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RESUMEN DEL CONTENIDO: (Maximo 250 palabras)

El Ichthyoelephas longirostris conocido con el nombre comdn Patalo es una especie
endémica de Colombia, con una distribucion geografica en las cuencas del Magdalena y la
del rio Rancheria. Las poblaciones son seriamente afectadas por la contaminacion, el
incremento de la erosion debido a la deforestacion, explotaciones mineras y la presion
pesquera, generando que se encuentre reportada en el libro rojo de peces dulceacuicolas
de Colombia como especie en peligro.

Esta condicion de especie amenazada y la incertidumbre sobre su correcta clasificacion
taxondmica, debido a su amplio rango de distribucion en la cuenca Magdalénica y el rio

La version vigente y controlada de este documento, solo podra ser consultada a través del sitio web Institucional www.usco.edu.co, link
Sistema Gestion de Calidad. La copia o impresion diferente a la publicada, sera considerada como documento no controlado y su uso
indebido no es de responsabilidad de la Universidad Surcolombiana.



GESTION SERVICIOS BIBLIOTECARIOS

1 , :
hﬁ“‘& DESCRIPCION DE LA TESIS Y/O TRABAJOS DE GRADO e

SC 73841 GP 205-1 CO-5C 7384-1

3de4

AP-BIB-FO-07 ’VERSION‘ 1 ‘VIGENCIA \ 2014 PAGINA

Rancheria y a su vez su relacion con la especie ecuatoriana hace importante dirigir
esfuerzos para realizar estudios para determinar si existen mas de una especie, con el fin
de proponer informacion a las autoridades competentes para que disefien politicas de
conservacion y manejo de la especie.

Dentro de los estudios que se pueden realizar se encuentran los que se basan en los
analisis filogeograficos. Estos estudios consideran el espacio y el tiempo para mapear la
genealogia de genes de interés, por lo tanto en este trabajo se utilizaron genes del ADN
mitocondrial como el 16S y COI. Los analisis filogenéticos y la variacion del polimorfismo
con estos marcadores moleculares indican que el grupo ancestral se encuentra en la
cuenca del Magdalena y del cual se han derivado los individuos de la cuenca del
Rancheria, como consecuencia de diversos factores geolédgicos e hidrograficos.

ABSTRACT: (Maximo 250 palabras)

The Ichthyoelephas longirostris known by the common name Patalé is endemic to
Colombia, with a geographical distribution in the basin of the Magdalena and the River
Rancheria. The populations are seriously affected by pollution, increased erosion due to
deforestation, mining and fishing pressure that is creating reported in the Red Book of
freshwater fishes of Colombia as an endangered species.

This condition of endangered species and uncertainty about its correct taxonomic
classification, due to its wide range in the basin Magdalénica and the river Rancheria and
turn your relationship with the species ecuadorian made important efforts to conduct
studies to determine if there are more than a kind, with a view to proposing information to
the competent authorities to design policies for conservation and management of the
species.

Within the studies that can be performed are those based on the phylogeographic
analyzes. These studies consider the space and time for mapping the genealogy of genes
of interest, so in this work by mitochondrial DNA genes as the 16S and COIl were used.
Phylogenetic analysis of polymorphism and variation with these molecular markers indicate
that the ancestral group is in the Magdalena basin and which have been derived individuals
Rancheria basin as a result of various geological and hydrographic factors.
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Resumen

El Ichthyoelephas longirostris conocido con el nombre comun Patal6 es una especie
endémica de Colombia, con una distribucion geogréafica en las cuencas del
Magdalena y la del rio Rancheria. Es considerado un pez detritivoro que se alimenta
principalmente de Navicula spp. y de Synedra spp. (Bacillariaceae) que se
desarrollan en los rios de aguas claras y limpias. Debido a su habito alimenticio las
poblaciones son seriamente afectadas por la contaminacion, el incremento de la
erosion debido a la deforestacion, explotaciones mineras principalmente del oro y
la presion pesquera dado a su gran aceptacion para el consumo debido a la calidad
de su carne, que en algunos casos utilizan para su captura métodos destructivos de

pesca como la dinamita: lo que ha conllevado a la desaparicion en algunas areas.

A pesar de existir pocos estudios de historia natural y pesquerias, esta especie se
encuentra reportada en el libro rojo de peces dulceacuicolas de Colombia como

especie en peligro.

Esta condicion de especie amenazada y la incertidumbre sobre su correcta
clasificacion taxondmica de la especie colombiana, debido a su amplio rango de
distribucién en la cuenca Magdalénica y el rio Rancheria y a su vez su relacién con
la ecuatoriana hace importante dirigir esfuerzos para realizar estudios para

determinar si existen mas de una especie, con el fin de proponer informacién a las



autoridades competentes para que disefien politicas de conservacion y manejo de la

especie.

Dentro de los estudios que se pueden realizar se encuentran los que se basan en los
analisis filogeogréaficos. Estos estudios consideran el espacio y el tiempo para
mapear la genealogia de genes de interés, por lo tanto en este trabajo se utilizaron
genes del ADN mitocondrial como el 16S y COI. Los andlisis filogenéticos y la
variacion del polimorfismo con estos marcadores moleculares indican que el grupo
ancestral se encuentra en la cuenca del Magdalena y del cual se han derivado los
individuos de la cuenca del Rancheria, como consecuencia de diversos factores

geoldgicos e hidrograficos
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Antecedentes y Justificacion

La falta de estudios en biodiversidad en las diferentes especies de peces del
pais, estimacion poblacional, condiciones minimas para su reproduccion y

conservacion estan generando una gran disminucion de estas.

Inicialmente se creia que los recursos pesqueros eran ilimitados y si bien es
cierto que son renovables, la sobre explotacién ha generado que muchas especies
se encuentren en riesgo de extincion (SIPA, 2010). A esta problematica de
reconocer que los recursos son no autosostenibles sino que necesitan un tiempo, se

le suma la contaminacion ambiental producida por el ser humano.

Este punto de vista ilimitado de las riquezas de las aguas continentales, va
asociado al inicio de las primeras civilizaciones, donde todo su marco existencial
esta situado cerca a estas fuentes fluviales, donde toda la poblacion dependia de la
produccidn del rio, sin ellos intervenir en su equilibrio, viendose desde entonces la

gran dependencia a los recursos acuicolas.

Se estima que la pesca y la acuicultura proporciona medios de subsistencia
e ingresos a unos 54,8 millones de personas en el sector primario de la produccion
pesquera en el mundo para el 2010 (FAO, 2012). Sin embargo, la disminucién en
capturas en diferentes fuentes fluviales asi como en varios paises sudamericanos
como Argentina, Colombia, Paraguay y la Republica Bolivariana de Venezuela, y

paises de América del norte (FAO, 2012), hace vulnerable a este sector.
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Esta situacion se ve reflejada también en Colombia, principalmente en la
cuenca del Magdalena, la fuente hidrica mas importante del pais, en donde al
realizar una comparacién de las capturas en el primer trimestre de 2010, se encontrd
una disminucién gradual y constante, reportando un descenso del 34% en los
desembarcados en febrero con respecto a enero y del 24% en los desembarcados en
marzo comparado con febrero (SIPA, 2010). Muchos asocian esta disminucion a la
falta de conocimiento de las épocas reproductivas de estas especies que van

relacionadas con la subienda.

