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RESUMEN

El estudio de la diversidad filogenética ayuda a la comprension de los procesos
evolutivos. Investigaciones sobre camarones del género Macrobrachium en Ecuador,
hasta la fecha son limitados. Estos organismos, fundamentales en el equilibrio de
ecosistemas de agua dulce, son un desafio para la taxonomia clasica, ya que su amplia
distribucién geografica y una marcada plasticidad ecolégica dificultan la comprension de
su evolucién ecoldgica, producto de la competencia o disponibilidad de recursos. El
objetivo principal de este estudio fue analizar la diversidad de Macrobrachium spp.
mediante el estudio filogenético de camarones en la cuenca alta del rio Napo. El disefio
metodoldgico consté de (1) Area de estudio, con muestreos en 12 sitios durante dos
épocas del afio; (2) Protocolos de laboratorio, que incluyeron extraccidon, amplificacion
y secuenciacion de ADN; (3) El andlisis de datos incluyé procesamiento bioinformatico y
filogenético mediante un enfoque de maxima verosimilitud para la construccién de un
arbol filogenético de genes concatenados COl y 16S. La filogenia reveld 3 linajes del area
de muestreo genéticamente distintos y dos linajes correspondientes a M. brasiliense y
M. veredensis, representados por altos valores de soporte nodal. La distancia genética
para COl varié de 6.72 a 14.80% (p-D promedio= 10.68 + 0.40) y en 16S vari6 de 2.39 a
10.14% (p-D promedio= 7.41 + 0.21). Esto resaltd la presencia de posibles linajes con
diversidad criptica relacionada particularmente con Macrobrachium brasiliense. La
identificacion de linajes genéticos Unicos con posibles nuevas especies potenciales
recalcd la importancia de acelerar el estudio taxonédmico y biogeografico, mas aun en
localidades clave de la cuenca alta del rio Napo, que son el refugio de la biodiversidad
acuatica. Ademads, es fundamental promover programas de conservacién en estas areas

vulnerables, que representa una de las zonas mas biodiversas del mundo.

Palabras clave. Cuenca alta del rio Napo, Diversidad criptica, Macrobrachium,

sistematica filogenética.
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ABSTRACT

The study of phylogenetic diversity helps to understand evolutionary processes.
Research on shrimp of the genus Macrobrachium in Ecuador is limited to date. These
organisms, fundamental in the equilibrium of freshwater ecosystems, are a challenge
for classical taxonomy, since their wide geographic distribution and marked ecological
plasticity make it difficult to understand their ecological evolution because of
competition or availability of resources. The main objective of this study was to analyze
the diversity of Macrobrachium spp. through the phylogenetic study of shrimp in the
upper Napo River basin. The methodological design consisted of (1) Study area, with
sampling at 12 sites during two seasons; (2) Laboratory protocols, which included DNA
extraction, amplification and sequencing; (3) Data analysis included bioinformatic and
phylogenetic processing using a maximum likelihood approach for the construction of a
phylogenetic tree of COl and 16S concatenated genes. The phylogeny revealed 3
lineages from the sampling area genetically distinct and two lineages corresponding to
M. brasiliense and M. veredensis, represented by high values of nodal support. The
genetic distance for COIl ranged from 6.72 to 14.80% (average p-D = 10.68 + 0.40) and in
16S ranged from 2.39 to 10.14% (average p-D = 7.41 + 0.21). This highlighted the
presence of possible lineages with cryptic diversity related particularly to
Macrobrachium brasiliense. The identification of unique genetic lineages with possible
new potential species emphasized the importance of accelerating the taxonomic and
biogeographic study, even more so in key localities of the upper Napo River basin, which
are the refuge of aquatic biodiversity. In addition, it is essential to promote conservation
programs in these vulnerable areas, which represent one of the most biodiverse areas

in the world.

Keywords. Genetic distance, Macrobrachium, phylogenetic systematics, upper Napo

River basin
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INTRODUCCION

El género Macrobrachium (Bate, 1868) (Decapoda: Palaemonidae) representa una alta
diversidad y plasticidad ecoldgica, con mdas de 100 especies cuyo rol es considerado
como fundamental en el equilibrio de ecosistemas de agua dulce de regiones tropicales
y subtropicales (Vega-Villasante et al., 2011; Garcia-Guerrero et al., 2013; Bastidas,
2015; Lépez-Sanchez, 2023; Rossi et al., 2020). En la region neotropical, se conocen al
menos 57 especies del género Macrobrachium (Hayd & Anger, 2013), y estd dentro de
una de las familias mas numerosas, Palaemonidae (83 especies) (De Grave et al., 2007).
En paises como Ecuador, Pert y Colombia, se ha documentado la presencia de 2, 8y 20
especies de este género respetivamente, tanto en las cordilleras orientales como
occidentales, lo que evidencia la riqgueza y amplitud de su distribucion en estas regiones,
pero también la falta de estudios en Ecuador (Garcia-Davila & Magalhaes, 2003; Valencia

& Campos, 2007; Campos, 2014; Zelada-Mazmela et al., 2025).

