-)

D U N I m INSTITUTO LATINOAMERICANO DE CIENCIAS
DE LA VIDA'Y LA NATURALEZA (ILACVN)

Universidade Federal

da Integragéo
Latino-Americana

CIENCIAS BIOLOGICAS - ECOLOGIA Y
BIODIVERSIDAD

EVALUACION DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DEL
PEZ DE ARROYO Ancistrus sp. (SILURIFORMES: LORICARIIDAE)

PAULA ANDREA BELTRAN VARGAS

Foz do Iguacu
2023

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



- )
D UNILA INSTITUTO LATINOAMERICANO DE CIENCIAS
. \ DE LA VIDA Y LA NATURALEZA (ILACVN)
Universidade Federal|
da Integracdo CIENCIAS BIOLOGICAS - ECOLOGIA Y

Latino-Americana

s

BIODIVERSIDAD

EVALUACION DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DEL PEZ DE
ARROYO Ancistrus sp. (SILURIFORMES: LORICARIIDAE)

PAULA ANDREA BELTRAN VARGAS

Trabajo de Conclusién de Curso presentado al Instituto
Latino-Americano de Ciencias de la Vida y de la
Naturaleza, de la Universidad Federal de la Integracion
Latino-Americana, como requisito parcial para obtener
el titulo de Licenciado en Ciencias Bioldgicas — Ecologia
y Biodiversidad

Orientador: Prof. Dr. Luiz Henrique Garcia Pereira

Foz do Iguacu
2023

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



PAULA ANDREA BELTRAN VARGAS

EVALUACION DE LA DIVERSIDAD Y ESTRUCTURA GENETICA DEL PEZ DE
ARROYO Ancistrus sp. (SILURIFORMES: LORICARIIDAE)

Trabajo de Conclusion de Curso presentado al Instituto
Latino-Americano de Ciencias de la Vida y de la
Naturaleza, de la Universidad Federal de la Integracion
Latino-Americana, como requisito parcial para obtener el
titulo de Licenciado en Ciencias Bioldgicas — Ecologia y
Biodiversidad

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Luiz Henrique Garcia Pereira
UNILA

Dra. Same Costa Lima

Dra. Caroline Apolinario da Silva

Foz do Iguacu, 12 de junho de 2023

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



TERMO DE SUBMISSAO DE TRABALHOS ACADEMICOS

Nome completo do autor(a): Paula Andrea Beltran Vargas

Curso: Ciencias Bioldgicas — Ecologia y Biodiversidad

Tipo de Documento

( X..) graduagdo (.....) artigo
(.....) especializacio ( X ) trabalho de concluséo de curso
(.....) mestrado (.....) monografia
(.....) doutorado (.....) dissertacdo
(.....) tese

(.....) CD/DVD - obras audiovisuais

Titulo do trabalho académico: Evaluacién de la diversidad y estructura genética del pez de arroyo Ancistrus sp.
(Siluriformes: Loricariidae)

Nome do orientador(a): Luiz Henrique Garcia Pereira

Data da Defesa: 12/06/2023

Licenca ndo-exclusiva de Distribuigdo

O referido autor(a):

a) Declara que o documento entregue é seu trabalho original, e que o detém o direito de conceder os direitos contidos
nesta licenca. Declara também que a entrega do documento ndo infringe, tanto quanto lhe é possivel saber, os direitos de
qualquer outra pessoa ou entidade.

b) Se o documento entregue contém material do qual ndo detém os direitos de autor, declara que obteve autorizagdo
do detentor dos direitos de autor para conceder a UNILA — Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana os direitos
requeridos por esta licenca, e que esse material cujos direitos sdo de terceiros esta claramente identificado e reconhecido no
texto ou conteido do documento entregue.

Se o documento entregue é baseado em trabalho financiado ou apoiado por outra instituicdo que ndo a Universidade
Federal da Integragdo Latino-Americana, declara que cumpriu quaisquer obrigacdes exigidas pelo respectivo contrato ou
acordo.

Na qualidade de titular dos direitos do contetdo supracitado, o0 autor autoriza a Biblioteca Latino-Americana —
BIUNILA a disponibilizar a obra, gratuitamente e de acordo com a licenga publica Creative Commons Licenca 3.0 Unported.

Foz do lguacgu, 12 de Junho de 2023.

Assinatura do Responsavel

Versdo Final Honol ogada

20/ 06/ 2023 23: 31


https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/br/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/br/
https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/br/

Dedico este trabajo a mis padres y
hermanos, por siempre apoyarme VY

estar presentes en esta conquista.

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



AGRADECIMENTOS

En primer lugar, quiero agradecer mi orientador el profesor Luiz Henrique Garcia
Pereira, por darme la oportunidad de poder realizar este trabajo a su lado y de cumplirme uno de mis
suefios de trabajar con la genética, gracias inmensamente por su apoyo Yy paciencia para poder realizar
este suefio.

Quiero agradecer también a la UNILA, por darme la oportunidad de realizar este
suefio que, en algun momento, de mi vida pensé que nunca podria realizar, ademas de todo, por darme
esa posibilidad conocer este hermoso pais.

Agradezco enormemente a Caroline por darme todo su apoyo, paciencia,
dedicacion y confianza durante todo este periodo, su compafia y su amistad hicieron los momentos
dificiles, mas faciles de superar.

También agradezco a la banca por sus orientaciones y contribuciones y
primordialmente por haber aceptado ser parte de la banca examinadora.

Agradezco a los compafieros del laboratorio por su compafiia y por toda la ayuda.

Extiendo estos agradecimientos a mis amigos Alvi, Hella y Diego por compartir
buenos momentos de amistad y locuras. No puedo dejar atrds, a mis dos mejores compafiias,
Antonella y Gabriela, que desde mi llegada a Brasil fueron las personas que mas me impulsaron a
seguir adelante y nunca desistir. Agradezco también a Allan por ayudarme en los momentos dificiles
y ser parte de los buenos recuerdos.

Por altimo, quiero agradecer a mi mama y mi papa, por acompafiarme en todo
momento y ensefiarme a levantar, cuando los momentos se ponen dificiles de superar. Gracias

inmensamente, por darme esa luz que me direcciona y me tranquiliza, para seguir adelante.

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



‘Cada logro que valga la pena, grande o

_pequerio, tiene sus elapas de fracaso y

triunfo; un comienzo, una lucha y una
victoria.”

Mahatma Gandhi

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



BELTRAN VARGAS, PAULA ANDREA. AVALIACAO DA DIVERSIDADE E
ESTRUTURA(;AO GENETICA DO PEIXE DE RIACHO Ancistrus sp. (SILURIFORMES:
LORICARIIDAE). 2023. 54 paginas. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas — Ecologia e Biodiversidade) — Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana,
Foz do Iguacu,2023.

RESUMO

A genética de populagdes estuda as variagOes e estruturacdo genética de populaces dos
organismos. A diversidade genética é essencial para a adaptacéo e evolucao das populacdes, enquanto
a estruturacdo populacional pode ser influenciada por fatores como habitat, fluxo génico e isolamento
geografico. Compreender esses aspectos é fundamental para a conservacdo e manutencdo das
populacGes de peixes, e para compreender melhor a evolucgdo e adaptacdo dessas espécies. Barreiras
naturais ou artificiais em rios transformam o ambiente, podendo interferir na reproducdo, alimentacéo
e consequentemente no fluxo génico entre populagfes. A construcdo da represa de Itaipu criou o
Reservatdrio de Itaipu, que modificou a paisagem, inundando uma superficie de 1.460 km2 que
recebe rios e riachos que desembocavam diretamente no rio Parana. Nesse contexto, o presente estudo
buscou testa a hipdtese de que o Reservatdrio de Itaipu poderia funcionar como barreira no fluxo
génico, intensificando a estruturacdo genética. Para tanto, o trabalho investigou os niveis de
diversidade e estruturacdo genética entre populacGes de Ancistrus sp. de diferentes microbacias
afluentes do Reservatorio de Itaipu, a partir do marcador D-Loop do DNA mitocondrial. As analises
revelaram altos niveis de diversidade genética (Hd= 0,959; = =0,0351). As analises de estruturacdo
genética entre as populagdes mostraram também altos niveis de estruturacdo (®ST: 0,219 a 0,751),
com um indice de fixacao global de 0,136. Esses resultados mostraram que as populagdes de Ancistrus
sp. possuem alta diversidade genética e alta estruturacdo genética entre as microbacias da bacia do
rio Parana. Também evidenciou uma mistura de linhagens devido a um contato secundario entre as
microbacias, que deve ter ocorrido durante as alteracfes hidrologicas causadas pela construcdo e
enchimento do lado de Itaipu. Esse trabalho confirma a hipotese de que grandes rios atuam como
barreira efetiva ao fluxo génico, intensificando a estruturacdo de espécies de riachos dado que as
microbacias analisadas se conectam pelo rio Parana (hoje, no trecho substituido pela Barragem de
Itaipu). Por fim, esses resultados encontrados sdo um passo importante para elucidar uma questéo
ainda pouco estudada: como e o quanto um grande rio ou reservatério pode influenciar na estruturacao
genética entre populacdes de peixes que habitam os afluentes destas drenagens.

Palavras-chave: diversidade genética populacional; marcador D-Loop; Reservatério de Itaipu;
ecossistemas aquaticos neotropicais; rio Parana.

