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Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

1. Introduccion a los Peces Anuales

¢Qué son los peces anuales?

Garcialebias charrua (macho adulto)

Garcialebias charrua (macho y hembra adultos)
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1. Introduccion a los Peces Anuales: Ciclo de vida (< 1 aiio)

Huevos en el sustrato

Juveniles

] ] ! Eclosidon

Diapausas ) ANUALISMO

Fotos: charco ubicado en el balneario “La Coronilla” (Dpto. Rocha, Uruguay)
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1. Introduccion a los Peces Anuales: Diapausas

= Estado de desarrollo suspendido.
= Es una adaptacion evolutiva clave que les permite sobrevivir en habitats temporales.

= Los peces anuales pueden experimentar hasta 3 fases de diapausa:
®  Son de duracién variable
®  Pueden ocurrir o no

- | -

Diapausa I: Diapausa Il
4 Y Diapausa ll: . L
Poco después de la fertilizacion. P Justo antes de la eclosion del
. o «  Fase mas avanzada del embrion.

En las primeras divisiones celulares q I brid _ _

del embrion. esarrollo (embrion con «  Puede ayudar a sincronizar la

En al . i onal estructura mas definida) eclosion con la llegada de

n algunas especies, es opcional. . -
J P P - Eslafase mas importante lluvias.
y prolongada, « Es mas comun en especies que
«  Se mantiene hasta que habitan ambientes

las condiciones extremadamente impredecibles.
ambientales vuelven a ser
favorables.
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1. Introduccion a los Peces Anuales: Habitat (charcos temporales)

Charcos temporales de agua dulce

Primavera - verano Otofo -invierno

Charco ubicado en el balneario “La Coronilla” (Dpto. Rocha, Uruguay)

Los peces anuales son organismos extremaofilos
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1. Introduccion a los Peces Anuales: Habitat (charcos temporales)

* Son ecosistemas unicos y dinamicos
Son extremadamente fragiles

CARACTERISTICAS

* Estacionales (lleno / seco)

e Baja profundidad

» Alta productividad bioldgica (nutrientes)
* Aislamiento geografico

* Condiciones variables (Temp, O,, salinidad)




Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

1. Introduccion a los Peces Anuales: Habitat (charcos temporales)

FACTORES de AMENAZA
* Cambio climatico (sequias prolongadas)

e Contaminacion (agroquimicos)

* Especies invasoras

* Pérdida de habitats (agricultura, ganaderia o
urbanizacion)

Enero 2024
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2. Peces Anuales Sudamericanos

 Familia Rivulidae
e Endémica de Sudamérica

* Generos: 49 Géneros de peces anuales sudamericanos:
* Especies : 458 (no todas anuales)

Austrolebias JArgentina, Uruguay, Brasil, Paraguay y Bolivia)
. Cynopoecilus (Sur de Brasil y Uruguay)
Austrofundulus (Venezuela y Colombia)

Hypsolebias (Brasil)

1
2
3
4
5. Neofundulus (Argentina, Brasil, Bolivia y Paraguay)
6. Papiliolebias (Argentina)

. Plesiolebias (Brasil y Bolivia)

8. Pterolebias (Argentina)

9. Simpsonichthys (Brasil)

10. Stenolebias (Brasil)

11. Trigonectes (Argentina, Brasil, Bolivia y Paraguay)




2. Peces Anuales Sudamericanos

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

Zoological Journal of the Linnean Socicty, 2023, XX, 1-30

https://doi.org/10.1093/zoolinnean/zlad032

Advance access publication 10 July 2023

Original Article OXFORD

Original Article

From the mud to the tree: phylogeny of Austrolebias
killifishes, new generic structure and description of a new
species (Cyprinodontiformes: Rivulidae)

Felipe Alonso"**"®, Guillermo Enrique Teran***®,
Wilson Sebastidn Serra Alanis**5*(®, Pablo Calvino®®, Martin Miguel Montes>%(®,
Ignacio Daniel Garcfa®’(®, Jorge Adrian Barneche*®®, Adriana Almirén®®, Liliana Ciotek®®,
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2023

Grupo de géneros Austrolebias
~ 61 especies

11 géneros
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Lista Roja de la UICN

. Preocupacion
Extinto Amenazado menor
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2. Peces Anuales Sudamericanos Dimorfismo sexual

Argolebias nigripinnis

Garcialebias charrua

Los machos:

Foto tomada de Alonso et al. (2023)

* Presentan colores brillantes

* Generalmente, son de mayor tamafo que las hembras

Las hembras:
* Colores mas opaco (patrones marrones o grises)

* En algunas especies, presentan manchas dispersas

11
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2. Peces Anuales Sudamericanos Diversidad morfol()gica

Gran tamano

Titanolebias elongatus:
* Endémico de la porcion sur de la region pampeana (Argentina)
* Eselpezanual mas grande del mundo

Titanolebias prognathus Titanolebias elongatus
(12 cm) (22 cm)

Tamano medio Tamaiho pequeiio

Cypholebias vazferreirai  Matilebias alexandri Matilebias affinis Garcialebias arachan
(10 cm) (9 cm) (5 cm) (4.4 cm)

12
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2. Peces Anuales Sudamericanos

Varias especies son simpatricas y sintopicas o habitan areas
adyacentes.

2 charcos ubicados en
el balneario
“La Coronilla” (Dpto.
Rocha) separados por
la calle principal.