La regién amazdnica con una extensién de 5,800.000 Km? de darea geografica, se
constituye como punto de acceso a la biodiversidad. Su vasta red de rios y cuerpos de
agua dulce integra un mosaico complejo de habitats influenciados por pulsos de
inundacién y por el patréon de flujo de nutrientes (Junk et al., 1989) y favorece a la
dinamica ecoldgica. En este contexto, la cuenca alta del rio Napo en al nororiente del
Ecuador, se conforma de humedales y alberga a las principales cuencas hidrograficas del
pais, representa una de las zonas mas biodiversas del mundo en la region amazénica
(Cisneros, 2003; Cabrera et al., 2023). De igual manera, la region Amazénica enfrenta
presiones antrépicas como la contaminacién quimica derivada de actividades
extractivas (Capparelli et al., 2021; Galarza et al., 2021; Cabrera et al., 2023) y efectos
del cambio climdtico (Aguirre et al., 2015) que podrian comprometer la supervivencia
de especies que aun no han sido descritas formalmente (UICN, 2001). En la regién
amazénica del Ecuador, estudios actuales aun reportan a dos especies del género
Macrobrachium, M. brasiliense y M. amazonicum (Rodriguez-Haro et al., 2024). Sin

embargo, Macrobrachium brasiliense es la Unica de este género registrada formalmente
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para el pais segun la Lista roja actualizada por De Grave, (2012). Aunque existen estudios
de revision bibliografica sobre la biologia y ecologia de Macrobrachium brasiliense en el
pais (Bastidas, 2015), hasta la fecha no se han realizado investigaciones genéticas que

detallen su diversidad filogenética.

Las especies bioldgicas son consideradas las unidades basicas para clasificar la
biodiversidad y disefiar estrategias de manejo (Mayr, 1942). Gracias al estudio de De
Queiroz (2007), se conoce el concepto unificado de especie, que define a las especies
como linajes (serie antepasado-descendiente) metapoblacionales que evolucionan por
separado, con una propiedad contingente, es decir, su evolucién depende de factores
evolutivos, ecoldgicos y genéticos. Bajo este contexto, la coexistencia de especies
morfolégicamente similares, pero genéticamente distintas (especies cripticas),
representa un desafio para la taxonomia clasica dentro de este género, ya que dichas
especies podrian pasar desapercibidas sin el uso de herramientas moleculares (Zelada-
Mdazmela, 2020). Este fendmeno, junto con una alta conservacidn entre especies puede
ocasionar errores en la clasificacion y por ende la subestimacién de la diversidad
bioldgica de la regién (Pileggi & Mantelatto, 2010; Rossi & Mantelatto, 2013; Pileggi et
al., 2014). Para superar estas limitaciones, los genes mitocondriales COIl y 16S son
marcadores comunmente usados en la delimitacidn de especies, la identificacién de
especies, la deteccién de la diversidad criptica y el andlisis de patrones filogenéticos
dentro de las poblaciones (Murphy & Austin, 2005; Pérez-Losada et al., 2004; Vergamini
et al., 2010).

La hipdtesis de este estudio plantea la posibilidad de encontrar mas de una especie de
Macrobrachium en la regidon amazdnica del Ecuador, especificamente en la cuenca alta
del rio Napo, un punto de acceso a la biodiversidad. Con el uso de la sistematica
filogenética, se pretende analizar la diversidad de Macrobrachium spp. Para esto, (1) se
analizé las variaciones genéticas entre poblaciones que se sospechan, corresponden a
especies cripticas del género Macrobrachium spp, comunes en este género; (2) se
reconstruyé una filogenia donde se identificd linajes que son ser independientes,

siguiendo el concepto unificado de especie y finalmente, se evalud la variabilidad
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genética dentro del género. Este enfoque molecular es esencial en la validacién

taxondmica, y permite corroborar o refutar las hipdtesis taxonémicas previas.
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MATERIALES Y METODOS.

Area de estudio

La colecta se realizé en 12 sitios de muestreo que cubren un gradiente altitudinal de 350
hasta los 1,019 metros sobre el nivel del mar, que abarcé aproximadamente de 35 km
lineales de rio en un mosaico de ambientes modificados por actividades antrépicas en
la cuenca alta del rio Napo (Cabrera et al., 2023; Capparelli et al., 2021; Galarza et al.,
2021). Segun, MECN (2009), se trata de un ecosistema piemontano andino, se ubican
dentro del rango altitudinal de este estudio y representan una zona de transicion entre
las tierras bajas amazdnicas y ecosistemas montanos. Ademas, presenta variabilidad en
temperatura, humedad y composicion vegetal, influenciada por la altitud, esto resalta
en la dinamica y estructura de los ecosistemas acuaticos de la regiéon (Ministerio del

Ambiente del Ecuador, 2012) (Figura 1).

s A
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Figura 1. Mapa de distribucién geografica de 12 localidades de muestreo en la cuenca alta del rio Napo,
nororiente del Ecuador. El mapa contiene informacién de los limites de las areas protegidas y los puntos
de colecta, los sitios de muestreo se pueden visualizar en el Anexo A.
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Colecta e identificacion de especimenes