Versdo Final Honol ogada

20/ 06/ 2023

23:31



BELTRAN VARGAS, PAULA ANDREA. EVALUACION DE LA DIVERSIDAD Y
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RESUMEN

La genética de poblaciones estudia las variaciones y estructuras genéticas de las poblaciones
de los organismos. La diversidad genética es esencial para la adaptacion y evolucion de las
poblaciones, mientras que la estructura poblacional puede estar influenciada por factores como el
habitat, el flujo de genes y el aislamiento geografico. Comprender estos aspectos es fundamental para
la conservacion y gestion de las poblaciones de peces y para comprender mejor la evolucién y
adaptacion de estas especies. Barreras naturales o artificiales en los rios transforman el ambiente,
logrando interferir en la reproduccién, alimentacion y consecuentemente lo flujo génico entre
poblaciones. La construccion de la represa de Itaipu cre6 el Embalse de Itaipu, que modifico el
paisaje, inundando una superficie de 1.460 km? que recibe los drenajes de rios y arroyos que
desembocan directamente en el rio Parana. En este contexto, el presente estudio busco testar la
hipotesis de que el Embalse podria funcionar como barrera en el flujo génico intensificando la
estructuracion génica. Para tanto, el trabajo investigo los niveles de diversidad y estructuracion
genética entre las poblaciones de Ancistrus sp. de diferentes microcuencas afluentes del Embalse de
Itaipu, a partir del marcador D-Loop del ADN mitocondrial. Los andlisis revelaron altos niveles de
diversidad genética (Hd= 0,959; = =0,0351). Los andlisis de estructuracion genética entre las
poblaciones mostraron también altos nivel de estructuracion (®ST: 0,219 a 0,751), con un indice de
fijacion global de 0,136. Estos resultados mostraron que las poblaciones de Ancistrus sp. poseen alta
diversidad genética y alta estructuracion genética entre las microcuencas de la cuenca del rio Parana.
También evidencio una mezcla de linajes debido a un contacto secundario entre microcuencas,
probablemente ocurriendo durante las alteraciones hidrolégicas provocadas por la construccion y
Ilenado del lago de Itaipu. Esto trabajo confirma la hip6tesis de que grandes rios actian como barrera
efectiva para el flujo génico, intensificando la estructuracion de especies de arroyos dado que las
microcuencas analizadas se conectan por el rio Parana (hoy, en el trecho sustituido por la Barraje de
Itaipu). Por fin, los resultados encontrados son un paso importante para dilucidar una cuestion aun
hoy poco estudiada: como y en qué medida un gran rio y embalses pueden influir en la estructura
genética de las poblaciones de peces que habitan en los afluentes de estos drenajes.

Palabras clave: diversidad genética poblacional; marcador D-Loop; Embalse Itaipu; ecosistemas
acuaticos neotropicales; rio Parana.
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ABSTRACT

Population genetics studies the genetic variations and structures within populations of organisms.
Genetic diversity is essential for the adaptation and evolution of populations, while population
structure can be influenced by factors such as habitat, gene flow, and geographic isolation.
Understanding these aspects is crucial for the conservation and management of fish populations and
for gaining a better understanding of their evolution and adaptation. Natural or artificial barriers in
rivers can transform the environment, interfering with reproduction, feeding, and consequently, gene
flow between populations. The construction of the Itaipu Dam created the Itaipu Reservoir, which
altered the landscape by flooding an area of 1,460 km2 that receives drainage from rivers and streams
directly flowing into the Parana River. In this context, the present study aimed to test the hypothesis
that the reservoir could function as a barrier to gene flow, intensifying genetic structuring. To do so,
the study investigated the levels of diversity and genetic structuring among populations of Ancistrus
sp. from different micro-watersheds that flow into the Itaipu Reservoir, using the D-Loop marker of
mitochondrial DNA. The analyses revealed high levels of genetic diversity (Hd = 0.959; == 0.0351).
The analyses of genetic structuring among populations also showed high levels of differentiation
(®ST: 0.219 to 0.751), with a global fixation index of 0.136. These results demonstrated that the
Ancistrus sp. populations exhibit high genetic diversity and significant genetic structuring among the
micro-watersheds of the Parana River Basin. The study also revealed a mixture of lineages due to
secondary contacts between micro-watersheds, likely occurring during the hydrological alterations
caused by the construction and filling of the Itaipu Reservoir. This work confirms the hypothesis that
large rivers act as effective barriers to gene flow, intensifying the structuring of stream-dwelling
species, given that the analyzed micro-watersheds are connected through the Parand River (now
replaced by the Itaipu Dam). Ultimately, the findings represent an important step towards
understanding a still poorly studied question: how and to what extent can large rivers and reservoirs
influence the genetic structure of fish populations inhabiting their tributaries.

Key words: population genetic diversity; D-Loop marker; Itaipu Reservoir; neotropical aquatic
ecosystems; Parana River.
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1. INTRODUCCION

1.1. GENETICA DE POBLACIONES

Los estudios de genética de poblaciones pueden ser clasificados como una sub area de la biologia
evolutiva que busca comprender cémo la evolucidn influye en la variacion genética a nivel
poblacional. Estos estudios tuvieron inicio en el siglo XX, tiempo antes del descubrimiento de la
estructura del ADN en los afios cuarenta y la disponibilidad de datos gendémicos a gran escala en la
actualidad. Con relacion a los primeros modelos evolutivos, estos fueron publicados de forma
independiente en el afio 1908 por el médico Weinberg y el matematico Hardy (SANCHEZ,2022).

Por ende, la genética de poblaciones tiene como proposito principal, estudiar las variaciones
genéticas de una poblacion para inferir valores de pardmetros demogréaficos que describen tanto los
cambios en el tamafio de la poblacion, como en su estructura, mezcla y eventos de migracion
(SANCHEZ,2022).

A largo plazo, las poblaciones deben ajustarse a los cambios, adaptandose. Las adaptaciones
pueden ser fisiologicas, conductuales o genéticas propiamente dichas, moldeadas por la seleccion
natural (FRANKHAM et al., 2010). Estos cambios evolutivos moldeados por la evolucion natural se
conocen como evolucion adaptativa y, para que esto ocurra, se requieren poblaciones genéticamente
variables (FRANKHAM et al., 2010) pues, la base de todos los niveles de la biodiversidad y la
evolucion de la vida en la Tierra esta constituida en la variacion a nivel genético (LAIKRE et al.,
2005).

1.1.1 Diversidad Genética

La diversidad genética es la variedad de alelos y genotipos presentes en especies, poblaciones
o grupos de especies (FRANKHAM et al., 2010). Esta es necesaria para la evolucion de las
poblaciones y su adaptacion a los cambios ambientales, ademas de contribuir con la diversidad y
resiliencia de los ecosistemas (REED & FRANKHAM, 2003; FRANKHAM et al., 2010;
PEARMAN; GARNER, 2005). Asi, la pérdida de genotipos de poblaciones adaptadas localmente
puede ser tan irreversible como la pérdida de especies (CARVALHO & HAUSER, 1994), debido a
que, del mismo modo que una especie extinta no aparecera nuevamente, un linaje tampoco lo hara
(MORITZ, 2002).

Los procesos evolutivos influencian directamente los niveles de diversidad genética dentro de

las poblaciones, entre estos estan la mutacion, la migracion, la deriva genética y la seleccion natural
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(HUGHES et al., 2008). La mutacion y la migracion son los principales propulsores de la diversidad
genética en las poblaciones, siendo eliminadas, principalmente, por la deriva y la seleccion natural
(FRANKHAM et al., 2010).

Las poblaciones pequefias y/o aisladas son generalmente de baja diversidad genética, y
experimentan una alta consanguinidad, que resulta en un vigor reproductivo reducido (depresion
endogdmica) y en una menor capacidad evolutiva en respuesta a los cambios ambientales. Asi
también, la deriva genética tiene consecuencias significativas en poblaciones pequefias. La diversidad
genética en estas poblaciones se pierde como resultado del muestreo aleatorio durante la transmision
de alelos entre generaciones. Existe también la posibilidad de que alelos especialmente raros no sean
transmitidos de una generacion a otra por simple casualidad. (FRANKHAM et al., 2010).

El sistema de apareamiento, el flujo de los genes y la deriva genética, son factores que pueden
influenciar el cémo la diversidad genética esta distribuida espacialmente dentro de las especies. En
el caso de los peces, que toman como sus hébitats los diferentes tramos de agua existentes a lo largo
del curso de un rio, la tendencia es a que la diversidad genética intrapoblacional difiera, en escala
local incluso. (CARVALHO, 1993).

Las variaciones heredables que suceden en cada uno de los organismos, es lo que
denominamos diversidad genética. Cuando las condiciones naturales son mas o menos estables,
factores como la mutacion, recombinacion del material genético o migracion de individuos son los
causantes de que la diversidad genética pueda ocurrir entre los individuos de una poblacion o dentro
de las poblaciones de una misma especie (DOMINGUEZ-DOMINGUEZ et al., 2020).

La hipotesis de congruencia espacial explica que, la diversidad genética dentro de una especie
(intraespecifica) y entre las especies (interespecifica) es mayor en las regiones calidas, debido a que
altas temperaturas conllevan a mayores tasas de metabolismo y mutaciones; y con eso, tiempo de
generaciones mas rapidas que promueven el aumento en la tasa de especiacion y diversidad de
especies (FINE, 2015).