La subienda en el rio Magdalena es una migracion de los peces aguas arriba,
con fines reproductivos, fenomenos naturales que se traduce en beneficios sociales
y economicos para los pescadores y comunidades riberefias, debido a que se
incrementa significativamente las capturas. La alta presion de pesca durante esa
temporada afecta seriamente los recursos pesqueros, debido a que coinciden con el
periodo reproductivo de las especies reofilicas (especies que migran en contra de la

corriente de los rios alcanzando su madures sexual) (CCl, 2006).

Muchas de estas especies que alberga la cuenca del Magdalena participan
en la subienda y se encuentran reportadas con algun grado de vulnerabilidad como
el Pseudoplatystoma magdaleniatum (Buitrago-Suarez y Burr 2007) (En peligro
critico) y Prochilodus magdalenae (Steindachner 1878) (Vulnerable), algunas que
realizan desplazamiento cortos como Ichthyoelephas longirostris (Steindachner
1879) (En peligro critico), y otras que sus habitos ecoldgicos han sido poco

descritos como Brycon labiatus (Steindachner 1879) (En peligro) , Notarius
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bonillai (Miles 1945) (En peligro) y Ageneiosus pardalis (Lltken 1874)
(Vulnerable), ademas de ser afectadas por las altas presiones pesqueras y la falta de
control que debe ser realizados por las diferentes entidades publicas encargadas de
la pesca y acuicultura y centros de educacion, ha llevado en los dltimos afios a una
disminucion en las capturas, sumado a esto el deterioro del hébitat, pocos estudios
biolégicos y ecoldgicos que involucren estimaciones poblacionales, variabilidad
genética poblacional con marcadores moleculares e inadecuadas politicas de
manejo y conservacion (Mojica, Usma, Alvarez Leon, & Lasso, 2012), es necesario
realizar estudios poblacionales y de biodiversidad, para determinar la riqueza

poblacional y el estado actual de las especies.

Una de las especies importantes para el pais y que esta presente en la cuenca
del Magdalena y el rio Rancheria en la Guajira, es el Ichthyoelephas longirostris
(Steindachner, 1879) conocido con el nombre comin de Patald en la cuenca del
Magdalena, jetudo en el Valle, Patalo hocicon en Santander, besote o jetdn en el rio

Rancheria.

Segun Mojica et al., (2012) el Patald, pertenece a la familia
prochilodontidae, orden characiformes, y esta reportadoco como en peligro (A2c)
en la categoria nacional y en peligro critico CR (A2c) a nivel regional en la cuenca

del rio Rancheria.

Para esta especie solo se han realizado estudios por Roman (1993), Roman-

Valencia y Ortiz-Mufioz (2001) y Patifio (1973) que describen la historia natural
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del jetudo, con el fin de establecer caracteristicas biologicas de Ichthyoelephas
longirostris en la cuenca del rio la vieja, ademas de ampliar sus caracteristicas de
la reproduccion y distribucion geografica y realizar un cultivo experimental de

peces en estanques respectivamente.

Un método para evaluar el estado de las especies, asociado a la distribucion
geografia y a la genética de poblaciones, es la filogeografia, que juega un papel
importante ya que permite esclarecer patrones evolutivos de las poblaciones de una
misma especie e inferir procesos a escala micro y macroevolutiva como flujo
genético, tamafio efectivo de la poblacion, secuencias de colonizacion, cuellos de
botella, determinacion de fronteras entre especies e identificacion y delimitacion de
unidades de manejo para la conservacion (Avise, 2000; Freeland, Kirk & Petersen,

2011; Dominguez & Vazquez, 2009).

Estudios de este tipo se han realizado en especies del orden Characiformes
y familia Prochilodontidae en la cual pertenece el Patald. Entre los estudios mas
recientes es el reportado por Aguirre-Pabdn et al., (2013) en bocachico, con un
muestreo de 20 sitios a lo largo de la cuenca del Magdalena y con un total de 292
individuos analizados, estudiando las variaciones a nivel de ADN mitocondrial (gen
D-loop), encontrando 233 haplétipos de los cuales 206 son privados y 27 son
compartidos entre los sitios ubicados en la parte media y superior del rio
Magdalena, mostrando una alta diversidad genética en la poblacién del bocachico,
indicando que la poblacion no esta pasando por un cuello de botella (reduccion

dréstica en el tamafio poblacional) y que el buen estado genético se ve favorecido
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por el comportamiento migratorio de los individuos, permitiendo el flujo de genes

en toda la cuenca del Magdalena.

Estudios afines han sido desarrollados por Guisande et al., (2012) el cual
buscaba realizar una reconstruccion filogenética basada en el marcador
mitocondrial 16s ADNTr y el gen nuclear 18s ADNTr, genes que proporcionan un
marco para la identificacion de las principales diferencias entre Acestrorhynchida,
Anostomidae, Characidae, Ctenoluciidae, = Curimatidae, = Cynodontidae,
Gasteropelecidae, Prochilodontidae and Serrasalmidae; Oliveira et al., (2011)
proponen una nueva definicion a la familia Characidae y una nueva hipdtesis de
relaciones para los Characiformes basado en analisis filogenéticos de secuencias de
ADN de dos genes mitocondriales (16s rARN y Cytb) y tres genes nucleares
(Myh6; RAG1 y RAG?2); y Sivasundar et al., (2001), que utilizando una secuencia
de ADN mitocondrial infirieron la relaciones filogenética de las especies de

Prochilodus en los rios Parana, Amazonas, Orinoco y cuenca del Magdalena.

Estos trabajos revelan la importancia y la capacidad de los genes
mitocondriales para la identificacion de especies e inferencias filogenéticas,
eventos demograficos y procesos de seleccidn, revelando que la variacion de un gen
no es conservada entre especies pertenecientes a la misma familia debido a la
diferente historia evolutiva asociada al cambio del paisaje como consecuencia de

eventos orogénicos e hidroldgicos que dejan una huella a nivel molecular.
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Formulacién del Problema

En los ultimos 50 afios los seres humanos han transformado los ecosistemas
mas répida y extensamente que en ningun otro periodo de tiempo comparable de la
historia humana, en gran parte para resolver prontamente las demandas crecientes
de alimento, agua dulce, madera, fibra, combustible, entre otras, generando una
pérdida considerable y en gran medida irreversible de la diversidad de la vida sobre

la Tierra. (Rudas et al., 2007).

Colombia a nivel mundial es categorizada como una de las potencias mas
ricas en diversidad bioldgica. Actualmente esta condicion ha ido disminuyendo por
falta de politicas apropiadas para el uso sostenible de los recursos naturales que
evidentemente han contribuido a colocar un sin nimeros de especies en condiciones

preocupantes para la ecologia del pais.