El Ministerio de Ambiente, Agua y Transicion Ecolégica (MAATE) aprobd el permiso para
la recolecta de los especimenes con el permiso nimero MAAE-ARSFC-2021-1890 vy
accesos a recursos genéticos MAATE-DBI-CM-2021-0177. Los decdpodos fueron
recolectados una Unica vez en cada sitio y periodo, durante los meses de enero y marzo
de 2022 para el periodo himedo (promedio + SD = 329.55 + 186,73 mm3), y durante los
meses de agosto y septiembre para el periodo seco (promedio + SD = 220.28 + 83.23
mm3) (Anexo A). La colecta fue realizada por dos personas durante 30 minutos en cada
orilla, rio arriba. Los especimenes de crustdceos se recogieron utilizando tamices
circulares (60 cm de diametro y una red de 2 mm). Los especimenes fueron introducidos
en bolsas de agua a 4°C (Shock térmico) para ser transportados al laboratorio de Biologia
de Docencia 2 de la Universidad Regional Amazédnica lkiam. Los especimenes colectados
fueron preservados en etanol al 96% para su conservaciéon y almacenados a -20°C. Los
especimenes fueron identificados hasta el nivel de familia y género de acuerdo con las
claves dicotomicas de identificacién para la regién Amazdnica de los paises vecinos
Colombia, Brasil y Perd (Campos, 2016; Garcia-Ddvila & Magalhaes, 2003; Holthuis,
1951; Valencia & Campos, 2007). El sexo de cada individuo se distinguid por la presencia
o ausencia del apéndice del segundo par de pleépodos (Bauer, 2004). Los especimenes
analizados en este estudio pertenecientes a la coleccién de invertebrados del
Laboratorio de Biologia Integrativa de la Universidad Regional Amazdnica lkiam se

encuentran en proceso de ser depositadas en las bases de datos del GenBank del NCBI.

Protocolos de laboratorio

Extraccion de ADN y amplificacion

Se realizd un corte transversal a partir del tercer pledpodo hacia la cola, para extraer el
exoesqueleto y conservar el tejido en tubos de 2 mL, y se conservd el resto del
espécimen en tubos de 15 mL con etanol al 96%. Antes de la trituracidn se colocé entre
15 a 20 mg de cada muestra en congelacién a -80°C por 30 min. La extraccion de ADN
del tejido se realizé siguiendo el protocolo E.Z.N.A.® Insect DNA Kit (Omega Bio-tek, Inc.,

Norcross, GA, EE. UU) (Anexo B). La concentracidn y pureza de cada una fue medida a
6
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partir de 2 puL de cada muestra mediante The NanoDrop™ One/Onec Microvolume UV-
Vis Spectrophotometer (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). La amplificacién fue
realizada mediante un Termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ HID de 96 pocillos,
0,2 ml (Thermo Scientific, EE.UU) con los marcadores degenerados, que contienen los
adaptadores de Nanopore, del Citocromo oxidasa | (dgLCO-1490 F
5 TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC-GGTCAACAAATCATAAAGAYATYGG 3°; dgHCO-2198 R
5'ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC-TAAACTTCAGGGTGACCAAARAAYCA 3°) (Meyer &
Paulay, 2005) y el gen 16S rRNA (16sSar-L_F S5 TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC-
CGCCTGTTTATCAAAAACATS3; 16sSbr-H_R 5 ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC-
CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 3°) (Palumbi et al.,, 2002) provenientes del ADN

mitocondrial.

La reaccién final fue de 15 pL con 4.3 ul agua tipo 1, 7.5 uL de 1X FastGene Optima
HotStar, 0.6 pL a 0.4 uM de marcadores, 2 pL a 50 ng/uL de ADN y 50 ng/uL de (BSA:
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Se uso el siguiente perfil térmico de las reacciones para
COl: denaturalizacidn inicial de 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 seg,
hibridacién de 52°C por 45 seg y una extensiéon de 72°C por 45 seg, finalmente una
extension de 72°C por 5 min. Las condiciones del termociclador para el 16S rRNA fueron:
10 min a 95°C en denaturalizacién inicial, seguido de 37 ciclos de 94°C por 1 min,
hibridacién de 53°C por 1 min y una extension de 72°C por 1 min, finalmente una
extension de 72°C por 10 min. Los productos de PCR fueron visualizados en agarosa al
1.5% en una cdmara de electroforesis de 50 mL horizontal configurada a 80 voltios, 400
mAMPs por 40 min y tefiidos con SafeView (SafeView™ Classic DNA Stain). Los
resultados se visualizaron en el Fotodocumentador ENDURO™ GDS Touch 1302 de
Labnet International.

Preparacion de librerias y secuenciacion

Previo a la asignacién de cdédigos de barra, los productos PCR fueron purificados
utilizando AMPure XP beads (Beckman Coulter, Inc, Brea, California, EE.UU.), siguiendo
las especificaciones del fabricante. Se asignd un cédigo de barras de indexacidn, a cada
muestra, utilizando el kit PCR Barcoding Expansion Pack 1-96 (EXP-PB096; ONT, Oxford,
Reino Unido). El volumen final de reaccién fue 12 uL compuesto por 0,5 pL de PCR

7
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barcode, 5.5 pL de productos de PCR y 6 puL de LongAMP Taq 20 mdster mix (New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA). EL perfil térmico que se usé fue 3 min a 65 °C,
seguido de 15 ciclos de 16 seg a 95 °C, 15 seg a 60 °Cy 30 seg a 65 °C, con una extension
final de 10 min a 65 °C. La reparaciéon del ADN se realizd mediante el kit NEBNext
(M6630), NEBNext Ultra Il repair/dA- tailing module (E7546) y la ligacion se realizé con
el kit 1D (AQK.LSK109; ONT, Oxford, UK). Cada uno de estos pasos fue purificado con
AMPure XP beads (Beckman Coulter, Inc, Brea, California, EE.UU.).