Se debe tener en cuenta, que las fluctuaciones demograficas estan asociadas con la
inestabilidad ambiental y que esta a su vez, limitan la diversidad (DOMINGUEZ-DOMINGUEZ et
al., 2020). Frecuentemente esos eventos son seguidos por recolonizacion estocastica que ocasionan
procesos demogréaficos cuellos de botellas, que provocan una reduccién drastica en la diversidad de
especies y en la genética local (MITTELBACH et al., 2007)

Con relacion a las areas mas productivas, estas van a sustentar poblaciones méas grandes, que
permitiran producir una mayor diversidad genética e incrementara la presencia de mas especies y
probablemente, dara paso a tener una mayor tasa de especiacién (STORCH et al., 2017; CURRIE et

al., 2004). Con respecto a las areas con mayor complejidad, estas deberan proporcionar mas nichos
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ecologicos y sustentar una mayor diversidad de especies (GROSBERG et al., 2012; KOVALENKO
et al., 2012), incluso, poblaciones més espacialmente estructuradas en un area determinada, tendran
una mayor diversidad genética (BERTIN et al., 2017).

No obstante, la diversidad genética es importante para que las poblaciones evolucionen y se

adapten a los ambientes que se encuentran en constante cambio (FRANKHAM, 2002).

1.1.2. Genética de poblaciones en peces

A menudo, las especies son genéticamente heterogéneas y se estructuran en grupos de
individuos que pueden estar aislados unos de otros, esto da como resultado un patron de distribucion
de la variacion genética entre y dentro de las poblaciones denominado estructura genética (LAIKRE
et al., 2005). El periodo de tiempo durante el cual las poblaciones son sometidas a los procesos
evolutivos como la mutacion, la seleccion natural, la deriva genética y el flujo de genes, lleva a la
diferenciacion de estas (HILSDORF & HALLERMAN, 2017).

Carvalho (1993) destaca que, los peces frecuentemente se separan en diferentes grados,
estando subdivididos en poblaciones locales. Menciona que, aquellas subpoblaciones que habitan
ambientes similares o estdn conectadas por el flujo de genes, pueden presentar caracteristicas
fenotipicas o genotipicas homogéneas; mientras que, el estar en hébitats diferentes puede generar una
estructuracion poblacional, lo que a veces también puede ser consecuencia por factores como: el
namero de fundadores, el tamafio de la poblacion y los niveles de variabilidad genética en rasgos
importantes en la ecologia. Estas situaciones influyen en el grado de heterogeneidad espacial de las
poblaciones.

Ademas de las caracteristicas del habitat, el aislamiento geografico parece jugar un papel
importante en la distribucion fragmentada de la diversidad genética. El aislamiento y la existencia de
pocas rutas migratorias entre las aguas dulces implican la extensién de la diversidad genética en los
peces de estos sistemas acuaticos, lo que puede conducir a un alto grado de divergencia a escala local,
produciendo un pool genético fragmentado, aumento de las oportunidades para la diferenciacion
adaptativa de la poblacién. Esta divergencia puede verse incrementada por la movilidad limitada y la
alta fidelidad a lugares especificos, asi como por el flujo de genes restringido, lo que implica una baja
inmigracion natural (CARVALHO, 1993).

Maéas alla de los procesos historicos y especificos de las especies, la intervencion
antropogenica, es otro factor importante que afecta la estructura poblacional de las especies. La
insercion de barreras o conectividades impuestas, son eventos que conllevan a la variacion genética

o0 pérdida de la estructuracion genética, respectivamente (HUSEMANN et al., 2012).

Versdo Final Honol ogada

20/ 06/ 2023

23:31



15

La estructura genética de una poblacion puede asumir tres formas basicas, separadas o
combinadas, siendo estas: poblaciones distintas; poblaciones con cambio genético continuo; y/o
poblaciones sin diferenciacion. La estructura genética poblacional de una especie de pez puede asumir
las tres formas basicas. Las unidades dentro de cada uno de estos tipos son las poblaciones locales,
donde, local se refiere a la ubicacion geogréafica del sitio de desove. Asi, para diferentes poblaciones,
se puede percibir algln tipo de limite espacial entre ellas durante la temporada de desove; para
poblaciones con cambios genéticos continuos, puede haber o no un limite entre los sitios de desove
y; en el caso de poblaciones sin diferenciacion, los individuos utilizan una Unica zona de desove para
reproducirse (LAIKRE et al., 2005).

1.1.3. Marcadores moleculares en el estudio de la genética de poblaciones de peces

El ADN mitocondrial (ADNmt) es uno de los marcadores moleculares mas estudiados
(MCCUSKER & BENTZEN, 2010), por ser una molécula haploide circular de alrededor de unos
15000 a 20000 pares de bases (pb) que se hereda por via materna en la mayoria de las especies y se
transmite sin recombinacién (BENTZEN, 2010) y porque la disposicion de los genes estd muy
conservada en el genoma mitocondrial (AVISE & ELLIS, 1986).

Ademas de sus caracteristicas bioldgicas y evolutivas, la facilidad de uso técnico del ADNmt (p.
ej., gran cantidad por célula y fécil purificacion) hace que esta molécula sea ampliamente utilizada
(FRANKHAM et al., 2010; HILSDORF & HALLERMAN, 2017). Se utilizan marcadores neutrales
selectivos porque proporcionan una imagen que es independiente de los procesos historicos que dan
forma a la distribucion de la diversidad genética dentro y entre las poblaciones (VRIJENHOEK,
1998). Usando secuencias de ADNmt como marcador molecular, es posible analizar la diversidad
genética a partir del indice de diversidad haplotipica (Hd), que mide la variabilidad genética dentro
de las poblaciones, estimando también el numero de haplotipos compartidos entre poblaciones. La
divergencia o diversidad de nucledtidos (m) también se utiliza para medir la divergencia promedio
entre las secuencias de ADN en una poblacion (HILSDORF & HALLERMAN, 2017). Con el
desarrollo de paquetes computacionales para el analisis de secuencias de ADN, se mejoro la
cuantificacién e interpretacion de las diferencias entre poblaciones. El analisis molecular de la
varianza (AMOVA) (EXCOFFIER et al., 1992) permite dividir la variacion genética en componentes
intra e inter poblacionales. Mientras tanto, la divergencia entre poblaciones de haplotipos se captura
en el indice @ (phi), de manera anéloga a la FST (HILSDORF & HALLERMAN, 2017).

El uso de los marcadores moleculares en peces, ha permitido determinar la diversidad genética

de varias especies, mediante diferentes técnicas de biologia molecular (WHITMORE, 1990;
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OLIVEIRA et al., 2009; GHIGLIOTTI et al., 2010) aplicadas en trabajos de analisis de estructura de
la poblacion, monitoreo de variabilidad y condiciones genéticas en poblaciones de peces nativos y en
cautiverio, como también en estudios taxondémicos y filogenéticos (BARTFAI et al., 2003; ALAM
& ISLAM, 2005; POVH et al., 2008; FERGUSON et al., 2011). Al estudiar regiones de ADN
mitocondrial de varias especies de peces marinos, Grant y Bowen (1998) propusieron una
interpretacion en la correlacion entre los valores de diversidad haplotipica (Hd) y de diversidad
nucleotidica (w). Segun los autores: La alta diversidad haplotipica (Hd > 0,5) combinada con la alta
diversidad nucleotidica (m > 0.5%) indicaria contacto secundario entre diferentes linajes o indicaria
una poblacion grande y estable con larga historia evolutiva; Alta diversidad haplotipica (Hd > 0,5)
combinada con baja diversidad nucleotidica (n < 0.5%) indicaria Bottleneck seguido de un répido
crecimiento poblacional con acumulo de mutaciones; Baja diversidad haplotipica (Hd < 0,5)
combinada con alta diversidad nucleotidica (& > 0.5%) indican divergencia entre poblaciones
geograficamente subdividida; y la baja diversidad haplotipica (Hd < 0,5) combinada con baja
diversidad nucleotidica (m < 0.5%) indicaria un Bottleneck reciente o un efecto fundador por uno o
pocos linajes de ADN mitocondrial.

Varios autores, han demostrado el excelente uso de los marcadores moleculares para estudiar y
evaluar la variabilidad, diversidad, estructura y evolucidn genética en poblaciones de peces de agua
dulce; ejemplo de ello es el trabajo realizado por Terencio et al. En 2012, en la especie Nannostomus
eques (Characiformes, Lebiasinidae). Estudiando la region control del ADNmt en individuos
colectados en ocho afluentes a lo largo del caudal del rio Negro, encontraron una alta diversidad
haplotipica y una fuerte estructuracion poblacional dentro de uno de los afluentes; ademéas de
encontrar una correlacion entre diversidad genética y distancia geogréafica. Por su parte, Bignotto et
al. 2020, usando los marcadores mitocondriales D-Loop, citocomo b y citocromo ¢ oxidasa I,
estudiaron la caracterizacion genética en las poblaciones de Serrasalmus maculatus de las cuencas de
los rios Alto Parand, Alto Paraguay y Tocantins. El estudio encontré que S. maculatus presenta una
alta variabilidad genética interespecifica pero una baja variabilidad genética intraespecifica.
Apolinério-Silva et al. (2021) estudiando la region D-Loop, encontré altos valores de estructuracion
genetica entre poblaciones de Hypostomus ancistroides en arroyos de una cuenca de Alto Rio Parana,
valores significativos fueron encontrados incluso entre poblaciones que se encuentran en el mismo
drenaje con menos de 10 km de distancia entre ellos.

De esta manera, observamos que los marcadores moleculares se muestran como una herramienta
eficaz para los estudios de diversidad genética, en especial cuando se trata de los ecosistemas de aguas
dulce. Estos ecosistemas son considerados a menudo islas en la que la dindmica evolutiva esta

impulsada por componentes estructurales como la complejidad de la red de rios o lagos y por los
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fuertes gradientes fisicos en distancias geograficas relativamente cortas (PAZ-VINAS et al., 2015).

