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Resumen

El creciente consumo de recursos naturales debido al crecimiento poblacional y la expansion
de la actividad agricola tiene un gran impacto en los ecosistemas acuaticos. El objetivo de
este trabajo fue verificar si posibles cambios en la integridad del habitaty de las variables
fisicoquimicas, debido a diferentes usos de suelo, estan relacionados con el ensamblaje de
odonatos. Por otro lado, se busc6 ampliar la base de datos de cédigos de barra genéticos
para especies presentes en la region Neotropical, lo que permitira reforzar la identificacion
taxonomica especifica contribuyendo a un primer paso en el camino de la taxonomia
“‘integrativa” en la regién. En primer lugar, se determind el nivel de conservacion de la zona
ripariay los parametros fisicoquimicos del agua en arroyos con diferente grado de impacto
antropogeénico, y se evaluo la riqueza y variacion de la composicién de especies, buscando
potenciales indicadores de la calidad de habitat. El indice de ribera permitié diferenciar tres
estados de conservacion, observandose una clara variaciéon en la composicion de la
comunidad de odonatos presente. Ocho especies mostraron potencial para actuar como
bioindicadores de calidad de agua, y pueden servir como herramientas para futuras
estrategias de manejo y conservacion de arroyos. Se evalud, ademas, la transferencia de
microsatélites en una especie ubicua en nuestra area de estudio, a fin de evaluar la relacién
del ambiente con la diversidad genética de la especie. Sin embargo, no se obtuvieron
resultados favorables. Finalmente hemos obtenidolas secuencias del gen COlpara diferentes
especies presentes en la region, con una divergencia interespecifica entre 0,73 a 18,18%,
apoyando la sensibilidad del método barcode para discriminar especies de odonatos
neotropicales.

Palabras clave: Uso de suelo, Conservacion, Especie indicadora, Barcode, Microsatélites.
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Abstract

The increasing consumption of natural resources due to population growth, and the expansion
of agricultural activity have a major impact on freshwater ecosystems. The aim of this study
was to verify if possible changes in habitat integrity and physical-chemical variables due to
different land uses are related to Odonata assemblages. On the other hand, we attempted to
expand the database of genetic barcodes for species presentinthe Neotropical region that will
complement the taxonomic identification at species level and represents a first step on the
path to an "integrative" taxonomy in the region. First, we evaluate the conservation status of
the riparian zone and the physicochemical parameters of the water in streams with different
degrees of anthropogenic impact, and assessedrichness and variationin species composition,
testing for potential indicators of habitat quality. The riparian index allowed the differentiation
of three states and it was possible to discriminate the variation in the composition of
communities present. Eight species showed potential as indicators of habitat quality that can
serve as biomonitors in future strategies of management and conservation of streams. In
addition, we evaluated the cross-species amplification of microsatellites in a ubiquitous species
of our study area, in order to assess the relation of the environment with the genetic diversity
of the species. However, no favorable results were obtained. Finally, we have obtained the
sequences of the COI gene for different species presentin the region, with an interspecific
divergence between 0.73 to 18.18%, supporting the sensitivity of the barcode method to

discriminate species of neotropical odonates.

Keywords: Land use, Conservation, Indicator species, Barcode, Microsatellites.
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Capitulo 1: Introduccion

El creciente consumo de recursos naturales debido a las actividades antropogénicas tiene un
gran impacto en los ecosistemas acuaticos alrededor del mundo. La necesidad de contar con
herramientas que faciliten la toma de decisiones en programas de monitoreo y conservacion
de arroyosy sus areasriparias, impulsa a buscar una metodologia simple y de bajo costo para
la evaluacion ambiental. En este sentido los bioindicadores resultan de gran utilidad. Las
caracteristicas que hacen a los Odonatos buenos indicadores estan bien documentadas,
aungue no existe mucha informacién con respecto al efecto de los diferentes usos de suelo
en estas comunidades.

En este estudio evaluaremos, en un gradiente de diferentes usos de suelo, posibles cambios
en la integridad del habitat y las variables fisicoquimicas del agua, y su relacién con la
diversidad especifica y genética de odonatos. Paraello, dividimos el trabajo en dos partes. En
primer lugar, analizaremos la comunidad de odonatos en relacion con los niveles de
degradacion de los ambientes loticos debido a las actividades humanas y evaluaremos la
correlaciéon de especies con las variables ambientales medidas. También esperamos
encontrar especiesindicadoras de calidad de habitat, que puedan servir en futuras estrategias
de manejo y conservacion de arroyos en el sur de la provincia afectados por los rapidos
cambios producidos debido a la intensificacion del uso de suelo.

Cuando las poblaciones son expuestas a un estrés, en las etapas iniciales suele existir una
drastica reduccion del tamafio poblacional. Este proceso puede llevar a la pérdida de
variabilidad genética debido a la deriva génica. Los impactos que afectan las condiciones del
ambiente pueden ademas incrementar la seleccion y asi reducir también la variabilidad
genética. En este sentido, evaluaremos en segundo lugar, la transferencia de un panel de
microsatélites en poblaciones de Hetaerinarosea residentes en los diferentes ambientes para
caracterizar la diversidad genética presente. Ademas, analizaremos secuencias de citocromo
oxidasa | paraincorporar a la base de datos de barcode de especies presentes en la region
Neotropical. Asi, en este trabajo presentamos nueva informacion de campo que contribuye al
conocimiento de la competencia de los Odonatos como bioindicadores de calidad de
ambiente, ademas de datos moleculares que permitiran a futuro realizar una identificacion

taxondmica mas integrativa en la region.

Objetivo general

Analizar la relacion existente entre la diversidad de odonatos con los cambios en la integridad
del habitat y las variables fisicoquimicas del agua, en ambientes loticos naturales y
antropizados de la provincia de Misiones.
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Objetivos especificos

e Analizar la comunidad de odonatos en relacién con los niveles de degradacion de los
ambientes loticos debido a las actividades humanas.

e Evaluar la correlacion de especiescon las variables ambientales medidas.

e Encontrar especies indicadoras de calidad de héabitat, que puedan servir en futuras
estrategias de manejoy conservacion de arroyos en el sur de la provinciade Misiones.

e Evaluar la capacidad de transferencia de microsatélites desarrollados en Hetaerina
americana, para caracterizar la diversidad especifica de las poblacionesde H. rosea.

e Incorporar secuencias alabase de datos de barcode paralaidentificacion de especies
de odonatos de la zona.

Hipotesis

Las especies de Odonatos responderan de manera diferencial a los cambios producidos
debido a la intensificacion del uso de suelo y desarrollo urbano, lo que permitira detectar
especies indicadoras de calidad de hébitat.

13



Capitulo 2: Marco tedrico

Usos de sueloy su efecto en labiodiversidad

La conservacion de la biodiversidad es esencial para el funcionamiento de los ecosistemas y
a la vez, fundamental para la sociedad humana, ya que proporciona servicios ambientales
esenciales que en general se clasifican en cuatro grupos: de provision (alimentos, agua limpia,
materiales, etc.), de soporte (ciclado de nutrientes, produccién de oxigeno, secuestro de
carbono, formacion de suelos, etc.), de regulacion (del clima, control de inundaciones, control
de enfermedades, etc.), y culturales (valores estéticos, espirituales, educacionales, de
recreacion, etc.) [1,2]. Sin embargo, la conservacion de la diversidad es uno de los grandes
desafios de la humanidad, principalmente debido a las dificultades de compatibilizar el uso
racional de los recursos naturales y el desarrollo productivo [1]. La pérdida de biodiversidad
involucra procesos a diversas escalas, incluyendo factores locales, regionales y hasta
globales. Las principales causas se relacionan con la conversion y pérdida de habitats,
fragmentacion del paisaje, sobreexplotacion de recursos naturales, cambio climatico,
introduccién de especies invasoras y contaminacion [2]. Por lo que las estrategias de
conservacion deben apuntar a evitar o minimizar estas presiones. Sin embargo, es poco
frecuente la incorporacion de este conocimiento (con respecto a los efectos de estas
presiones en la biodiversidad) en la toma de decisiones, por parte de quienes gestionan los
recursos.

Las diferentes practicas de los usos de suelo han afectado la integridad y calidad de los
recursos hidricos en todo el mundo [3,4] y son la principal amenaza a la integridad ecologica
de los sistemas acuéticos [1]. El creciente consumo de recursos naturales, mas evidente en
las ultimas décadas, es responsable, entre muchas otras consecuencias, de la fragmentacion
y pérdida de habitat, y tienen un gran impacto en los ecosistemas de agua dulce mediante la
modificacidon de los cursos, alteracion del régimen hidrolégico, pérdida de calidad de agua y
disminucién de la biodiversidad [5-8]. Los insectos que habitan estos ambientes no estan
ajenos alas presiones y se ven afectados no solo porlos procesos de modificacion propio del
sistema acuatico, sino que también reciben la influencia del paisaje circundante [9].

Segun el informe de suelos del ministerio del agro y la produccién de la provincia de Misiones
[10], el 96% del territorio provincial corresponde a areas rurales, de los cuales el 31,10%
corresponde a superficie de produccién agropecuaria y forestal. A pesar de las
recomendaciones e incluso leyes que exigen su conservacion, las diferentes practicas
agropecuarias suelen extenderse hasta los propios margenes de los cursos de agua, ya sea
tanto para un mayor aprovechamiento de la superficie de plantacion, como en las practicas
ganaderas, donde los arroyos suelen ser usados como bebedero por parte del ganado. En

cuanto a la actividad forestal, actualmente existe en la provincia una superficie de mas de
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200.000 ha de dichos cultivos, con el predominio de las especies Pinus elliotti Engelm., P.
taeda L., Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, y otras de menor importancia (informe de
suelos 2018 del ministerio del agro y la produccion [10]). Si bien no se puede generalizar el
efecto de las plantaciones de Pinus en el ambiente, ya que depende de la combinacién de
diferentes factores (como la region, cultivo previo, manejo actual de la plantacion, etc.), un
fendmeno general en estas areas es la disminucion del pHdel suelo [11,12].

A diferencia de la actividad forestal, el incremento en el uso de pesticidas y fertilizante en la
agricultura hace que cada dia lleguen mayores concentraciones de quimicos hasta las aguas
superficiales. En este sentido, los nutrientes también juegan un rol importante en la dinamica
de los rios y juntamente con el aumento de la entrada de luz debido a la eliminacion de la
vegetacion riberefia, producen la eutrofizacidnque deriva en crecimiento excesivo de las algas
dando lugar a una disminucién del oxigeno disuelto [13,14]. En el contexto de este trabajo, la
vegetacion riberefia corresponde a aquella que se encuentraen la zona rip aria, definida esta
ltima como la interfase entre el paisaje (landscape)y el arroyo [15], es decir en sus margenes.
En adelante, riparia, riberefiay marginal se expresan como sinénimos.

Frecuentemente, los rios y arroyos son usados para eliminar todo tipo de desechos
(domésticos, industriales, aguas residuales, etc.), provocandoasi su contaminacion, alterando
los parametros fisico-quimicos y las comunidades biolégicas que los habitan, e impidiendo su
plena utilizacién. En el ambiente urbano, ademas, los margenes de los arroyos suelen ser
ocupados por la poblacion para la construccion de viviendas, causando la modificacién del
paisaje que genera el ensanchamiento y desviacion del cauce, lagunas attificiales o incluso la
interrupcion del canal [16]. Segun el censo 2010, la poblacion total de la provincia es de
1.101.683 habitantes, el 73,8% de los cuales habita en la zona urbana. Es la provincia que
registra, ademas, el mayor crecimiento intercensal [17]. Este incremento poblacional requiere
una mayor inversion en politicas sanitarias. Los efluentes urbanos constituyen un grave
problema en la provincia, ya que la gran mayoria de las urbanizaciones no cuentan con un
sistema de cloacas eficiente, lo que lleva una vez mas a la contaminacion del recurso hidrico
tanto a nivel de arroyos y rios como asi también de las napas subterraneas. La gran cantidad
de materia organica que reciben los arroyos a través de la descarga de efluentes domésticos,
genera un aumento de la densidad bacteriana, que a su vez aumenta la demanda bioquimica
de oxigeno, disminuyendo su concentracién [18] y provocando que muchos organismos con
alta exigencia de oxigeno se vean perjudicados [1].

La pérdida de vegetacion riberefia es un resultado comun de las actividades humanas, entre
las que mas contribuyen a esta pérdida se encuentran la agricultura y ganaderia, el
crecimiento urbano y el desarrollo industrial, actividades que crecen con poco o nulo control,
a pesar de que es bien conocido que la zona riparia es una forma efectiva de proteger el
sistema fluvial y la fauna que alberga [16,19]. Un margen conservado reduce la erosion,
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disminuye la entrada de sedimentos y otros contaminantes a los cursos de agua, y contribuye
al mantenimiento de las comunidades autéctonas actuando como corredores de vida silvestre
[20—-22]. Ademas, la remocion de la vegetacion riparia tiene un efecto negativo en el ingreso
de materia organica que constituye la fuente primaria de energia en la cadena alimentaria de
los rios [23,24], con mayor relevancia en arroyos de bajo orden (en cuanto al nimero de
arroyos tributarios) donde el metabolismo heterotrofico es dominante [25]. Todas estas
modificaciones llevan, en la mayoria de los casos, a una homogenizacion del ambiente y en
consecuencia aunadisminucion de ladiversidad, ya que se pierden ciertostipos de sustratos,

alimentos y sitios de oviposicion que permiten mantener unafauna diversa [1,26-28].