Previo a la secuenciacion se cuantifico la libreria utilizando Qubit (Qubit™ 4 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.). Para la secuenciacidn se realizd en un
MinlON Mk1C (ONT, Oxford, UK) y se utilizé una sola celda de flujo MinlON (FLO-FL
G0O01: ONT, Oxford, Reino Unido). Antes de cargar la libreria, se preparo la celda de flujo
utilizando el kit de cebado de celda de flujo (EXP.FLP002). El volumen final de carga fue
de 30 pL con 30 pL de buffer de secuenciacion (SQB); 15 uL de loading beads (LB) y 35
Fmoles de ADN en 12 plL.

Métodos de analisis

Andlisis bioinformdtico

Los datos crudos de nanopore generados por el software MINKNOW fueron tratados
empleando la imagen de Docker Desktop v4.26.0 (https://docs.docker.com/). Se
descomprimieron los archivos con las lecturas asociadas de acuerdo con el cédigo de
barras asignado en el proceso de anclaje. Con el programa Porechop v0.2.4
(https://github.com/rrwick/Porechop), se eliminaron los adaptadores y regiones de baja
calidad en el centro de las lecturas donde se detecten adaptadores internos. El programa
NanoFilt v2.8.0 (https://github.com/wdecoster/nanofilt) elimind el error con la
filtracion de lecturas con un umbral de 8.  NanoPlot v1.43.0
(https://github.com/wdecoster/NanoPlot) generd graficos que permitieron visualizar la
calidad de las lecturas. Finalmente, generamos las secuencias consenso con los

comandos del paquete NGSpeciesID v0.3.0 (https://github.com/ksahlin/NGSpeciesID) y
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en conjunto con la herramienta Racon v1.4.20, obtuvimos el refinamiento final de las
secuencias consenso (Vasiljevic et al., 2021).

Andlisis filogenético

La identidad y afinidad filogenética de las secuencias se validaron previamente en la
herramienta de busqueda (BLASTn) mediante el Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica (NCBI). Siguiendo estudios previos (Rossi et al., 2020), se tomé como
referencia a Macrobrachium amazonicum y Macrobrachium borellii para grupo externo.
Las secuencias utilizadas en el analisis fueron descargadas de la base de datos GenBank
el 6 de enero de 2025 (Tabla 1). Las secuencias fueron alineadas en el software Geneious
Prime version 2024.0.2 con el complemento de MAFFT v7. 490 con la configuracion por
defecto (https://manual.geneious.com/en/latest/9-Alignments.html ), cada uno con los
marcadores moleculares COIl y 16S rRNA (Tabla 1). Mediante el software Mesquite
version 3.81 (http://www.mesquiteproject.org/) se concatenaron los alineamientos de
cada gen para obtener una matriz final multilocus. Mediante el software online W-
IQTREE v1.6.12, se estimaron los modelos evolutivos con la configuracidon automatica
(Nguyen et al., 2015); la reconstruccidn filogenética se configurd con los métodos de
maxima verosimilitud con los siguientes soportes estadisticos, la prueba de razén de
verosimilitud aproximada de Shimodaira-Hasegawa [SH-aLRT] (Guindon et al., 2010) y la
prueba Bayes aproximada [-aBayes] (Anisimova et al., 2011) con 1000 réplicas. La
omision de UltraFast Bootstrap (UFBoot), se debe a que SH-alLRT y a-Bayes han
demostrado ser eficientes con un enfoque probabilistico para evaluar el soporte de los
nodos en analisis filogenéticos y proporciona una estimacién eficiente sin comprometer
la viabilidad del analisis (Anisimova et al., 2011). El 4rbol filogenético fue visualizado
mediante el software FigTRee v1.4.4 y editado en Inkscape v1.3.2 (Inkscape project,
2024). Finalmente, las p-distancias (p-D) se obtuvieron cargando el alineamiento de
cada gen en Geneious Prime v2024.0.2. Para generar la diversidad genética, en el
software Excel, se calcularon las estadisticas descriptivas para cada grupo, esto incluyé
la media, el valor maximo, el valor minimo y la desviacién estandar, lo que permitié

evaluar la variabilidad y diversidad genética dentro y entre grupos.
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RESULTADOS

Se generaron un total de 23 nuevas secuencias tanto de Citocromo oxidasa I, como de
16S rRNA provenientes de 12 sitios de la cuenca alta del rio Napo, que incluyeron a COI
(18 secuencias) y 16S rRNA (25 secuencias) obtenidas del GenBank. El analisis
filogenético incluyd 23 especimenes de la cuenca alta del rio Napo, 6 secuencias
conocidas nominalmente como Macrobrachium veredensis y 17 de Macrobrachium
brasiliense (Tabla 1). Mientras que, como grupo externo se incluyé a Macrobrachium
borellii y a Macrobrachium amazonicum. En total se generd una matriz concatenada de
1,160 pb, de las cuales 657 pb fueron de COly 503 pb de 16S rRNA (Anexo C). El modelo

evolutivo que se ajustoé a la matriz de datos moleculares fue HKY+F+G4 (Anexo D).