Cuanto, a la complejidad del habitat horizontal, esta proporciona més la diversidad genética, que
la diversidad de especies, debido a que esta puede favorecer la persistencia de poblaciones aisladas
dentro de especies en un area restringida, pero no la coexistencia de un gran nimero de especies en
competencia dentro de un mismo segmento de agua (MANEL et al., 2020).

En referencia a las caracteristicas de paisaje de los sistemas de agua dulce, estos pueden tener
efectos bien marcantes sobre los patrones espaciales de la diversidad genética, que en los gradientes
ambientales (LABONNE et al., 2008; PAZ-VINAS et al., 2015; THOMAZ et al., 2016).

1.2. ECOSISTEMAS DE AGUA DULCE NEOTROPICAL

Los rios, riachos, lagunas, reservorios y demas fuentes de agua se constituyen no sélo como
elementos que componen el paisaje, sino como parte esencial de la dinamica de este (BARNES,
1980). En ese sentido, los ecosistemas de agua dulce estan constituidos por los organismos vivos, las
interacciones bioldgicas y todos los procesos fisicoquimicos que, en conjunto, determinan su
funcionamiento y el de su entorno (ALLAN & CASTILHO, 2007).

Las condiciones fisicas y quimicas de estos sistemas, como el Ph, la temperatura y el volumen
de agua vertida, estan condicionadas a mudar a lo largo de su curso (TOWNSEND et al., 2010).
Particularmente, los arroyos y fuentes de cabecera hasta la cuarta orden poseen dimensiones
relativamente pequefias, lo que las torna mas susceptibles a las condiciones locales (MEYER et al.,
2007). Asi también, debido a su tamafio y aislamiento, estas fuentes brindan espacios de habitat a
especies pequefas, libres de predadores de grande porte, de competidores y de especies invasoras,
constituyéndose como un ambiente ideal para las especies de pequefio porte que alli habitan (MEYER
et al., 2007; RICHARDSON, 2019).

Los pequerfios espacios de habitat brindados por estos cuerpos de agua resultan en poblaciones
relativamente pequefias y aisladas, siendo asi susceptibles a la diferenciacion genética de las
poblaciones por seleccion natural, deriva genética o por ambos mecanismos evolutivos
(RICHARDSON, 2019).

La enorme riqueza de especies animales y vegetales que las aguas continentales soportan, hacen
que esos ambientes reciban mas atencion, una vez que son mas vulnerables a las actividades humanas
y mudanzas ambientales (DUDGEON et al., 2006). Dentro de las principales alteraciones antropicas
que amenazan los ecosistemas de agua dulce estan las modificaciones de los regimenes hidrologicos
naturales, la destruccion o degradacion de habitats, la invasion por especies exoticas y la

contaminacion del agua por actividades de origen antrépica (DUDGEON et al., 2006). Esas
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alteraciones también impactan la biodiversidad en su nivel genético, afectando la adaptacion de las
especies y la especiacion de los taxones (HUGHES, et al., 1997; TEMPLETON, 2001).

1.2.1 Rio Parana

La cuenca del rio Parand es la segunda cuenca mas grande de América del Sur, ocupa
aproximadamente 28.000.000 km? y cubre la regidn centro-sur del continente, desde los Andes hasta
la Serra do Mar, cerca del Océano Atlantico. El rio Parand, principal rio de la cuenca, esta formado
por la union de los rios Grande y Paranaiba, y tiene su nacimiento en la Meseta Central, separando
los estados de Minas Gerais, Mato Grosso do Sul y Sdo Paulo y separando también el este Gltimo del
Estado de Parand, a su paso pasa por Paraguay y Argentina hasta llegar a su desembocadura en el
estuario de La Plata. Este rio drena alrededor del 10,5% del territorio brasilefio y tiene una longitud
de 4.495 km (AGOSTINHO et al., 2018a). En su trecho Paranaense, estd localizada la Usina
Hidroeléctrica de Itaipu, construida entre el afio 1975 a 1982. Su construccion formo el Embalse de
Itaipu sobre el rio Parana, que inundd un area de 1.460 km? (AGOSTINHO et al., 2018b), de los
cuales 835 km? son brasilefios. Con la formacion del Embalse, las areas de algunos municipios del
estado de Parana quedaron inundadas, siendo estas: Guaira, Terra Roxa, Marechal Candido Rondon,
Santa Helena, Matelandia, Medianeira, Sdo Miguel do Iguacgu y Foz do Iguagu (AGOSTINHO et al.,
1999). EI Embalse de Itaipu recebe los drenajes de rios y arroyos que desembocan directamente en el
rio Parana, en el oeste del estado de Parand, Brasil, conocida como microcuenca del Parana 3 (BP3)
(PEREIRA & SCROCCARQO, 2010) y es destacada por la presencia de corredores de biodiversidad,
esenciales para el mantenimiento de muchas especies (PEREIRA & SCROCCARO, 2015).

Con el fin de mitigar la mudanza del ambiente acuatico causada por la construccion de la barrera,
fue construido el Canal de Piracema que acttia como corredor ecoldgico permitiendo que las especies
migradoras alcancen las areas de reproduccion en la planicie del Alto Rio Paranay el parque Nacional
de llha Grande (AGOSTINHO et al., 1993; GOMES & AGOSTINHO, 1997; ITAIPU, 2010). Esta
canal presenta una extension de 10,3 km y estd construido en la represa de Itaipu, permitiendo la
unién del rio Parana con el Embalse de Itaipu, y para conectarlos fueron construidos segmentos de
tipo escalera, con canales de concreto y cuatro lagunas artificiales (CAROSFELD, 2004; ITAIPU,
2010)

En ese orden de ideas, una de las alteraciones en la migracion de peces en zonas aguas arriba
debajo de los rios, es la construccion de barreras hidroeléctricas (MELDGAARD et al., 2003;
ROBERTS et al., 2013; BRINKER et al., 2018; VEGA-RETTER et al., 2020). Estas construcciones

interrumpen la conectividad fisica fluvial, limitando el flujo genético; inclusive, aceleran la deriva
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geneética, aumentando de esta forma, la probabilidad de pérdida de alelos raros, que, en efecto,
conducird a la reduccion de la variabilidad genética de una poblacion (ALLENDOREF et al., 2013;
FRANKHAM et al., 2017). Esta situacion es vista en la cuenca hidroldgica del BP3.

La hipdtesis levantada por algunos trabajos investigativos realizados en ambientes marinos y
de estuario con diferentes organismos, mencionan que grandes distancias sobre estos cuerpos de agua
pueden actuar como barrera fisica para la dispersion de las especies entre regiones (FLOETER et al.,
2008; BARTAKOVA et al., 2015; GIACHINI TOSETTO et al., 2022). Esto puede deberse a la
dinamica fluvial de los cuerpos hidricos (LUIZ et al., 2012), como a los cambios fisico y quimicos
del agua, asociadas a la diferenciacion de nicho ecoldgico de las especies 0 a la estratificacion de la
columna de agua, también pude ser por la presencia de corrientes dominantes que pueden favorecer
el flujo de algunos organismos, pero, puede a su vez, dificultar la dispersion a contracorriente
dificultando de esta manera la conectividad entre las poblaciones de, gusano liston (THORNHILL et
al., 2008), peces de arrecifes (FRASER et al., 2017), macro invertebrados y peces (GIACHINI
TOSETTO et al.,2022). Ademas, otros estudio han revisados trabajos notablemente relacionados a la
genética de paisaje marino destacando temas dominantes y atributos bioldgicos de especies y
caracteristicas del paisaje marino que afectan los patrones genéticos espaciales en el mar. Pues, la
distancia geografica, las barreras y el aislamiento del habitat en el mar pueden reducir los
intercambios genéticos y, mediante la accion de la deriva genética y, a veces, la seleccion, esto puede
conducir a la divergencia entre poblaciones e individuos (SLATKIN, 1993; ROUSSET, 2000;
RIGINOS & LIGGINS, 2013). Por ende, la mayoria de los estudios, como los citados anteriormente,
fueron desarrollado en ambientes maritimos. Ahora bien, con relacion a estudios con objetivo de
comprender como los rios grandes pueden funcion como barreras al flujo génico, estos se encuentran
escasos. Pues, la mayoria de los estudios que utilizaron este enfoque se han realizado mas en
organismos terrestres y en organismos marinos (GALINDO et al., 2006; RIGINOS et al., 2013;
GIACHINI TOSETTO et al., 2022).

Estudios realizados en esta area, han determinado que la regién ha venido sufriendo grandes
cambios no solo en su paisaje natural, ocasionadas principalmente por la disminucion de la cobertura
vegetal, debido a la urbanizacion y el avance de las actividades agricola, el uso intensivo e
indiscriminado de agrotdxicos en la agricultura; al uso inadecuado e irracional de los recursos hidricos
y el bajo indice de tratamiento de residuos sanitarios (PEREIRA & SCROCCARO, 2010, 2013); Sin
embargo, poblaciones con baja capacidad de dispersion, podrian no presentar efectos en la estructura
genetica de la poblacion, conservando a su vez, el tamafio poblacional y la variabilidad genética
(VALENZUELA, 2021). Probablemente, esto se deba a varios factores, por ejemplo: que el tamafio

del fragmento sea mayor que el area minima necesaria para completar el ciclo de vida, como también
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el tamario de la poblacion sea muy grande, o quizas la barrera es muy reciente con respecto al tiempo
generacional de la especie en estudio (BLAZEK et al., 2013; VALENZUELA, 2021) inclusive,
factores bioldgicos como, la capacidad de nado y el comportamiento migratorio (WHITELEY et al.,
2004).