Indicadores de monitoreo y calidad ambiental

El crecimiento continuo de la actividad agricola, el aumento de la poblacion alrededor del
mundo y la importancia y escasez del recurso hidrico hace que cada tema relacionado a la
conservacion de los ecosistemas acuaticos sea una prioridad para la investigacion. En
general, para evaluar la calidad del recurso hidrico se utilizan indices de calidad de agua que
son un conjunto de parametros fisicoquimicos (y en algunos casos microbiolégicos) que se
computan en un solo valor, para determinar nivel de riesgo general del recurso hidrico para el
uso segun el cual se lo evalta [29-31]. La estructura de calculo de la mayoria de los indices
se basa en la normalizacion de los parametros que los conforman y su posterior ponderacion
en funcion de su importancia relativa en la calidad del agua [31-33]. Los parametros
mayormente empleados en los indices son el oxigeno disuelto, el pH, la DBO, los nitratos, los
coliformes fecales, la temperatura, la turbidezy los sélidos disueltos totales [31,33-35].
Losindicadores basadosen parametros fisicoquimicosson ampliamente usados en monitoreo
ambiental debido a la rapidez en el analisis, a la facilidad en los procesos de muestreoy en
su interpretacion. Sin embargo, estos valores representan solamente una simplificacion del
estado del agua, ya que su énfasis esta puesto en la salud humana. Los métodos quimicos y
bacterioldgicos tienen ciertas limitaciones con respecto al alto costo de los andlisis y la
sensibilidad para evaluar la situacion general del sistema, ademas de limitarse al momento y
lugar en que se tomo la muestra. Ademas, el incremento constante de contaminantes que
llegan a los ambientes l6ticos dificultan cada vez mas la evaluacion de calidad de agua [36—
38]. De hecho, existe una preocupacion creciente por el hecho de que las interacciones entre
factores de estrés estén afectandonegativamente la diversidad[39], ya que se ha demostrado
gue el efecto de algunos contaminantes puede ser magnificado en presencia de otros
estresores, como por ejemplo el riesgo de predacion [40,41] o altas temperaturas [42]. Esto
podria explicar por qué el contaminante, a pesar de estar presente en niveles dentro de los
parametros considerados seguros, aun causan considerables pérdidas en la diversidad
acuatica [43,44]. En este sentido, los indicadores biol6gicos surgen como una forma de
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complementar los indicadores fisicoquimicos y ayudar a resolver sus limitaciones.
Adicionalmente, proveen herramientas que permiten entender como el ambiente y los factores
de estrés actuan en la dinamica de las especies [45,46]. Los bioindicadores, tienen la ventaja
de ser mas integrativos, reflejando la acumulacién de los efectos del impacto sobre el
ecosistema en tiempo y espacio [1]. Ademas, pueden advertirnos del efecto de estresores
ambientales que son dificiles de evaluar por otros métodos como la fragmentacion del habitat,
la presencia de especies invasoras, la sobreexplotacion de los recursos o el impacto del
turismo sobre el ambiente [36]. Como desventaja se puede mencionar la limitacién geogréfica
en la aplicacion de estos indicadores, ya que, por razones biogeograficas y ecologicas, el
elenco de especies no sera el mismo en todas las regiones [36].

Los invertebrados acuaticos han sido utilizados para evaluar la condicion ecoldgica de rios en
Europa desde inicios del siglo XX [47]. A lo largo de los afios han surgido numerosas
propuestas metodoldgicas, y algunas han sido adoptadas por las agencias gubernamentales
de diferentes paises para los controles rutinarios de calidad de agua [48,49]. Entre las
metodologias mas usadas se puede nombrar las basadas en indices de riqueza especifica,
métricas basadas en la tolerancia, indices biéticos segun la respuesta diferencial de los
organismos a las alteraciones del medio, entre otros (revisado en Prat et al., 2009 [50]).

La mayoria se han desarrollado para usarlos en un area geografica concreta vy,
posteriormente, se han adaptado a otras zonas adecuando las listas de taxones y los valores
de sensibilidad. Este tipo de analisis esta siendo implementado con varios organismos en
diferentes partes del mundo (revisado en Gonzales-Zuarth et al., 2014 [36]). Sin embargo, los
estudios son aun escasos teniendo en cuenta la diversa hidrografia existente y la falta de
proteccion de los sistemas acuaticos [51]. Asi, la investigacion en el uso de indicadores
abibticos sumado alos estudios que evaltan los efectos adversos de las actividades humanas
en estos ecosistemas, es una forma efectiva de proceder en la investigacién, manejo y

conservacion de ambientes I6ticos y sus areas adyacentes[1,52,53].

Los odonatos y su ambiente

Los odonatos son valiosas herramientas parael monitoreo de programas de restauracion, han
probado ser utiles indicadores de calidad ambiental (e.g. [54-59]), y son usados en
abundantes estudios ecoldgicos (e.g. [60—-63]). Aunque no hay mucha informacion sobre el
efecto del uso de suelo en las comunidades de estos insectos, su valor en estos estudios es
ampliamente reconocido y se fundamenta en las siguientes caracteristicas: 1. Buen nivel de
conocimiento taxondmico; 2. Alta visibilidad de los adultos debido a su tamafio, coloraciony
comportamiento; 3. Identificacién a nivel especifico practicable en el campo con binoculares
con un entrenamiento taxondémico sencillo; 4. Fidelidad ambiental; 5. Gran sensibilidad a

cambios ambientales estructurales (i.e., vegetacion invasora, modificacion de vegetacion
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riberefia, cambios de sustrato y/o corriente) y fisico-quimicos (i.e., contaminacion,

temperatura) [64].

El orden Odonata

Comprenden insectos cosmopolitas, que pueden ser encontrados en la mayoria de los
ambientes acuaticos [65]. Hasta el momento se han identificado aproximadamente 6000
especies [66]. La region Neotropical, que comprende aproximadamente la regién ubicada
entre México y Argentina, presenta la mayor riqueza de especies de odonatos del mundo. Se
han descripto 1768 especies, y muchas aun estan siendo descriptas, aunque se desconoce
el 60%de los estadios inmaduros de las mismas [65]. En Argentina, la lista mas reciente indica
la presencia de 282 especies, de las cuales 195 pueden ser encontradas en la Provincia de
Misiones, incluyendo tres especies endémicas [67].

El orden Odonata esta representado por dos subérdenes en la regién Neotropical, Zygoptera
y Anisoptera [65,68]. Los representantes de Zygoptera poseenalas posteriores sin l6bulo anal
desarrollado, por lo que son similares a las alas anteriores, y su capacidad de vuelo es mas
limitada [69]. En general, presenta especies pequefas, principalmente clasificadas como
“‘thermal conformers”[70,71]. Anisoptera en cambio, esta representada por ejemplares que
son mas robustos, con alas anteriores y posteriores diferentes debido a que las posteriores
son mas anchas en la base por presentar el l6bulo anal desarrollado. Tienen gran capacidad
de vuelo, pudiendo alcanzar altas velocidades y recorrer largas distancias [65]. Generalmente
son especies medianas o grandes, clasificadas como heliotérmicas, aunque las excepciones
son comunes y algunas son “thermal conformers” o especies endotérmicas [70,72]. Estos dos
subdrdenes son generalmente tratados separadamente en estudios ecolégicos, ya que sus
diferentes requerimientos ecofisiolégicos pueden determinar la distribucion de las especies
[73]. Se ha registrado, por ejemplo, un reemplazo de especies pequefias por otras mas
grandes (zigopteros reemplazados por anisOpteros) cuando la vegetacion riberefia de los
arroyos se ve alterada o degrada [74]. Sin embargo, el limite entre los dos subdérdenes, con
respecto a estas caracteristicas, no siempre es claro para todas las especies y la proporcién
Zygoptera/Anisoptera puede ser insuficiente para detectar diferencias [75]. En este sentido,
las familias Coenagrionidaey Libellulidae presentan el mayor nimero de especies entre los
zigGpteros y anisopteros respectivamente [65,68]. Ambas incluyen en mayor numero,
especies con distribucién amplia, con una mayor capacidad migratoria que dominan espacios
abiertos y sin sombra [65,68,69,76], por lo que recientemente se ha propuesto que la
proporcion de estas familias en sus respectivos subérdenes podria ser un indicador objetivo
mas preciso para determinar el estado del ambiente que se desea evaluar [75].

Ciclode vida
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Presentan un ciclo de vida hemimetabolo que incluye estado de huevo, larvay adulto. Los dos
primeros se desarrollan en el agua, mientras que los adultos son voladores, lo que los hace
adecuados parareflejar medidas de la calidad del habitat tanto en el ambiente acuatico como
en el terrestre (Figural).

Emergence
Terrestrial habitat

Aquatic habitat

Larval instars

| = TR L g -

Prolarva

Figura 1. Ciclo de vida de Odonata (extraido de Suhling et al., 2015 [68])

El estado de larva

Las larvas de Odonatos presentan una gran variedad morfologica, pudiendo colonizar
diferentes substratos dentro de los ambientes loticos y lenticos [77]. Son predadores eficientes
ya que cuentan con un labio prensil altamente modificado, que se proyecta hacia adelante
para capturar a la presa. Se alimentan de insectos acuaticos, pequefios peces, renacuajos,
crustaceos y otros invertebrados en general, lo que los hace importantes en la estructuracion
de las redes alimentarias de los ecosistemas acuaticos donde habitan ([70]. La duracion del
estado larval, de acuerdo a la especie y la temperatura, varia entre algunas semanas y varios
afos y pueden presentar entre ocho y 17 estadios [70]. En las especies que se han
especializado a cuerpos de agua temporarios, las larvas pueden desarrollarse en promedio
de uno a cuatro meses, mientras que en las demas es muy comun la presencia de ciclos
univoltinos (una generacion al afio) [68]. Sin embargo, en las regiones tropicales, algunos
Coenagrionidae y Libellulidae presentan un desarrollo continuo, pudiendo alcanzar hasta

cuatro generaciones en un afo (Corbet, 1999).

Ambiente, parametros fisico-quimicos y distribucion de las larvas

Las principales sustancias que contaminan el agua son los productos de erosion, efluentes
industriales, escorrentia agricola (incluyendo pesticidas), y aguas residuales urbanas. El
efecto de estas sustancias depende de la concentracion y tiempo de exposicion, pero también
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del efecto de otros factores, como la temperatura, oxigeno disuelto, pH y sales disueltas, por
lo que es esencial evaluar los efectos de los contaminantes a campo [70].

El pH del agua se correlaciona ampliamente con la distribucion de ciertos taxa de odonatos,
pero raramente es el determinante de esta distribucién. Varias especies se encuentran en un
amplio rango de pH. Este parametro, ademas, esta correlacionado con la salinidad y la
conductividad, con la acumulacién y descomposicién de materia organica y la presencia o
ausencia de peces, por lo que la distribucién de invertebrados puede no estar determinada
por el pH en si sino por uno o varios de los factores fisicos y biéticos que este refleja [70].

El movimiento del agua juega un papel importante en la distribucion de ciertas especies,
probablemente debido a que mantienen altas concentraciones de oxigeno disuelto que afecta
el comportamiento, metabolismo y supervivencia de la larva de odonato. Si bien las larvas
tienen mecanismos para tolerar bajos niveles de oxigeno, el efecto puede ser de manera
indirecta mediante la disminucién de organismos de los que se alimentan [70].

Por otro lado, Las larvas de odonatos pueden ser seriamente afectadas por la modificacién
fisica de su habitat y por contaminantes, principalmente pesticidas. Entre los insecticidas
comunmente usados, los organoclorados y organofosforados tienen efecto mas severo. Como
predadoresy presas, contribuyen a la biomagnificacion de la degradacion de productos de
ciertos contaminantes en ecosistemas acuaticos [70]. Concentraciones subletales de
organoclorados pueden permanecer en los organismos mucho después de que hayan
desparecido en elambiente, debidoalaingesta de animales que acumularon estas sustancias

tanto por exposicion directa como por haber consumido presas contaminadas.

El estado adulto

Despuésdel periodo de mudas, enel que la larva crece, ocurre la metamorfosisy el desarrollo
del adulto. Para la emergencia, la larva se desplaza fuera del agua agarrandose de raices,
plantas acuaticas, ramas, etc., hasta que el adulto emerge del exoesqueleto larval. En este
periodo la larva no se alimenta mas y puede respirar el aire atmosférico [70]. Luego el adulto
pasa por un periodo de maduraciéon sexual que varia de pocos dias a dos meses segun la
especie. En esta fase, los adultos concentran sus actividades en la alimentacion. Son
predadores voraces al igual que la larva, y excelentes voladores, pudiendo capturar a sus
presas en pleno vuelo [65]. Los odonatos adultos son muchas veces coloridos y vistosos.
Luego de la madurez sexual, en general, los machos presentan un comportamiento territorial,
defendiendo las inmediaciones de criaderos apropiados para su especie. Las hembras
frecuentemente se dispersan para alimentarse, volviendo al ambiente acuatico solo para la
copula y oviposicién. Ademas de estas diferencias comportamentales, la mayoria de las
especies presentan dimorfismo sexual donde los machos son mas coloridos que las hembras
[65,70].
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La copula es algo caracteristico y Unico del orden Odonata. A diferencia de otros insectos, el
macho posee una genitalia accesoria compleja en la parte ventral del segundo y tercer
segmento abdominal. Antes de la cépula, el macho transfiere el esperma de su genitalia
verdadera, cuyo poro se localiza en el noveno segmento abdominal, hastael érgano copulador
accesorio, curvando el abdomen y conectando la abertura genital con la genitalia accesoria.
En la copula, que generalmente ocurre durante el vuelo, los dos sexos pasan un tiempo
considerable en tAndem, con el macho sujetando a la hembra por la parte posterior de la
cabeza o protérax mediante los cercos, paraproctos o epiprocto, para evitar que se aparee
con otros machos. En este momento la hembra curva el abdomen hacia la region anterior,
permitiendo la conexién de su genitalia, ubicada en el octavo segmento, con la genitalia
accesoria del macho formando un enlace caracteristico (Figura 2) [70].