Ademas, se podria considerar que las practicas no sostenibles de los recursos
pesqueros que contribuyen a la degradacion, son también consecuencias de la poca
educacion ambiental generada en los diferentes centros educativos sobre

conservacion de especies, en este caso de especies dulceacuicolas.

Los procesos de deterioro y fragmentacion de los ecosistemas y la
consecuente pérdida de biodiversidad, han sido poco analizados en Colombia desde
todos los ambitos incluyendo el educativo. En buena medida este rezago obedece a
las limitaciones de informacion que impiden identificar con detalle la evolucion y
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los cambios en los ecosistemas. En consecuencia, son pocos los elementos de juicio
sustentados en la evidencia empirica que aportan a la formulacion de politicas

orientadas a frenar o detener procesos de degradacion (Rudas et al., 2007).

Dentro de las especies endémicas dulceacuicolas del pais se encuentra el
Patald, con una distribucion geografica en la cuenca del Magdalena y la del rio
Rancheria. Su categorizacion lo ubica en peligro a nivel nacional y en peligro critico
para el rio Rancheria, debido a la destruccion de su habitat natural. No se conocen

estimativas poblacionales de la especie (Mojica et al., 2012).

Aunque se conoce muy poco del Patald, ecolégicamente se ha logrado
establecer que habita principalmente en los afluentes laterales de los grandes rios
de la cuenca del Magdalena y del rio Rancheria. Prefiere aguas rapidas, claras y es
poco usual capturarlo en las ciénagas de la parte baja. No participa de la subienda,
pero al parecer efectla desplazamientos cortos durante los meses de verano (Mojica

etal., 2012).

Actualmente la distribucion de dichos afluentes presenta una separacion
geogréfica por la sierra Nevada de Santa Marta, lo que ha establecido un aislamiento
reproductivo evitando flujo génico entre los individuos que habitan la cuenca del

Magdalena y el rio Rancheria.

Esta interferencia de flujo génico no solo se da por barreras geograficas, sino

también por barreras quimicas o aislamiento por distancia que se presenta en la
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misma cuenca creando subespecies, como lo encontrado por Dahl (1971) el cual
encontro diferencias morfoldgicas entre Patalo de la ciénaga del bajo rio Magdalena
hasta aguas abajo de la ciénaga de Plato Magdalena, denominando a esta subespecie
Ichthyoelephas longirostris neglectus, sin conocerse registros posteriores de

captura en este sector.

Teniendo en cuenta su amplio rango de distribucion de la especie en la
cuenca del Magdalena y el rio Rancheria, la categoria que presenta segun el libro
de peces dulceacuicolas en PELIGRO CRITICO y la incertidumbre en su correcta
clasificacion taxondmica, se hizo necesario realizar el estudio filogeografico para

determinar la existencia de una o mas especies del Patalo en el pais.

De esta manera se podra proporcionar informacion para que las autoridades

competentes propongan medidas de conservacion y manejo para frenar la

disminucidn de la poblacién y finalmente evitar la extincion de la especie.
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Obijetivos de Investigacion

Para la realizacion de esta propuesta investigativa se plantean cuatro

objetivos, uno general y tres especificos:

Objetivo General

Determinar si existe una 0 mas especies de Patald, I. longirostris

(Steindachner, 1879) en la cuenca del Magdalena y el rio Rancheria.

Objetivos Especificos

° Analizar la variacion genética del Patalo, 1. longirostris utilizando
marcadores tipo ADNmt (gen 16s y gen Citocromo Oxidasa Subunidad I).
° Proporcionar informacion para que las autoridades competentes propongan

medidas de conservacion y manejo.

° Proponer una herramienta pedagogica para la ensefianza de la Biologia

Molecular
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Marco Tedrico

La diversidad ecosistémica actualmente no es conocida en su totalidad por
la falta de estudios. Hoy en dia, en donde las actividades humanas tienen mayor
efecto en el equilibrio natural de las poblaciones existentes sobre el planeta Tierra,
se hace imprescindible realizar investigaciones no solo con el fin de aumentar el
inventario biolégico de especies, sino proporcionar informacion del estado

poblacional para tomar medidas de manejo y conservacién de las mismas.

Segun Mora, et al., (2011) la biodiversidad predicha es alrededor de 7.77
millones de especies de animales, 298.000 especies de plantas, 611.000 especies de
fungi, 36.400 especies de protozoos y 27.500 especies de chromista, en total una
aproximacion de mas o menos de 8.74 millones de eucariotas existentes sobre la
tierra, restringiendo estas aproximaciones a los taxones marinos con una prediccion

de 2.21 millones de especies de eucariotas en los océanos del mundo.

El nimero de especies vivientes sobre la tierra es desconocido. Existe
aproximadamente 1.7 millones de especies nombradas y la posibilidad de otros 10
millones (no calculando bacterias y arqueas) que no han sido descritas todavia.
Estudios basados en la identificacion de ADN pueden ser de vital importancia el
descubrimiento de especimenes que representan los taxones sin describir (Stoeckle,

2003).
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Colombia y su Biodiversidad

Dentro de los 17 paises bioldgicamente mas ricos del mundo, en cuyos
territorios se encuentra entre el 60 y el 80 por ciento de la vida (Londofio, 2001), se
halla la republica de Colombia que se ubica en la esquina noroccidental de
Suramérica con una extension territorial de 2.070.408 Km? incluidos las areas
terrestres (1.141.748 km?) y marinas (880.376 Km?). Gracias a estas caracteristicas,
sumadas a su posicién geografica, que la ubica en la zona ecuatorial, la posicionan
como uno de los 12 paises mas ricos en la biodiversidad a nivel mundial en donde

se alberga el 70% de la biodiversidad (Romero et al., 2007).

Aunque no existen inventarios biologicos detallados y completos para todo
el pais, si se conoce que a nivel de especie, Colombia es considerada como la cuarta

nacion en biodiversidad a nivel mundial (Romero, et al., 2007).

Una parte de esta biodiversidad colombiana se concentra en sus aguas
continentales. La riqueza hidrica del pais se manifiesta en una extensa red fluvial
superficial que lo cubre (Londofio, 2001), ofreciendo recursos naturales y

econdmicos.
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Caracteristicas Generales de la Cuenca Magdalena y el Rio Rancheria

La fuente fluvial mas importantes para el pais es la cuenca del Magdalena,
que comprende 256.622 km?, correspondiente al 22.5% de la superficie del pais,
representando el escenario de las principales pesquerias de aguas continentales, ya
que en ella se concentra la mayor poblacién dedicada a esta actividad, la cual esta
estimada en aproximadamente 30 mil pescadores artesanales (Beltran et al., 2000),
la cual alberga 167 especies de peces dulceacuicolas de las 838 (distribuidas en 44

familias y 13 ordenes) reportadas para el pais (Mojica, 1999).

Otra fuente fluvial de interés es el rio Rancheria que es uno de los méas
importantes del departamento de la Guajira. Nace en la laguna de Chirigua que esta
ubicada en la Sierra Nevada de Santa Marta a 3700 m de altura sobre el nivel del
mar y desemboca directamente en el mar Caribe de la ciudad de Riohacha (Polania

et al., 2006; Mojica, et al., 2006).