Garcialebias charrua Acantholebias luteoflammulatus




3. Abordajes genéticos
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A. viarius

A. prognathus

A. luteoflammulatus

Garcia et al. (1993, 1995)

Intra-especifica

Austrolebias affinis
(?) 2n =48y NF =52
(?) 2n =49y NF =53

Inter-especifica

Austrolebias luteoflammulatus
2n =34y NF =48

Austrolebias nigripinnis

2n =48y NF =80

La evolucion cromosomica puede haber
jugado un papel importante en la
diversificacion del género
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3. Abordajes genéticos

Comprises:
HV1 (from possions 16 024 10 16 365)
HV2 (from posiions 73 t 340)

e £ * Las secuencias del gen citocromo b (cyt-b)
contienen sefales filogenéticas en muchos
niveles taxondmicos diferentes en
numerosos taxa (incluidos los peces)

F
128 Pu— > Control Region (from possions 16 024 1o 576) 1 9 9 0 - 2 000
g

miDNA

37 genes ND5

e Las secuencias del cyt-b se han utilizado

w
= ampliamente como un «reloj molecular»
| pesiald para estimar la cronologia de |la especiacion
o o4 i en varios taxa.
/ ATP6 COll ND3 [ non-coding
ATP8
Se sabia relativamente poco sobre las
1 T N . .
IIH}!IL.IIHImIIIIIufoumw:}IHIIHIIIHHHHI e relaciones entre las especies de

He " He Hs H+H+ H+ Espacio CynOIebiaS

intermembranoso

Uniquinona

1991
o= -4 U1

H+ +
Complejo 172002 H+  ADP+Pi H
citocromo b-c1

1"7 embrana . . , .
1] R Cynolebias — Austrolebias — grupo de géneros Austrolebias

ATP

Complejo ATP  Sintasa

Complejo NADH ) Complejg
deshidrogenasa citocromo oxidasa

15
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3. Abordajes genéticos 2000

Kaofogzm[]oumal of the Linnean Society (2000), 129: 93-110. With 6 figures

- . 7 . . . . .
doi:10.1006/7jls.1999.0202, available online at http://www.idealibrary.com on IDE &lﬂﬁ P u bI |Ca ro n u n a n a I IS I S I n IC I a I d e Ia S

relaciones filogenéticas dentro del
, , , género Cynolebias

High levels of mitochondrial cytochrome b
divergence in annual killifishes of the genus
Cynolebias (Cyprinodontiformes, Rivulidae) * Individuos de 13 especies diferentes

GRACIELA GARCIA™, GABRIELA WLASIUK'? AND Charcos temporales de Uruguay y el sur de Brasil

ENRIQUE P. LESSA?

, ‘ Gen cyt-b (324 pb)
V' Seecion Genética Evolutiva and *Laboratorio de Evolucion, Facultad de Ciencias, Toud 4225,
Montevideo 11400, Uruguay

* Extraccion de ADN | PCR en tiempo final | Secuenciacion

Las secuencias se obtuvieron mediante secuenciacion directa de productos de PCR con cebadores marcados
en el extremo (33P-dATP) (Método Sanger)

Analisis de las secuencias
e Alineamiento

* Estimaciones pareadas de la divergencia de las secuencias mediante el algoritmo de Kimura dos-parametros
(1980), implementado en MEGA version 1.01 (Kumar et al., 1993).

Analisis filogenético
Anadlisis filogenéticos: (1) unidn de vecinos (NJ) ; (2) Maxima Parsimonia.

16
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3. Abordajes genéticos

Andlisis de las secuencias (cyt-b)

* Las secuencias muestran una variacion
sustancial.

* Entre las 14 secuencias de Cynolebias: 140/324 =
variables (~43%)

* 72 % de las sustituciones se producen en la
tercera base de los codones

* No hay deleciones ni inserciones

* Las secuencias se traducen correctamente a una
cadena de 108 aminodcidos (20 aminoacidos son
variables entre las secuencias)
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3. Abordajes genéticos

Andlisis filogenéticos (cyt-b)

Union de vecinos (NJ)
Bootstrap con 100 réplicas

Unidades monofiléticas Maxima Parsimonia (MP)

C. adloffi-2
—74 4‘

C. viarius

C. adloffi-1
C. prognathus
99 74* .
C. cheradophilus
C. bellottii
76 —i )
C. wolterstorffi

C. luteoflammulatus
50 |

C. duraznensis

64

C. gymnoveniris

C. affinis

C. nigripinnis

C. alexandri

C. antenort

L. citrinipinnis

_99{62—{

T. rubromarginatus

A. limnaeus

Scale: each — is approximately equal to the distance of 0.003204

Figure 3. Phylogenetic tree constructed with the Neighbour-joining method from Kimura two-
parameter distances of 14 ingroup taxa of the genus Cynolebias and three Rivulidae outgroups (Leptolebias,
Austrofundulus, Trigonecles). Bootstrap values above 50% are shown on the relevant branches.

64

Cynolebias

55
100
59

C. bellottii

C. wolterstorffi
C. adloffi-2

C. duraznensis
C. adloffi-1

C. viarius

C. luteoflammulatus
C. gymnoventris
C. prognathas

C. cheradophilus
C. nigripinnis

C. affinis

C. alexandri

C. antenori

L. citrinipinnis
A limnaeus

-
98 I:
B
Grupo . Eﬂg
59 —

externo 93

 E—

T. rubromarginatus
C. bellottii

C. adloffi-2

C. duraznensis

C. adloffi-1

C. viarius

C. luteoflammulatus
C. wolterstorffi

C. gymnoventris

C. prognathaus

C. cheradophilus

C. affinis

C. nigripinnis

C. alexandri

snigajouh)

C. antenori
L. citrinipinnis
A limnaeus

Grupo
externo

T. rubromarginatus

Figure 4. Phylogenetic relationships among 14 species of the genus Cynolebias and three Rivulidae

outgroups (Leptolebias, Austrofindulus, Trigonec
weighting schemes. A, unweighted analysi

as inferred by parsimony heuristic search
a most Parsimonious Consensus of two tre

with different

516 steps. B,

weighted analysis: consensus of two shorter trees of 1234 steps. Bootstrap values above 50% are shown

on the corresponding branches
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3. Abordajes genéticos 2002

Biological Journal of the Linnean Society, 2002, 76, 49-59. With 6 figures

Reconstruccidn filogenética
con 3 genes mitocondriales

Mitochondrial genes: signals and noise in the (cyt-b; ARNr 12S; ARNr 16S)

phylogenetic reconstruction of the annual killifish genus
Cynolebias (Cyprinodontiformes, Rivulidae)

G. GARCIA', F. ALVAREZ-VALIN? and N. GOMEZ?

1Seccion Genética Evolutiva and
“Biomatemdticas, Facultad de Ciencias, Igud 4225, CP 11400 Montevideo, Uruguay
*Naos Laboratories, Smithsonian Tropical Research Institute, Republic of Panama

En 1998... Basandose en el analisis

PHYLOGENY AND CLASSIFICATION OF RIVULIDAE REVISITED: morfoldgico filogenético,
ORIGIN AND EVOLUTION OF ANNUALISM AND MINIATURIZATION IN propuso dos nuevos