-

Figura 2. Apareamiento de dos zigélpteros?ormand‘o el particular enlace. Campo Ramén,

Misiones, 2018.

Existen tres tipos de oviposicion que varian considerablemente dentro del grupo. En la
mayoria de los casos la oviposicion es endofitica, donde las hembras insertan los huevos en
tejidos de plantas, troncos, hojas o raices mediante un ovipositor ubicado en la region distal
del abdomen (zigbpteros en su mayoria). Otras especies (mayoria de los anisépteros), tienen
oviposicién exofitica, donde la hembra sumerge el extremo del abdomen en el aguay los
huevos son liberados individualmente, o epifitica donde los huevos son adheridos al sustrato
en masas gelatinosas [68,70].

El tiemplo de eclosién depende de la temperatura del agua, pudiendo ocurrir, generalmente,
entre cinco y treinta dias. Del huevo emerge una pro-larva completamente envuelta por una
fina membrana, la cual, minutos u horas después se rompe, dejando salir a la larva
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propiamente dicha [70]. Generalmente la primera muda ocurre directamente después o
incluso durante este proceso, de manera que el segundo estadio larval seria el visible. El

primer estadio es funcional solo en algunas especies que ovipositan fueradel agua, de modo
gue la prolarva alcanza el agua caminando [68].

El ambiente del adulto

El ensamblaje de los odonatos adultos usualmente es influenciado por la fisionomia y
estratificacion de la vegetacién marginal y la presencia de plantas acuaticas [54,78], dado que
es0s son parametros relacionados a la seleccion del habitat y de los sitios de oviposicion [70].
La vegetacion marginal también regula las condiciones microclimaticas locales [26,79,80], al
afectar la llegada de la luz solar, que es uno de los factores determinantes en el
comportamiento de los odonatos, debido a sus estrategias de termorregulacion[72,73]. La
regulacion de la temperatura involucra cambios en la produccién de calor metabdlico,
intercambio calérico con el ambiente 0 ambos. Algunas especies que pasan la mayor parte
del tiempo posados y hacen solamente vuelos cortos, controlan su temperatura corporal
ajustando su postura con respecto al sol. Otros, que vuelan continuamente, pueden regular
su temperatura mediante ajustes en la produccién de calor metabodlico. Otros mecanismos
gue han sidoregistradosinvolucran la seleccion de microhabitat, el ajuste de la actividad diaria
y el movimiento reversible de pigmento subcuticular [39,68,70].

ORTRE RO

Oxbow lake

Larva| !eve!opm e

Adult foraging

Figura 3. Estructuras del habitat que utiliza el odonato durante los diferentes estadios de su
ciclo de vida (extraida de Suhling et al., 2015) [68].

22



Como la larva es relativamente sedentaria y en general confinada a un cuerpo de agua, suele
asociarse esta etapa al habitat caracteristico de la especie. Pero debe tenerse en cuenta que
el huevo y el adulto tienen requisitos especificos también (Figura 3). Las dimensiones del
nicho de la especie varian en gran medida con la capacidad de dispersion del adulto. La
experiencia indicaria que las especies responden a caracteristicas del habitat de manera
jerarquica, en unasecuencia de pasos que van desde el biotopo o macrohabitat (e.g. bosque,
pantanal), el habitat de la larva (laguna, arroyo) y al sitio de ovoposicion (microfitas, arboles
enraizados) [68,70]. La seleccion de las dos primeras caracteristicas se produce
principalmente mediante percepcion visual. Para el sitio de oviposicion pueden estar
involucrados, ademas, la sensibilidadtactily térmicay la forma del crecimiento y la distribu cion
de las plantas en el agua [68]. Si bien los Odonatos estan asociados a plantas en todos los
estados de su ciclo, se cree que la estructura y apariencia de la comunidad de plantas, mas

que la especie, sirven como claves para el reconocimiento del habitat [70].

Diversidad genéticacomo indicador

Si bien el nUmero de estudios con respecto a estrategias para el monitoreo de la diversidad
biolégica en diferentes ambientes esta creciendo en el tltimo tiempo, la variacién genética de
las poblaciones es menos conocida, desaprovechando los beneficios que otorgan los
marcadores moleculares [81]. EI monitoreo genético de las especies provee importante
informacion con respecto al estado presente de las mismas [82]. Trabajos en insectos han
permitido cuantificar el polimorfismo en un locus asociandolo a la demografiade la poblacién
y caracteres de historiade vida y fitness tanto en adultos como en larvas (revisado en Bybee
et al., 2016 [39]). En otros organismos se ha demostrado una relacion negativa entre la
intensidad del uso de la tierra en las proximidades de las charcas y la diversidad genética de
las poblaciones [83]. EI mismo resultado se observa frente a la exposicion a sustancias
toxicas, que redujeron la variabilidad genética de la poblacion [84]. También se han utilizado
odonatos como sistemas de modelo para estudios donde caracteres del paisaje como areas
urbanas[85]y el desarrollo de la agricultura [86] pueden limitar o afectar las vias de dispersion
reduciendo ademas la diversidad de poblaciones aisladas. Recientemente se evalué ademas,
la diversidad genética como consecuencia de la expansion geografica de las especies [87].
La diversidad genética intraespecifica es unamedida esencial de la biodiversidad [88] y es un
indicador del potencial de una poblacion para adaptarse a futuros factores de estrés [89,90].
Segun como afecten en los procesos microevolutivos, las actividades humanas pueden
disminuir, aumentar o mantener la diversidad genética en el tiempo [91]. La fragmentacién o
destruccion del habitat natural debido a la creciente actividad antrépica, provoca una
disminucién en la abundancia y un mayor aislamiento de las poblaciones. El aumento de la

deriva genética, la endogamia y la reduccién del flujo de genes que ocurre en estos casos,
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pueden reducir sustancialmente la diversidad genética [92], aumentando el grado de
homocigosis, la expresion de alelos recesivos deletéreos [93], y afectando a largo plazo, el
potencial de la especie para adaptarse a las cambiantes condiciones ambientales [94].

El monitoreo genético de las poblaciones frecuentemente se basa en cambios de abundancia
inferidos a través de cambios en la diversidad genética (heterocigocidad esperada, diversidad
alélica, diversidad nucleotidica, etc.). Para caracterizar dicha variabilidad existen diferentes
herramientas moleculares. Entre ellas, los microsatélites han mostrados ser muy Utiles en
varias especies, incluso dentro del orden Odonata [95,96]. Debido a la alta variabilidad y
rapida evolucion de estos elementos genéticos, son adecuados para estudiar la diferenciacion
entre poblaciones relacionadas como asi también cambios recientes y rapidos en la
variabilidad genética dentro de ellas. Otra ventaja de los microsatélites es la posibilidad de
abarcar multiples loci, aumentando asi las chances de detectar variabilidad. Esto podria ser
particularmente importante para monitorear ambientes donde las muestras son limitadas. Un
inconveniente potencial de los microsatélites es que normalmente tienen que ser aislados de
novo en la especie deseada, proceso que puede resultar laboriosoy llevar cierto tiempo. Sin
embargo, es comun que utilizando cebadores desarrollados para especies emparentadas se
logre una transferencia exitosa [97,98]. En la Gltima década se han desarrollado paneles de
microsatélites en varias especies de odonatos, sobre todo en aquellas que se ven expuestas
a un peligro de extincion latente, como instrumento para desarrollar medias de conservacion
efectivas [96,97,99]. Sin embargo, la gran mayoria de estas especies no presentan su
distribucién en la provincia de Misiones, porlo que resulta necesario comprobar la efectividad
de amplificacién cruzada de estos marcadores moleculares.

Hetaerina Hangen in Selys, 1853 es un género de Odonata de la region Neotropical con
alrededor de 40 especies descriptas (Garrison, 1990). Estos zigdpteros, se caracterizan por
un comportamiento marcadamente territorial por parte del macho y la presencia de una
mancha roja en la base del ala. Este caracter es importante en la competencia por el
apareamiento: machos con manchas mas grandes son mas exitosos en la defensa del
territorio donde las hembras se acercan para la cOpula y presentan ademas una mayor
respuesta inmunoldgica (Contreras-Gardufio et al., 2007; Contreras-Gardufio et al., 2006;
Serrano-Meneses et al., 2018). Hetaerina es abundante en los ecosistemas loticos, y sus
larvas son consideradas predadores importantes de varios grupos animales [104].
Numerosos estudios sobre ecologiay comportamiento se han llevado a cabo en Hetaerina
americana Fabricius, 1798, una especie cuya distribucion se restringe al norte del continente
americano (Garrison, 1990). Esta especie ademas ha sido foco de estudios a nivel genético
[105] para los que se ha desarrollado un panel de microsatélites que ha mostrado ser
potencialmente Gtil en la caracterizacion de otras especies del género [106]. En Argentina es
posible encontrar cinco especies de Hetaerina: H. longipes Hagen in Selys, 1853, H. mendezi
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Jurzitza, 1982, H. proxima Selys, 1853, H. sanguinea Selys, 1853y H. rosea Selys, 1853 [67].
Esta Ultima tiene una gran distribucion, desde Brasil hasta el centro de Argentina, incluyendo
la provincia de Misiones [67,100]. Habita ambientes loticos, frecuentemente con abundante
vegetacion riparia [107], aunque también se las ha capturado en rios degradados [108]. Son
odonatos conspicuos, abundantes y relativamente faciles de capturar, por lo que representan

una opcidn viable para la evaluacion genética poblacional.

Cédigo de barras de ADN (barcode) para laidentificacion especifica

Ademas de presentar la mayor riqueza de odonatos, la fauna de la regidon Neotropical es la
menos conocida en comparacion a otras regiones [76], debido tanto a la gran diversidad
presente como a las limitaciones relacionadas a la identificacién de especies, ya que las
claves taxondmicas disponibles para esta region son limitadas. Una forma de superar esta
dificultad se encuentra en la utilizacién de herramientas moleculares como el cédigo de barras
(barcode) de ADN, una técnica de identificacion rapida y precisa de especies a través de una
region estandarizada de ADN. Desde la sugerencia como posible marcador para barcode de
ADN [109] en [110], el fragmento de la subunidad 1 de la enzima citocromo oxidasa
mitocondrial (COI) se ha utilizado exitosamente en la identificacion de una gran variedad de
grupos animales [111]. El principal criterio para determinar un marcador de barcode
corresponde a una mayor divergenciainterespecificay una menor variabilidad intraespecifica,
para lograr una asignacion precisa de la secuencia a un grupo taxonémico dado. Elgen de la
proteina de la mitocondria presenta algunas caracteristicas que favorecen su uso como
marcador: un alto numero de copias por célula que facilita la amplificaciéon por PCR, su
caracter haploide, la ausencia de intrones, rara ocurrencia de indeles y baja tasa de
recombinacién [110] son algunas de ellas.

La base de datos de COI para odonatos presenta informacion de diferentes regiones como
Europay Africa. Evaluaciones previas de la capacidad del barcode para identificar especies
de odonatos sugiere una precision de alrededor del 95% [110]. El Barcoding parece ser una
herramienta efectiva para asistir en estudios de diversidad de odonatos, pero la correcta
identificacién depende en gran medida de la existencia de una base de datos robusta sobre
la cual comparar. Recientemente se comenzo a desarrollar una libreria de referencia para la
region Neotropical con un grupo de odonatos presentes en la regién del Cerrado y Selva
atlantica brasilera [112], donde fue posible identificar el 94% de especies, con una variacion
interespecifica de al menos 15%. Sin embargo, la escasez de datos moleculares de odonatos
en esta regién dificulta la utilizacion de este tipo de herramientas para la identificacion. Asi,
sumar datos moleculares de las especies de nuestra region permitira ampliar esta libreria, lo
gue brindard una herramienta importante para una mejor interpretacion de la diversidad

presente en este grupo taxonémico.
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Capitulo 3: Materialesy Métodos

Diversidad especifica y su relacién con el ambiente

Areade estudio: para la realizacion del presente estudio, fue seleccionada la regién sur de
la provincia de Misiones donde esta representada la ecorregién de campos y malezales. La
misma comprende una zona de transicion ecoldgica entre las ecorregiones limitantes: Selva
Paranaense al noreste, Esteros del Ibera y Espinal al sudoeste [113]. Esta ecorregion,
coincidente con el distrito del mismo nombre e incluido dentro de la provincia Paranaense del
dominio Amazénico [114], posee la influencia de las ecorregiones que la rodean, lo que
favorece la presencia de unarica fauna, incluyendo varias especies amenazadas en el pais,
como el ciervode las pampas (IUCN 2015). El paisaje nativo estarepresentado por pastizales
con parches aislados de bosque autdctono. Acompafiando los cursos fluviales también
aparecen densos bosques en galerias. El clima es subtropical himedo, con lluvias uniformes
alolargo del afio, entre 1500-1700 mm anuales [113,114]y la literatura de estaregion refleja
una gran diversidad floristica, debido a su particular condicién de humedad y temperatura
[114]. A pesar de esto, la ecorregién de Campos y Malezales es la regiébn menos protegida
del pais en cuanto a proporcién de reservas naturales [115] y al mismo tiempo, una de las
mas amenazadas por su area reducida, creciente forestacion con especies exoéticas
(principalmente Pinus sp.) y agricultura. Si bien en Misiones mas de una tercera parte de la
territorialidad provincial esta destinada a conservacion (informe de suelos 2018 del ministerio
del agro y la produccién), la gran mayoria de las areas protegidas buscan preservar la
biodiversidad de la selva paranaense.