Caracteristicas del Patal6 Ichthyoelephas longirostris (Steindachner, 1879)

Dentro de las especies dulceacuicolas del pais se encuentra el Patald,

Ichthyoelephas longirostris (Steindachner, 1879), que es una especie con

distribucién en la cuenca Magdalénica y el rio Rancheria (Patifio, 1973; Roman-

Valencia y Ortiz-Mufioz, 2001; Mojica et al., 2012).
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Se caracteriza por presentar una coloracion verde oscura en el dorso y
blanco-plateado ventralmente, con bandas azules oscuras a los lados del cuerpo que
se extiende desde el borde posterior del opérculo hasta la base de la aleta caudal
entre manchas amarillas continuas; una mancha peduncular azul oscura,
redondeada; la aleta dorsal es amarilla-verdosa, con bandas oscuras en la base. Las
aletas pectoral, anal, pélvicas y adiposa de rosadas; la aleta caudal es verde oscura
excepto su extremo que registra una banda rosada (Roman-Valencia, 1993; Castro

& Vari, 2004).

Segun Roméan-Valencia (1993) morfolégicamente el Patald tiene un hocico
de 1,6-1,7 en la longitud de la cabeza; cabeza 3,8-5,0 en la longitud estandar;
profundidad del cuerpo 2,8- 4,5 en la longitud estandar. Distancia prepectoral 3,7-
4,5 en la longitud estandar; distancia preanal 1,2-1,6 en la longitud estandar. Dientes
presentes en los labios. 34 a 37 en la linea lateral, 6-7 en la linea lateral, hacia el
origen de la aleta dorsal; 5-6 escamas debajo de la linea lateral hacia el origen de
las ventrales y 4-5 hacia el origen de la anal. Boca protractil e inferior, labios
gruesos; cabeza punteada; 0jos con membrana adiposa; membranas branquiales
unidas al istmo; aletas sin escamas excepto en sus bases; aleta anal concava, su

primer radio ramificado, generalmente el mas largo; caudal furcada (Figura 1).
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Figura 1. Ejemplar del Patal6 del rio Rancheria Ichthyoelephas longirostris

En Colombia se identifica al Patal6 como 1. longirostris (Steindachner,
1879), mientras la especie hermana I. humeralis se encuentra distribuida al Norte
de Ecuador. 1. longirostris se diferencia de I. humeralis por que la longitud de la
boca es 48,8% - 55.7% HL (Longitud de la cabeza) versus 34.5% - 45.4% HL
respectivamente. El ancho horizontal de la érbita del ojo es de 11,1% - 16.3% HL
versus 19.4% — 36.1% HL respectivamente, el namero de escamas entre el inicio
de la aleta dorsal y la linea lateral (generalmente 7, raramente 6 versus 6,
respectivamente), nimero de dientes en la fila interior en cada lado de la mandibula

superior (50 a 76 versus 27 a 47, respectivamente) (Castro & Vari, 2004).
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La clasificacion taxondémica segin Mojica et al., (2012) es:

Reino: Animalia

Orden: Characiformes

Familia: Prochilodontidae

Género: Ichthyoelephas

Especie: Ichthyoelephas longirostris (Steindachner, 1879)

El Patalé es considerado un pez detritivoro que se alimenta principalmente
de Navicula spp. y de Synedra spp. (Bacillariaceae) (Roman-Valencia, 1993) que
se desarrollan en los rios de aguas claras y limpias. Debido a su habito alimenticio
las poblaciones son seriamente afectadas por la contaminacion, el incremento de la
erosion debido a la deforestacion, explotaciones mineras principalmente del oro y
la presion pesquera dado a su gran aceptacion para el consumo debido a la calidad
de su carne principalmente en la cuenca alta del rio Magdalena debajo de la represa
de Betania; que en algunos casos utilizan para su captura metodos destructivos de
pesca como la dinamita: lo que ha conllevado a la desaparicion en algunas areas

(Roman, 1993; Roméan & Ortiz, 2001; Mojica et al., . 2012; Castro & Vari, 2004).

Segun Patifio (1973), la especie se reproduce en aguas torrentosas, migrando
en cardimenes. A pesar de existir pocos estudios de historia natural y pesquerias,
esta especie se encuentra reportada en el libro rojo de peces dulceacuicolas de

Colombia como especie en peligro (Mojica et al., 2012).
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En el caso de la cuenca del rio Rancheria, la construccion de la represa El
Cercado fragmentd las poblaciones, interrumpiendo sus desplazamientos a lo largo
del eje del rio sin proponer politicas de manejo y conservacion, las cuales se
deberian realizar cuando es intervenido y dividido el habitat de una especie con una
barrera geografica que interfiere en el flujo génico. Dicho aislamiento generado por
la fragmentacion generalmente promueve una reduccién en la diversidad genética
de las poblaciones, afectando la plasticidad de adaptacion de las especies frente a
posibles cambios ambientales que se producen con el tiempo (Frankham, Ballou, &
Briscoe, 2008). Las variaciones locales y globales generadas por las intervenciones
pueden influir en procesos evolutivos y las respuestas a estos cambios requieren
alta variacion genetica para asegurar el éxito reproductivo y el mantenimiento de

una especie (Sork & Smouse, 2006).

Esta condicion de especie amenazada y la incertidumbre sobre su correcta
clasificacion taxondmica de la especie colombiana, debido a su amplio rango de
distribucién en la cuenca Magdalénica y el rio Rancheria y a su vez su relacion con
la ecuatoriana hace importante dirigir esfuerzos para realizar estudios para
determinar si existen mas de una especies, con el fin de disefiar politicas y

programas de manejo y conservacion de la especie.
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La filogeografia de Peces de Agua Dulce

La filogeografia es un campo de estudio relacionado con los principios y
procesos que gobiernan la distribucién geogréfica entre especies proximas (Avise,
2000). Se presenta como una herramienta valiosa, pues permite esclarecer patrones
historicos y evolutivos entre poblaciones de una misma especie y ha demostrado
ser util para inferir procesos demograficos a escala micro y macroevolutiva, como
flujo genético, tamafio efectivo de la poblacién, secuencias de colonizacion, cuellos
de botella, determinacion de fronteras entre especies e identificacion y delimitacion
de unidades de manejo para la conservacion ( Avise, 2000; Freeland, et al., 2011,

Dominguez & Vazquez, 2009).