En el caso de las especies que forman poblaciones pequefias y tienen baja dispersion, los efectos

negativos en la disminucién del flujo de genes, sobre el tamafio efectivo de la poblacion y la deriva
genética, resultan en menor potencial de adaptacion y resistencia de la poblacion para enfrentar los
cambios a las condiciones ambientales que afectan directamente en la viabilidad poblacional
(FRANKHAM 2005, 2010; HANSKI, 2011; ALLENDORF et al., 2013).
Ambientes de arroyos sin duda abrigan una amplia diversidad de organismos, que tienden a
mantenerse en pequefias poblaciones, lo que contribuye para un alto grado de endemismo en esas
regiones (CASTRO, 1999). A pesar de que existen estudios de genética poblacional en arroyos
pertenecientes a la cuenca del rio Parand, estos ain son muy pocos, tomando en consideracién que
tienen una gran diversidad. La falta de conocimiento sobre la ictiofauna en estos ambientes, asi como
la forma en que las especies interactlan entre si y responden a la urbanizacion, sus impactos
especificos dificultan establecer estrategias efectivas de conservacion en ecosistemas acuaticos que
tienen influencias de areas urbanas (CUNICO; AGOSTINHO; LATINI, 2006). Por ese motivo, los
arroyos que rodean el Embalse de Itaipu, deben ser considerados como areas prioritarias para futuros
estudios que aborden la ictiofauna con el objetivo de promover su preservacion.

No obstante, estos estudios proporcionan informacion importante para futuras investigaciones
con otras especies de peces, en esta area de Brasil. De hecho, estudios de genética de poblaciones que
se centraron en poblaciones de peces de arroyos en la region del rio Parand, han encontrado
estructuracién genética considerable entre las poblaciones y también una diversidad genética
particular de cada poblacion. Ferreira et al. (2015) reporto poblaciones estructuradas de Geophagus
brasiliensis a lo largo del cauce principal del rio Laranjinha, Alto Rio Parana, y la presencia de
haplotipos particulares a poblaciones de un arroyo afluente. Resultados semejantes fueron obtenidos
en un estudio de poblaciones de Astyanax altiparanae y Geophagus brasiliensis coletados a lo largo
de un arroyo del Alto Rio Parana (FERREIRA et al., 2016). Apolinario-Silva et al. (2021) analizando
poblaciones de cascudo Hypostomus ancistroides (IHERING, 1911) en varios arroyos y en el cauce
principal de una red dendritica del Parana, detecto estructuracién genética en cortas escalas
geograficas y la presencia de parcelas particulares entre los drenajes. También en este estudio, los
autores sugieren la influencia de la estructura ramificada caracteristica de las cuencas hidrograficas
de la region, asi como el comportamiento bioldgico de las especies para explicar la diversidad y

estructuracién genética encontrada.
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Estudio con el pez, Heptaterus mustelinus en arroyos de microcuencas del entorno del
Embalse de Itaipu en Brasil, en relacion a la influencia de los factores espaciales en la estructuracion
genética, mostraron que la diversidad genética aumentaba conforme aumentaba la distancia
geografica, indicando de esta manera un aislamiento por distancia, asociada principalmente a la baja
capacidad de dispersion de la especie. Cuanto, a la complejidad entre los puntos, se reflejo también
un aumento en la distancia genética entre las muestras y una mezcla de linajes haplotipicas, indicando
que la complejidad de la red de drenaje de la cuenca hidrogréfica ejercia influencia en la estructura
genetica de la especie (HUATATOCA, 2017). Aun en esa misma region, estudios de la diversidad
geneética de poblaciones de Bryconamericus aff. iheringi encontraron una alta diversidad genética y
alta estructuracion poblacional entre la poblacion colectada en arroyos del lado brasilero del
reservatorio y del lado paraguayo (OLIVEIRA, 2021).

En este contexto, una de esas especies interesantes para este tipo de estudios seria el género
Ancistrus, ya que muestra una amplia distribucion geografica, en la region neotropical y en el rio
Parand (OTA et al., 2018, FROESE & PAULY. 2023).

1.3. SILURIFORMES, LORICARIIDAE

Los Siluriformes son popularmente conocidos como bagres o cascudos, son peces
neotropicales, que presentan una gran diversidad taxonémica y ecoldgica, por lo cual, llegan a ser
peces de gran interés, para muchos estudios. (DE PINNA, 1998; BRITTO, 2003; NEUHAUS et al.,
2022). Los Siluriformes presentan un total de 4127 especies validas y se dividen en 39 familias
(FRICKE et al., 2022). Segun Ferraris (2007), los peces de esta orden presentan normalmente habito
nocturno y crepuscular, incluso son encontrados habitualmente en el fondo de los lagos o rios, entre
rocas y troncos.

Una de las familias presentes en esta orden son los llamados Loricariidae, conocidos también
popularmente como cascudos. Estos peces se caracterizan por tener un escudo 6seo que recubre todo
su cuerpo, ademas presenta tambien estructuras Oseas en forma de espinos, conocidos como
odontodeos (FISCH-MULLER, 2003). Basados en las informaciones proporcionadas por Geerinckx
et al. (2011) estos peces tienen su boca en posicion ventral, con labios de forma de disco que usan
para adherirse a los sustratos sélidos y que a su vez la usan para forrajeo, pues, sus dientes raspadores
y boca succionadora le ayudan en su dieta detritivora-iliofaga, alimentandose principalmente de algas
y detritos.

Esta familia esta distribuida en toda América central y del sur, iniciando desde en el sudeste
de costa rica hasta el noreste de Argentina (ARMBRUSTER et al., 2016). De acuerdo con los datos
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de Fricke et al. (2023) esta familia actualmente incluye 1.042 especies validas.

En cuanto a sus especies representativas, estas constituyen un grupo monofilético y estan distribuidos
entre seis subfamilias, reconocidas como: Hypoptopomatinae, Loricariinae, Hypostominae,
Lithogeninae, Delturinae y Rhinelepinae (ESCHEMEYER, 2023).

1.3.1. Hypostominae: Ancistrus

Los Hypostominae cuentan actualmente con 45 generos validos y 500 especies validas, y
dentro de ellos, se encuentra el género Ancistrus abarcando un total de 75 especies validas
(ESCHMEYER, 2023). Segun Sabaj et al. (1999), las especies de este género se diferencian de las
demaés especies de la familia Loricariidae, dado que, no presentan placas, ni odontoides, pero si
presentan pequefios tentaculos carnosos y odontoides interoperculares bien desarrollados. Cuanto a
su coloracién esta puede variar desde negro a café verdoso, inclusive puede presentar pintas o
manchas en su cuerpo (FERRARIS,2007).

De acuerdo con Francisco et al. (2018), en los Ancistrus sus tentaculos blandos, a menudo
ramificados son mas conspicuos en los machos adultos que en los machos jévenes, mientras que, en
las hembras, estas se encuentran presentes en una estrecha franja desnuda en el borde del hocico, con
un tamafio mas pequefio y en menor cantidad, incluso a menudo, sin ramificacion (Figura 1)

Los Ancistrus se caracterizan por ser territoriales, presentar poca vagilidad, formar pequefias
poblaciones y por destacarse en el comportamiento de cuidado parental hacia su descendencia
(ARMBRUSTER, 2004; CHIACHIO et al., 2008), construyendo nidos y protegiendo sus huevos y
alevinos (BURGESS, 1989; ZUANON, 1999). Este género exhibe una amplia distribucion geografica
entre las zonas Tropicales y Subtropicales (FROESE & PAULY, 2022, 2023). Son susceptibles a
estresores locales (GHISI et al., 2016).

Estas especies comunmente son asociadas a troncos hundidos (SARMIENTO et al., 2014).
Aguas continentales (FROESE & PAULY, 2022), aguas dulces demersales, agua clara correntosas y
de flujo libre, hasta aguas muy turbias y estancadas (SEYIDOGLU & YAGCILAR, 2020). Suelen
localizarse cerca de las rocas, troncos o entre la vegetacion (VAN DER SLEEN & ALBERT, 2017).
Algunas especies de Ancistrus, se reproducen de noche, principalmente en escondites y areas
sombreadas (DENIZ, 2020).

Las especies de este género presentan una gran diversidad genética y parecen seguir una
evolucion cariotipica diferenciada, con variacion en el numero diploide y férmula cariotipica,
presencia de diferentes sistemas cromosémicos sexuales y una tendencia a la reduccién del nimero
diploide (DE OLIVEIRA, 2006; DE OLIVEIRA et al.,, 2007; DE OLIVEIRA et al., 2009;
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MARIOTTO et al., 2009; MARIOTTO, 2011; NIRCHIO et al., 2023).