En este trabajo, se seleccionaron tres usos de suelo tipicos de la regidén para evaluar sus
efectos en la comunidad de Odonatay su habitat: 1- area urbana, 2- agricultura-ganaderia, 3-
forestal, y 4- reservas naturales como sitios pristinos testigos. La ubicacion de los mismos se
observa enla Figura 4.

Para cada uso de suelo, se seleccionaron tres arroyos (de hasta 3m de ancho) donde la
actividad antrépica seleccionada se ha desarrollado por al menos los dltimos siete afios,
considerando ademas que no hubiera interferencia con las otras actividades y que el acceso
al mismo fuera factible (Figura 5).
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En cuanto a las reservas, se seleccionaron 3 grandes areas que protegen la flora y fauna
caracteristica de la ecorregion de campos y malezales (Figura 6):

- Parque Provincial de las Sierras: con un area de 1088 hectareas, fue creado en 1996 para
la conservacion de dos ecorregiones presentes en el area: al norte la region de Selva

Paranaense, y al sur podemos encontrar una porcion de Campos y Malezales.
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- Parque Provincial Profundidad: con un area de 19 hectareas de camposy bosques, protegida
desde 1991.

- Reserva Privada Campo San Juan: aunque mas reciente, es la reserva de mayor extension
en la ecorregion. Comprende 5000 hectareas destinadas, desde 2009, a la conservacion de
una zona representativa de la ecorregion de Campos y Malezales [116]. Si bien se ubica en
el limite de la ecorregidon de Selva Paranaense, y podria ser considerada como ecotono entre
las dos ecorregiones, la reserva presenta en parte de su extension, floray fauna tipica de
Camposy Malezales [116], como sucede con el Parque Provincial de las Sierras.

55°3838 64"0 27°22 34 3

< 3 ‘ﬁ_
2
¥,

55°42'34 50"0 ' 127°33'30,01"S -
Figura 6. Arroyos seleccionados en reservas de la ecorregion de Campos y Malezales del sur

de Misiones. 1) Crovetto. 2) Profundidad. 3) Campo San Juan.

indice de ribera: la integridad del arroyo se ha medido en base al indice de integridad del
habitat (HIl) [117] que se basa en 12 caracteristicas estructurales del ambiente en la zona
riparia. Cada variable estructural estd compuesta por items que evaltan (i) el uso de suelo en
el area externa al bosque ripario, (ii) el ancho de la vegetacion riberefia y (iii) grado de
preservacion de la misma, (iv) la condicién del bosque ripario dentro de los 10 m, (V)
mecanismos de retencioén, (vi) sedimentos, (vii) estructura del margen, (viii) forma del cauce,
(ix) fondo del arroyo (x) areas de rapidos, piletas y meandros, (xi) vegetacion acuatica y (xii)
detritos (Apéndice 1).
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Para realizar la evaluacion de ribera se ha seleccionado una transecta de 100 m sobre el
margen del arroyo, estimando el estado de cada caracteristica a lo largo de la misma. Para
calcular el indice, las diferentes variables fueron ponderadas de acuerdo a la escala usada en
cada caso. El indice final corresponde al promedio de estos valores, variade 0 a1l y es

proporcional a la integridad del habitat.

Variables ambientales: los parametros ambientales también fueron evaluados debido a que
pueden ser alterados por diferentes practicas asociadas a los usos de suelo [16], pudiendo
afectar el desarrollo larvario de los odonatos [70]. Las variables que se midieron son: nitratos,
ortofosfato disuelto, DQO, solidos disueltos totales, turbiedad, coliformes totales, temperatura
aire, temperatura agua, conductividad, oxigeno y ph. Todos los parametros ambientales
fueron normalizados, para permitir su comparacion. A fin de reducir variables y facilitar el
analisis, se evaluo la correlacion entre las mismas eliminando aquellas con un coeficiente de
Pearson mayor a 0,8. Luego se seleccionaron las variables que mejor explicaban las
diferencias de los diferentes sitios, conservando 5 variables en total (Tabla 1). Latemperatura
del agua fue determinada con un termémetro digital (WT-1), la conductividad se registro
mediante un potenciometro portable (JENCO 6350) y el oxigeno disuelto con un oximetro
portatil (HANNA HI 9146). Una muestra de agua fue tomada en dos ocasiones (al inicio de
cada temporada de muestreo) en cada sitio para determinar turbidez y concentracion de
nitratos. Estos analisis fueron realizados por el programa de Efluentes Industriales y Urbanos
(FCEQyYN-UNaM, Misiones, Argentina).

Relevamiento de especies: La coleccion de odonatos machos adultos se llevé a cabo
durante los meses de noviembre y febrero entre 2016 y 2018, de 10a 15 hs, que corresponde
al periodo de mayor actividad de los odonatos [70]. En este periodo, cada sitio fue visitado
cuatro veces (ver detalle en apéndice 4). Los datos obtenidos en cada visita fueron
combinados para capturar la mayor diversidad posible de cada sitio. Las hembras adultas no
fueron consideradas debido a la dificultad en su identificacién especifica debido a la escasez
de descripcionesy claves adecuadas y que, a diferencia de los machos, no suelen estar tan
presentes en territorio riberefio. A fin de determinar la abundancia y riqueza de especies, los
odonatos fueron capturados a lo largo de 10 transectas (10m x 1m) paralelas al cauce del
arroyo, siguiendo la metodologia de Smith et al. (2007) [118]. Se utilizaron redes aéreas y los
insectos coleccionados que no pudieron ser identificados a campo fueron muertosy fijados
con alcohol 70%. Una vez en el laboratorio, fueron examinados mediante un microscopio
estereoscoépico Leica MZ6 y un microscopio Leica DM500. Para su identificacion se utilizaron
las claves taxondmicas pertinentes [119-123], colecciones de referencia y asistencia de
especialistas argentinos (Dres. F. Lozano, J. Muzon, P. Pessacq) y extranjeros (Dr. R.W.
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Garrison). Finalmente, aquellos especimenes que no pudieron ser identificados a nivel de
especie, fueron tratados como morfotipos. Con excepcion de unos pocos ejemplares
(mencionados mas abajo) todos los ejemplares coleccionados y fijados se encuentran
depositados en el Centro de Investigaciones Entomolégicas de Posadas. Para laidentificacion
a campo, fueron realizados muestreos previos como entrenamiento en identificacion. Luego
de los primeros muestreos en el 2016, fue posible la identificacion a campo de gran parte de
las especies mediante capturay liberacion, evitando la muerte innecesaria de ejemplares.
En los muestreos se detectaron ademas especies cuyos estadios inmaduros no habian sido
descriptos aun, por lo que se procedio a la capturay cria de larvas en laboratorio para su
posterior descripcion. Las larvas de Peristicta aeneoviridis Calvert, 1909 fueron capturadas en
el Parque Provincial Profundidad. Los especimenes fueron preservados en alcohol 70%, o
bien fueron transportados vivos para su cria en frascos plasticos y mantenidos en criaderos
individuales en el laboratorio, imitando las condiciones de su ambiente natural y controlando
la oxigenacién del agua, alimentaciony emergencia.

Descripciones taxonémicas: las fotografias y micrografias fueron tomadas con la ayuda de
una camara digital Leica EC3 acoplada al material 6éptico mencionado mas arriba. Las
ilustraciones se realizaron con Adobe lllustrator CC®. Las medidas fueron tomadas mediante
un microscopio estereoscopico Zeiss Stemi DV4. La férmula mandibular corresponde a
Watson (1956). Abreviaciones: S1-10: segmentos abdominales 1 a 10. Todos los
especimenes utilizados en las descripciones morfoldgicas estan depositados en la coleccion
de “CIEMEP”, Esquel, Argentina.

Analisis de datos: para el ordenamiento y exploracién de los factores que estructuran cada
tipo de ambiente, se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA), incluyendo los
parametros ambientales seleccionados y el indice Hil. EIl nimero de ejes conservados para €l
analisis se determin6 mediante el modelo broken-stick. Las diferencias en las variables entre
los estados de conservacion fueron evaluadas usando los valores del eje y el test de Kruskal-
Wallis. De esta manera, los arroyos clasificados como conservados en este estudio tienen un
HIl superiora0,8, los sitiosintermedios estan entre 0,5y 0,8y los degradados tienen un indice
inferior a 0,5.

La representatividad de la riqueza de especies observada se evalu6 mediante una curva de
rarefaccion y se estimé la diversidad alfa y beta para el area de estudio. La correlaciéon de las
variables ambientales con las especies de odonatos presentes fue evaluada mediante un
analisis de correspondencia canénica(CCA) utilizando la matriz de la abundancia de especies
log-transfomada. Las diferencias en la proporcibn de Coenagrionidae/Zygoptera y
Libellulidae/Anisoptera se evaluaron mediante un test de Kruskal-Wallis. Todos estos andlisis
fueron realizados con software Past3 [124].

31



Para evaluar potenciales especies indicadoras de las tres categorias de integridad de héabitat,
se utiliz6 el método del valor indicador (IndVal) [125]. Este indice se calcula estimando la
especificidad yfidelidad de cada especie auna condicion dada. La significancia se obtuvo con
un test de Monte Carlo, usando 10000 réplicas. Todos estos analisis fueron realizados en la

plataforma R [126] usando los paquetes Species, Vegan e Indicspecies [127-129].

Diversidad genética

Evaluacion de microsatélites: Se extrajo el ADN de individuos de Hetaerina rosea que
fueron encontrados entodoslos sitios evaluados, a partirde una sola pata del adulto siguiendo
el protocolo de [130], ya que es un método no invasivo que permitié conservar los ejemplares
en la coleccién de Odonatos del Centro de Investigaciones Entomolégicas. Debido a que los
cebadores de microsatélites fueron desarrollados para una especie emparentada, se
amplificaron las regiones de dos organismos al azar y los fragmentos fueron secuenciados a
fin de confirmar que los mismos contienen regiones repetitivas. Los microsatélites
seleccionados fueron amplificados en siete individuos por poblacion. Partiendo del protocolo
de Anderson y Grether (2013) [106] usando los cebadores hibridos-M13, se realizaron varios
ensayos buscando optimizar las condiciones de PCR. Los pardmetros de ciclado fueron las
siguientes: 7min 94°C; 25 ciclos: 30s 94°C, 40s 55°C, 50s 72°C; 20 ciclos: 30s 94°C, 40s 51°C,
50s 72°C; 5min a 72°C. Los fragmentos obtenidos fueron evaluados mediante secuenciador
capilar ABI 3037 (Macrogen, Inc) y el tamafio de los alelos fue valorado manualmente usando
Peak Scanner v1.0 (PE Applied Biosystems).

Citocromo c oxidasa | (COI): se seleccionaron 189 individuos segun la disponibilidad de
ejemplares colectados en cada sitio de estudio para secuenciar la regién del gen COIl. Un
fragmento de aproximadamente 650bp del extremo 5’ de la subunidad I de citocromo oxidasa
mitocondrial fue amplificado y secuenciado mediante el proyecto International Barcode of Life
(iBol), utilizando los siguientes primers desarrollados para odonatos:

HCO2198 t1 5'CAGGAAACAGCTATGACTAAACTTCAGGGTGACCA
(Folmer tailed) F: AAAAATCAS'

LCO1490_t1 5'TGTAAAACGACGGCCAGTGGTCAACAAATCATAAA
(Folmer tailed) R: GATATTGG3

Las secuencias exitosas fueron almacenadas en Barcoding of Life Datasystem (BOLD:

http://mwww.boldsystems.org) y los ejemplares depositados en el Museo Argentino de Ciencias
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Naturales Bernardino Rivadavia. La diversidad intra e interespecifica fue estimada mediante
la herramienta “Barcode Gap Analysis” que provee BOLD, utilizando Kimura-2-Parameter
(K2P). El alineamiento de las secuencias se realizd mediante MUSCLE [131] con la
configuracion por defecto. Se construyé ademas un arbol usando el método neighbor-joining
para visualizar estas distancias.
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Capitulo 4: Resultados

Diversidad especifica y su relacién con el ambiente

El analisis PCA de los parametros abioticos permite diferenciar 3 grupos de sitios (Figura 7).
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Figura 7. Analisis de componentes principales del indice HIl y las variables ambientales
consideradas en el estudio de los arroyos de Misiones, representando los sitios en diferentes
usos de suelo.

Segun el modelo de broken stick, solo la primera componente resulta significativa, explicando
el 60,36% de la variacion de los parametros abioticos. La misma est4 negativamente
relacionadaconelindice Hil y la turbidez, en oposicidn ala concentracidnde nitratos, oxigeno
disuelto y temperatura del agua, que muestran una correlacion positiva (Tabla 1).