Como el propio nombre dice, la filogeografia considera el espacio y el
tiempo para mapear la genealogia de genes de interés, o sea, la distribucion espacial
de los alelos cuyas relaciones filogenéticas son conocidas o pueden ser estimadas
(Avise, 2000). Ademas de eso, andlisis filogeograficos apropiados pueden ofrecer
datos importantes con relacion a los procesos evolutivos que determina los patrones
contemporaneos de diversificacién y separacion historica de linajes génicos,
aungue estas tengan comportamiento estrictamente neutro. Poblaciones
histéricamente aisladas son las principales candidatas a diferencias en la adaptacion
genética, pues ellas habrian tenido una exposicion potencialmente larga a presiones
de seleccion divergentes sin la influencia homogenizadora del flujo génico (Avise,

2000).
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Dado que en filogeografia se analizan genealogias para determinar los
impactos de los eventos historicos en la composicion y estructura genética de
poblaciones actuales, han logrado revolucionar la interpretacién conjunta de
patrones y procesos de ecologia, biogeografia y la genética de poblaciones

(Dominguez & Vazquez, 2009).

El patrén filogeografico mas conspicuo es aquel en el que hay una marcada
subdivision genealdgica entre poblaciones o grupos de poblaciones (haplogrupos)
y una marcada estructuracion espacial (alopatrica); generalmente se observa en
escalas regionales amplias y es un patron comdn en pequefios mamiferos, insectos

y herpetofauna, dada su poca vagilidad (Vazquez-Dominguez, 2007).

Este andlisis conjunto de aspectos filogenéticos, de genética de poblaciones
y de biogeografia en poblaciones naturales, han tenido repercusiones importantes
en las areas de biologia evolutiva, ecologia y conservacion (Dominguez & Vazquez,

2009).

En ecologia y conservacion existe un incremento de investigaciones
realizadas en el campo filogeograficos como lo muestra la figura 2 (Vazquez,
2007), entre un periodo del 2000 hasta el 2003, algunos taxones representaron que

son mas estudiados, como los mamiferos, roedores y los peces de agua dulce.

Los peces de agua dulce en general presentan patrones filogeograficos

marcados, sobre todo aquellos confinados a cuerpos de agua aislados como el pez
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de desierto Gila atraria, en el que se observan dos filogrupos distintivos, asociados
a un rio y a un lago; dentro de los filogrupos hay a su vez estructuracion de las
poblaciones, asociada a eventos vicariantes concordantes con la historia hidrolégica

pleistocénica de la zona (Johnson, 2002).
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Figura 2. Proporcion de articulos publicados en diferentes regiones (AF: Africa,
AS: Asia, EU: Europa, SA: Suraméricana, NA: Norteamérica, sin incluir México)

sobre filogeografia y para cada grupo taxonomico. (Vasquez, 2007).

Para los estudios filogeogréaficos la reproduccion sexual cumple un papel
importante ya que de esta manera los individuos transmiten su informacién
genética. En la reproduccion sexual, la descendencia obtiene su material genético
del padre y de la madre siendo una herencia biparental, pero algunos organélos de
la célula tienen su propio ADN. Estos son las mitocondrias y los cloroplastos en
plantas que no son obtenidos de forma biparental sino uniparental. Tipicamente el

ADN de estos organélos se presenta de una forma super enrollada, circular, de
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cadena sencilla, estos genomas son mas pequefios que los nucleares, (Freeland, et

al., 2011).

Para los estudios de filogeografia se hace necesario la utilizacion de
marcadores moleculares los cuales estan constituidos por fragmentos de ADN que
pueden ser de tamafios muy diferentes, desde pequefias secuencias hasta grandes
trozos que pueden contener algun gen, si bien no importa que dichos fragmentos
tengan 0 no secuencias codificantes, caracterizados porque se pueden detectar
pequefias variaciones con minimas cantidades del material, que no afectan el
fenotipo: son altamente neutros, pueden detectarse a lo largo del todo el genoma y
no muestran epistasia (cuando la expresion de un gen depende de la expresion de
otros) ni pleiotropia (cuando un gen es el encargado de caracteres distintos no

relacionados) (Cubero, 2003).

El ADN Mitocondrial Como Marcador Molecular

ElI ADN mitocondrial (ADNmt) es una herramienta importante en los
estudios de las relaciones evolutivas de los individuos, especies y poblaciones ya
que presenta caracteristicas peculiares como la herencia uniparental generalmente
materna, ausencia de recombinacion y las altas tasas evolutivas, comparadas con el

genoma nuclear (Calcagnotto, 2001).

El ADN mitocondrial esta involucrado primariamente en la respiracion

celular, en los procesos que generan energia procedente de la alimentacion. EI ADN
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mitocondrial contiene 13 genes codificantes de proteinas, 22 de ARNs de
transferencia y dos ribosomales ARNSs, hay también region control que contiene
sitios para replicacion e iniciacion de transcripcion (Freeland et al., 2011) (Figura

3).

Figura 3. Mapa genético del ADN mitocondrial humano. (LOpez-Pérez, &

Montoya, 2001)

Aunque algunos genes mitocondriales son encontrados en diferentes
especies, el total de la estructura, el tamafio y la organizacion de los genes son
relativamente conservados. Por tal razon se utilizan los marcadores moleculares

tipo mitocondrial para inferir relaciones entre los individuos (Freeland et al., 2011).

La utilidad del ADNmt como marcador molecular para estudios

filogeogréaficos fue descubierta en la década de los 70°s por Avise, et al., (1979).
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YaBrown, etal., (1979) descubrieron la elevada tasa de evolucion de las secuencias

del ADNmt, aproximadamente 2% de divergencia por millon de afios.

Independientemente de la causa, la rapida evolucion de las secuencias es un
prerrequisito para la utilidad del ADNmt como un marcador filogenético
microevolutivo (He, et al.,, 2008), permitiendo, por ejemplo, trazar historias
evolutivas en andlisis de alta resolucion de eventos recientes (como especiacion
rapida), estimar la estructura poblacional, analizar eventos de hibridacion, evaluar
flujo génico entre otros (Avise, 1986; Avise et al., 1987; Meyer, 1994; Avise, 2004;

Clabaut, et al. 2005).

A pesar de la rapida tasa de evolucion del ADNmt, algunos genes pueden
ser mas conservados y esto permite una gran plasticidad en relacién a las
aplicaciones de este genoma en inferencias filogenéticas, pues permite resolver
divergencias que ocurrieron hace 100 millones de afios hasta variaciones inter-
poblacionales (Meyer & Wilson, 1990; Irwin, et al.1991; Cantatore et al., 1994;
Lydeard & Roe, 1997; Akihito et al., 2000; Kumazawa & Nishida, 2000; Farias, et

al., 2001).

El gen 16s ARNr tiene un alto nivel de variacién de nucledtidos entre los
genes ADNmt y muestra un alto nivel de divergencia entre especies (Schlick et al.,
2006). El 16S rARN es un oligonucleotido de aproximadamente de 1.500 nt, a partir
de cuya secuencia se puede obtener informacion filogenética y taxondmica

(Rodicio & Mendoza, 2004).
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La exacta funcion del gen 16s ARNr ain no ha sido bien descrita pero se
cree que estd vinculada al pliegue y despliegue del complejo de la estructura
secundaria de esta molécula integral para la translocacion del ribosoma a lo largo
de ARNm (Anderson, 1998), o sea, interactuando con el sitio de union al ribosoma
para posicionar el AUG en el sitio P (Watson, Baker, Bell, Gann, Levine, & Losick,

2008).

