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Introduccion

Las especies de peces migratorios de rios Sudamericanos realizan desplazamientos
ascendentes con fines reproductivos. La extension de las migraciones puede ser variable en
las distintas especies, no obstante, la del grupo de los grandes migratorios asciende a varios
cientos de kilometros en trayectos que van desde las zonas habituales de alimentacion, hasta
las areas aguas arriba donde llevan a cabo los desoves. Una vez alcanzadas estas ultimas, las
hembras evacuan una elevada cantidad de huevos en ambientes con condiciones de flujo, o
bien, proximos a ellos, de manera que los nuevos individuos ingresen mas o menos

prontamente en la deriva hacia aguas abajo. Unas 12-18 horas mas tarde los huevos



eclosionan y durante la deriva descendente los embriones libres desarrollan gradualmente los
rasgos morfoldgicos caracteristicos de las larvas de cada especie. De esta forma, sélo una vez
transcurridos algunos dias, las larvas pueden ser identificadas. Cuando las condiciones
hidroldgicas lo hacen posible, las larvas se distribuyen hacia las areas marginales de cria

donde continuaran la vida larval y juvenil.

El problema del bloqueo de las migraciones ascendentes y de la deriva descendente
por parte de los emprendimientos hidroeléctricos ha sido objeto de estudio, dado que en los
peces migratorios ambas dindmicas se ven afectadas por el proceso de fragmentacidn gradual
de las cuencas (Agostinho et al, 2002, 2005, 2007, 2011; Pelecice et al, 2015). Por ello, la
determinacion mas o menos precisa de la localizacién de las areas de desoves y el grado de
obstruccion potencial que los emprendimientos hidroeléctricos imponen a la distribucién de
los productos de su reproduccion son informacion esencial para la conservacion de las

especies y el planteo de medidas de mitigacién de los impactos.

Los métodos para la estimar la localizacion de las areas o habitats esenciales de las
especies se basan en las indicaciones surgidas de muestreos de ictioplancton, dado que en las
proximidades de las zonas de desove predominarian los huevos y larvas recién eclosionadas,
mientras que las larvas mas desarrolladas lo harian en tramos contiguos a las areas de cria.
El criterio morfologico permite estimar la localizacion general de las mismas mediante
calculos de desplazamiento a partir de la velocidad de la corriente y el grado de desarrollo de
los individuos, no obstante, la identificacion de los estadios de desarrollo mas tempranos
(huevos y embriones) a nivel especifico permite una estimacion més precisa, aunque
demanda el uso de métodos confirmatorios basados en técnicas moleculares. En particular,
la secuenciacion de nueva generacion (NGS por sus siglas en inglés) permite explorar la
composicion especifica de una muestra de individuos en estadios de desarrollo muy

temprano.

Los datos acumulados basados en la presencia de larvas identificables hasta el presente
permiten inferir que existe reproduccion de peces migratorios aguas abajo y arriba de la
represa de Salto Grande (Fuentes et al, 2018). No obstante, se ha encontrado evidencia del
paso de individuos en estadio larval desde el tramo medio hacia el inferior del Rio Uruguay,

lo que induce la pregunta de en qué proporcion los estadios larvales de todas las especies que



derivan en el tramo inferior son originados en el mismo respecto a aguas arriba de Salto
Grande (Fuentes et al, 2016). La utilizacion de técnicas moleculares permitiria entonces
evaluar los eventos reproductivos a partir de estadios muy tempranos con un alto grado de

precision, lo que permite poner a prueba las siguientes hipotesis:

a) Las especies migratorias de peces se reproducen en ambos tramos del Rio Uruguay.

b) La reproduccion de los grandes migratorios ocurre en los tramos superiores de ambas
secciones Media e Inferior del Rio Uruguay.

¢) Laimportancia relativa de la reproduccion de peces migratorios es mayor en el tramo

medio del Rio Uruguay.

