferro, M Mirande, G Teran, F Alonso, G Aguilera. LGEP527: 187,09 mm; Arroyo
Melo, 25 de Mayo, Misiones (27925'12"S 54241'57,6"W); 11-11-16; MF Benitez, D Baldo, JM
Ferro, M Mirande, G Terdn, F Alonso, G Aguilera. LGEP528 (esqueleto): 137,65 mm; Arroyo
Melo, 25 de Mayo, Misiones (27925'12"S 54241'57,6"W); 11-11-16; MF Benitez, D Baldo, JM
Ferro, M Mirande, G Teran, F Alonso, G Aguilera. LGEP540: 130,92 mm; Arroyo Isla, Colonia
Larrhague, Misiones (26236'22.7"'S 54927'18.4"W); 14-11-16; G Aguilera, F Alonso, MF
Benitez, M Mirande, G Teran. LGEP555 (C&S): 81,82 mm; Obras Sanitarias, Buenos Aires,
Buenos Aires (34°35'04.8"S 58°20'25.0"W); 1964-1966; RB Ldépez, HP Groncelli- Costello.
LGEP573: 77,30 mm; Arroyo Isla, Colonia Larrhague, Misiones (26236'22.7"S 54927'18.4"'W);
14-11-16; G Aguilera, F Alonso, MF Benitez, M Mirande, G Teran. LGEP598: 170,19 mm; Arroyo
Santa Rita, San Pedro, Misiones (26238'23.28'"S 5497'30.7"W); 22-04-17; MF Benitez, JM
Boeris, O Escalante. LGEP599: 130,11 mm; Arroyo Santa Rita, San Pedro, Misiones
(26238'23.28"'S 5427'30.7"'W); 22-04-17; MF Benitez, JM Boeris, O Escalante. LGEP606: 118,96
mm; Arroyo Santa Rita, San Pedro, Misiones (26238'23.28"S 5497'30.7"W); 22-04-17; MF
Benitez, JM Boeris, O Escalante. LGEP607: 223,92 mm; Arroyo Santa Rita, San Pedro, Misiones
(26238'23.28"'S 5427'30.7"'W); 22-04-17; MF Benitez, JM Boeris, O Escalante. LGEP608: 122,22
mm;  Arroyo Santa Rita, San Pedro, Misiones (26238'23.28"S 5427'30.7""W); 22-04-17; MF
Benitez, JM Boeris, O Escalante. LGEP609: 111,07 mm; Arroyo Tabay, Jardin América, Misiones
(26959'56.2"S 55210'43"W); 24-04-17; MF Benitez, JM Boeris, O Escalante. LGEP614: 155,38
mm; Arroyo del Rey, Moussy, Santa Fé (29200'12.0"S 59244'46"W); 05-01-17; M Pereson, E
Marti. LGEP662: 74,86 mm; Rio Parand, San Ignacio, Misiones (27214'57.37"S 55234'19.67"'W);
28/02/2004; L Hirt, P Araya, S Flores, L Amarilla. LGEP713: 200,50 mm; Arroyo Uruzd,
Andresito, Misiones (25251'20.77"S 54210'01"W); 05/07/2017; MF Benitez, JM Boeris.
LGEP714: 156,44 mm; Arroyo Uruzu, Andresito, Misiones (25251'20.77"S 54910'01"W);
05/07/2017; MF Benitez, JM Boeris. LGEP715: 146,09 mm, Arroyo Uruzu, Andresito, Misiones
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(25951'20.77"S 54210'01"W); 05/07/2017; MF Benitez, JM Boeris. LGEP716: 118,24 mm;
Arroyo Uruzu, Andresito, Misiones (25251'20.77"S 54210'01"'W); 05/07/2017; MF Benitez, JM
Boeris. LGEP717: 126,35 mm; Arroyo Uruzu, Andresito, Misiones (25251'20.77"'S 54210'01"'W);
05/07/2017; MF Benitez, JM Boeris. LGEP764 195,29 mm; Las Garzas, Santa Fé (28251'20.77"'S
59228'02.8"W); 20/07/2017; A De Bernardis, M Pereson. LGEP777: 183,80mm; Las Garzas,
Santa Fé (28951'20.77"S 59928'02.8"'W); 20/07/2017; A De Bernardis, M Pereson. LGEP778
(esqueleto): 156,87 mm; Las Garzas, Santa Fé (28251'20.77"S 59228'02.8"W); 20/07/2017; A

De Bernardis, M Pereson.