Tabla 1. Secuencias del Genbank, localidades y marcadores asociados (COIl y 16S rRNA) a las muestras.
Macrobrachium amazonicum y Macrobrachium borellii aparecen como grupo externo. *= secuencias
pendientes por registrar en Genbank

Espécimen Localidad col 16S
M_veredensis Sertdo Veredas, MG MN148915 MN149329
M_veredensis Sertdo Veredas, MG MN148914 MN149330
M_veredensis Sertdo Veredas, MG MN148907 MN149340
M_veredensis Sertdo Veredas, MG MN148906 MN149341
M_veredensis Sertdo Veredas, MG MN148908 MN149331
M_veredensis Sertdo Veredas, MG MN148913 MN149342
M_brasiliense Altinépolis, SP MN148905 MN149321
M_brasiliense Rio Bacajai, PA MN148910 MN149322
M_brasiliense Rio Paranapanema, SP MN148912 MN149323
M_brasiliense Ponte Alta, TO MN148904 MN149324
M_brasiliense Ponte Alta, TO MN148903 MN149325
M_brasiliense Rio Bacajai, PA MN148911 MN149326
M_brasiliense Rio Bacajai, PA MN148909 MN149327
M_brasiliense Ribeirdo Cascalheira, MT MN148902 MN149328
M_brasiliense Ribeirdo Cascalheira, MT MN148901 MN149332
M_brasiliense Ribeirdo Cascalheira, MT MN148900 MN149333
M_brasiliense Rio Xingu, PA - MN149334
M_brasiliense Rio Bacajai, PA - MN149335
M_brasiliense Rio Bacajai, PA - MN149336
M_brasiliense Rio Bacajai, PA - MN149337
M_brasiliense Rio Paranapanema, SP - MN149338
M_brasiliense Rio Paranapanema, SP - MN149339
M_brasiliense Rio Paranapanema, SP - MN149343
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M_sp 03 Via Pano 3 * *
M_sp_05 Finca Tio * *
M_sp_06 Finca Tio * *
M_sp_08 Pablito 1 * *
M_sp_09 Pablito 1 * *
M_sp_11 C6 Antenas * *
M_sp_13 Puente Atacapi * *
M_sp_16 Puente Atacapi * *
M_sp_20 Alto Huambuno 4 * *
M_sp_ 21 Alto Huambuno 4 * *
M _sp 22 Pablito 1 * *
M_sp_23 Pablito 1 * *
M _sp 24 Pablito 1 * *
M_sp_ 25 Via Chonta Punta 1 * *
M_sp_26 Rio Tiyuyacu * *
M _sp 27 Balzayacu * *
M_sp_28 Balzayacu * *
M_sp_29 Balzayacu * *
M _sp 32 Via Chonta Punta 2 * *
M_sp_33 San Jacinto * *
M _sp 34 Rio Canuayacu * *
M_sp_35 Rio Canuayacu * *
M_sp_36 Rio Canuayacu * *
OUTGROUP Localidad col 16S
M_borellii Buenos Aires, Argentina HM352480 HM352426
M_amazonicum Santana-AP, Brasil HM352486 HM352441

Filogenia

La filogenia resulta de cinco grupos bien soportados: El Grupo 1 incluye a 16
especimenes (SH-aLRT= 96/a-Bayes= 1), cuyo linaje hermano corresponde a
Macrobrachium brasiliense (Grupo 2; 17 especimenes; SH-aLRT= 97.7/a-Bayes= 1) con
altos valores de soporte (SH-aLRT= 100/a-Bayes= 1). El grupo 1y 2 son hermanos del
grupo 3 (2 especimenes; SH-aLRT= 91.3/a-Bayes= 0.998). Estos grupos forman un clado
junto al grupo 4 (3 individuos; SH-aLRT=97/a-Bayes= 1) con altos valores de soporte (SH-

aLRT= 100/a-Bayes=1). El grupo 5 esta conformado por secuencias que corresponden a
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Macrobrachium veredensis. Este Ultimo grupo mantiene una posicién distal entre los

demas grupos, con altos valores de soporte (SH-aLRT= 88.8/a-Bayes= 0.99) (Figura 2).

M _sp_22 1021
Leyenda M_sp_36_1035
© Nodos con valores de soporte (SH-aLRT/aBayes) M_sp_06_1005
M_sp_29 1028
M_sp_08 1007
M_sp 33 1032
M _sp 34 1033
M _sp_35 1034
M _sp 05 1004
M _sp_16_10715
M_sp_03_1002
M_sp_13 1012
M_sp_23 1022
M_sp_26_1025
M_sp_24 1023
M_sp_27_1026
96/1 M_sp_09_1008
M_sp 28 1027

I-r Macrobrachium_brasifiense_MN149325

GRUPO 1

Macrobrachium_brasiliense_MN149323
Macrobrachium_brasiliense_MN149321
Macrobrachium_brasiliense_MN149322
Macrobrachium_brasiliense_MN149328
F Macrobrachium_brasiliense_MN 149343
Macrobrachium_brasiliense_MN149324
Macrobrachium_brasiliense _MNT149339
Macrobrachium_brasiliense_MN149334
ﬁ Macrobrachium_brasifiense_MN149332

100/1 .