RIVULID FISHES (CYPRINODONTIFORMES: APLOCHEIT.OIDET) gENEros, Meg“’eb’as Y
Austrolebias,

Wilson JEM. Costa que abarcan 29 especies
Lab. Ictiologia Geral e Aplicada, Departamento de Zoologia, previamente clasificadas

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Cidade Universitaria, Cx. Postal 68049, como Cynolebias
21944-970 Rio de Janerro RJ, BRAZIL. E-mail: wcosta@acd.ufr).br

19
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3. Abordajes genéticos

* TOTAL= 54 especimenes
* 19 especies descritas y no descritas de Cynolebias (3 Megalebias y 16 Austrolebias)

Figure 1. Collecting sites of Cynolebias species and the Rivulidae out-group genera. 1, C. adloffi; 2, C. cfadloffi;
3, C. viarius; 4, C. nigripinnis; 5, C. alexandri; 6, C. bellottii; 7, C. duraznensis; 8, C. gymnoventris; 9, C. vazferreirai,
10, C. luteoflammulatus; 11, C. affinis; 12, C. melanoorus; 13, C. sp.GG-661; 14, C. cinereus; 15, C. prognathus; 16,
C. wolterstorffi; 17, C. cheradophilus; 18, C. nioni; 19, C. cyaneus; A, Pterolebias longipinnis; B, Trigonectes balzanii; C,
Plesiolebias glaucopterus; D, Cynopoecilus melanotaenia.

20
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3. Abordajes genéticos Andlisis filogenéticos
(cyt-b + ARNr 12S + ARNr 16S)

Unidn de vecinos (NJ) + Maxima Verosimilitud (ML)
Bootstrap con 500 réplicas

2 linajes monofiléticos principales

27
%0

Maxima Parsimonia (MP)

—— cf.adloffi

— viarius

100 bellottii in
bellottii

nieni 60
— gymnoventris nioni 1

welterstorffi

87 —————— \viarius
adloffi 2

nigripinnis 91
— cf.cyaneus cf. adloffi
duraznensis
ag —{
8 affinis 100

- cheradephilus

— wolterstorffi

cyaneus
I— cheradophilus 3
P. longipinnis
Scale: each — is approximately equal to the distance of 0.005874 92 gymnovenfﬂ's 4
Figure 4. Rooted phylogenetic tree built by the neighbour-joining method from the pairwise distances estimat duraznensis
the Kimura two-parameter model, using Ts + Tv substitutions in multisequence dataset with 13 ingroup taxa of tl 60 cyaneus
Cynolebias. Pterolebias longipinnis was used as an out-group Rivulidae genus. Bootstrap values above 50% are s o5 5
the relevant nodes. affinis
cf. cyaneus
nigripinnis

P. longipinnis

TO po | Ogl'a S Si m i I ares | Figure 5. Phylogenetic relationships among 13 species of

the genus Cynolebias, and one Rivulidae out-group taxon
(Pterolebias longipinnis), revealed by heuristic searches in
unweighted analysis: a most parsimonious consensus (50%
majority rule) between two shortest trees of 2035 steps.
Bootstrap values above 50% are shown on the relevant
nodes.
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3. Abordajes genéticos Andlisis filogenéticos
(SOLO cyt-b)
RELACIONES DENTRO DE LA FAMILIA RIVULIDAE

Maxima Parsimonia (MP) 100 cinereus
77 vazferreirai
61 nioni 1

ﬂ{: bellottii

bellottii
99 cf.adloffi

cf.adloffi
$p.GG-661 2
adloffi
viarius
wolterstorffi

prognathus
cheradophilus

La baja resolucién
filogenética entre los géneros
Rivulidae podria deberse (en
parte) a niveles muy altos de
divergencia nucleotidica

70 5 grupos de especies

Ingroup

— luteoflammulatus 4
|_ -
gymnoventiris
alexandri
52 100 duraznensis
&1 98 cf.cyaneus

95 affinis
cyaneus

55 l' mﬁmpmms l

S. antenori Simpsonichthys

L. citrinipinnis Leptolebias

74 —— T. balzanii
@E C. melanotaenia
P. glaucopterus

P. longipinnis

Cynopoecilus

Outgroups

Figure 6. Phylogenetic relationships based on the cyt-b 27-taxa dataset revealed by heuristic searches in unweighted
analysis: one shortest tree, L = 1698, CI = 0.548, RI = 0.574. Bootstrap values above 50% are shown on the relevant nodes.
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3. Abordajes genéticos

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

Diferenciacidon genética
entre especies en el sitio
de Reserva de Biosfera de
Uruguay (Banados del
Este)

Seccion Genéti

Em-’irmmmm.v! Biology of Fishes T0: 247-256, 2004.
© 2004 Kluwer Academic Publishers. Printed in the Netherlands.

Genetic differentiation among annual fishes of the genus Cynolebias
(Cyprinodontiformes, Rivuluidae) in a Biosphere Reserve site from Uruguay

Graciela Garcia, Santiago Claramunt & Ana Inés Lalanne

Montevideo, Uruguay (e-mail: ggarcia@fcien.edu.uy)

ca Evolutiva, Facultad de Ciencias, UDELAR, Igud 4225, CP 11400,

97

En 2002...

— C.
— via

bell

nien

g

54 - cherado)

ni

adloffi

Clado bien consolidado compuesto por tres taxones
distribuidos parapatricamente en el sureste de
Uruguay:

f.adloffi
rius
ottii

i

yimnoventris

s * Cynolebias adloffi (Porto Alegre, Brasil)
* C. cf. adloffi

— cf.cyaneus

affinis

Cynolebias viarius

ensis

'— cyaneus

Scale: each — is approximately equal to the distance of 0.005874

Figure 4. Rooted phylogenetic tree built by the neighbour-joining method from the p

P. longipinnis

airwise distances estimated using

the Kimura two-parameter model, using Ts + Tv substitutions in multisequence dataset with 13 ingroup taxa of the genus
Cynolebias. Pterolebias longipinnis was used as an out-group Rivulidae genus. Bootstrap values above 50% are shown on

the relevant nodes.
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3. Abordajes genéticos