Se encontraron diferencias significativas (H=9,34, p 0,01) entre las categorias de habitat
(conservado, intermedio y degradado) y entre cada par de categorias (p 0,05). Los sitios
intermedios corresponden a areas rurales destinadas a la agricultura, ganaderia o a la
industria forestal. Estos sitios presentan limites difusos en la zona riparia, con transito
moderado en la ribera del arroyo y con vegetacion dominada por pastos, arbustos y arboles
aislados. La vegetacion acuatica, escasa, esta representada por Pontederia cordata L.,

Eryngium paniculatum Cav. y Scirpus sp., entre otras.
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Tabla 1. HIl y variables ambientales usadas para la determinacion del habitat

variables PC1 PC 2
N-nitratos (mgN/L) 0,45498 0,38337
turbiedad (NTU) -0,34625 0,69845
temperatura agua (°C) 0,48143 0,14491
conductividad (uS/cm-*25°C) 0,36814 0,2844
oxigeno (ppm) 0,36276 0,23171
HIl -0,41739 0,45785
Eigenvalue 3,62 0,99
% varianza 60,36 16,8

El estado conservado corresponde a sitios ubicados dentro de reservas naturales, con
actividad humana restringida, poca o nula erosién del canal y una ribera nativa con 3 estratos
vegetales que proveen abundante sombra al arroyo, lo que se puede relacionar a una
temperatura mas baja del agua (Tabla 2). El estado degradado corresponde a areas urbanas
con alta actividad humana, margenes deteriorados y ampliacién del canal debido a la erosion.
La vegetacion ripiara esta casi ausente, con pastos (donde predomina Paspalum sp.) y
algunos arboles o arbustos, resultando en una mayor exposicion a la luz solar. Estos sitios

también tienen una alta concentracion de nitratos (Tabla 2).

Tabla 2. indice de integridad de habitat (HIl) y parametros ambientales medidos en cada

sitio.
N-
estado de uso de nitratos turbiedad temperatura conductividad oxigeno
conservacion  suelo  (mgN/L) (NTU) agua (°C) (uS/cm-*25°C) (ppm) HIl
0,71 14,00 22,83 45,19 11,03 0,98
conservado reserva 0,84 29,00 23,55 73,46 10,84 0,92
1,39 39,00 22,20 100,15 9,78 0,98
0,62 9,90 22,08 39,50 12,57 0,51
forestal 0,93 11,00 23,00 34,94 12,10 0,62
) ) 0,72 13,00 23,08 254,58 9,14 0,58
intermedio
0,54 10,00 23,28 49,18 10,09 0,56
agricola-
0,51 12,00 23,45 32,74 8,52 0,57
ganadero
0,87 25,00 22,18 75,14 10,81 0,68
3,60 3,10 29,58 187,68 37,48 0,37
degradado urbano 2,25 7,70 29,85 250,30 10,30 0,34
2,80 14,00 24,93 170,33 9,73 0,28
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Treinta y seis especies y diez morfotipos de odonatos fueron coleccionadas durante el
muestreo (Apéndice 2). Veintiséis especies corresponden a Zygoptera (903 individuos) y
veinte a Anisoptera (234 individuos). Sibien las curvas no llegaron a una asintota (Figura 8.a),
la estimacion del indice Jackniffe de primer orden indica un numero de 52 especies, por lo
gue 87% de la comunidad habria sido muestreada. Se observé una diversidad alfa promedio
ligeramente mayor en los sitios intermedios (Figura 8.b), aunque con una gran varianza entre
sitios. El indice de diversidad beta de Whittaker resulté un valor de 1,732. Durante los
muestreos de entrenamiento, se han detectado dos especies aln no citadas para la provincia
o el pais: Tholymis citrina (Hagen, 1867) y Minagrion waltheri (Selys, 1876). Sumado a otras
especies cuyadistribucion en la provincia han sido detectadas recientemente [67] (ver seccion
Nuevos registros).
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Figura 8. Curva de rarefaccion (a) de especies en los 4 muestreos realizados en el sur de
Misiones, 2016-2018. indice de diversidad Shannon-Wiener (b) en cada estado de
conservacion.
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El CCA realizado mostro que la comunidad de odonatos responde a los parametros abioticos
considerados (Figura 9). Los dos ejes explican un 64% de la variancia y los parametros
significativos son el HIl y en segundo lugar la concentracion de nitratos en el agua (Tabla 3).
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Figura 9. Andlisis de correspondencia candnica realizado entre las especies de odonatos
coleccionadosy los parametros ambientales seleccionados en los sitios. Ver especies en lista

de abreviaturas.
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Tabla 3. Importancia de las variables ambientales en la distribucion de las especies de

odonatos en los sitios evaluados. (*representa un valor de p<0,1 y ** p<0,05).

Variables abioticas Eje 1 Eje 2

Nitratos * -0,396 -0,586
Turbiedad 0,423 0,410
T.agua -0,460 -0,644
Conductividad -0,410 -0,263
Oxigeno disuelto -0,342 -0,770
HIP 0,804 0,064

El cociente Libelulidae/Anisoptera no mostré una relacién con respecto al gradiente de
conservacion del habitat, lo que seria esperable segun los resultados de Dolny & Sigutova
(2019) [75], como es mencionado en la introduccién. Sin embargo, la proporcion de
Coenagrionidae/Zygoptera increment6 significativamente (H=5,4 p<0,05; H=3, 85 p<0,05) con
la degradacion del ambiente (Figura 10). La diferencia en la proporcion no resulté significativa

solamente entre ambientes intermedios y degradados (H 2,4 p=0,11).
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Figura 10. Proporciéon de Coenagrionidae/Zygopteray de Libelulidae/Anisoptera en un
gradiente de estados de conservacion.

En cuanto a la comunidad de odonatos, las especies de Zygoptera mas ampliamente
distribuidas fueron Hetaerinarosea, coleccionada entodos los sitios y Peristicta aeneovidridis,
encontrada en once de los doce sitios evaluados, en todos los estados de conservacion,
mientras que las especies de Anisoptera mas distribuidas fueron Erythrodiplax atroterminata
Ris, 1911y E. media Borror, 1942, recolectados en nuevey diez sitios, respectivamente y en
todos los estados de conservacion. Por otro lado, Telebasis willinki, Fraser 1948 y Perithemis
icteroptera Selys in Sagra, 1857 fueron encontrados exclusivamente en el ambiente
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degradado. Hetaerina spl y Brechmorhoga sp2, fueron exclusivas de ambientes conservados

(Figure 11).

Zygoptera composition
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Figura 11. Abundanciarelativa de especies de Zygoptera (A) y Anisoptera (B) segunla
integridad del habitat en arroyos evaluados en Misiones.
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Ocho especies de odonatos fueron clasificados como potenciales indicadores de integridad
de habitat para los ambientes conservados y degradados. Sin embargo, no se detectaron
especies indicadoras de ambientes intermedios (Tabla 4).

Tabla 4. Valor indicador (IndVal) para las especies de odonatos coleccionados en arroyos de

Misiones.

Especies Estado de integridad indval pvalor
Argiacroceipennis 0,953 0,007
Castoraeschnajanuaria 0,909 0,022

: — conservado
Argia albistigma 0,829 0,008
Heteragrion aurantiacum 0,814 0,024
Oxyagrion basale 0,897 0,008
Acanthagrion lancea 0,777 0,024

_ _ degradado
Acanthagrion gracile 0,741 0,001
Neoneura sylvatica 0,622 0,006

Diversidad genética

Se logré la extraccion de ADN de calidad a partir del tejido muscular obtenido de una sola
pata de ejemplares adultos.

Transferenciade microsatélites:

Se amplificaron 5 loci en Hetaerina rosea, a partirde los 11 pares de cebadores desarrollados
para Hetaerina americana (Tabla 5). A partir de la secuenciacion de estos amplicones se
determiné que un locus (H15) se corresponde con el microsatélite desarrollado para H.
americana, ellocus H4 no presenta secuencias repetitivasy lostres (H8, H10 y H11) restantes
si bien presentan secuencias en tandem, no se corresponden con los motivos publicados por
Andersony Grether (2013) [106] para la especie mencionada. Al evaluar la variabilidad de
estos ultimos en las poblaciones seleccionadas, se observé que H10 es monomérfico, al igual
gue en Hetaerina americana. En cuanto a los tres loci con motivos repetitivos, la amplificacion
resultd dificultosa, dando falsos negativos en reiteradas ocasiones. Debido a estas
dificultades, no fue posible lograr la transferencia de estos marcadores desde otra especie a
las de interés en este trabajo y, por ende, para evaluar la variabilidad y estructura genética de
las poblaciones de H. rosea mediante microsatélites es necesario avanzar en su obtencion

por otras metodologias como por ejemplo NGS.
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Tabla 5. Amplificacion cruzada de microsatélites en Hetaerinarosea.

Locus

Motivo Motivo
H. americana H.rosea

Tamafio

(bp)
H.rosea Variabilidad

H1
H3
H4
H7
H8
H10
H11
H15
H17
H18
H22

TTA -
GGAG -
AATG no tiene
GGGA -
GGGA GAG
ATCT CCCTTT
TCCC CCCA
GGAT GGAT
GCAT -

GAAT -

CAT -

100 -
220-523 Si

200 no
168-627 Si
276-300 Si

Barcode:

En cuanto a la secuenciacion de COI, de los 189 ejemplares seleccionados, se logré una

amplificacion correcta en 92 y una secuenciacion de calidad solamente en 51 individuos.

No se observao relacion entre el éxito de la amplificacion y/o secuenciaciony la especie, ni con

la poblacion a la que correspondia la muestra. El Unico caso distintivo se observa en la

poblacion del arroyo Pindapoy (sitio 9), donde no fue posible obtener secuencias de calidad.

Esto implica que, para algunas especies, las secuencias de COIl fueron generadas a partir de

un solo individuo, como es el caso de Castoraeschna januaria (Hagen, 1867), Oxyagrion

terminale Selys, 1876, Tigriagrion aurantinigrum Calvert, 1909, Erythrodiplaxfusca (Rambur,

1842), Miathyria marcella (Selys in Sagra, 1857) y Perithemis icteroptera (Selys in Sagra,

1857). Las secuencias obtenidas a partir de morfotipos no se han incluido en el analisis de

barcode, pero se observan en el arbol de la figura 14.
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Tabla 6. Distancia K2P de COI entre las especies estudiadas.

Familia Especie N Media Max EC DEC
Aeshnidae Castoraeschnajanuaria 1 NA 0 P. aeneoviridis 16,46
Coenagrionidae Homeoura chelifera 2 0 0 P. aeneoviridis 16,25
Ischnura fluviatilis 3 0,31 0,46 O.terminale 15,55
Neoneura sylvatica 8 0,2 0,56 T.aurantinigrum 18,66
Oxyagrion basale 8 0,99 1,94 O.terminale 3,84
Oxyagrion terminale 1 NA 0 O. basale 3,84
Peristicta aeneoviridis 6 536 9,91 M.marcella 14,42
Tigriagrion aurantinigrum 1 N/A 0 O. basale 16,28
Heteragrionidae Heteragrion aurantiacum 2 0,15 0,15 O. basale 18,18
Libellulidae Erythrodiplaxatroterminata 5 1,72 2,6 E. fusca 0,73
Erythrodiplax fusca 1 NA 0 E. atroterminata 0,73
Miathyria marcella 1 NA 0 P. aeneoviridis 14,42

Perithemis icteroptera 1 NA 0 M. marcella 15,52

N: numero de secuencias; Media (%): valor promedio de distancia genética intraespecifica;
Max (%): distancia genética intraespecifica maxima; EC: especie relacionada mas cercana
segun arbol NJ. DEC: menor distancia genética a la especie mas cercana.

La divergencia genética intraespecifica vario entre 0y 9,91% Yy la divergencia interespecifica
para el conjunto de datos vari6é de 0,73 a 18,18% (Tabla 6). Erythrodiplax atroterminata
presentd una divergencia intraespecifica superior al 2% y la distancia con la especie mas
cercana, Erythrodiplax fusca, menor a la divergencia maxima intraespecifica. Peristicta
aeneoviridis por otro lado, presentauna divergencia intraespecificamaxima significativamente
superior a las demés especies.

La mayoria de las especies determinadas morfolégicamente formaron también grupos
separados en el arbol (Figura 14), apoyando las determinaciones. El género Peristicta
presenta dos clusters concordantes con la divergencia intraespecifica alta. EI género
Erythrodiplax Brauer, 1868 sin embargo, forma varios grupos que no se corresponden con los
morfotipos planteados.
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Figura 14. Arbol NJ basado en todas las secuencias COl de Odonatos obtenidas.
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Capitulo 5: Discusién

Odonatosy estado de conservacion

De acuerdo al indice HIl y los parametros ambientales, se discriminaron tres estados de
conservacion consistentes con el grado de alteracion antropogénica existente. Las principales
diferencias entre estos estados fueron dadas por el Hll, lo que implica que el uso del suelo en
zonas aledafias al cauce del arroyo tiene una gran influencia en la conservacion de la zona
riparia y esta tiene, ademas, un impacto en las variables fisicoquimicas del agua. Esto puede
afectar el ensamble de odonatos debido a que las especies responden diferencialmente a la
fisionomia y estratificacion vertical de la vegetacibn marginal, tanto debido a sus
requerimientos en la ovoposicién, como asi también a la variaciéon que se produce en las
condiciones microcliméticas del habitat [26,70,80]. En el ambiente conservado analizado en
este trabajo, laabundante vegetaciénriberefia es una caracteristica destacable. Debido a ella,
los arroyos presentan gran cantidad de detritos, que consisten en hojas y ramas que caen
sobre el cauce, lo que podria explicar los valores elevados de turbidez de estos sitios [132].
En los héabitats degradados, en cambio, nos hay bosque riberefio, sino pastos variados,
arbustos y escasos arboles pioneros. El principal parametro que los caracteriza es la alta
concentracion de nitratos debido a las descargas urbanas, y la temperatura del agua mas
elevada, que resulta de una mayor incidencia solar. Estos valores se corresponden con
estudios realizados previamente en la zona [34] donde se detectaron valores elevados de
nitratos y conductividad en arroyos cercanos a las urbanizaciones. En cuanto a los ambientes
rurales, hay una mayor variacion de los parametros entre sitios debido a que la intensidad de
actividad agricola difiere entre sitios. Se observa cierto grado de cobertura riberefia, diferente
intensidad de pastoreo, el acceso al arroyo es variable, etc., pero todostienen caracteristicas
intermedias a las descriptas anteriormente.