GRUPO 2

Macrobrachium_brasifiense_MN149337
Macrobrachium_brasifiense_MN149336
Macrobrachium_brasiliense_MN149333
Macrobrachium_brasifiense_MN149326
97.7M1 Macrobrachium_brasifiense_MNT149327
Macrobrachium_brasiliense_ MN149338
1001 —— 00O Macrobrachium _brasiliense_MN148335
M sp 20 1019
91.3/0.998 M_sp_21_1020HGRUPO 3|
M _sp_11_10710
M sp_32 1037 HGRU PO 4 ‘
M _sp 25 1024
L Macrobrachium_veredensis MN149331
Macrobrachium_veredensis_MN149342
88.8/0.99 ———& Macrobrachium_veredensis_MN149341
Macrobrachium_veredensis MN7149330
Macrobrachium_veredensis_ MN149340
Macrobrachium_veredensis_MNT49329

GRUPO 5

0.05
Figura 2. Arbol filogenético para el linaje de Macrobrachium spp. basado en el conjunto de datos
concatenados de dos genes mitocondriales, Citocromo oxidasa | y 16S rRNA. Los nodos del arbol
filogenético representan el soporte estadistico de SH-aLRT y a-Bayes. Las secuencias de los especimenes
de la cuenca alta del rio Napo corresponden filogenéticamente a los grupos 1, 3y 4. La filogenia completa
se encuentra en la Figura suplementaria (Anexo G).

Distancia genética

Observamos que la variabilidad genética en las secuencias de COI (Tabla 2), la distancia
interespecifica oscilé entre 6.718 a 14.802% (p-D promedio= 10.677 + 0.404), mientras
qgue la intraespecifica entre los especimenes del grupo 1 varié de 0 a 1.829% (p-D
promedio= 0,408 + 0.524); en el grupo 2 varié de 0 a 2.582% (p-D promedio= 1.626 *

0.732); en el grupo 3 no hubo variacion (p-D promedio= 2.29%); para el grupo 4 varié de
12
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4.718 a 7.458% (p-D promedio= 5.682 + 1.257) y en el grupo 5, varié de 0.172 a 1.205%
(p-D promedio= 0.631 + 0.278).

Para las secuencias de 16S rRNA (Tabla 3), la distancia interespecifica oscilé entre 2 a
10.139% (p-D promedio= 7.414 + 0.210), mientras que la intraespecifica entre los
especimenes del grupo 1 varié de 0 a 5.567% (p-D promedio=0.782 + 1.500); en el grupo
2 varié de 0 a 3.579% (p-D promedio= 1.366 + 0.776); en el grupo 3 no hubo variacién
(p-D promedio=4.382%); para el grupo 4 vario de 1.793 a 4.582% (p-D promedio= 3.320
+ 1.153) y en el grupo 5, varié de 0 a 1.793% (p-D promedio= 0.637 £ 0.794) (Anexo E y
F).

Tabla 2. Porcentaje de divergencia genética para COI (p-distancia corregida), minimos, maximos y
desviacion estandar (SD) entre grupos filogenéticos identificados.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
7.745-9.466 (SD
Grupo 2 +0.386)
Grupo 3 8.371-8.98 (SD 9.294-10.327 (SD
+0.173) +0.305)
Grupo 4 10.534-13.09 (SD  12.048-14.802 (SD 6.718-10.654 (SD
+0.706) +0.915) +1.498)
Grupo 5 11.36-12.392 (SD  11.876-12.737 (SD 9.466-10.327 (SD 9.811-11.188
+0.186) +0.202) 10.246) (SD +0.388)

Tabla 3. Porcentaje de divergencia genética para 16S rRNA (p-distancia corregida), minimos, maximos y
desviacion estandar (SD) entre grupos filogenéticos identificados.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
3.386-5.765 (SD
Grupo 2 +0.336)
Grupo 3 5.777-8.748 (SD 7.675-8.946 (SD
1+0.673) +0.313)
6.972-9.344 (SD 8.946-10.139 (SD 2.39-4.781 (SD
Grupo 4
10.480) +0.293) +0.797)
Grupo 5 4.97-9.543 (SD 7.449-9.94 (SD 6.163-8.151 (SD 6.561-8.946
+0.985) +0.508) +0.552) (SD £0.621)
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DISCUSION

Este estudio permitié identificar parte de la diversidad filogenética de Macrobrachium
spp. (Decapoda: Palaemonidae) de ciertos afluentes en la cuenca alta del rio Napo. El
principal descubrimiento de esta investigacion es la presencia de linajes diferenciados
(Fig. 2) y una alta distancia genética entre grupos identificados (Tabla 2 y 3), lo que
sugiere posibles nuevas especies. No obstante, su validacion requiere estudios
morfoldgicos y una revisién taxondmica formal (d’Angella & Hennig, 2024). El hecho de
encontrar tres linajes con altos valores de distancia genética fue lo que esperaba, pero
sobre todo que los especimenes se muestren emparentadas con M. brasiliense o M.
amazonicum, las Unicas especies de este género reportadas actualmente para Ecuador
(Rodriguez-Haro et al.,, 2024). De manera interesante, el alto grado de diversidad
genética reportado entre los grupos es congruente con especies que comparten
caracteristicas similares en la region amazonica (Rossi & Mantelatto, 2013), lo que se ha
determinado dentro del género Macrobrachium como especies cripticas (Rossi et al.,
2020; Zelada-Mazmela, 2020). Si bien se observa que los grupos 1, 3 y 4 habitan en los
mismos sitios, lo que podria indicar una posible diversificacion simpdatrica a partir de la
separacion de nichos ecoldgicos, antes que por la presencia de barreras geograficas en
la cuenca alta del rio Napo reportadas en (Cabrera et al., 2023) o la fragmentacién de
habitats. La diferenciacién de nichos ecoldgicos promueve el aislamiento de poblaciones
en simpatria, lo que promueve con el tiempo la reduccidon del flujo génico favoreciendo
a los procesos de diversificacion (Bolnick & Fitzpatrick, 2007). En contraste, el estudio
de Zelada-Mazmela (2020) sugiere que los eventos geoldgicos (barreras fisicas que crean
separacion geografica entre poblaciones), promueven a una diversificacion alopatrica.
Sin embargo, De Carvalho et al. (2013) argumenta que los eventos geoldgicos no han
sido un factor determinante en la diversificacién de especies amazdnicas, basado en
reportes de distancia genética relativamente bajas entre grupos. En nuestro estudio las
distancias genéticas (d) fueron relativamente altas (Tabla 2 y 3) entre los grupos