A pesar de que este género presenta una gran distribucion geografica en la region neotropical,
estudios con marcadores de diversidad intrapoblacional, tales como D-Loop, aln son escasos, siendo
que hasta el momento la mayoria de los estudios tienen un enfoque en la identificacion de especies y

analisis de diversidad citogenética.

|
3cm

Figura 1 — Ejemplar de Ancistrus sp. A) posicion lateral B) posicion dorsal y C) posicion ventral.
Fuente: BELTRAN, 2023
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Considerando el comportamiento bioldgico de Ancistrus, asi como las caracteristicas
estructurales de los arroyos neotropicales y la hipétesis de que grandes rios pueden funcionar como
una posible barrera para el flujo genético. El presente trabajo estudio la diversidad genética de
poblaciones de Ancistrus sp. de arroyos afluentes del rio Parana, que desagua en la region del Embalse
de Itaipu con objetivo de:

« Investigar la presencia de alta diversidad genética en poblaciones de Ancistrus sp.;

o Investigar la presencia de estructuracién genética entre poblaciones oriundas de
diferentes microcuencas que desaguan en el embalse de Itaipu;

o Testar la hipotesis de que lo Embalse de Itaipu estaria actuando como una barrera

efectiva, aumentando la estructuracion genética entre las poblaciones.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para testar esas hipotesis fueron delineados los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener muestras de la especie Ancistrus sp. de diferentes microcuencas de la cuenca
del Parana 3, que desaguan en el Embalse de la Itaipd Binacional disponibles en la
coleccion de Ictiologia de la UNILA;

2. Extraer ADN de los especimenes;

3. Amplificar y secuenciar, secuencias parciales de la regiébn D-Loop como marcador
molecular;

4. Obtener los indices de diversidad genética y estructuracion poblacional a través del
analisis de la secuenciacion parcial de la region del ADN mitocondrial, D-Loop.
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3. METODOLOGIA

3.1. AREA DE ESTUDIO Y OBTENCION DE MUESTRAS

Considerando la baja capacidad de desplazamiento de especies de pequefio porte en riachuelo
(CASTRO, 1999), el presente estudio seleccion6 puntos de colecta en diferentes microcuencas del
rio Parana. Microcuenca 1 (M1): afluentes del rio San Francisco Verdadero; Microcuenca 2 (M2):
afluentes del rio San Francisco Falso; Microcuenca 3 (M3): afluentes del rio S&o Jodo; Microcuenca
4 (M4): afluentes del rio Ocoi; Microcuenca 5 (M5): afluentes del rio Passo-Cué (Figura 2). La
distancia entre los puntos se encuentra en el Anexo 1. Por lo tanto, fueron colectados en 15 puntos
diferentes los especimenes del Ancistrus sp. a lo largo de cinco microcuencas afluentes del rio Parana,

totalizando 83 muestras (Tabla 1).
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Figura—2 - Mapa de la cuenca hidrografica del Parana 3 con los puntos de colecta de Ancistrus sp. los colores delimitan
las diferentes microcuencas (M) estudiadas.
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Tabla 1 — NUmero de especimenes Ancistrus sp. mostrados por punto.

Ancistrus sp. colectado por punto

M1 =15 M2 =16 M3 M4 =20 M5 Total
P40 P46 P60 P66 P64 P67 P68 P73 P76 P62 P65 P70 P74 P75 P71 15
3 9 2 1 1 2 2 5 6 16 3 5 3 9 14 83

Fuente; BELTRAN, 2023.
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3.2. METODOS MOLECULARES

Para la obtencién del ADN total fue utilizado el kit de extraccion comercial GenElute
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit, de acuerdo con el protocolo del fabricante. Seguidamente
fue preparado un gel de agarosa al 1,2%, con colorante intercalante UniSafe Dye (20.000x)
(Uniscience) para verificar la integridad del ADN. Para la amplificacién de la region D-Loop fueron
utilizados los primers L15774M: 5’-ACATGAATTGGAGGTATACCAGT-3’ (Modificado del
primer  L15774  descrito por IRWIN et al, 1991) 'y  HI16498: 5’-
CACCTGAAGTAGGAACCAGATG-3’ (MEYER et al., 1990).

Las amplificaciones por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaran en un
volumen final de 12,5ul, que contiene 8,5ul de agua, 1,25ul de tampon (10X), 0,5 ul de cada primer
(10 uM), 2,51 pl de ANTP, 0,5 ul de MgCl2 (50 mM), 0,1ul de Taq Platinum (5U/ul) y 1ul de ADN
molde. El programa de amplificacién fue segun las condiciones descritas por Prioli et al. (2002) con
modificaciones, siendo desnaturalizacion inicial 94°C por 4 minutos, seguido por 5 ciclos de 94°C
por 15 segundos, 50° C por 30 segundos y 72°C por 2 minutos y mas 35 ciclos de 94°C por 15
segundos, 55° C por 30 segundos y 72°C por 2 minutos, con uno paso final de extension a 72° C por
10 minutos.

Los fragmentos de ADN amplificados se verificaran en gel de agarosa al 1%, tefiidos con
colorante intercalante UniSafe Dye (20.000x) (Uniscience). Los productos de PCR fueron usados en
la reaccion de secuenciacion utilizando el kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing, siguiendo
las orientaciones del fabricante. EIl producto de reaccion fue purificado por precipitacion en
EDTA/acetato de sodio/etanol. Las muestras precipitadas recibiran 10ul de Formamida Hi-Di
(Applied Biosystems™) y fueron desnaturalizados a 96°C por 2 minutos seguido de choque térmico
y por fin, llevadas al secuenciador ABI 3500 disponible en UNILA.

3.3. ANALISIS DE LOS DATOS
El programa DNAsp v.5 201 (LIBRADO & ROZAS, 2009) fue utilizado para identificacion

de los haplotipos mitocondriales, para el calculo de la diversidad haplotipica (h), nucleétidos (x). El

programa Network v.4.6.1.1 (Fluxus 211 Technlogy Ltd - http://www.fluxus-engineering.com), para

la construccion de la red haplotipica basados en algoritmos de union media (BANDELT et al., 1999).
La construccion del dendrograma entre las secuencias de D-Loop de las diferentes muestras fue
realizada por el programa MEGA v5.0 (TAMURA et al., 2011) utilizando el método Neighbor-

Joining con base en el modelo de sustitucién nucleotidica K2P.
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En el programa Arlequin v.3.5.1.3 (EXCOFFIER et al., 2005) fueron realizados analisis de
diferenciacion par a par por el indice ®ST (EXCOFFIER et al., 1992), con significancia testada a
partir de 10.000 permutaciones y también analisis AMOVA (Andlisis de varianza molecular),
estimando la particion de la variacion genética dentro y entre poblaciones. A partir de AMOVA
también fue calculada la diferencia genética global entre las muestras, utilizando el indice ®ST
(EXCOFFIER et al., 1992) con 10.000 perturbaciones.

La correlacion entre diferenciacion genética y la distancia geogréfica fue testada a partir de la
prueba de Mantel (MANTEL, 1967), comparando valores linealizados de ®ST con valores de
distancia geogréafica promedio entre microcuencas, usando el programa GenAlex 6.5 (PEAKALL &
SMOUSE, 2012).

4. RESULTADOS

4.1 DIVERSIDAD GENETICA

Como resultado de secuenciamiento parcial de la region D-Loop del ADN mitocondrial,
fueron obtenidos fragmentos con 620 pares de bases. El andlisis de los 83 especimenes, de las cinco
microcuencas, revelo 79 sitios polimorficos y 37 haplotipos diferentes. Los indices de diversidad
haplotipica (Hd) total fue de 0,959 y de la diversidad nucleotidica (z) de 0,0351. De una forma
general, todas las Microcuencas presentan valores altos de diversidad genética para la region D-Loop.
Los mayores valores fueron encontrados en la Microcuenca 3 (Hd = 0,925 n = 0,0282) y los valores

menores fueron encontrados en la Microcuenca 4 (Hd = 0,742 = = 0,0022) (Tabla 2).

Tabla-2 - indices de diversidad genética de Ancistrus sp. colectados en cinco microcuencas afluentes del rio Parana. N:
namero de individuos, S: sitios de segregacion, Nh — nimero de haplotipos encontrados, Hd — diversidad haplotipica, n
— diversidad nucleotidica.

Ancistrus sp.

MB1 MB2 MB3 MB4 MB5 Total

17 16 16 20 14 83

S 47 37 35 9 12 79

Nh 8 10 10 8 6 37
Hd 0,868 0,917 0,925 0,742 0,769 0,959
n 0,0251 0,0248 0,0282 0,0022 0,0044 0,0351

Fuente; BELTRAN, 2023.
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El haplotipo 15 fue el méas frecuente, estando presente en 10 individuos, seguido por los
haplotipos H11y H24, presentes en 8 y 6 individuos, respectivamente. Aproximadamente 65% de los
haplotipos fueron singletons, esto quiere decir, que se presentd en apenas un individuo. De los 37
haplotipos apenas cuatro (H11, H33, H34 y H37) son compartidos por mas de una microcuencay de
este solamente el H11 es encontrado en especimenes de microcuenca 1, 2 'y 3, los otros tres haplotipos
son compartidos apenas por individuos de la microcuenca 2 y 3. Las microcuencas 4 y 5 no tuvieron
haplotipos compartidos entre otras microcuencas. La frecuencia de haplotipos por microcuencas vario

de seis (Microcuenca 5) y diez (Microcuenca 2 y 3) (Figura 3y Tabla 3).

Figura 3 - Frecuencias haplotipos en el conjunto total de datos.

Frecuencia de los haplotipos

mHl mH2 mH3 uH4 mHS5 mH6 =mH7 =mHS mH9 mH10 m=mHIl w=mHI2 w=mHI3
mH14 ®=mHI5 w=HI6 w=mHI7 =mHI8 wm=mHI9 =mH20 w=mH21] w=H22 w=mH23 w®=mH24 w®=H25 w=wH26
m H27 H28 wH29 w=wH30 w=H31 w®=H32 w®=H33 wmH34 w®H35 w®mH36 w®=H37

Fuente: BELTRAN, 2023.
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Tabla 3 - Distribucion de los haplotipos de las muestras de Ancistrus sp. de las secciones muestreadas. La Ultima columna
informa el nimero total de haplotipos presentes en cada localidad.

Ancistrus sp.