PROBIDES

Home Quienes Somos Bafa

¥

AREINTAY TRES =

(UERBALA OF
LOS CUERVC'S

YR(NTAYY‘.NS

REFERENCIAS
Cursos fluviales
Rutas
Departanentos
& Copitales departamentales
“ Arsas Protegidas ngresadas al SNAY
“ Zonas adyacentes ingresailas ol SNAP

3 Sitio RAMSAR Danadoes del Cste
y Franga Costera (2014}

O Sitio RAMSAR Laguna de Rocha (2014

(24 Reserva de Biosfera Banados del Este

~
\_3 Cuencas

s ) " 0 o
K

Sistoma de coordenadas: WGS 1914, UTM 215

Fuente; RIIOF MGAFE WMVOIMA
Facha de slaboracion 22072014

5. | MVDTMA WY/
.' e g
Cn w)"‘"/) W LU Ill *3 AL L
AdILY ¥

Figure 1. Collecting sites of Cynolebias species from *Baniados
del Este’ Biosphere Reserve in southeastern Uruguay. Numbers
in circles refers to the pond’s number mentioned in the text.
The localities for each taxon and group are as follow. Goup 1,
C. viarius: ponds no.1, 4. 11, 23 and 49. Group 2, C. adloffi
from Porto Alegre city in Rio Grande do Sul, Brazil: PG (*Puente
Gravatai’) and BR (‘BR 290%). Group 3. C. ¢f. adloffi from
southern *Bafiados del Este’: ponds no. 6, 8, 26, 28, 32, 37, 44
and 50. Group 4, C. ¢f. adloffi from northern *Banados del Este’:
ponds no. 54, 55, 43 and 42. C. nigrofasciatus at Rio Grande do
Sul near the Uruguayan frontier: pond RG.

20 charcos

* C. cf. adloffi

* Cynolebias viarius

C. adloffi (Porto Alegre) DONADOS
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3. Abordajes genéticos
Argentina Brazil '\\
— 'I:, ; FANRY
RAPD: 18 cebadores vy 6 de ellos (OPA01, 04, 10, 15, 18 y 19) e
mostraron patrones de bandas claros. ﬁ,\\““
Analisis de datos
e Matriz de distancias
* Fenograma UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Lamna do L 7/ o
Arithmetic Mean) . o
&
* Analisis de escalamiento multidimensional no métrico (MDS). }/ &
*  AMOVA: cada taxén (C. viarius, C. cf. adloffi y C. adloffi) se
. , . . Figure 1. Collecting sites of Cynolebias species from ‘Banados
asigno a diferentes gruposy subreglones del Este’ Biosphere Reserve in southeastern Uruguay. Numbers

in circles refers to the pond’s number mentioned in the text.
The localities for each taxon and group are as follow. Goup 1,
C. viarius: ponds no.1, 4, 11, 23 and 49. Group 2, C. adloffi
from Porto Alegre city in Rio Grande do Sul, Brazil: PG (‘Puente
Gravatai’) and BR (‘BR 290%). Group 3. C. cf. adloffi from
southern ‘Banados del Este’: ponds no. 6, 8, 26, 28, 32, 37, 44
and 50. Group 4, C. cf. adloffi from northern *Bafiados del Este’:
ponds no. 54, 55, 43 and 42. C. nigrofasciatus at Rio Grande do
Sul near the Uruguayan frontier: pond RG.
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3. Abordajes genéticos

Band
vianus cf. adloffi adloffi Size kb

S N
RAPD ! - .
* 54 individuos » i

e 61 bandas claramente — 031

— 050
polimorficas o

— 034
* Ningun individuo de la muestra > — —d — 029

fue idéntico a otro —ox

Figure 2. Electrophoretogram of one typical dominant RAPD
products obtained from the OPA-15 primer in individuals belong-
ing to three taxa analyzed. Left arrowheads indicate the variable
bands shared by individuals of C. viarius and C. cf. adloffi (from
N and S) Right arrowheads indicate the variable bands shared by
individuals of C. adloffi and C. cf. adloffi. Lane 8 shows the band
profile of the molecular weight marker, 1 kb DNA ladder.
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Fenograma UPGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean)

3 grupos principales:
C. viarius (1)

C. adloffi (PA) (2)

C. cf. adloffi (3 y 4)

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

855 C. vianus 1 ~
854 C. wvianus 1
77 957 C. vianus 23
963 C. vianus 23
856 C. viarus 1
280 C. wvianus 11 1
72 881 C. wianus 11
888 C. vianus 4
883 C. wianus 11
1239 C. viarus 49
1237 C. vianus 49

744 G, cf. adoffi <

746 C. cf adoffie
1258 C. of. adioffi 54
1031 C of. adioffi 28
1032 C. of. adloffi 26
1023 C. of. adioffi 37
1022 C. of. adioffi 37
Tge2 C. of. adlofi 44
] 1009 C. cf. adloffi 44
745 C. cf. adoffi6
947 G. of adoffis
747 C. of adoffi6
1194 C. of adioffi 50 3
1221 C of adioffi 50
1222 C of. adioffi 50
1185 C. of. adiofi RS
1186 C. of. adiofi AS
1011 C. of. adioffi 32
1027 C of adioffi 37

E 1008 C. of. adioffi 32
52 1080 C. of. adiofi 44

1015 G. of. adlofi 28 <

1321 C. cf. adlofi 54
1322 C. cf. adlofi 54
1100 C. cf. adlofi 42
1104 C. cf. adlofi 42
1103 C. cf. adloff 42
1080 C. cf. adlofi 43
1085 C. cf. adlofi 43
1008 C. cf. adlofi 42 4
1087 C. cf. adlofi 43
1320 C. cf. adlofi 55
1317 C. of. adlofi 55
1318 C. cf. adlofi 55

71
50
9% —
|
51
60
53 300 C. adlofi BER <
96 [_: 303 C. adlofi PG
e
304 C. adlofi PG
0.05

Figure 4. UPGMA phenogram of Nei and Li (1979) genetic distances for 50 individuals of C. viarius and C. cf. adloffi from ‘Bafiados
del Este” (Uruguay) and C. adloffi and C. nigrofasciatus from Rio Grande do Sul (Brazil). Number above branches are bootstrap values
greater than 50%. Each individual is identified in the tree by its catalog number, followed by the corresponding taxon and the number of
the pond as shown in Figure 1.