encontrados, a pesar de su distribucién simpatrica.
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La formacién del primer clado (Grupo 1), provenientes de los sitios 1, 2, 3,6, 7, 8,9y 11,
y el Grupo 3 de la localidad 10, provienen de una misma red de rio interconectados (Fig.
1). El primer clado, presentan distancias genéticas que oscilan dentro de un rango
intraespecifico para ambos genes COl de 0 a 1.83% y 16S de 0 a 5.57%, resaltando su
gran variabilidad genética como lo reporta Pileggi & Mantelatto (2010). Por otro lado, la
alta variabilidad genética interespecifica en sitios diferentes presenta tres posibles
escenarios, seglin Guerra et al. (2014) no se trata de la misma especie. El segundo clado
(Grupo 2), es un linaje exclusivo de M. brasiliense proviene de localidades en Brasil
(Tabla 1), cuyos valores de distancia genética (d) fueron, COlde 0 a 2.58% y 16S de O a
3.58%, mas altos que los reportados en Rossi & Mantelatto (2013). El tercer clado (Grupo
3), presenta un valor de distancia genética para COIl de 2.29% y 16S de 4.38%, segun
Pileggi & Mantelatto (2010) estan dentro de la divergencia reportada y podria sugerir

similitud entre especies.

El cuarto clado (Grupo 4), que corresponde a los sitios 12, 4 y 5, presenta valores de
distancia genética (COI, 4.72 a 7.46% y 16S, 1.79 a 4.58%) presentados por encima de
las reportadas en Pileggi & Mantelatto (2010). El dltimo clado corresponde a M.
veredensis (Grupo 5) provenientes de Brasil, con distancias genéticas intraespecificas
para COl de 0.17 a 1.21% y 16S de 0 a 1.79%, reportadas dentro del rango en Liu et al.
(2007), rango establecido para individuos de las distintas localidades. Aunque
inicialmente se hipotetizo que las poblaciones muestreadas pudieran corresponder a M.
veredensis (Anexo G), el analisis genético revelé una distancia superior al 10%, umbral
que sugieren diferenciacion interespecifica (Liu et al., 2007; Acuiia-Gémez, 2015), por lo
tanto, se podria confirmar que no se trata de la especie nominal. La diversidad genética
reportada resalta la importancia de incluir especimenes de la cuenca alta del rio Napo,
ya que segun Hoorn et al. (2010), la Mata Atlantica y la cuenca amazodnica, son
ecosistemas fragmentados por millones de afios debido a eventos geolégicos vy

climaticos. Esto explica la divergencia genética observada en este grupo para la region.

Los andlisis filogenéticos realizados con los genes mitocondriales COl y 16S evidenciaron

un patrén congruente de la divergencia genética entre las secuencias procedentes de la
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cuenca alta del rio Napo. Se pudo identificar la formacion de clados mayoritariamente
con altos valores de soporte, que agruparon especimenes morfolégicamente similares,
pero con divergencias genéticas significativas (Tabla 2 y 3). Las matrices de distancias
por grupos dieron a conocer variaciones que oscilaron desde los niveles mas bajos
(Grupo 1 y 3) hasta los mds altos (Grupo 4), que se asemejan a los reportados
usualmente en estudios similares para diferenciar especies de este género en particular

(Rossi & Mantelatto, 2013).

Este estudio presenté un primer acercamiento a la diversidad genética del grupo
analizado. En estudios posteriores se podria incorporar el analisis de datos morfolégicos,
biogeograficos y ecoldgicos que abarquen mas a fondo la relacién filogenética de las
especies. Sin embargo, se presentaron ciertas limitaciones a considerar. El tamaiio de la
muestra podria influir al momento de interpretar patrones de divergencia genética,
dado que un mayor numero de especimenes representa de manera mas precisa la
diversidad (Roure et al., 2013). La falta de incorporacidn de andlisis morfoldgicos junto
a los moleculares limita la comprensién de los procesos evolutivos y taxondmicos
(Zavalaga et al., 2024). Otro aspecto limitante fue la falta de registros previos sobre
secuencias genéticas provenientes de las localidades muestreadas. Esto dificulté la
comparacion directa de nuestros hallazgos a la hora de discutir y validar las divergencias

observadas.