En el presente informe se reportan los resultados del uso técnicas de NGS para la
identificacion de huevos y embriones recientemente eclosionados, en el Rio Uruguay Medio
e Inferior, durante el periodo 2016-2017. El objetivo perseguido es describir la localizacion
de las areas de la reproduccion de peces en los tramos medio e Inferior del Rio Uruguay,
mediante el uso de la identificacion molecular de huevos y embriones recién eclosionados de

peces.

Materiales y Métodos
Muestreo

Se utilizaron muestras de huevos y larvas viteladas, que fueron colectadas y
preservadas en alcohol 96% en muestreos semanales realizados el marco de las actividades
desarrolladas por el Programa de Conservacion de la Fauna ictica y los Recursos Pesqueros
del Rio Uruguay de la CARU, entre octubre de 2016 y marzo de 2017, en 3 localidades del
tramo Medio (El Soberbio, R.A., Panambi, R.A. y Yapeyl, R.A.) y 3 del tramo Inferior del
Rio Uruguay (Benito Legerén, R.A, Paysandu, R.O.U. y Fray Bentos, R.O.U.) (Figura 1).
Las muestras de ictioplancton fueron procesadas bajo microscopio estereoscépico en el lapso
de los seis meses posteriores a la colecta. Los huevos y larvas recién eclosionadas se
agruparon siguiendo un criterio temporal, geografico y grado de desarrollo (huevos o larvas

viteladas), constituyendo 31 pooles.



Extraccion, PCR, secuenciacion y bioinformatica

Se realiz6 extraccion de ADN de 31 pooles de ictioplancton utilizando un kit de
extraccion DNeasy®Blood & Tissue Kit de Qiagen, y se midio la cantidad de ADN en
espectrofotometro de microvolumenes y su integridad en electroforesis en geles de agarosa
al 1,5 %. Se amplificaron fragmentos del citocromo b mitocondrial que fueron secuenciados
mediante técnicas de NGS. Para el procesamiento de las secuencias se utilizaron scripts
escritos en R, utilizando funciones de Biostring (Pages et al. 2019), ShortRead (Morgan et
al. 2009) y SeqinR (Charif and Lobry 2007), asi como funciones del paquete USEARCH
(Edgar 2010). Las secuencias obtenidas fueron comparadas con secuencias de citocromo b
de peces neotropicales del Genebank y de una base de secuencias propia, en especial de

especies citadas para el Rio Uruguay (Nion and Meneses 2002).

Resultados

La cantidad de secuencias de ADN obtenidas (llamadas “reads’”) por pool luego del
filtrado varid entre 32.543 y 93.847, y el total de “reads™ en las 31 muestras sumadas fue
1.881.343. Se definieron un total de 31 Unidades Taxondmicas Operacionales (OTUs, esto
es secuencias diferentes que podrian adjudicarse a unidades taxonémicas diferentes), que
representaron 6 Ordenes y 17 Familias, con 24 identificaciones a nivel de especie, 6 a género,
3 como familia, 3 a nivel de Orden y 3 solo pudo identificarse que eran peces 6seos. En el
tramo medio del rio Uruguay se observé mayor diversidad de OTUs que en el tramo inferior
(Tabla 1). Los Ordenes predominantes fueron los Siluriformes y los Characiformes, lo que
refleja la diversidad de peces adultos en el Rio Uruguay donde estos Ordenes son los més
abundantes (Tabla 1). Entre los Siluriformes, predominan las especies de la Familia
Pimelodidae, en particular los bagres pequefios y no migratorios Iheringichthys labrosus y
Parapimelodus valenciennis son dominantes en los dos tramos del rio. El Heptateridae
Pimelodella gracilis que es un bagre pequefio, también tuvo una distribucion amplia (Figura
2). Entre los Characiformes, predominan las especies de la Familia Characidae en general de
tamafio medio a pequefio. El clupeiforme Lycengraulis grossidens también mostr6 una
amplia distribucion, tanto en el tramo inferior como en el medio.