Otro gen de interés es el citocromo oxidasa, el cual es la enzima responsable
para la respiracion celular en eucariotas y procariotas, compuesta de 13 subunidades

(Holmo et al., 1987; Saraste, 1994).

La subunidad I (COI), es muy utilizado para la identificacion de especies
debido a su alta tasa de variacion, que segun Herbert et al., (2003) es altamente
efectivo en el sistema de identificacion para animales vivos, debido a que la region
del COI es una region estandarizada entre 400 y 800 pb, que presenta inferencias
que pueden ser valoradas y comparadas dentro y entre algunos especimenes y

especies (Ward, 2009).

Aunque el empleo de COI es aceptado en numerosas investigaciones y que
algunos autores enfaticen que un solo gen, como el citocromo oxidasa subunidad I,
podria ser suficiente para diferenciar una gran mayoria de grupos taxonémicos
(Hebert, Cywinska, Ball, & De Waard, 2003), otros sugieren que es poco probable

que el uso de un solo gen, especialmente uno mitocondrial, proporcione datos
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balanceados, universalmente aceptables o suficientes para el reconocimiento

taxondmico de linajes en muchas especies.

Es necesario hacer énfasis que los genomas mitocondriales, comparados con
los nucleares, tienen formas hereditarias y patrones evolutivos distintos, lo que
puede resultar en evaluaciones de biodiversidad muy diferentes (Rubinoff, 2006),
por tales razones para la presente investigacion se utilizaron los genes

mitocondriales 16S y COI
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Materiales y Métodos

Area de Estudio

Para la caracterizacion genético-poblacional se colectaron un total de 70
individuos en dos puntos de muestreo (figura 4) distribuidos de la siguiente forma:
parte alta de la cuenca del Rio Magdalena (Neiva) con 35 individuos en el mes de
octubre del 2013 y rio Rancheria (El Cercado, Represa rio Rancheria y Las Lajas)
con 35 individuos en el mes de noviembre del 2013.Todas las muestras fueron

obtenidas de la faena diaria de los pescadores de cada region.
@
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Figura 4. Localizacién de los puntos de colecta de las muestras de Ichthyoelephas

longirostris. Atlas Geografico. Obtenido de http://atlasgeografico.net/mapa-

hidrogrfico-de-colombia-con-sus-ros.html.
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Identificacion de la especie

Para tener la certeza que las muestras colectadas de los individuos de la
actual investigacion pertenecen a la especie | longirostris se realizd una
identificacion de la especie por medio de la clave taxondémica de Maldonado-
Ocampo, et al., (2005), y con el software Ipez, el cual utiliza medidas morfométrica

para la identificacion de diferentes taxones de peces

Extraccion y Cuantificacion del ADN

El aislamiento del ADN se realiz6 a un total 70 muestras de tejido, 35
pertenecientes a la localidad de Neiva y 35 a la localidad del rio Rancheria. Dicho
procedimiento se realizd en el laboratorio de Biodiversidad Molecular y
Citogenética de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad
Surcolombiana. Se utilizo tejido solido (musculo o aleta), debidamente conservado
en etanol al 96%, siguiendo el método de tampdn salino (sin fenol) propuesto por

Sambrook et al., (1989) con algunas modificaciones:

Aproximadamente 80 mg de tejido debidamente fraccionado se le adiciono
400 pl de solucién de digestion (NaCl 0.4 M; Tris-HCI 10 mM pH 8.0 y EDTA
pH=8.0 a 2 mM), 40 pl de SDS 20% (Cf= 2%) y 8 ul de Proteinasa K (20 mg/ml)
(Cf=400 pg/ul) y se mezclo por 30 s. La solucion fue incubada en un termobloque
a 55°C durante toda la noche. Después de este tiempo se adicion6 300 pl de NaCl

(6M), se homogenizd y se centrifugd por 30 min a 10000 rpm. Se transfirio el
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sobrenadante a otro tubo estéril y se adiciono el mismo volumen de isopropanol,
mezclando por inmersion. La solucion fue incubada a -20°C durante una hora y
luego centrifugada por 20 min a 10000 rpm. El sobrenadante se descartd y se
adicion6 300 pl de etanol al 70% centrifugdndolo por 5 minutos a 1000 rpm y
nuevamente se descarta el sobrenadante. Los residuos de etanol en las muestra de
ADN se evapor6 en un termobloque a 37°C durante 40 min y rehidratado con 80 pl
TE (tris-HCL 10 mM; EDTA 1 mM ph 8,0). Finalmente la muestra fue tratada con
2 pl de RNase (20 mg/ml) a 4°C por 24 horas y almacenada en un congelador a -

20°C.

La integridad y calidad del ADN de las muestras fue verificada mediante la
técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1% sumergido en tampdn Tris-Borato-
EDTA (1x) utilizando como marcador molecular Sybr Safe DNA gel stain (10,000X
in DMSO) y azul de bromofenol 6X (azul de bromofenol 0,25%, xilene cianol

0.25% vy glicerol 30%) como cargador molecular (figura 5).

Figura 5. Gel de agarosa al 1% con muestras de ADN de Patal6 de la cuenca del

rio Magdalena.

41



La cuantificacion del ADN se realiz6 con la ayuda del THERMO A
CIENTIFIC NANODROP 2000, del laboratorio de Inmunologia de la Facultad de

Salud de la Universidad Surcolombiana.

Amplificacion de las Secuencias de ADN Mitocondrial

Gen mitocondrial 16S.

Las secuencias mitocondriales del gen 16s fueron amplificadas via PCR
mediante la utilizacion de los primer’s universales: 16Sar 5> ACG CCT GTT TAT
CAA AAA CAT 3’ y 16Sbar 5° CCG GTC TGA ACT CAG ATC ACGT 3’
(Palumbi, 1996), siguiendo las condiciones establecidas por Calcagnotto, et al.
(2005), con algunas modificaciones, en un volumen final de Mix de 30 pl el cual
contenia: 10-50 ng de ADN, tampon 1x (Tris-HCI 200 mM,pH 8,4 y KCI 500 mM),
2.3 mM (MgCl), 10 pmol de cada primer’s, 0.25 mM de dNTPs (dATP, dGTP,
dCTP y dTTP), y 0.5 U de la enzima Tag ADN polimerasa (Invitrogen Life
Technologies). Las reacciones fueron realizadas en un termociclador MultiGene
OptiMax Thermal Cycler y el programa de amplificacion consistid en un
desnaturalizacion inicial de 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos de 30s a 95°C,
45s a 51.8°C (temperatura de annealing), 45s a 72°C; finalizando con una

temperatura de extension de 72°C por 7 min.

Después de cada reaccion de PCR, 2 ul de cada muestra fueron aplicadas
con ayuda de un cargador (azul de bromofenol 6X; azul de bromofenol 0,25%,
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xilene cianol 0.25% vy glicerol 30%) en un gel de agarosa al 2%, tefiido con Sybr
Safe DNA gel stain (10,000X in DMSO), y sometidos a electroforesis (80 Volts por
2 horas). Posteriormente, el gel fue visualizado en el fotodocumentador E-Gel
Imager System life tecnologies, teniendo como referencia para los tamafos de los

amplicones un Ladder de 100 pb invitrogen (1.0 pg/ ul) (Figura 6).