La identificaciéon de linajes genéticos Unicos y posibles nuevas especies potenciales
recalca la importancia de proteger los ecosistemas de la cuenca alta del rio Napo, mas
aun en localidades clave, que son el refugio de la biodiversidad acuatica (Pombosa et al.,
2006). La falta de informacidon genética, y los factores bioldgicos, ecoldgicos vy
ambientales deben considerarse a la hora de comprender procesos evolutivos de este
género, sobre todo porque actualmente la zona de estudio se encuentra bajo fuertes
presiones antrépicas (deforestacion, conversion de ecosistemas, cambio climatico,
entre otras). Este estudio resalta la diversidad filogenética presente en la cuenca alta del
rio Napo en la region Amazodnica, hallazgos importantes para construir la base

taxondmica para delimitar las especies y su conservacion en la region.
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CONCLUSION

Los resultados no permitieron probar la hipdtesis sobre la presencia de distintas
especies del género Macrobrachium. Sin embargo, los tres linajes dan un indicio a
especies cripticas, particularmente asociado a Macrobrachium brasiliense. Debido a que
se presentan como 3 grupos hermanos (1, 3 y 4) separados de las especies nominales
incluidas en la filogenia (M. brasiliense y M. veredensis), se las identifica
preliminarmente como posibles candidatos a nuevas especies. Dichos hallazgos aportan
nuevos conocimientos sobre la biodiversidad del género Macrobrachium en la cuenca
alta del rio Napo en Ecuador, y resalta el uso de herramientas moleculares para su
posterior delimitacién taxondmica (Murphy & Austin, 2005; Pérez-Losada et al., 2004).
Los grupos de esta region se separan en clados diferentes, pudiendo ser producto de
posibles eventos de aislamiento ecolégico en simpatria (Pileggi & Mantelatto, 2010).

Estos patrones pueden estar relacionados con la presencia de diversidad criptica.
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ANEXOS

Anexo A. Cddigos de cada muestra colectada, sitio y niumero de muestreo, coordenadas y altitud, época
de muestreo.

Cédigo de ° . Coordenadas Coordenadas . Epoca de
.. Sitio de muestreo Altitud
muestra Sitio X Y muestreo
M_sp 03 9 Via Pano 3 177503 9891499 723 Seca
M sp 05 i 1
—P- 2 Finca Tio 179705 9896015 678 Seca
M_sp_06
M_sp_08 Seca
M_sp_09 Seca
M_sp_22 11 Pablito 1 179496 9896408 680 Humeda
M_sp_23 Humeda
M_sp 24 Hameda
M_sp_11 12 C6 Antenas 228311 9997727 1019 Seca
M sp 13 i Seca
—P- 5  PuenteAtacapi 181755 9894779 595
M_sp_16 Hdmeda
M_sp_20 Alto Huambuno HUmeda
10 4 221622 9891616 350
M_sp_21 Humeda
M_sp_25 4 Via Chonta 227564 9889586 344 Humeda
Punta l
M_sp_26 7 Rio Tiyuyacu 198569 9883819 605 Humeda
M _sp 27 Hameda
M_sp_28 8 Balzayacu 191369 9883167 434 Humeda
M_sp_29 Hdmeda
M_sp_32 5 Via Chonta 222407 9885097 535 Humeda
Punta 2
M_sp_33 6 San Jacinto 185645 9897715 552 Humeda
M_sp_34 Hameda
M_sp_35 1 Rio Canuayacu 200009 9883401 405 Humeda
M _sp 36 Hdmeda

Anexo B. Informe de extracciéon y cuantificacién de ADN de camarones.

https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/ma
in/Anex0%20B%20Informe%20de%20extracci%C3%B3n%20de%20ADN%20de%20camar%C3%B3n.docx.

pdf

Anexo C. Matriz de similitud y Distancia p corregida, concatenada de los genes mitocondriales COly 16S
rRNA.


https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/main/Anexo%20B%20Informe%20de%20extracci%C3%B3n%20de%20ADN%20de%20camar%C3%B3n.docx.pdf
https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/main/Anexo%20B%20Informe%20de%20extracci%C3%B3n%20de%20ADN%20de%20camar%C3%B3n.docx.pdf
https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/main/Anexo%20B%20Informe%20de%20extracci%C3%B3n%20de%20ADN%20de%20camar%C3%B3n.docx.pdf
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https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/
main/Anex0%20C%20(Matriz%20de%20similitud%20y%20distancia%20gen%C3%A9tica).csv

Anexo D. Lista de los mejores modelos evolutivos estimados en W-IQTREE.Las siguientes siglas significan
los siguiente, AIC, w-AlC: Puntuaciones y ponderaciones del criterio de informacion de Akaike. AlCc, w-
AlCc: Puntuaciones y ponderaciones AIC corregidas. BIC, w-BIC: Puntuaciones y ponderaciones del criterio
de informacidn bayesiano.

ID Modelo LoglL AIC w-AIC AlCc w-AlCc BIC w-BIC

1 HKY+F+G4 -2063.8109 4139.6218 +0.0000 4139.7912 +0.0000 4164.9454 +0.0000
2 K2P -750.5928  1505.1855 +0.0000 1505.2411 +0.0000 1511.9637 +0.0000
3 TN+F -750.5928  1259.8085 +0.0000 1260.2047 +0.0000 1280.1429 +0.0000
4 TN+F+G4  -1677.7424 3369.4848 +0.0000 3370.0156 +0.0000 3393.2083 +0.0000

Anexo E. Matriz de similitud y distancia-p corregida para Citocromo Oxidasa I.

https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/ma
in/Anexo0%20E%20C0OI_Matrix_p.csv

Anexo F. Matriz de similitud y distancia-p corregida para 16S rRNA.

https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/ma
in/Anexo%20F%2016S_Matrix_p.csv

Anexo G. Arbol filogenético a partir de una matriz genética concatenada de los genes mitocondriales COI
y 16S rRNA.

https://github.com/LizbethPaillacho/Metadatos_Diversidad_filogenetica_Macrobrachium_spp/blob/
main/Anexo0%20G%20MrBayes_codon_Macrobrachium_FULL.nex.treefile.svg
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