Contrario a lo que se esperaba, la proporcion Libelulidae/Anisoptera no difirié entre las
categorias de habitat. Si bien este analisis ha resultado positivo anteriormente [75], el estudio
se basé en la recopilacion de una gran cantidad de trabajos de regiones de selva tropical. En
cambio, el &rea evaluada en este trabajo est4 ubicada en la regién de Campos y Malezales,
donde el bosque en galeria de la ribera del arroyo se continua con pastizales, tipicamente
habitados por Anisoptera. Asi, a pesar de la variacion en las condiciones ambientales, la
composicion similar de especies de Anisoptera en ambientes conservados y degradados
podria responder a esta heterogeneidad ambiental y a la capacidad de dispersion que tienen
estos individuos, cuya presencia en el bosque en galeria seria solo transitoria (también
llamadas especies turistas), como se registra en otros estudios [133]. A pesar de ello, el

cociente Coenagrionidae/Zygoptera aumentoé paralelamente a la perturbacion del ambiente.
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Si bien los zigopteros son conocidos por ser mas sensibles a los requerimientos del
microhabitat [26,73,134], a las caracteristicas estructurales del arroyo [135,136] y a la
presencia de plantas para ovoposicion endofitica [72,137], la familia Coenagrionidae presenta
una gran cantidad de especies con caracteristicas generalistas que explicarian el aumento de
la proporcién de especies de Coenagrionidae en relacion al total de zigdpteros, a medida que
las condiciones del habitat presentan mayor alteracion [75,76]. Esta variable podria ser usada
como un indicador con ciertas restricciones, como evaluacion rapida de degradacion
ambiental entre sitios similares, o para un programa de monitoreo a largo plazo de un sitio
particular [75], ya que el resultado puede depender de la regidon o ambiente estudiado.

Si bien el uso de grupos taxonémicos superiores (por ejemplo, suborden o familia) como
indicadores presenta una mayor simplicidad en cuanto a la identificacién, no resulta tan
preciso como el uso de especies indicadoras. De hecho, las recientes modificaciones en la
flogenia de odonatos hanincorporado nuevos génerosy especies a la familia Coenagrionidae
[66], por lo que este sistema no resultaria tan efectivo como fue planteado. Ademas, la
posibilidad de identificacion confiable a nivel de especie en la mayoria de los odonatos
representa unaventaja que deberia ser aprovechada en los indicadores de ambiente, ya que
los requerimientos ecolégicos se describen a nivel de especie (teoria del nicho ecoldgico)
[138].

La diversidad alfa no mostré relacion directa con el grado de conservaciéon del ambiente. Si
bien el indice de Shannon toma en cuenta el nUmero de especies (riqueza) y su abundancia
(equidad), no considera la valencia ecolégica de las especies. Asi, las diferencias entre
estados de conservacion fueron evidentes en término de composicion de la comunidad. El
analisis de correspondencia candnica permitid observar una influencia del ambiente en la
distribucion de las especies. Entre las variables analizadas, solo el HIl y la concentracion de
nitratos infirieron significativamente en la composicién y abundancia de odonatos. Asi, Argia
croceipennis Selys, 1865, A. albistigma Hagen in Selys, 1865, Castoraeshnajanuaria Hagen,
1867 y Heteragrion aurantiacum Selys, 1862 resultaron indicadores de areas conservadas.
Estas especies comparten caracteristicas del habitat como rocas y vegetacién sumergida
entre las cuales la larva vive; ribera boscosa con rocas y troncos donde el adulto se posay
vegetacion acuatica donde la hembra oviposita [120]. Por otro lado, hay especies de
Zygoptera que no requieren la proteccion de los bosques en galeria, como es el caso de
Acanthagrion lancea Selys, 1876, A. gracile Rambur, 1842, Oxyagrion basale Selys, 1876y
Neoneura sylvatica Hagen in Selys, 1886. En nuestro estudio, estas especies tuvieron una
gran fidelidad y especificidad a los ambientes degradados. Se ha sefialado anteriormente que
algunas especies de estos géneros se establecen en arroyos de poca corriente [139],
vegetacion marginal compuesta por pastos y plantas flotantes donde el adulto se posa y
masas de algas o ramas muertas donde la hembra oviposita [120,140,141]. Estas
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caracteristicas son comunes en ambientes degradados [142] y, por lo tanto, estas especies
tienen mayor capacidad de aprovechar los cambios provocados por el proceso de
urbanizacion y ocupar asi estos sitios. Esto ha sido propuesto en un estudio de impactos
urbanos donde las especies delgénero Erythrodiplax (Anisoptera), tipica de sistemas Iénticos,
aparecen como bioindicadores de hébitat perturbados [135].

En términos de ambiente intermedio, no hay indicadores especificos, sino una mezcla de
especies presentes en las comunidades de los dos extremos (degradado y conservado), y
especies que tienen cierta tolerancia a alteraciones antropogénicas o un nicho mas amplio,
como Hetaerina rosea, Erythrodiplax fusca, etc. [52,140]. A pesar de que hemos encontrado
especies exclusivas de ambientes intermedios (ver Figura 11), se encuentran en bajo ndmero
y solamente en algunos sitios, por lo que no califican como especies indicadoras.

Nuestros datos muestran coincidencias con otros trabajos llevados a cabo en la regién
subtropical y algunas discrepancias que podemos resaltar. Por ejemplo, en coincidencia con
este trabajo, se ha determinado que Acanthagrion Selys, 1876 y Oxyagrion Selys, 1865 son
buenos indicadores de areas impactadas y arroyos sin sombra respectivamente [52,140].
Argia reclusa Selys, 1865 también ha sido asociada a ambientes impactados [140], y en
nuestro estudio han sido hallados solamente en ambientes degradados. Erythrodiplax fusca
resultdé ser indicador de ambientes degradados repetidamente [52,135,136,140], pero en
nuestro caso, esta especie presenta una amplia distribucion, incluyendo ambientes
conservados. Heteragrion Selys, 1862 ya fue detectadocomo indicador de habitat conservado
[135,136] al igual que en este trabajo y también se detectd una especie de Argia Rambur,
1842 como indicador de ambientes conservados [135]. Finalmente, Argia mollis Hagen in
Selys, 1865 fue encontrada en nuestros ambientes conservados al igual que en un estudio

previo [52], pero ademas fue hallada en ambientes intermedios.

Transferenciade microsatélites

La modificacion del ambiente debido a las actividades humanas puede ser un gran impulsor
del patrén genético de una especie [143], yaque los diferentes usos de suelo generan muchas
veces la fragmentacién y degradacion del habitat, alterando patrones genéticos de derivay
flujo génico entre poblaciones [144]. Resulta esencial entonces, poder inferir la conectividad
funcional de las poblaciones [145] y, finalmente, predecir el efecto de la modificacién del
paisaje en el flujo de genes, para poder continuar el desarrollo antropico a través de manejos
gue minimizan el impacto sobre las especies [146]. Muchos odonatos que habitan ambientes
loticos estan altamente restringidos a su habitat y muestran un menor potencial de dispersion
gue otras especies adaptadas a habitats menos estables [147,148]. Por ende, evaluar la
diversidad genética de las poblaciones permitiria plantear mejores estrategias de monitoreo

para la conservacion de la especie, por lo que resulta valioso contar con herramientas
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moleculares que puedan ser aplicadas a las especies que habitan una region determinada.
Los microsatélites representan una herramienta adecuada para medir la variacion en
diversidad asociada al impacto ambiental, debido a su caracter neutral y a una mayor
sensibilidad a la dinamica temporal en procesos ecolégicos [149]. Sin embargo, presentan el
inconveniente de que los costos y tiempo de desarrollo especificoson altos. Sibien en muchos
casos la amplificacion cruzada ha dado buenos resultados [98], no hemos logrado transferir
el panel de microsatélites desarrollado para Hetaerina americana a H. rosea, en base a los
ejemplares presentes en nuestra region de estudio. Los inconvenientes fueron varios: en
primer lugar, la mayoria de los loci (4 de 11) no amplificaron en H. rosea, a diferencia de otras
especies del género con distribucion simpatrica [106]. Por otro lado, no todas las regiones
amplificadas presentaban secuencia repetitiva, de hecho, solamente una corresponde a la
secuencia repetitiva reportada para H. americana. Finalmente, la baja reproducibilidad de las
amplificaciones podria estar asociada a un apareamiento débil o poco especifico de los
cebadores en la region blanco, ya que no han sido desarrollados especificamente para la
especie y los sitios de unién pueden ser variables. Debido al bajo nimero de loci y al hecho
de que la amplificaciéon cruzada no resulta confiable, desarrollar un panel de microsatélites
especificos para H. rosea seria til paralograr evaluar la diversidad en esta especie y detectar
posiblesindicadores de impacto antropico en estaregion. Esta especie parece adecuadapara
este tipo de estudios por su amplia distribucion, ubicuidad, y relativamente facil identificacion.
En cuanto a la metodologia, resultainteresante utilizar la tecnologia NGS, ya que presenta un
camino prometedor para el desarrollo de microsatélites, principalmente en organismos no-
modelo, donde el conocimiento del genoma es limitado o nulo [150,151]. Esta herramienta
permite el desarrollo de un gran niumero de marcadores de manera rapida, facily con mejor
costo-beneficio, comparado con los métodos tradicionales, ya que no requieren la
construccion de bibliotecas gendmicas [151]. Ademas, presentan una mayor resolucién de los
estudios poblacionales debido a que facilitan la obtencién no solo del tamafio sino también de
la secuencia del loci en estudio, permitiendo detectar polimorfismos de secuencia y
deleciones/inserciones enlasregiones flanqueantes, ademas de los polimorfismos de longitud
tradicionales [152,153]. Estas caracteristicas han permitido observar con mayor claridad,
patrones de estructura genética en algunas poblaciones [154].

Base de datosde codigos de barra

Basados en nuestros resultados, y sin considerar los casos con identificacion especifica
dudosa, el andlisis de las secuencias de codigo de barras mostr6 una diferencia
interespecifica entre 3,84 y 18,66%, a pesar del reducido namero de individuos. Asi, nuestros
datos apoyan la capacidad de identificacion de especies a partir de este andlisis molecular en
especies de la regién Neotropical, reconocido tan solo en un unico trabajo previo [112]. En
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cuanto a la superposicion en el rango de variacion que se observaen el género Erythrodiplax,
es probable que se deba a una identificacion erronea a nivel especifico, lo cual no es raro en
el género, ya que el mismo presenta una gran rigueza de especies con caracteres
morfolégicos que muchas veces varian intraespecificamente [155]. Seriaimportante reevaluar
estos ejemplares para obtener resultados mas precisos.

Por otro lado, la identificacion de Peristicta aeneoviridis fue corroborada y sus diferencias
morfologicas con otras especies del género en la region son claras, por lo que confiamos que
todoslos ejemplares corresponden morfol6gicamente a la misma especie. Resultainteresante
destacar que la mayor divergencia observada ocurre entre individuos colectados en sitios al
este y al oeste de la provincia, por lo que podriamos suponer cierto aislamiento geografico y
posible divergencia entre las poblaciones. De todas maneras, el nimero de secuencias es
muy bajo para sacar conclusiones al respecto, por lo que esta elevada divergencia

intraespecifica deberia ser evaluada en mayor profundidad.

Ventajas y desventajas del uso de Odonata como bioindicadores

Existen claras ventajas para el uso de Odonata como bioindicadores, como por ejemplo la
simplicidad para evaluar uno o varios sitios rapidamente. A diferencia de los analisis de agua,
la evaluacion de odonatos es econdmica y no requiere tratamiento especial o cuidado al
transportar las muestras allaboratorio, y, de hecho, con un poco de entrenamiento, gran parte
de la identificacion puede ser realizada a campo. Esta también es unade las ventajas de usar
adultos como indicadores, ya que la captura de larvas es usualmente mas laboriosay la
identificacién es dificultosa, y aunque en la actualidad existen claves genéricas para la region
Neotropical (e.g. [65,156]), solo alrededor del 75% de los géneros y un porcentaje mucho
menor de especies han sido descriptas, sumado a que la identificacion de estadios tempranos
es casi imposible [69]. Ademds, ya se ha comprobado en otros estudios que la
correspondencia entrelarvasy adultos presentes en un sitio es significativa [133,157]. En este
sentido, la cria de larvas muestreadas en los sitios de estudio ha permitido aportar al
conocimiento e identificacion de especies de odonatos en estadios inmaduros, como se
evidencia en la seccién de novedades taxondmicas. Conocer la especie en todos los estadios
de su ciclo de vida es importante para el estudio de la diversidad y la comprension de todos
sus requerimientos ecologicos, y permite ademas el estudio de ambientes acuéticos sin la
dificultad que implica la necesidad de esperar que el organismo complete su ciclo para
identificarlo.