700 pb
600 pb
500 ph
a00pb (—Ladder

300 pb

200 pb

100 ph

Figura 6. Amplificacion del gen 16S con muestras de Patalé del rio Magdalena.

Tamafio aproximado de 700 pb (pares de base).

Gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad I (COI)

Para la amplificacion del fragmento del gen mitocondrial COIl fueron
utilizados los primer’s universales LCO1490 (5°-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3) y HCO2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3), desarrollados por Folmer, et al.,
(1994) siguiendo el protocolo establecido por los autores con algunas

modificaciones, en un volumen final de Mix de 30 ul el cual contenia: 10-50 ng de
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ADN, tampdn 1x (Tris-HCI 200 mM, pH 8,4 y KCI 500 mM), 2.3 mM (MgCly), 10
pmol de cada primers, 0.25 mM de dNTPs (dATP, dGTP, dCTPydTTP),y 1 U de

la enzima Taq ADN polimerasa (Invitrogen Life Technologies).

Las reacciones fueron realizadas en un termociclador MultiGene OptiMax
Thermal Cycler y el programa de amplificacion consistié en un desnaturalizacién
inicial de 94°C por 4 min, seguido de 40 ciclos de 60s a 94°C, 60s a 47.8°C
(temperatura de annealing), 120s a 72°C; finalizando con una temperatura de

extension de 72°C por 7 min.

Después de cada reaccion de PCR, 2 pl de cada muestra fueron aplicadas
con ayuda de un cargador (azul de bromofenol 6X; azul de bromofenol 0,25%,
xilene cianol 0.25% vy glicerol 30%) en un gel de agarosa al 2%, tefiido con Sybr
Safe DNA gel stain (10,000X in DMSO), y sometidos a electroforesis (80 Volts por
2 horas). Posteriormente, el gel fue visualizado en el fotodocumentador E-Gel
Imager System life tecnologies, teniendo como referencia para los tamafios de los

amplicones un Ladder de 100 pb invitrogen (1.0 pg/ pl)(Figura 7).
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Ladder—

Figura 7. Amplificacion del gen COI con muestras de Patal6 del rio Magdalena.

Tamafio aproximado de 800 pb (pares de bases).

Purificaciéon y Secuencimiento de los Productos de PCR

Los productos obtenidos de PCR se purificaron mediante el protocolo del
polietilenglicol (PEG) propuesta por Sambrook et al., (1989) y el kit de purificacion

Giaquick Gel Extraction kit (50) siguiendo las condiciones del fabricante.

Con el protocolo del polietilenglicol (PEG) a 28 pl de muestra se le adiciond
28 ul de solucion de PEG 20% (polietilenglicol 6000-7000 10% y 2,5 M NaCl) mas
2ul de azuly. Posteriormente, se incubd a 37°C por 15 minutos y se centrifugé a
13.000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se descartd y se adiciono 125 pl de
etanol al 80% frio, se centrifugd a 13.000 rpm por 2 minutos y se descarto el
sobrenadante de nuevo (este ultimo paso se realizé una vez mas). El amplicon fue
incubado a 37°C en un termobloque por 40 min y rehidratado con 15 pl agua tipo

1 (ultra-pura) (MQ).
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La purificacion mediante el kit se realiz6 de la siguiente manera: se coloco
una columna QIAquick dentro de un tubo de 2 ml y se adiciono6 27 pl del amplicon,
135 pl de buffer QG y 10 pl de acetato de sodio (3 M con pH 5) y se centrifugd por
1 min, el filtrado fue descartado y la columna QlAquick se colocd de nuevo en el
mismo tubo. Se adiciono 750 pl de buffer PE y se centrifuga por 1 min y se descartd
el filtrado pero la columna QIAquick se coloco en un tubo nuevo. Después se
adiciono 30 pl de buffer BE y se esper6 por 1 min y se centrifugd por otro minuto.

El boton del amplicon se resuspendio con 15 ul de solucion hidratante.

Para verificar la calidad del proceso de purificacion todos los amplicones
fueron visualizados mediante la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 2%
sumergido en tampon Tris-Borato-EDTA (1x) utilizando como marcador molecular
Sybr Safe DNA gel stain (10,000X in DMSO) y azul de bromofenol 6X (azul de

bromofenol 0,25%, xilene cianol 0.25% Yy glicerol 30%) como cargador molecular.

Todos los productos de PCR del gen 16S y COI purificados fueron
secuenciados por la empresa MACROGEN Inc. Seul, Korea del Sur.

(http://www.macrogen.com).

46


http://www.macrogen.com/

Andlisis estadisticos

Con el fin de realizar comparaciones filogenéticas se realizd una
verificacion visual de las asignaciones y variaciones de las bases nitrogenadas en
cada una de las secuencias en el Software BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999), el
alineamiento fue realizado en una interface del Software BioEdit 7.2.5 denominado
CLUSTAL W, el cual usa el algoritmo de neighbor-joining con un punto medio de
enraizamiento para crear un arbol guia, que es usado para generar un alineamiento
global. EI arbol guia sirve como una aproximacion para clados que tienden a

compartir inserciones y deleciones.

La variacion del polimorfismo de ADN fue realizada con ayuda del Software
MEGA 6 desarrollado por Tamura, et al., (2013) y DnaSP v5 (Librado y Rozas,
2009) que tiene en cuenta el contenido de GC (guaninas y citosinas) en posiciones
codificantes y no codificantes, evaluando la diversidad haplotipica, que es la
probabilidad de que dos hapldtipos elegidos al azar sean diferentes (Nei, 1987),
namero total de mutaciones, diversidad nucleotidica (r) que es el nGmero promedio

de diferentes nucle6tidos por sitio entre dos secuencias de ADN (Nei and li, 1979).

Las relaciones genealdgicas entre los haplotipos fueron estimadas por redes
haplotipicas de tipo de median—joining calculadas en el software NETWORK
(Fluxus Techonology).

Las estimativas de la subdivision poblacional fueron realizadas con un

analisis de varianza molecular AMOVA, mediante el software ARLEQUIN,
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evaluando la homogeneidad de las varianzas de poblaciones origen de varias

muestras (Gomes-biedman et al., 2001).

Las inferencias demograficas fueron realizadas con las pruebas de
neutralidad Tajima D y Fu and Li, que buscan verificar la hipotesis que la seleccion
no ha actuado en el gen, basandose en la deteccion de las diferencias entre los
estimadores pi (n) Yy theta (©) donde el primero (w) se refiere a la diversidad
nucleotidica que es el nimero de sitios diferentes entre dos secuencias tomadas al
azar y theta (©) que es calculado a partir de la expresion ©=4Neu por lo tanto (r)
se ve afectado por los alelos que poseen mayor frecuencia y es independiente del
tamafo de la muestra y (©) si se ve afectado por el tamafio de la muestra y la

divergencia genética (Castillo, 2007).