Material comparativo

CI-FML 541: Rhamdia quelen, 1 ejemplar (252,53 mm), Riacho Formosa, Formosa, Argentina.
CI-FML 620: Rhamdia quelen, 1 ejemplar (195,87 mm), Isla Apipé Grande, Ituzaingo,
Corrientes, Argentina. CI-FML 1931: Rhamdia quelen, 1 ejemplar (143,03 mm), Arroyo El
Manantial, Lules, Tucuman, Argentina. CI-FML 2883: Rhamdia cf. quelen, 1 ejemplar (277,48
mm), Arroyo Aguas chiquitas, Burruyacu, Tucuman, Argentina. CI-FML 4981: Rhamdia cf.
quelen, 5 ejemplares (122,73- 142,47 mm), Bahia Negra, Alto Paraguay, Paraguay. CI-FML
5400: Rhamdia quelen, 1 ejemplar (155,02 mm), Bahia Negra, Alto Paraguay, Paraguay. CI-FML
53782: Rhamdia quelen, 2 ejemplares (40,29-59,1 mm), Arroyo Los Pérez, Simoca, Tucuman,
Argentina. MLP 5902: Rhamdia sapo, 2 ejemplares (77,76- 75,81 mm), La Falda, Cérdoba,
Argentina. MLP 6382: Rhamdia sp., 2 ejemplares (aprox. 150 mm), Arroyo Piglié, Buenos Aires,
Argentina. MLP 6981: Rhamdia sapo. 12 ejemplares (60 a 80 mm), entre Tacuarembd y San
Antonio, Santa Fé, Argentina. MLP 7003: Rhamdia sp., 3 ejemplares (71,39- 77,76 mm), Basail,
Chaco, Argentina. MLP 7844: Rhamdia sp., 1 ejemplar (81.76 mm), Sierra de la Ventania,
Buenos Aires, Argentina. MLP 8875: Rhamdia sp., 3 ejemplar- 1 medido (140,47 mm), Charcas
de desagiie, Formosa, Argentina. MLP 9089: Rhamdia sapo., 1 ejemplar (aprox. 130 mm), Los
Talas, Berisso, Buenos Aires, Arg. MLP 9093: Rhamdia sapo, 1 ejemplar (181 mm), Los Talas,
Buenos Aires, Argentina. MLP 9315: Rhamdia sapo, 4 ejemplares (aprox. 74 mm), Rio Coronda,
Santa Fé, Argentina. MACN 10653: Rhamdia sp., 2 ejemplares (181,08 y 174,88 mm), San Luis,
Argentina. MACN 10679: Rhamdia sp., 2 ejemplares ( aprox 150 mm), Laguna Blanca, Formosa,
Argentina. MACN 11136: Rhamdia sp., 1 ejemplar (320 mm), Arroyo Yacarecito, Colastini,
Santa Fé, Argentina. MACN 11218: Rhamdia sp., 1 ejemplar (160 mm), Mojon cercano a
Laguna Blanca, Formosa, Argentina. MACN 1809: Rhamdia aff. sapo, 4 ejemplares (159,31 y
239,9 mm), Rio de la Plata, Isla Martin Garcia, Argentina. MACN 5871: Rhamdia sapo, 1
ejemplar (250 mm), Rio Quequén, Buenos Aires, Argentina. MACN 5904: Rhamdia sp., 1

ejemplar (350 mm), Laguna interna Estancia Acelain, Tandil, Buenos Aires, Argentina. MACN
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619: Rhamdia hilarii, Rio de la Plata (Obras Sanitarias), Buenos Aires, Argentina. MACN 6876:
Rhamdia sp., 5 ejemplares (107,43- 150,7 mm), Arroyo Santa Maria, San Javier, Bolivia. MACN
6886: Rhamdia sp., 4 ejemplares medidos (121,2- 168,04 mm), Rio Quizer, Santa Cruz, Bolivia.
MACN 7388: Rhamdia sp., 6 ejemplares (181,2-334,65 mm), Rio Paraiba do Sul, Resende, Rio
de Janeiro, Brasil. MACN 7492: Rhamdia sapo, 3 ejemplares (137 mm), Rio Quequén, Buenos

Aires, Argentina.
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APENDICE 2

LGEP077: 154,13mm; Afluente del Arroyo San Juan, Santa Ana, Misiones (QUE1)

2 L

LGEP131: 200,72 mm; Arroyo Garupa, Garupa, Misiones (QUE1)

LGEP178: 101,37 mm; Arroyo Concepcion, Concepcion de la Sierra, Misiones (QUE1)
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LGEP606: 118,96 mm; Arroyo Santa Rita, San Pedro, Misiones (QUE1)

LGEP118: 240,00 mm; Arroyo Tabay, Jardin América, Misiones (QUE2).

LGEP478: 123,69 mm; Arroyo San Juan, Santa Ana, Misiones (QUE2).
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LGEP375 (esqueleto): 220,50 mm; Arroyo La Playita, Cmte. Andresito, Misiones (QUE3)

LGEP376: 152,43 mm; Arroyo La Playita, Cmte. Andresito, Misiones (QUE3)

LGEP713: 200,50 mm; Arroyo Uruzu, Cmte. Andresito, Misiones (QUE3)

LGEP717: 126,35 mm; Arroyo Uruzu, Cmte. Andresito, Misiones (QUE3)
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k,./'/
LGEP 130: 202,86 mm; Arroyo Garupa, Garupa, Misiones (QUE4).

LGEP493: 203,95 mm; Arroyo San Juan, Santa Ana, Misiones (QUE4).

LGEP778: 156,87 mm; Las Garzas, Santa Fé (QUE4).
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