El andlisis de la comunidad Odonata adulta combinada con el analisis de ribera es una
herramienta efectivay de bajo costo para determinar la calidad de hébitat. Tanto las especies
indicadoras como la proporcion Coenagrionidae/Zygoptera (esta Uultima con mas

restricciones), podrian ser utilizadas como herramientas en la gestion y conservacion de
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ambientes loticos. Sin embargo, es necesario notar que no todos los parametros usados como
indicador fueron Utiles en esta area. Esto sugiere que se necesitan estudios previos en cada
region para entender el grado de discriminacion que la comunidad de odonatos puede
alcanzar.

Somos conscientes de que el nimero de especimenes y sitios es todavia bajo para hacer un
analisis completo de la estructura de la comunidad en diferentes usos de suelo y calidad de
habitat, pero estos datos, los primeros para la provincia, son el punto de partida necesario
para una compresion del uso de odonatos como bioindicadores en esta ecorregion. Nuestros
datos refuerzan el concepto de que la alteracion humana modifica la vegetacion riparia y lleva
a la pérdida de calidad ambiental, que se refleja en cambios en la comunidad de odonatos.
También contribuye al conocimiento de la diversidad de odonatos en la ecorregion de campos
y malezales. Ademas, las coincidencias con trabajos realizados en otras regiones permiten
destacar el caracter indicador de ciertos grupos (especies o géneros), por lo que seria
interesante analizar la posibilidad de utilizar odonatos como bioindicadores en escalas
superiores a la ecorregion.

La restauracion y proteccion de estos ecosistemas es una prioridad debido a la expansion de
las actividades econdémicas en una region de limitada extension. En el caso de habitats
acuaticos, la degradacion puede ser reducida mediante el mantenimiento de la vegetacion
riberefiay el planeamiento urbano para evitar urbanizacién irregular, y asi prevenir extinciones

locales de las especies de odonatos y de la fauna autdctona en general.
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Novedades taxondmicas y nuevos registros

Descripcion de lalarva de taltimo estadio de Peristictaaeneoviridis

El género Peristicta Hagen in Selys, 1860 se distribuye en el noreste de la Argentina, sur de
Brasil, Paraguay y Uruguay [158-160]. Actualmente se compone de ocho especies (P.
aeneoviridis Calvert, 1909; P. forceps Hagen in Selys, 1860; P. gauchae Santos, 1968; P.
guarellae Anjos-Santos & Pessacq, 2013; P. lizeria Navas, 1920; P. jalmosi Pessacq & Costa,
2007; P. janiceae Pessacq & Costa, 2007; and P. muzoni Pessacq & Costa, 2007), y es muy
probable que existan aun especies por ser descriptas (Prof. A.B.M. Machado, pers. comm.).
Hasta el momento, solo la larva de P. forceps [159] y P. guarellae (Santos 1971, descripta
como P. aeneoviridis, ver Anjos-Santos & Pessacq 2013[158]) se conocen. El género ha sido
incluido en la clave de Coenagrionidae de Lozano et al. (2018) [161] y puede ser facilmente
identificado por la presencia de lamela caudal ovoide con nodo poco definido, un par de setas
en el prementény 4-5 setas en el palpo. El patrén de coloracién de las patas, abdomen y
lamela caudal, formas y setas de la lamela caudal, setas de las patas, como asi también el
tamafio relativo de los ganchos de la lacinia, son caracteres diagndsticos potenciales para la
separacion de larvas de las distintas especies; estos caracteres se resumen en la Tabla 7
para las tres larvas conocidas.

Peristicta aeneoviridis y P. forceps son simpétricas, las dos se conocen en Argentina, Brasil y
Uruguay, P. aeneoviridis es también conocida en Paraguay [159]. Ambas especies son
frecuentes en pequefos arroyos de las cuencas del Parana y Uruguay en Argentina, pero
hasta el momento, no se ha encontrado las dos especies en el mismo sito. Actualmente, P.
guarellae solo se conoce en la localidad tipo (sur de Brasil, estado de Parand), y
probablemente comparta parte de su distribucion en Brasil con las otras dos especies
conocidas; su presencia en Argentinaes poco probable.

A partir de la evaluacion de dos exuvias (1 &, 1 @ ambas emergidas en laboratorio)y sus
correspondientesadultos se ha podido determinarque lalarvade P. aeneoviridis, corresponde
a un pequefio coenagrionido, con un par de setas en el prementon, laminilla caudal ovoide
con nodo poco definido y marcas claras marginales, fémur con una banda oscura apical, una

basal y dos mediales.
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Tabla 7. Caracteres larvales en especies de Peristicta.
P.

aeneoviridis

P. forceps P. guarellae

Setas en el prementén 4 4-5 5

Proporciones de los

ganchos delalacinia 1:0,3:0,2 1:0,5:0,3 ?
ventral

Bandas oscuras del

) _ 2 1 aparentemente 2
fémur medial

] ) ovoidesy
Setas delféemur ovoides o ?
espiniformes

Bandas abdominales 2 laterales, 1
2, laterales 2, laterales _
claras medio-dorsal

Setas abdominales en el

: s7-10,

margen posterior del s6-10 ?

algunas en s6
segmento
Apice de lalaminillas rectas,

redondeadas ) redondeadas
caudales concavas
Marcasclaras de la

presentes presentes ausentes

laminillas caudales

La descripcion del altimo estadio larvario se detalla a continuacion:

-Cabeza: alrededor de 1,6 veces tan ancha como larga, margen posterior ligeramente
céncavo, lébulos cefélicos con varias setas ovoides cortas y algunas setas finas semejantes
a pelos, antena con seis antendémeros, 1°"y 4t con el tercio basal marrén oscuroy los dos
tercios apicales marrén, 29y 3¢" antendmero marron claro con la mitad distal amarillo palido,
6t antendmero amarillo pélido, largo proporcional de los antenémeros: 0,9:0,8:1:1:0,9:0,6.
Articulacién premental alcanza la primera coxa; prementum (Figura 12a) corto y amplio,
alrededor de 1,2 veces tan largo como ancho, margen anterior triangular y crenulado, con una
seta premental a cada lado de la linea media; margenes laterales con una fila de 9-11 setas
cortas espiniformes en el tercio distal. Palpo (Figura 12 b, ¢) con margen externo crenulado,
con cuatro setas largas; margen distal con el diente curvado tipico y externamente a él, dos o

tres dientes muy pequefios y tres setas espiniformes cortas y robustas (Figura 12c); margen
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interno crenulado; diente movil delgado y agudo, cerca de un tercio del largo del margen
externo. Mandibulas como en Figura 12d. Formula mandibular L 1+23450 ab; R1-2345y a.
Maxila (Figura 12 e): lacinia (Figura 12 e—g) con seis dientes: tres dorsales (Figura 12 f)
ligeramente curvados hacia adentro, similares en forma y tamafio, y tres dientes ventrales
(Fig. 129g) con diferente forma y tamafo: uno apical, similar a dos dorsales, los restantes mas
pequefios, proporciones como sigue: 1:0,3:0,2. Basal al diente dorsal hay una fila de setas
largas y plumosas: dos gruesas y las demas finas; basal al diente ventral hay una fila de tres
setas similares a pelos largos, gruesos y varias setas cortas, finas y plumosas. Galea (figura
12 e) algo curvada hacia adentro, apice robusto, redondeado, con setas largas y plumosas en
la superficie externa, base (figura12h) con varias setas espiniformes cortas.

-Torax: pronotumy sintorax marrén oscuro, con dos bandas dorsales claras. Las pterotecas
son practicamente paralelas, alcanzando el segmento 5. Patas (figuras 13 a-d) esbeltas,
cubiertas por pequefias setas semejantes a pelos, marrdn claro; coxa marron; base del
trocanter marron oscura; fémures con una banda apical, una banda basal y dos bandas
mediales oscuras (figura 13a), la distal mas ancha; fémures protoracicos con una fila de setas
ovoides en elmargen flexory extensor, la superficie restante con algunas setas ovoides (figura
13b, c); margen flexor de los fémures meso y metatoracicos con una fila de setas ovoides
dispersas, menos desarrolladas en margen extensor. Tibia (figura13a) conunabanda oscura
en el tercio apical, mas pronunciada en la pata protoracica, superficie extensora con setas
largas, finas, similares a pelos, tercio apical flexor (figura 13d) con abundantes setas plumosas
tridentadas. Margen extensor de los tarsos con setas largas, finas, como pelos, margen flexor
con dos filas ventrales de setas plumosas, ufias tarsales simples e iguales.

-Abdomen: cilindrico, marrén oscuro, con dos bandas longitudinales dorsales a ambos lados
de la linea media; segmento 1-4 con setas finas en la superficie dorsal; segmento 6-10 con
una fila distal de espinas, espaciadas en el segmento 6. Los cercos en macho y hembra estan
dafiados y no puedes ser descriptos. Gonapdéfisis masculina puntiaguda y divergente, con
finas setas, superando el margen anterior del segmento 10. Gonapdéfisis femenina alcanza el
segmento 10, valvas externas puntiagudas, valvas internas redondeadas. Laminillas caudales
(Figura 13e, f) marron, con marcas claras en los margenes, ovoide, apice redondeado, nodo
poco definido, tercio distal del margen con varias setas largas semejantes a pelos, superficie
cubierta de setas muy finas, laminilla lateral (Figura 13f) mas de tres veces tan larga como la
seccion mas ancha, margen dorsal con 20-23 setas espiniformes, mas densas y largas hacia
el 4pice, margen ventral con 53-55setas espiniformes, mas largas hacia el apice, carinalateral
con una fila de 29-31 setas espiniformes, region basal con cuatro setas cortas, gruesas,
espiniformes.
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h
Figura 12. Ultimo estadio larval de Peristicta aenoviridis: a) prementum, vista dorsal; b) palpo
labial izquierdo, vista dorsal; ¢) detalle del margen externo del palpo labial; d) mandibulas,

vista interna: derecha (R) e izquierda (L); e) maxila izquierda, vista ventral; f) dientes dorsales
de la lacinia izquierda; g) dientes ventrales de la lacinia izquierda; h) detalle de la base de

galea.

Laminilla media (Figura 13e) tres veces tan larga como su seccion mas ancha, con cuatro
setas ovoides en la region basal, margen dorsal con 40 setas espiniformes, mas densas y
largas hacia el apice, margenventralcon 27-29 setas espiniformes, mas largas hacia el apice,

carina lateral con 23-26 setas espiniformes.
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Figur'é 13. Ultimo estadio larval de Peristicta aenoviridis: a) pata protoracica derecha, vista
ventral; b) detalle de fémur protoracico, vista ventral; c) setas en fémur protoracico, vista
ventral; d) protibia, vista ventral; e) laminilla caudal media, vista lateral-izquierda; f) laminilla

caudal lateral, vista lateral-izquierda.

-Medidas (en mm): macho (n=1): ancho maximo de la cabeza 2.5, largo maximo de la cabeza
1.4, largo maximo del prementon 1.3, ancho maximo del prementon 1, largo del fémur | 2,
fémur Il 2.5, fémur Ill 3.2, largo tibia 10.9, tibia Il 1.3, tibia lll 2, largo externo de las pterotecas
2.6, largo interno de las pterotecas 2.5, cercos 0.2, laminilla caudal lateral 2.3, laminilla caudal
central 2.4. Hembra (n=1): ancho maximo de la cabeza 2.6, largo maximo de la cabeza 1.6,
largo maximo del prementon 1.2, ancho maximo del prementon 1, largo del fémur 1 1.3, fémur
I1' 1.6, fémur lll 2.3, largotibial1.1, tibia Il 1.2, tibia lll 1.5, largo externo de las pterotecas 2.6,
largo interno de las pterotecas 2.5, cercos 0.1, laminilla caudal lateral 2.2, laminilla caudal
central 2.2.

Peristicta aeneoviridis se distingue de P. forceps (las caracteristicas de esta Ultima en
paréntesis) por presentar dos bandas mediales oscuras en el fémur (una), apice de la lamela
caudalredondeada(recto a profundamente concavo), solo setas ovoides en el fémur (ovoides
y espiniformes), tamafio relativamente pequefio de los dientes ventrales de la lacinia (mas
grandes) y un anillo apical disperso de setas espiniformes en el segmento 6 (mas denso).
Basado en la descripcién de Santos (1971)[162], Peristicta guarellae se puede distinguir de
las otras dos larvas mediante la falta de marcas claras marginales en la laminilla caudal y una
banda clara longitudinal en la regién medial del abdomen (oscura en las demas especies).
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Nuevos registros

A pesar de la reducida dimension del &rea de estudio, hemos detectado dos especies que no
habian sido registradas en la region. Una de ellas, Minagrion waltheri ha sido coleccionada
por primera vez en la Argentina. El registro mas cercano de esta especie corresponde al
Bioma Pampa, en Rio Grande del sur, un estado brasilero adyacente a nuestro sitio de estudio
[163]. Tholymis citrina, por otro lado, se ha encontrado en las provincias de Santa Fe, Jujuy,
Tucumany Salta [164], por lo que hemos extendido su area de distribucion hacia el noreste
de la Argentina.