27



3. Abordajes genéticos

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

Complejo de especies
Cynolebias adloffi del sitio de
Reserva de Biosfera de
Uruguay (Bafiados del Este)

© 2006 The Author

Journal compilation © 2006 Blackwell Verlag, Berlin

Accepted on 22 September 2005
JZS doi: 10.1111/j.1439-0469.2005.00346.x

Seccion Genética Evolutiva, Facultad de Ciencias, UDELAR, Montevideo, Uruguay

Multiple simultaneous speciation in Killifishes of the Cynolebias adloffi species
complex (Cyprinodontiformes, Rivulidae) from phylogeography and chromosome data

G. GARCIA

S50 Y,
& " W C.arachan ™. _ @
q,“«\‘\ ’ BRAZIL 1 ™ N
&
; RioGrande do Sul  paBR.
7o C. reicherti
o [ S
2 s
URUGUAY / $ {
N 7 o Brazil
/ b o
"
(37
» ;
? C.charrua
Laguna 28
Negra &
0
L
"39"!"” B 41 29 o
astillos 49 )
(@ &
B . 4 o)
- 4. W
C.viarius &
\\"b
J b5

Fig. 1. Collecting sites of Cynole-
bias species in the ‘Banados del
Este’ Biosphere Reserve Site
(Insert: grey-shaded rectangular
area) in Uruguay, the Atlantic
southeastern wetlands. In the map
the grey-shaded areas around riv-
ers and coastal lagoons in the
detailed map correspond to the
Atlantic coastal wetlands. Num-
bers in circles refer to the pond’s
(CH) number mentioned in the
text. The Uruguayan localities

for each taxon are as follows:

C. viarius, ponds 1, 4, 11, 23 and
49: C. charrua, ponds 6, 8, 26, 28,
32, 33, 37, 44, 50 and 54 from
southern ‘Banados del Este’,
Rocha: C. reicherti, ponds 42, 43
and 55 from northern ‘Banados del
Este’, Rocha: C. arachan, pond PM
(‘Parque Municipal Melo’) Cerro
Largo from northeastern Uruguay.
The Brazilian sites for each taxon
are as follows: C. nigrofasciatus,
pond RG Rio Grande do Sul. close
to Uruguayan border: C. adloffi
ponds PG (‘Puente Gravatai’) and
BR (‘BR 290°) Porto Alegre city.
Rio Grande do Sul

Cynolebias charrua, ha sido considerado como un
complejo de intergradacion de poblaciones entre C.
adloffiy C. viarius al mostrar altos niveles de
variabilidad morfoldgica.

* Total de 58 individuos

* 22 charcos

Especies:

* (C.viarius

. reicherti

. arachan

. charrua

. adloffi (RG, Brasil)

. nigrofasciatus (RG, Brasil)

[ ]
OO OO0
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Fig.

1 400 veionti

2. Strict consensus of 74 258 most parsimonious trees (length = 1056) generated with 63 eyt b sequences belonging to individuals of C.

viarius, C. charrua, C. reicherti and C. arachan from ‘Bafiados del Este’ (Uruguay): C. adloffi and C. nigrofasciatus from Rio Grande do Sul
(Brazil) and taxa of the C. bellottii complex from western and northeastern Uruguay. Number above branches is bootstrap values grater than

50%.

Each individual of the C. adloffi species complex and C.

viarius is identified in the tree by its catalogue number, followed by the

corresponding number of the pond as shown in Fig. 1. Numbers of the corresponding haplotype have been included in brackets

99 99

76| 71

charrua
99

90
99 X arachan
\ 99 171

S

()
N

reicherti
99,

99

i viarius

100
99 11 2

100 00 L — i
e 99 v v

Outgroup

0.1 substitutions/site

Fig. 3. Maximum likelihood analyses [general time-reversible model with gamma correction (GTR + G + D)), based on eyt b haplotypes of the
C. adloffi species complex, C. vigrius and the outgroup composed by taxa belonging to the C. bellorrii complex: (I) C. bellorrii from western
Uruguay, (IT) C. melanoorus from northeastern Uruguay, (II1) C. cinereus from southwestern Uruguay, (IV) C. nioni and (V) C. vazferrreirai from
northeastern Uruguay. Numbers above the branches represent values from Bayesian inference obtained with the MrBAYES program. They
represent the posterior probability that the clade is true. Reticulate events are indicated by dashed lines

C. viarius se consolida como el taxdn hermano y basal del complejo de especies C. adloffi
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Laguna Merin

”!‘! (a) 2n = 48, NF = 50, (M=SM) = 2, (ST-A) =
AG DB §E &S 2SOANANAR DR AEDP 3L
0008 20 48 &4 DOADAA ARASS

A &Y —
AR AA QS IAL 8201 e anpe (b) 2n = 48, NF = 52, (M-SM) = 4, (ST-A) =

(c) 2n =48, NF =54, (M-SM) =6, (ST-A) =42

3

4 5 6 8 9 10 11 12

A
10 40 A AL 00 80 0@ ap 20 es
o

a A2 op aaso Al An & ana
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Laguna Negra

15

Nt,u (} u B0 1424 43 §4 28 00 41
5 ) (d) 2n =48, NF =56, (M-SM) = 8, (ST-A) =

Fig. 5. Canolipos 08 C. ¢ lurudL:s, @ Mer Umedales costeros del ABANtCS (Urugus, Zn
dBNF ,a » SM) ® 2, (ST-A) = 46; ¢ lupobZ BNF . nsm 4 STA 44; citotipo () 2n = 48 Nr 54 /osm s
ST-A) = 42. citoio (d) 2n = 48, NF = 56, (M-SM) = 8, (ST-A) = 40, Barra = 10

La metapoblacion podria representar las unidades de manejo en estos peces en peligro de extincion y las poblaciones
de C. charrua de la cuenca de Laguna Merin podrian incluirse en un programa de conservacion de alta priori%%d
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Hydrobiologia
https://doi.org/10.1007/s10750-019-04104-0

PRIMARY RESEARCH PAPER

Caracterizar los limites de
2 especies en la zona hibrida
en la Reserva de la Biosferay
Sitios Ramsar

Characterization of a hybrid zone between two annual
killifish genus Austrolebias from the Biosphere Reserve
and Ramsar Sites in South America

Graciela Garcia(® - Veronica Gutiérrez - Néstor Rios - Nicolas Papa -
Sebastian Serra - Marcelo Loureiro

» Zona hibrida entre A. charruay A. reicherti.