Los huevos y larvas de las grandes especies migratorias se encontraron

principalmente en el tramo medio (Figura 2) asociados a los incrementos hidrométricos de



primavera. En la Figura 3 se consignan las proporciones de las especies migratorias de
importancia comercial (Megaleporinus obtusidens, Salminus brasiliensis, Brycon
orbygnianus, Prochilodus lineatus, Pseudoplatystoma corruscans y Luciopimelodus pati),
donde puede observarse que sus huevos y larvas recién eclosionadas se encuentra
principalmente en el tramo medio, salvo por la presencia de huevos de Salminus brasiliensis
y por la observacion de larvas de pati (Luciopimelodus pati) que fueron también registradas

en el tramo inferior aunque con un menor numero de “reads”.

Discusion

La utilizacién de metodologias de secuenciacion de nueva generacion (NGS) resultd
una herramienta eficaz para la identificacion formas de desarrollo temprano del ictioplancton
del Rio Uruguay que no eran discriminados utilizando caracteres morfologicos.

La composicion de las especies fue en su mayoria concordante con las descripciones
realizadas sobre formas identificables morfoldgicamente. Los bagres pequefios y especies de
la Familia Characidae como Odontostilbe pequira resultaron abundantes en todo el rio,
principalmente en el tramo inferior. El tramo medio resultdé ser muy diverso en la
composicion del ictioplancton. A nivel molecular, se identificaron mas especies que en el
tramo inferior, entre ellas las especies migratorias que son componentes principales de la
actividad pesquera en el rio Uruguay como el Prochilodus lineatus, Megaleporinus
obtusidens, Salminus brasiliensis y Pseudoplatystoma corruscans. Esto muestra al tramo
medio, en particular en la Provincia de Misiones y Corrientes, como una region importante
para la reproduccion de especies migratorias que son la base de la actividad pesquera en el
rio; ademas los resultados muestran la importancia que el tramo medio tiene para el salmén
de rio o pirapita Brycon orbignyanus una especie de interés comercial y deportivo con
problemas de conservacion en la cuenca.

La gran diversidad de especies desovantes y la identificacion de reproduccion de los
grandes peces migratorios del Rio Uruguay, hacen de Corrientes, y en particular Misiones,
una zona muy vulnerable a alteraciones significativas del tramo del rio, como pueden ser la
construccion de represas hidroeléctricas que imposibilitan la llegada habitual de los
ejemplares adultos a las zonas de desove. La reproduccion de aquellas especies que utilizan

el canal principal del rio y su distribucion hacia aguas abajo esté& altamente influenciada por



las condiciones hidrologicas y la alteracion del caudal podria afectar seriamente la
reproduccion de muchisimas especies, y en particular aquellas migratorias que mantiene una
actividad pesquera artesanal.

El tramo inferior parece menos variable y la presencia de reproduccion de especies
migratorias no se detectd, con la excepcion de la aparicion de huevos de Salminus brasiliensis
aguas debajo de la represa de Salto Grande, una zona de alta concentracion de adultos. La
presencia de adultos de peces migratorios en el tramo inferior del rio podria estar muy
influenciada por el aporte de individuos de desoves del Rio Parana y de la deriva de larvas
desde el tramo medio a través de la represa de Salto Grande (Fuentes et al. 2016), mas que
por un desove significativo de estas especies en el tramo inferior.

No se encontraron huevos o larvas de especies invasoras que han constituido serios
problemas en otras regiones como Ctenophtalmichthys molitrix, Arstichthys nobilis,
Cyprinus carpio, u Oreochormis niloticuls, especies que han sido detectadas como adultos

en la cuenca y que podrian representar una amenaza a la diversidad ictica nativa.

Conclusiones principales y recomendaciones para el manejo

- En el Rio Uruguay, el tramo inferior parece ser de menor importancia para la reproduccién
de especies migratorias de importancia pesquera, mientras que el tramo medio, en particular
en la Provincia de Misiones y el norte de Corrientes se identificaron desoves de todas estas
especies. Se recomienda prestar especial atencion a posibles emprendimientos que alteren el
caudal del rio en la region de Misiones (tramo medio del rio), para la preservacion de los
principales recursos pesqueros del tramo medio compartido (Entre Salto Grande y Bella
Unién) y al tramo inferior por medio de deriva de larvas aguas abajo a través de la Represa
de Salto Grande.