Frecuencia Absoluta de Haplotipos
M1 M 2 M3 M 4 M 5

P40 P46 P60 P66 P64 P67 P68 P73 P76 P62 P65 P70 P74 P75 P71

H1 1

H2 1
H3 1

H4 1

H5 1

H6 1

H7 1

H8 1

H9 1

H10 1

H11 2 1 1 2 2

H12 1 1

H13 1

H14 1

H15 1 1 2 6
H16 1
H17 1

H18 1

H19 3

H20 2
H21

H22

H23

H24

H25

H26

H27 2

H28 1

H29 4 1

H30 2 2

H31 1

H32 1

H33 3
H34 1
H35

H36

H37 1

AR OR R

AR PFEPDNDN

3 3 9 2 1 2 2 5 6

[ERY
(o]
w
(6]
w
o

14

Fuente; BELTRAN, 2023.
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La red de haplotipos sugiere cinco linajes diferentes, variando de 5 a 50 mutaciones de
distancia entre linajes (Figura 4). El linaje 1 mostro exclusivamente haplotipos de individuos
colectados en puntos de la M1, de la misma manera el linaje 5 también presenta haplotipos de
individuos de la M5. Cuanto a los linajes 2, 3 y 4 presentan una mezcla de las microcuencas. El linaje
2 con haplotipos de individuos de la M2 y M3, en el linaje 3 estan todos los individuos de la M4 y
también individuos de la M2, M3 y M5. Finalmente, el linaje 4 presenta haplotipos provenientes de
individuos de la M1, M2 Y M3.

Figura 4- Red de haplotipos obtenida a partir del secuenciamiento parcial de la region D- loop (ADNmt) para Ancistrus
sp. proveniente de diferentes puntos de colecta en cinco microcuencas afluentes del rio Parana. Cada circulo representa
un haplotipo con tamafio proporcional a su frecuencia, los colores del circulo indican el punto de colecta donde fueron
muestreados, las estrellas en negro representan posibles haplotipos intermediarios no muestreados, los pasos mutacionales
esta descrito por nimero o representados por un trazo (hasta cuatro mutaciones), las manchas atras de los haplotipos y el
numero subrayado indican los diferentes linajes haplotipica encontradas.

3 HI18 H20

H36

[ Microbacia 1
Microbacia 2
[ Microbacia 3
I Microbacia 4 H32
- Microbacia 5

Fuente; BELTRAN, 2023.

El dendrograma de las secuencias de D-Loop (Figura 5a, 5b y 5¢ y Figura Suplementar 1)
apunta la formacion de cinco grupos bien definidos, con baja distancia genética entre las muestras del

mismo grupo. De un modo general, los resultados del dendrograma fueron bastante similares al de la
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red haplotipica, asi como en la red de haplotipos, el dendrograma también mostro la mezcla de
haplotipos de individuos de diferentes microcuencas (M1, M2 y M3) y tres grupos constituidos apenas
de haplotipos de individuos de una misma microcuenca (M1, M4 y M5). Sin embargo, en el grupo A
del dendrograma se consideraron todos los haplotipos encontrados en M4 sin mezclas, a diferencia
de lo sugerido por la red de haplotipos de M4 en el mismo linaje que los haplotipos M2, M3y M5,
pero es posible ver en la red que los haplotipos M4 se encuentren, de hecho, mas cercanos.

El grupo B consider6 todos los haplotipos encontrados en M5 como un solo grupo, mientras
que, en la red de haplotipos, los individuos con el haplotipo H26 fueron posicionados en el linaje 3y
no en el linaje 5, que es donde estarian todos los haplotipos M5. El grupo C contiene todos los
haplotipos del linaje 4 y también considerd los haplotipos H12, H5 y H7, que en la red de haplotipos
estan en el linaje 3. El grupo D concuerda completamente con el linaje 5 de la red de haplotipos. Y el

grupo E también reunié los mismos haplotipos del linaje 2 de la red de haplotipos.
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Figura 5a - Primera parte del dendrograma de similaridad entre las secuencias de D-Loop de Ancistrus sp. colectados en
diferentes arroyos de cinco microcuencas afluentes del rio Parana 3. En la parte superior izquierda se encuentra la imagen
del dendrograma completo, luego abajo la rede de haplotipos. Los colores de las letras indican las microcuencas de origen
de la muestra y los cuadrados indican la parte del dendrograma en destaque.
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Figura 5b - Segunda parte del dendrograma de similaridad entre las secuencias de D-Loop de Ancistrus sp. colectados
en diferentes arroyos de cinco microcuencas afluentes del rio Paranad 3. En la parte superior izquierda se encuentra la
imagen del dendrograma completo, luego abajo la rede de haplétipos. Los colores de las letras indican las microcuencas
de origen de la muestra y los cuadrados indican la parte del dendrograma en destaque.

-

29 1 4535 P62 M3

so |% 4537 P62 M3

4536 P62 V3

20
238c P46 M1

4534 P62 M3
238b P46 M1

33
4538 P62 M3

19
87 730 P46 M1

21

L
63 4666 P62 M3

Versdo Final Honol ogada
20/ 06/ 2023 23: 31



35

Figura 5c¢ — Tercera parte del dendrograma de similaridad entre las secuencias de D-Loop de Ancistrus sp. colectados en
diferentes arroyos de cinco microcuencas afluentes del rio Parana 3. En la parte superior izquierda se encuentra la imagen
del dendrograma completo, luego abajo la rede de haplétipos. Los colores de las letras indican las microcuencas de origen
de la muestra y los cuadrados indican la parte de dendrograma en destaque.
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4.2 ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

El indice de diferenciacion (DST) par a par, fue estadisticamente significativo (p< 0,05) para
todas las comparaciones entre las microcuencas, con excepcion de M2 x M3. De modo general, los
valores de diferenciacion genética fueron altos y varian de 0,219 (M2 x M5) a 0,751 (M1 x M4)
(Tabla 4).

Tabla—4 - Diferencia genética par a par entre las poblaciones de Ancistrus sp. en las microcuencas afluentes de la cuenca
del rio Parand 3, obtenidas a partir del marcador D-Loop del ADNmt. ®ST- parametros basados en las estadisticas F de
Wright.

Ancistrus sp.

M1 M2 M3 M4
M1
M2 0,544*
M3 0,489* 0,084
M4 0,751* 0,511* 0,516*
M5 0,677* 0,219* 0,413* 0,739*

*Valor significativo (p<0,05).
Fuente: BELTRAN, 2023.

El primer agrupamiento testado en AMOVA, considero todas las microcuencas como un Gnico
agrupamiento. EI AMOVA mostré que la mayor parte de la variacion molecular ocurriendo entre
poblaciones (microcuencas) (53,29% de la variacidn), por lo tanto, la variacion dentro de poblaciones
(microcuencas) también fue considerable. En este agrupamiento, los indices de fijacion obtenidos
entre poblaciones (PSC =0.533) fueron estadisticamente significativas (p <0,05) (Tabla 5).

En el caso del segundo agrupamiento testado en AMOVA, que considero cuatro
subagrupamientos (Grupo 1: M1; Grupo 2: M2y M3; Grupo 3: M4; Grupo 4: M5) donde los puntos
de la M2 y M3 fueron agrupados por no presentar diferenciacion significativa en ®ST par a par. La
mayor parte de la variacion molecular ocurre entre los grupos (48,45% de la variacion), mas
nuevamente una considerable variacion fue encontrada dentro de poblaciones (44,52%). Para los
indices de fijacidn, fue obtenido un valor estadisticamente significativo (p<0,05) solamente para el
®ST (0,136) (Tabla 6).
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Tabla-5 - Andlisis de variancia molecular (AMOVA) para Ancistrus sp. colectados en cinco microcuencas afluentes del
rio Parana 3, a partir del marcador D-Loop. Considerando todas las muestras como un Gnico grupo.

Ancistrus sp.

Fuente de variacion D-Loop
Entre microcuencas 53,29%
Dentro de microcuencas 46,71%
Indice de fijacion global ®st: 0,533*

*Valor significativo (p<0,05).
Fuente: BELTRAN, 2023.

Tabla-6 - Analisis de variancia molecular (AMOVA) para Ancistrus sp. colectados en cinco microcuencas afluentes del
rio Parana 3, a partir del marcador D-Loop. Considerando 4 grupos: Grupo 1: M1; Grupo 2: M2 y M3; Grupo 3: M4;

Grupo 4: M5.
Ancistrus sp.
Fuente de variacion D-Loop
Entre grupos 48,45%
Entre microcuencas dentro de grupos 7,03%
Dentro de microcuencas 44,52%
ds1: 0,136*
Indice de fijacion global ®sc: 0,555
dcT: 0,485

*Valor significativo (p<0,05).
Fuente: BELTRAN, 2023.

En el andlisis de Mantel no se encontrd una correlacion significativa entre la distancia genética

y la distancia geogréfica entre las cuencas hidrogréficas (Figura 6).

Figura 6 — Test de Mantel para las poblaciones Ancistrus sp. para verificar correlaciones entre distancia genética,
obtenidas a partir de ®ST par a par y distancia geografica entre las microcuencas estudiadas.

Teste de Mantel

180,0
160,0 .
140,0 &
120,0 -
100,0 &
80,0 P
60,0
40,0
20,0
0,0
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800
Distdncia Genetica

—— Linear (Y)

Distancia Geografica

R?=0,0174

*Valor significativo (p<0,01).
Fuente: BELTRAN, 2023.
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5.DISCUSIONES

5.1. DIVERSIDAD GENETICA

A partir de los resultados encontrados es posible observar que las microcuencas 1, 2 y 3
presentan alta diversidad haplotipica (> 0,5) combinada con alta diversidad nucleotidica (> 0,5%),
que segun la hipotesis desarrollada por Grant y Bowen (1998), pueden indicar que se trate de
poblaciones grandes y estables o que se trate de poblaciones que pasaron por un contacto secundario
reciente (evolutivamente), es decir, poblaciones antes aisladas se mezclaron debido algin evento y
por eso presentan una alta variabilidad de haplotipos y mutaciones. Ya las microcuencas 4 y 5
presentan una combinacion de alta diversidad haplotipica (> 0,5) combinada con baja diversidad
nucleotidica (< 0,5%), que sugiere que esas poblaciones pudieron haber pasado por eventos de cuello
de botella recientemente seguido de un rapido crecimiento poblacional con acumulo de mutaciones.