WQ""":"" | TREINTA y TRES

I gmg’ A 33
chel o
, %
L o i
1.4 W * -
A. adloffi - viarius

species

complex "

6.16+0.45 pg *
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-54
3. Abordajes genéticos
e %
Chetl
Ch53o
[CneZ
Caracterizar los limites de e, s
2 especies en la zona hibrida W AN e '/
en la Reserva de la Biosfera 'y e ) p— )
Sitios Ramsar ’ >
Fig. 1 Collecting sites of A. charrua (red circles), A. reicherti right box the five hybrid ponds and the contact zone between

(blue circles), and hybrid populations (yellow circles) in the Dos both taxa are indicated
Patos-Merin drainage system (DMS), in South America. In the

» Zona hibrida entre A. charrua y A. reicherti.

* Caracterizar los limites de las especies en la zona hibrida y probar los mecanismos
subyacentes a los eventos de introgresion y contacto secundario entre ambos taxones.

 Marcadores nucleares: 7 loci de microsatélites (*)

* Marcador mitocondrial: Cytb
* Marcadores morfoldgicos
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En 2014...

Conservation Genet Resour
DOI 10.1007/s12686-014-0266-9

MICROSATELLITE LETTERS

Isolation and characterization of eight microsatellites
from the South American annual fish Austrolebias charrua

Verénica Gutiérrez - Silvana Pereyra -

NéStOl‘ RfOS . Graciela Gal‘cfﬂ Table 1 Description of e ght microsatellie loc in A, charre
Locus Accesdon Repeat Primer sequence (5'-3") Temp. No.of alleles Size range {bp) He H'
e imtif annealing {°C) per kcus
Ach-1 KJ938493 {GATA)g F: ACACGCTGGAGAG ACTATGT 62 14 {4 208-246 (219-23T) 092 (0.79) 2.39(1.26)
R: TTCATG ACCTTGCAGTAGATT
Adv2  KI938494 {AGATly  F: TITAACTTTTGGAGTCTGTOC 51 92 368452 (388-402) 065 (0.25) 1.45 (0.38)
R: CTTTTATGTACATTGGACTCTGA
Ach-3 KJ938495 {GGAT) F: CCTOCTTACTTAGGCTGCTAC 54 9 (4 132-198 {128-152) D85 (D50) 1.90 {1.07)
R: ATCTGTGAGGTGG ACAGATTA
Received: 13 June 2014/ Accepted: 7 July 2014 Advd  KJOIB496  {AAGh, F:AGTGAGGTGGAGGAAGATT AC 9 12.(2) BB-180 (114-123) 08D 025)  1.93(038)
© Springer Science+Business Media Dordrecht 2014 R GAAGCAGCCAAAAATAAAAA
Ach-5 KJ938497 {GT) F: TCTTTATTTCACATTGGATGC 58 T2 =126 {110-112) 079 ({D5T) 1.63 {0.69)
R: TGOTGGTGATATTTTTAGGG
Adh-6 KI938498 {GT g FCAAAMACAGACCTCACGAATA 50 10{3) 240-276 (272-275) 070 {080 15T (1.0
R: GAGAATGAGCTGTGAGTTGTC
Ach-T KJ938499 TGy F:GGAATCAGGATAGTTCTGTCA 50 83 105-140 {112-132) 0T7 {073) 164 {1.01)
R: CTGTTGAAATCACTTGTCCAT
Ach-8 EI938500 {ATGG), F: GCCTOCCTACTTAGGCTACTA 51 6{2) 180-315 (2T8-196) 66 {054 1.31 {(L66)

RCAAACAGAATGTCACTTGTGC

Between brackes are values for A rechern
Hg expected heterozygosity, H' Shannon-Wiener Divessity Indices
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Caracterizar los limites de
2 especies en la zona hibrida
en la Reserva de la Biosferay

Andlisis discriminante de Componentes Principales

Sitios Ramsar

Fig. 3 DAPC Scatterplot
of DAPC (Jombartetal.
2010) performed on 7
microsatellite loci for nine
populations of the parental
spevies A charrua,

A reicherri, and putative
hybrids. Populations e
shown by colors A charrua
(red), A_ reicheri (blue),

hybrid populatins (yellow),

5% inertia ellipses, and
squares repreeent individual
genotypes. Axes dhow the
first two diseriminant
functions, and eigenvalues
the genaiic information
retsined by discriminant
functions

Con] AW

CH62
CH60

[ e

igenvalueg |
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Fig. 1 Collecting sites of A. charrua (red circles), A. reicherti right box the five hybrid ponds and the contact zone between
(blue circles), and hybrid populations (yellow circles) in the Dos both taxa are indicated
Patos-Merin drainage system (DMS), in South America. In the
Hydrobiologia

Hap. cytb
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Genetica (2014) 142:87-98
DOI 10.1007/s10709-014-9756-7
Primera estimacion del Burst speciation processes and genomic expansion
tamafio gendmico de varias in the neotropical annual Killifish genus Austrolebias
especies del género (Cyprinodontiformes, Rivulidae)
o M V24
Austroleblas G. Garcia - V. Gutiérrez - N. Rios -
B. Turner - F. Santifiaque - B. Lopez-Carro -
G. Folle
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Primera estimacion del
tamaino genodmico de varias
especies del género
“Austrolebias”

29 especies de Austrolebias
* Cynopoecilus melanotaenia

33 charcos

Cuenca de los rios Uruguay- Parana-Paraguay, Rio Negro

Lagunas costeras del este

Cuencas de la costa atlantica de Uruguay y el sur de

Brasil.