- Se destaca que no se encontraron huevos o larvas no viteladas de especies invasoras pero
seria recomendable vigilar la presencia de esas especies en el ictioplancton, de modo de tener
una alerta temprana de su reproduccion, para mitigar la influencia negativa que pudieran

tener las especies invasoras sobre la diversidad ictica del Rio Uruguay.
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Figura 1. Localidades del Rio Uruguay donde se realizaron los muestreos de huevos y larvas
viteladas. El area roja consigna la zona de deriva en tramo medio y en azul la del tramo
inferior. Los numeros indican las localidades de muestreo: El Soberbio (1), Panambi (2),

Yapey (3), Benito Legerén (4), Paysandu (5) y Fray Bentos (6).
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Figura 2. Proporcion de individuos de cada especie en las muestras, agrupadas segun
estrategia reproductiva. ES (ElI Soberbio), PA (Panambi), YA (Yapeyu), BL (Benito
Legerén), PU (Paysandu) y FB (Fray Bentos). EL eje x indica espacio y tiempo segun las
etiquetas dispuestas. Las etiquetas finalizadas con H y L indican pooles de huevos y larvas

respectivamente.
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Figura 3. Proporcién de las especies observadas por muestra al considerar solamente las

especies migratorias de rango largo de importancia pesquera (Megaleporinus obtusidens,

Brycon orbignyanus, Salminus brasiliensis, Prochilodus lineatus, Luciopimelodus pati vy

Pseudoplatystoma corruscans) en las 31 muestras analizadas.
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Tabla 1. Distribucion de las Unidades Taxonomicas identificadas en los tramos medio e

inferior del Rio Uruguay, indicando la estrategia reproductiva de la especie relacionada a su

movilidad. NC: no conocida; Res: residente; MRCM: migratorio de rango corto o medio;

MRL: migratorio de rango largo.

Estrategia Tramo Tramo

Especie reproductiva medio inferior

TELEOSTEIO1 NC + +

TELEOSTEI 02 NC + -

TELEOSTEI 03 NC + -

ORDEN CHARACIFORMES

Characiformes 01 NC + -
Familia Parodontidae

Parodontidae 01 Res + +
Familia Curimatidae

Cyphocharax platanus Res + +

Cyphocharax sp_01 Res - +
Familia Prochilodontidae

Prochilodus lineatus MRL + -
Familia Anostomidae

Leporinus striatus MRCM + +

Megaleporinus obtusidens 01 MRL + -

Megaleporinus obtusidens 02 MRL + -

Schizodon sp. 01 MRCM + +

Schizodon sp. 02 MRCM + -
Familia Crenuchidae

Characidium zebra Res + .
Familia Characidae

Astyanax sp. Res + +
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Odontostilbe pequira
Characidae 01
Characidae 02

Familia Bryconidae
Brycon orbignyanus
Salminus brasiliensis 01
Salminus brasiliensis 02

Familia Cynodontidae
Rhaphiodon vulpinus

ORDEN SILURIFORMES

Siluriformes 01
Siluriformes 02

Familia Heptateridae
Pimelodella gracilis

Familia Pimelodidae
Iheringichthys labrosus
Luciopimelodus pati
Megalonema platanum
Parapimelodus valenciennis
Pimelodus albicans
Pimelodus maculatus
Pseudoplatystoma corruscans

Familia
Pseudopimelodidae

Microglanis sp
Pseudopimelodus mangurus
Familia Trichomycteridae

Paravandellia sp

Res
Res

Res

MRL
MRL

MRCM

NC
NC

Res

MRCM
MRL
MRCM
MRCM
MRCM
MRCM
MRL

Res

MRCM

Res
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Familia Doradidae
Pterodoras granulosus
ORDEN CLUPEIFORMES
Familia Engraulidae
Lycengraulis grossidens
ORDEN PERCIFORMES
Familia Sciaenidae
Pachyurus bonariensis

ORDEN
PLEURONECTIFORMES

Familia Achiridae

Catathyridium jeninsii

MRCM

MRCM

MRCM

Res

Numero de especies por
tramo

36

17
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