Dos especies que fueron recientemente detectadas en la zona [67] también han sido
muestreadas: Telagrion longum (Selys, 1876) y Micrathyria pseudeximia (Westfall, 1992). En
los muestreos preliminares se han detectado dos especies, Nephepeltia berlai (Santos, 1950)
y Argentagrion ambiguum (Ris, 1904),que aunque no estan presentesen la lista de especies
para la provincia [164], ya han sido citadas en Misiones [165,166] y se han incorporado en la
lista mas reciente de Odonatos del pais [67]. La deteccion de estas especies resalta el pobre
conocimiento del area, y el ejemplo de las libélulas podria extenderse muy probablemente a
otros 6rdenes de insectos, mostrando la necesidad de profundizar los estudios en esta area
para comprender y registrar su diversidad y dimensionar la importancia de proteger la
ecorregion.
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Capitulo 6: Conclusiones

e Las diferentes practicas asociadas al uso de suelo tipico de la regién afectan en
diferente grado los parametros fisicoquimicos y ambientales y esto a su vezinfluye en
el ensamblaje de Odonatos. El HIl y la concentraciénde nitratos en el agua son los
parametros con impacto significativo en las poblaciones.

e La proporcion Coenagrionidae/Zygoptera podria ser indicativo del estado de
conservacion delambiente con ciertasrestricciones:como un parametro de evaluacion
rapida, o para estudiar un sitio en particular en el tiempo. Sin embargo, no presentala
precision que permite el uso de especies indicadoras.

e Argia croceipennis, Castoraeschna januaria, Argia albistigma, Heteragrion
aurantiacum, Oxyagrion basale, Acanthagrion lancea, Acanthagrion gracile y
Neoneura sylvatica son especies indicadoras del estado de conservacion del ambiente
asociado al uso de suelo en la region. Representan un posible método de bajo costo
para facilitar decisiones de conservacidén en programas de monitoreo y restauracion.

e Seincorporaronsecuencias alabase de datos de barcode paralaidentificacion de las
siguientes especies de odonatos de la zona: Homeoura chelifera, Ischnura fluviatilis,
Neoneura sylvatica, Oxyagrion basale, Peristicta aeneoviridis, Heteragrion
aurantiacum. Sin embargo, es necesario establecer una rigurosa identificacion
morfologica en especies dificultosas (e.g. género Erythrodiplax) para poder contar con
una base de datos de referencia confiable, ya que en estos casos la identificacion
especifica mediante secuencias no fue posible.

e La transferencia de marcadores moleculares microsatélites de Hetaerina rosea, cuya
distribucién no abarca la zona de estudio, no fue posible. Seria de utilidad desarrollar
marcadores para especies de la zona a fin de poder evaluar el estado de las
poblaciones.

Algunas especies de Odonatos respondieron de manera diferencial a los cambios producidos
en el ambiente debido a la intensificacion del uso de suelo y desarrollo urbano. Esto permitio
detectar especies indicadoras de ambientes conservados y degradados, por lo que se acepta

la hipétesis planteada.
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Recomendaciones para trabajos futuros

-Aumentar nimero de sitios para obtener mayor significancia en los efectos del ambiente
sobre las especies y la posible deteccion de indicadores de ambientes intermedios. Es
probable ademas que un mayor nimero de colectas permita detectar mas especies en la

Z0ona.

-Incorporar NGS para evaluar la diversidad de las poblaciones ya que permite el desarrollo de
un gran numero de marcadores de manera rapida y con mejor costo-beneficio, comparado
con los métodos tradicionales, debido a que no requieren la construccion de bibliotecas
genomicas, lo que resulta conveniente en organismos donde el conocimiento del genoma es
limitado o nulo.

-ldentificar morfolégicamente las especies que no pudieron ser identificadas y aumentar el
numero especies secuenciadas y de secuencias por especie a fin de poder establecerun

cadigo de barras confiable para la correcta identificacion molecular.
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Apéndices

1. Tablade andalisis deribera

F1Uso de lotes adyacentesalazonariparia

6 Bosque primario que se continGia con area de campos conservada.
5 Bosque secundario.

4 Ganaderia/pasturas

3 Agricultura conservacionista. Cobertura permanente

2 Cultivos de ciclo corto. Suelo expuesto

1 Area urbana

F2 Ancho del bosque ripario

6 Bosque que se continla con area de campos conservados

5 Entre 30y 100m

4 Entre 5y 30m

3 Entrely5m

2 Bosque ausente, pero con algunos arbustos y arboles pioneros
1 Bosque y arbustos ausentes

F3 Continuidad del bosque ripario

5 Intacto, sin espacios en la vegetacion

4 Espacios a intervalos de >50m

3 Espacios frecuentes con barrancos y espacios a cada 50m
2 Muchos espacios y barrancos en toda su longitud

1 Sin bosque ripario

F4 Vegetaciéndelazonaripariadentrode los 10m desde el canal

6 Mas del 90% de la vegetacion es nativa o arboles no-pioneros

5 Especies pioneras con arboles maduros

4 Habitat en regeneraciéon con predominancia de especies pioneras, bosque secundario y
denso sotobosque

3 Pastos con arbustos y arboles pioneros

2 Pastos y algunos arbustos

1 Sin vegetacién/construccién
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F5 Mecanismosderetencion

5 Canal de rocasy/ o troncos antiguos puestos firmemente en su lugar

4 Rocasy / o troncos actuales, perorellenadas con sedimentos

3 Dispositivos de retencion suelto, que se mueve con inundaciones

2 Canales de limo arenoso suelto, pocas obstrucciones del canal

1 Retencion por alguno de los siguientes: plastico, metal, vidrio, caucho, materiales de

construccion.

F6 Sedimentos

4 Poco o sin ensanchamiento del canal por acumulacion de sedimentos
3 Algunos bancos de grava de piedras gruesasy poco limo

2 Sedimentos de rocas, arenay limo comudn

1 Flujo del canal modificado por sedimentos

F7 Estructurade los margenes

5 Méargenes discretos

4 Margenes estables, con laroca/ suelo sujetarse firmemente por las hierbas, arbustos o

raices de los arboles
3 Margenes firmes, pero flojamente sujetos por hierbas y arbustos
2 Méargenes de tierra suelta sujeta por una capa dispersa de hierba y arbustos

1 Margenes inestables, facilmente perturbados, con tierra o arena suelta

F8 Formadel cauce

4 El canal del rio no ha estado modificado

3 Modificaciones de las terrazas adyacentes al lecho del rio con reduccién del canal

2 Signos de alteracion y estructuras rigidas intermitentes que modifican el canal del rio
1 Rio canalizado en la totalidad del tramo, cauce poco profundo

F9 Fondo del arroyo

5 Piedra de varios tamafios unidos

4 Piedra que se mueven facilmente, con poco limo

3 Fondo de limo, grava y arena, estable en algunoslugares
2 Fondo uniforme de arenay limo flojamente unidos

1 Fondo pedregoso ausente

F10 R4pidos, estanquesy meandros
4 Visibles, a intervalos de 5-9 veces el ancho del arroyo.

60



3 irregularmente espaciados
2 largos estanques separados de cortos rapidos, sin meandros
1 ausentes o flujo corregido

F11 Vegetacion acuatica

5 Cuando esta presente, se compone de musgo y parches de algas

4 Las algas dominan en lagunas, plantas vasculares a lo largo del borde

3 Capas de algas presentes, algunas plantas vasculares, algunos musgos
2 Capas de algas cubren parte inferior, plantas vasculares dominan el canal

1 Vegetacion acuatica ausente

F12 Detritos

5 Principalmente consiste en hojas y madera, sin sedimentos

4 Principalmente consiste en hojas y madera, con sedimento

3 Pocas hojas y madera, restos organicos finos, sin sedimentos

2 No hay hojas o escombros lefiosos, materia organica gruesa/fina, con sedimentos

1 Sedimentos anaerdbicos finos, no hay suciedad mas gruesa
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2. Listade especies coleccionadas

Especies Usos de suelo
Anisoptera

Aeshnidae

Castoraeschnajanuaria Hagen, 1867 1,2
Gomphidae

Cyanogomphus waltheri Selys, 1873 3
Proghomphus sp1. 1,3
Phyllocycla sp1 3
Libellulidae

Brechmorhoga spl 1-4
Brechmorhoga sp2 1
Dasythemis spl 2,3
Diastatops obscura Fabricius, 1775 2,3
Elasmothemis spl 3
Erythrodiplax atroterminata Ris, 1911 1-4
Erythrodiplax fusca Rambur, 1842 1,2
Erythrodiplax media Borror, 1942 1-4
Erythrodiplax melanorubra Borror, 1942 1,2
Erythrodiplax spl 2-3
Erythrodiplax sp2 2
Miathyria marcella Selys in Sagra, 1857 2-4
Micrathyria pseudeximia Westfall, 1992 1-4
Micrathyria spl 14
Perithemis mooma Kirby, 1889 1,4
Perithemis icteroptera Selys in Sagra 1857 1
Zygoptera

Calopterygidae

Hetaerina rosea Selys, 1853 1-4
Hetaerina spl 1
Mnesarete pruinosa Hagen in Selys, 1853 1
Mnesarete pudica pudica Hagen in Selys, 1853 2,3
Coenagrionidae 1-4
Acanthagrion aepiolum Tennessen, 2004 2-4
Acanthagrion cuyabae Calvert, 1909 1-4
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Acanthagrion gracile Rambur, 1842 2-4

Acanthagrion lancea Selys 1876 2-4
Acanthagrion floridense Fraser, 1946 3
Acanthagrion hildegarda Gloger 1967 3
Argia albistigma Hagen in Selys, 1865 1-4
Argia croceipennis Selys, 1865 12,4
Argia mollis Hagen in Selys, 1865 1,2
Argiareclusa Selys, 1865 2-4
Argia serva Hagen in Selys, 1865 1-4
Homeoura chelifera Selys, 1876 2-4
Ischnura fluviatilis Selys, 1876 3-4
Ischnura capreolus Hagen, 1861 2
Oxyagrion basale Selys, 1876 2
Oxyagrion terminale Selys, 1876 3,4
Tigriagrion aurantinigrum Calvert, 1909 2
Telebasis willinki Fraser, 1948 4
Neoneura sylvatica Hagen in Selys, 1886 1-4
Peristicta aeneoviridis Calvert, 1909 (+) 1-4

Heteragrionidae

Heteragrion aurantiacum Selys, 1862 1-3

Dicteriadidae

Heliocharis amazona Selys, 1853 3

1) Reservas, 2) Forestal, 3) Agricola-ganadero, 4) Urbano. (+) Larva descripta.



3. Lista de especies en muestreos preliminares: Area de recursos ambientales

Zaiman

Anisoptera

Aeshnidae

Limnetron antarcticum Forster, 1907

Libellulidae

Dasythemis venosa Burmeister, 1839
Diastatops spl

Erythemis spl

Erythrodiplax atroterminata Ris, 1911
Erythrodiplax basalis Kirby, 1897
Erythrodiplax fusca Rambur, 1842
Erythrodiplax latimaculata Ris, 1911
Erythrodiplax media Borror, 1942
Erythrodiplax nigricans Rambur, 1842
Erythrodiplax ochracea Burmeister, 1839
Erythrodiplax paraguayensis Forster, 1905
Erythrodiplaxumbrata Linnaeus, 1758
Macrothemis sp1

Miathyria marcella Selys in Sagra, 1857
Micrathyria pseudeximia Westfall, 1992
Nephepeltia berlai Santos, 1950
Perithemis mooma Kirby, 1889

Tholymis citrina Hagen, 1867 (*)

Zenithoptera lanei Santos, 1941

Zygoptera
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Calopterygidae

Hetaerina rosea Selys, 1853

Coenagrionidae

Acanthagrion aepiolum Tennessen, 2004
Acanthagrion cuyabae Calvert, 1909
Acanthagrion gracile Rambur, 1842
Acanthagrion lancea Selys 1876
Argentagrion ambiguum Ris, 1904

Argia serva Hagen in Selys, 1865

Minagrion waltheri Selys, 1876 (*)

(*) Nuevo registro.
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4. Cronogramade colectaytamafio de muestra

Cronogramade colecta NGumero de Riquezade
individuos especies

Parque Provincial de las Sierra

05/11/16 28 9
27/02/17 9 3
29/11/17 28 8
07/02/18 13 6
Parque Provincial Cafiadén de Profundidad

06/11/16 42 9
25/02/17 12 6
22/11/17 31 7
07/02/18 22 8
Reserva privadaCampo San Juan

23/11/16 24 6
03/03/17 12 6
27/11/17 29 9
26/02/18 13 8
A. Estepa

07/11/16 23 10
14/02/17 15 10
23/11/17 23 10
13/02/18 19 5
A. ltaembé

07/11/16 23 9
14/02/17 10 9
23/11/17 38 12
13/02/18 18 7
A. Guasupy

24/11/16 23 5
25/02/17 18 11
22/11/17 20 10
14/02/18 19 8
A. Ledn

12/11/16 22 5
18/02/17 13 8
12/11/17 28 10
24/02/18 9 5
A. Tuna

12/11/16 33 8
18/02/17 22 10
12/11/16 30 8
24/02/18 18 8
A. Pindapoy

24/11/16 23 5
21/02/17 21 7
20/11/17 30 7
14/02/18 18 7

A lta




10/11/16 27 10
13/02/17 18 6
13/11/17 18 8
05/02/18 35 11
A. Laguna

16/11/16 25 7
16/02/17 32 10
14/11/17 41 9
05/02/18 52 10
A. Nifio escondido

23/11/16 19 8
16/02/17 23 8
15/11/17 25 5
05/02/18 30 8
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