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos
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Fig. 1 Distribution map of collection sites for Austrolebias species
and Cynopoecilus melanotaenia from natural populations. 1. A.
adloffi, 2. A. affinis, 3. A. alexandri, 4. A. arachan, 5. A. bellottii, 6. A.
charrua, 7. A. cheradophilus, 8. A. cinereus, 9. A. durazensis, 10. A.
elongatus, 11. A. gymnoventris, 12. A. juanlangui, 13. A.

luteoflammulatus, 14. A. luzardoi, 15. A. melanoorus, 16. A.
monstrosus, 17. A. nigripinnis, 18. A. nioni, 19. A. nonoiuliensis,
20. A. patriciae, 21. A. periodicus, 22. A. prognathus, 23. A. quirogai,
24. A. reicherti, 25. A. robustus, 26. A. vandenbergi, 27 A. vazferrei-
rai, 28. A. viarius, 29. A. wolterstorffi, C. Cynopoecilus melanotaenia
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Estimacion del contenido de ADN celular mediante citometria de flujo

Primera estimacion del
tamaino genodmico de varias
especies del género
“Austrolebias”

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

Fig. 2 Flow cytometric DNA
content determinations from
liver cells of the different
Austrolebias species complexes
and Cymopoecilus melanotaenia

(M2). The 2C peak cormesponds

to the M2 marker in liver cells.
ZLehmfish (Danio rerio) DNA
content (mean 3 48 pg) was
used as control (M1). a A.
elongatus (583 pgi: b DNA
content of testicular cells
analyzed in A elongans: C
(M1}, 2C {M2) and 4C testis
cell subpopulations. ¢ A. affinis
(5.87 pzi d A charra

(6.23 pz). e A woltersrorfi
(5.39 pg). f C. melanoraenia
(2.63 pz)

* 62 inds. diploides (16 spp. de Austrolebias)

* Cynopoecilus melanotaenia

Valor promedio de
5,95 *+ 0,45 pg (media * SE)
de ADN por célula

Counts

2 | —
" wH Hwe 2 3
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2
g S
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3. Abordajes genéticos

Estimacion del contenido de ADN celular mediante citometria de flujo

Fig. 2 Flow cytometric DNA 2 g, —
content determinations from wiH M H
. . ./ liver cells of the different 8 A. elongatus A. elongatus
Prlmera estlmaclon del Austrolebias species complexes E
and Cymopoecilus melanotaenia 2
~ z . . {M2). The 2C peak corresponds
tamano genomlco de Va rlas to the M2 marker in liver cells. 2 &
Fehmfish (Danio rerio) DNA Céhl]ane
H 4 content (mean 3 48 pg) was 8 testiculos
especies del género used a5 contral (M1, 8 A s
elongatus (583 pgi: b DNA B
o" . ” content of testicular cells
AustrOIebIaS analyzed in A elongans: C 2 N
(M1}, 2C {M2) and 4C testis a
cell subpopulations. ¢ A. affinis o e
Table 1 Average of DNA content (mean + SE) in each Austrolebias (5.87 pg). d A charra 200 400 G0 0 L] L] 200 400 00 800 1000
species and C. melanotaenia determined by flow cylometry (6.23 pz). & A wolterstonfi
(5.30 pe). £ C. melanoraenia R M1 &
Species 2C DNA content (pg)  2n NF (2.63 pg) . o
; 2 - A. affinis A. charrua
. . M
A. affinis + A. duraznensis  5.88 4 0.35 (7) 48* 52 ¥
A. alexandrii 523 £0.15(3) 48" 58% #
A. charrua 6.13 + 032 (4) 4ge4 5204 2 s 8
A. cheradophilus 6.01 & 0.46 (3) 300 48 E . . e
A. cinereus 5.61 =+ 0.04 (1) EELE O
A. elongatus 6.02 £ 034 (5 420 50" &
o
A. gymnoventris 547 £ 0.16 (6) 48 62" = - |
A. luteoflammulatus 6.17 £ 041 (8) 34¢ 48°¢ [+ X d|
=
A. melanoorus 5.61 (1" 48" 50" - 200 400 (] 200 1000 (] 200 00 600 800 1000
A. nigripinnis 563 £045(2) 488 62&¢ g _ .
A. thus 6.97 £0.18 (2) 36° 52¢ 8 . .
prognarius N N " M2 A wolterstorffi = ™ C. melanotaenia
A. quirogai 6.31 £ 0.10 (3) 34 52 |
A. reicherti 6.40 £ 0.03 (4) 484 5204 ] g
A. vazferreirai 5.74 + 0.06 (2) 46> soP 2
A. viarius 595 £0.20 (4 46° 50° 8 miH g
A. wolterstorffi 555 £0.12 (5) 46° 50¢ s | & I
= |
| C. melanotaenia 2.72 £ 0.06 (2) S
&
The number of analyzed specimens is indicated between brackets. 2n: &
chromosome number; NF: arm number | 2
4 Garefa et al. (1995), ® Garefa et al. (2001), ¢ Loureiro and Gareia = e . f
(2004), ¢ Gareia et al. (2006), © Garcia et al. (1993). " Maspoli and 200 400 B0 B0 M0 g 200 g0 eo0 1000
Garcia (1988), & Scheel (1972). " present work. = Only one flow Propidium lodide-Area
cylomelry estimation was obtained 38




3. Abordajes genéticos

Primera estimacion del
tamaino genodmico de varias
especies del género
“Austrolebias”

* 55 secuencias cyt-b

* Grupo externo:
v' C. melanotaenia, K. marmoratus
v' Nothobranchius furzeri

* Analisis: MP / Bayesiano / ML

MONOFILIA del género!!! P

2C ~ 6 pg

“GENOMA GIGANTE” ———

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos
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En otros Rivulidos...

Nothobranchius ‘

SIS
.,
.

r———-

Austrolebias I
~3.0Gb

____J

I Kryptolebias ~ 900 Mb I

Pohl et al. (2015) 40
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4. Abordajes Gendmicos

Genetica (2015) 143:353-360 \
DOI 10.1007/s10709-015-9834-5 CrossMark

Exploracion del origen del
. . Next-generation sequencing detects repetitive elements expansion
genoma gigante mediate NGS in giant genomes of annual Killifish genus Austrolebias
(Cyprinodontiformes, Rivulidae)

G. Garcia® - N. Rios! * V. Gutiérrez’

» 454 GS FLX Titanium technology (Macrogen, Korea)

Table 1 Cytogenetics,

Species Austrolebias charrua Cynopoecilus melanotaenia
genomic and sequencing
features of the Rivulidae studied Chromosome number (2n) 48 44
species IC value (pg) 3.07 136

Genome size (Gb) 3.0 1.33

Sequenced read number 134,390 141,218

Total read length (Mb) 47.6 55.1

454-Pyrosequencing genome coverage (%) 1 % 1.8 %

Repetitive DNA cluster number 364 151
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Exploracion del origen del
genoma gigante mediate NGS

» El ensamblaje de la secuencia repetida se
realizé utilizando RepeatExplorer
(http://repeatexplorer.umbr.cas.cz/)

Abordajes moleculares en la conservacion de peces anuales Sudamericanos

ADN moderadamente repetido:
* A. charrua: ~ 45%.