Otros estudios de genética poblacional realizados en la regidn del reservatorio de Itaipu,
también encontraron alto nivel de diversidad genética para las especies de arroyos Heptapterus
mustelinus (Hd = 0,813; = =0,105) (HUATATOCA, 2017), Bryconamericus aff. iheringii (Hd =
0,880; = =0,01633) (OLIVEIRA, 2021).

La red de haplotipos muestra una mezcla de linajes haplotipica dentro de las microcuencas
M1, M2y M3, y al mismo tiempo muestra la no mezcla de las microcuencas M4 y M5, a pesar de
que individuos de la M5 presentan un haplotipo que, segun la red de haplotipos, pertenece al linaje 3,
en la M5 ocurre solamente haplotipos del linaje cinco. Esos resultados refuerzan la hipétesis de que
M1, M2y M3 hallan pasado por un evento de contacto secundario.

El haplotipo 11, el segundo més frecuente, esta presente en los puntos P46 (M1), P63, P68 y P73
(M2) y P62 (M3). Al observar la posicion de esos puntos de la colecta en el mapa pode se sugerir que
en el caso de P46 y los puntos de M2 parece posible que el compartimiento de esos haplotipos se
debe o0 a una captura de cabecera o, una opcidn mas parsimoniosa, que esa mezcla ocurrié durante el
llenado del Embalse de Itaipu. Pues, el P46 se encuentra en una naciente con poca distancia geogréafica
(menos de 2 km) de un brazo del arroyo en el cual se encuentra los puntos P67 y P73, por lo tanto, el
henchimiento habria permitido un flujo lateral mas facil entre esas microcuencas. De la misma manera
el punto P62 también tiene estos haplotipos, pero este es un punto que estd mas distante
geograficamente de los puntos, P63, P68 y P73, lo que refuerza la hipotesis de mezcla de linajes
debido al llenado del Embalse de Itaipu. ElI dendrograma generado corrobora con esa mistura,

indicando que individuos de puntos diferentes estarian mas proximos.
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Considerando los valores de diversidad genética encontrados y la posicion de red de haplotipos hace
sentido que los niveles de diversidad genética de M1, M2 y M3 sean reflejo de un contacto secundario.
Al estudiar poblaciones de Heptapterus mustelinus en la regién del Embalse de Itaipu, Huatatoca
(2017) también encontré una mezcla de linajes entre diferentes microcuencas, en cuanto Oliveira,
(2021) no encontré esa mistura de linajes para poblaciones de Bryconamericus aff. iheringii de
arroyos del entorno del Embalse. Por ende, Ancistrus sp. y Heptapterus mustelinus son especies
pertenecientes a grupos de peces que realizan poco o ningun dislocamiento durante la vida
(CHIACHIO et al., 2008; ALBRECHT, 2012) en contraste con Bryconamericus se dice que realiza
desplazamientos cortos (BRITTO et al., 2003), tal vez esa diferencia en el comportamiento sea lo que

haga acentuar la estructuracién genética y la tornar perceptible al evento de contacto secundario.

5.2. ESTRUCTURA GENETICA POBLACIONAL

Los s resultados de ®ST y AMOVA mostraron una alta estructuracion genética para el
marcador D-Loop entre las microcuencas, resultados similares son reportados para otras especies de
arroyos neotropicales. Altos valores de ®ST (0,054 a 0,992) fue reportado para poblaciones de
Hypostomus ancistroides en arroyos de Alto Rio Parana (APOLINARIO-SILVA, 2021). Tal como
region del presente estudio Hypostomus ancistroides que es un siluriforme y presenta
comportamiento de bajo dislocamiento (ZAWADZKI et al., 2005; SOFIA et al., 2008). Ferreira et al
(2015) estudio Geophagus brasiliensi, una especie de ciclideo que posee en comun con Ancistrus el
comportamiento de cuidado parental y bajo dislocamiento (KULLANDER, 2003), también encontrd
altos valores de ST entre puntos del rio con relacion al punto del arroyo afluente (0,070 a 0,202) en
un arroyo del Alto Rio Parana. Mas especificamente en la region de Embalse de Itaipu altos niveles
de estructuracion genética también fueron encontradas entre las poblaciones de diferentes
microcuencas para Heptapterus mustelinus (0,01 a 1) (HUATATOCA, 2017) y Bryconamericus aff.
iheringii (0,542) (OLIVEIRA, 2021).

Durante los ultimos afios, ya es bien establecido que a formacion ramificada tipica de cuencas
hidrograficas neotropicales contribuye al aislamiento de poblaciones de especies acuaticas (KELSON
et al.,2015), de la misma manera que el comportamiento de baja dislocacion de peces de arroyos
también contribuye para aumentar la estructuracion genética entre poblaciones (CASTRO, 199;
ZAWADZKI et al., 2005; FERREIRA et al., 2015; APOLINARIO-SILVA et al., 2021). Aun existen
pocos estudios que apunten a entender como los grandes drenajes y Embalses, que ademas de ser
grandes son ambientes muy Iéticos, también inciden en la reduccion o bloqueo total del flujo de genes

entre poblaciones de peces de una misma especie. Sin embargo, los trabajos muestran esta influencia
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para los organismos terrestres y las aves (GALINDO et al., 2006; RIGINOS et al., 2013), por lo que
es plausible que lo mismo ocurra dentro del medio acuético.

Por lo tanto, los resultados encontrados en el presente estudio sugieren que el rio funcionaria
como una importante barrera para el flujo de genes entre poblaciones, expandiendo su estructura
genetica. Por lo tanto, fue encontrado que la distancia geografica entre dos puntos de diferentes
microcuencas es menor via rio (ex.: P62 x P68 = 84,3 km; P62 x P76 = 105,7 km), de que entre dos
puntos dentro de la misma microcuenca (ex.: P68 x P64 = 107 km; P76 x P64 = 111 km),
principalmente en las microcuencas grandes, que engloban Sdo Francisco Falso y Verdadero.
Posteriormente, si la distancia geografica fuera el unico factor que influye en la estructuracion, los
peces de puntos mas cercanos, incluso si son de diferentes microcuencas, serian mas similares
genéticamente que los peces que se encuentran dentro de las mismas microcuencas, pero entre puntos
geograficamente mas lejanos.

Corroborando esta hipotesis, El test del Mantel no fue significativa, indicando que, si bien
existe una fuerte estructura entre las cuencas, esto no ocurriria debido a la distancia geogréfica.
Ademas, este resultado refuerza la idea de que algin evento permitid el flujo de genes entre las
poblaciones de la microcuenca por un camino diferente al canal principal. Nuevamente, considerando
el area de estudio, es muy probable que esta mezcla haya ocurrido durante el periodo de llenado del

Embalse.

6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mostraran que existe una alta diversidad genética y alta
estructuracién entre las poblaciones de Ancistrus sp. de las diferentes microcuencas de la BP3,
corroborando nuestra hipétesis inicial para peces de arroyos. Nuestro trabajo confirma también la
hipétesis de que grandes rios actian como barrera efectiva en la estructuracion de especies de arroyos
dado que las microcuencas analizadas se conectan por el rio Parana (hoy, en el trecho sustituido por
la Barraje de Itaipu). Por otro lado, el presente trabajo tambien mostro que la alteracion hidrologica
causada por la construccion y llenado del lago de Itaipu, puede ser el responsable por el contacto
secundario observado entre algunas de las microcuencas, evidenciando el impacto de tales obras.

Por fin, los resultados encontrados son un paso importante para dilucidar una cuestion adin
hoy poco estudiada: como y en qué medida un gran rio y embalses pueden influir en la estructura

genética de las poblaciones de peces que habitan en los afluentes de estos drenajes.
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ANEXOS

Tabla Suplementar 1 — Distancia geografica en kilometros entre los puntos de colecta de Ancistrus sp. en las microcuencas del rio Parana.

52

P60 P66 P40 P46 P67 P73 P68 P76 P64 P62 P74 P75 P70 P65 P71
P60 0
P66 24,3 0
P40 47,6 32,7 0
P46 99 84,2 63,2 0
P67 97,7 83,7 79,7 131,7 0
P73 96,2 82,2 78,2 130,2 15 0
P68 82,3 36,9 64,3 116,3 49,6 49 0
P76 103,9 89,9 85,9 137,9 52,2 52 53,6 0
P64 158 144 140 192 62,4 72,6 107 111 0
P62 110,5 95,6 92 144 1026 1011 84,3 105,7 160 0
p74 161,7 1477  142,7 194,77 153,7 152,;7 1357 156,7  210,7  102,7 0
P75 167,5 15355 1485 2005 159,5 1585 1415 1625 2165 1085 26,3 0
P70 154 140 135 187 146 145 128 149 203 95 23 28,8 0
P65 1506 ~ 136,6 1316 183,7 1426 1416 1246 1456 1996 91,6 19,6 25,5 17,6 0
P71 166 151 147 199 158 156 139 161 215 107 99,3 105 86 93,7 0
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Figura Suplementar 1 — Dendrograma de similaridad entre las secuencias de D-Loop de Ancistrus sp. colectados en
diferentes arroyos en cinco microcuencas afluentes del rio Parana.
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