* C. melonataenia: ~ 25%.
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Fig. 2 a Frequency of cluster repeats in A. charrua (white) and C.
melanotaenia (black). b Repeat abundance based on 454 reads
clustered using RepeatExplorer in A. charrua (white) and C.
melanotaenia (black) 42
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A recent and rapid genome expansion driven by the amplification
of transposable elements in the Neotropical annual killifish

Garcialebias charrua

Gajardo F'2, Valdivieso C'2, Di Genova A" Pereiro L2, Arezo MJ*, Nardocci G'5, Rojas
N'? Gutiémez V¥, Papa NG*, Berois N*, Orellana A7, Gutiérez RAVE Gonzalez M1,
Mendez MA'2, Montecino M'3, Hodar C'2, Glavic A'2, Maass A'3 Garcia G, Allende

ML'3T
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5. Abordajes Transcriptomicos

. genes MDPI

2019

Descubrimiento y validacién | 27 . o
de SNP basa dyos en el Transcriptome-Based SNP Discovery and Validation
transcriptoma en la zona in the Hybrid Zone of the Neotropical Annual Fish
Genus Austrolebias

hibrida
1,%,1
2,3

1

Graciela Garcia

, Néstor Rios 1), Veronica Gutiérrez 1), Sebastian Serra 23 and

Marcelo Loureiro
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» Zona hibrida entre A. charruay A. reicherti. =
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A. adloffi - viarius Figure 1. Geographic distribution of taxa in the hybrid zone. A. charrua (red area), A. reicherti (blue
species area) and hybrid populations (yellow areas) in the Dos Patos-Merin drainage system (DMS), South
complex 1] America. In the right-hand box, the hybrid ponds in the contact zone between both taxa are indicated.

6.16+0.45 pg *
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Figure 1. Geographic distribution of taxa in the hybrid zone. A. charrua (red area), A. reicherti (blue

area) and hybrid populations (yellow areas) in the Dos Patos-Merin drainage system (DMS), South
America. In the right-hand box, the hybrid ponds in the contact zone between both taxa are indicated.

» Zona hibrida entre A. charrua y A. reicherti.

* Probar los mecanismos subyacentes a los eventos de introgresion y contacto
secundario entre ambos taxa.

» Obtencion de mds marcadores nucleares para respaldar el patrén bimodal de la zona
hibrida.

* Marcadores morfoldgicos
* Marcadores nucleares: sec. de los transcriptomas (RNA-seq) de A. charrua,
y A. reicherti

* Marcador mitocondrial: Cytb
45
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5. Abordajes Transcriptomicos
» 103 marcadores SNP

2019

Descubrimiento y validacion .
de SNP basados en el
transcriptoma en la zona
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Figure 2. Discriminant analysis of principal components (DAPC) scatter plots [36] based on 103 SNP
loci for eight populations of the parental species A. charrua and A. reicherti and putative hybrid ponds.
Populations are shown by colours: A. charrua (red), A. reicherti (blue), hybrid populations (yellow) and
95% inertia ellipses, squares represent individual genotypes. Axes show the first two discriminant

functions, and eigenvalues the genetic information retained by discriminant functions.

Hap. cytb |

SNPs + Cytb + morfologia: revelaron
una estructura poblacional en la que
algunos hibridos presentan un nivel
diferente de introgresion hacia una u
otra especie parental segun su
K=5 distribucion geografica.

Figure 3. Individual assignment results using STRUCTURE software based on 103 loci. (A) K =2; (B)

K =3, (C)K=4and (D) K =5. Admixture analyses showing the proportion of the genome of each

individual originated from A. charrua or A. reicherti. Each individual is represented as a vertical bar

divided into segments representing the proportion of the genome corresponding to A. charrua (red) or

A. reicherti (blue). Populations are labeled above the bar plots; mt bars: represent the Cytb haplotype 46
assignation of each individual to A. charrua (red) or A. reicherti (blue) species.
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5. Abordajes Transcriptomicos

] 2023- 2025)

Vias regulatorias compartidas entre diapausa )
. . .. Facultad de GUTIERREZ VERONICA
22520220100390UD | embrionaria y el envejecimiento en el pez dcultad de AREZO REZZA  |MARIAJOSE | 2 | 1250000,00
. \ Ciencias COPPETTI ANDREA
anual sudamericano Austrolebias charrua
I L. - B © e e B .- B T T T T T T T 1
7 Al
OBJETIVO GENERAL:

Contribuir al conocimiento de las claves moleculares asociadas a las diapausas v envejecimiento de los vertebrados
mediante la identificacion de genes v vias de regulacion de la homeostasis en condiciones ambientales controladas en
ambas etapas del ciclo de vida de 4. charrua.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener los transcriptomas del tejido branquial y hepatico de juveniles v seniles de 4. charrua.

2. Obtener un transcriptoma de referencia mediante el ensamble de novo de secuencias embrionarias v de tejidos
adultos (Juveniles v seniles).

3. Identificar genes con expresion diferencial entre cada tejido (branquial y hepatico) de juveniles y seniles de A.
charrua.

4. Establecer la presencia de genes encendidos v/o apagados y vias regulatorias compartidas entre embriones en
diapausa I y los tejidos de individuos seniles de A. charrua.

5. Corroborar los resultados obtenidos en el punto anterior mediante amplificacion en tiempo real (qPCR) de los
principales genes expresados en ambas etapas.

6. Analizar los tipos de seleccion actuando sobre los genes candidatos identificados en ambas etapas de la ontogenia.
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Reflexion final

Los estudios sobre los peces anuales son
multidisciplinarios, con un enfoque especial en como
las especies responden al cambio climatico, la
contaminacion y |la fragmentacion de sus habitats

Garcia et al. (2022) 48
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