Valores negativos para las pruebas de neutralidad de Tajima D y Fu and Li,
indican que la poblacion puede estar pasando por una seleccion purificadora o
expansion poblacional y valores positivos son evidencia que la poblacion puede

estar pasando por un cuello de botella o una seleccion positiva (Holsinger, 2012).

Siendo estas inferencias demogréaficas corroboradas por los valores del

Mismacht distribution que evalua si la poblacion estan en equilibrio demografico.

El arbol filogenético se realizd con el software TREEFINDER (Gangolf,

2004) donde el programa infiere grandes arboles por maxima verosimilitud bajo
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una variedad de modelos evolutivos de secuencias, aceptando datos de secuencias

0 aminoéacidos y toma la tasa de heterogeneidad en cuenta.

Como estrategia pedagogica se plantea utilizar la presente investigacion
como una herramienta para la ensefianza de la asignatura de biologia molecular y
lograr contextualizar los contenidos que se abordan en la materia y despertar interés

en los estudiantes su aprendizaje. (Ver anexo 2)
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Resultados

Con esta investigacion se generé un estudio de caso denominado
“ESTUDIO FILOGEOGRAFICO DEL PATALO, Ichthyoelephas longirostris
(STEINDACHNER, 1879) EN LA CUENCA DEL MAGDALENA Y EL RIO
RANCHERIA” en donde se expone una aplicacion practica de conceptos de la

Biologia Molecular y sus herramienta (Ver anexo 2).

Por otro lado la caracterizacion del polimorfismo y la diversidad genética
seran presentadas separadamente para cada uno de los marcadores moleculares de

los genes mitocondriales 16S y COI.

Gen Mitocondrial 16S

Verificacion visual y alineacion

Con el gen mitocondrial 16S se amplificaron y se purificaron un total de 19
muestras con un tamafio promedio de 555 pb, de las cuales 10 se colectaron en el
rio Magdalena en la localidad de Neiva y 9 en el rio Rancheria en la Guajira, entre
las localidades de Chorreras y la represa del Rancheria, las cuales fueron verificadas
y alineadas en la interfase Clustal W presente en el software Bioedit (Hall, T.A.

1999) (Figura 8).
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Las secuencias que presentaron bases nitrogenadas asignadas erroneamente
(picos superpuestos) por el software del secuenciador fueron verificadas y
corregidas manualmente, aquellas secuencias que presentaron cadenas
superpuestas fueron eliminadas de los respectivos andlisis ya que estas podrian

generar resultados dudosos.
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B21Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTAACGGCCGCGGTATTTTGACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTIARATGEACACCTGTATCAATGGCGCRAACCAGGGCTTRARCTGIC
B22Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTAACGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTT. ) ATGGCGGRAACCAGGGCTTAACTGTC
B23Neiva GGTCCTGCCTGCCCLGTCLCTTTCLGTTTLLCGGCCGCGGTLTTTTCLCCGTGCTLLGGTLGCGCLLTCLCTTGTCTT" ATGGCGGRACGAGGGCTTARCTGTC
B24Neiva GGTCCTGCCTGCCCPGTC}CTTTCPGTTTPPCGGCCGCGGTPTTTTC}CCGTGCT}}GGTPGCGC}}TCPCTTGTCTi ATGGCGCGRAACCAGGGCTTAACTGIC
B25Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARATGE ! GGCGCAACCAGGGCTTAACTGTC
B2éNeiva GGTCCTGECCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGETATTTTEACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARAT! GGCGCAACCAGGGCTTAACTGTC
B27Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTRAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARAT
B28Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARAT
B29Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGETATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARATGE
B30Neiva GGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTAACGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARATGE
B31RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTCACTTTCAGTTTAACGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARATGE
B32RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCEGETATTTTCACCGTGCTARGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARATGE
B33RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCARTCACTTGTCTTTTARATGE,
B35RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTCACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTAR
B36RancheriGGTCCTECCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTARAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTARAT! A 3 LGGGCTTLLCTGTC
B37RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTAACGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCARTCACTTGTCTTTTARATH AGGGCTTAACTGTC
B38RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTCACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTRARATGE A LCCAGGGCTTARCTGTC
B39RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTIAACGGCCECGGETATTTTEACCGTGCTAAGGTAGCGCAATCACTTGTCTTTTRARATGCE, :TGGCGCP?CCPGGGCTT?}CTGTC
B40RancheriGGTCCTGCCTGCCCAGTEACTTTCAGTTTARCGGCCGCGGTATTTTCACCGTGCTAAGGTAGCGCARTCACTTGTCTTTTARATGE, ATGGCGGRACECAGGGCTTAACTGTC
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Figura 8. Verificacion y alineacion del gen 16S de individuos de la localidad del

Magdalena (Neiva) y Rancheria.

Variacion del polimorfismo.
Las variaciones del polimorfismo con este marcador generaron un total de
4 haplotipos entre las localidades del Magdalena y Rancheria (Tabla 1), con 2 sitios

polimdrficos, con un total de 2 mutaciones.
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Tabla 1. Namero de individuos presentes en cada uno de los haplétipos encontrados

en las localidades.

Haplétipos  Total

Localidad
2 3 4
Rio Magdalena 9 1 10
Rio Rancheria 7 11 9
Total 6 1 1 1 19

Estimando el polimorfismo del gen tomando a las dos localidades como una
sola, la diversidad haplotipica fue de 0.205 (Hd), diversidad nucleotidica de
0.00038 (m). En la tabla 2, se indican las variaciones del polimorfismo presente en

cada una de las localidades.

Tabla 2. Diversidad genetica observada en cada una de las localidades con el gen
mitocondrial 16S en la especie I. longirostris. Diversidad haplotipica (Hd),

diversidad nucleotidica ().

Magdalena Rancheria
Hd 0,200 0,222
n 0,00036 0,00041

En la construccion de la red de haplotipos para el 16S con las muestras
analizadas (Figura 9) se observa la existencia de 4 hapldtipos, uno ancestral en el
que agrupan la mayor cantidad de individuos de las localidades del rio Magdalena
y el rio Rancheria, debido a que comparten el mismo haplotipo, derivando de este

los haplotipos restantes. La muestra 35 del rio Rancheria presenta dos pasos
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mutacionales, y la muestra 23 del Magdalena y 31 de Rancheria presenta solo un

paso mutacional.

Haplotipo 4
Rancheria
ERANG

Haplé&tipo 1

Magdalena T Haplétipo 2
G e Magdalena
ARG i IRz
Rancheria _
Haplatipo 3
:._'.u-.l.{}
Rancheria

Figura 9. Red de haplotipos del gen mitocondrial 16S con los individuos de los
rios Magdalena y Rancheria. En el haplotipo ancestral agrupan 9 individuos del

rio Magdalena (azul) y 7 individuos del rio Rancheria (naranja).
Estimativas de subdivision poblacional.

Analisis de varianza molecular.

El analisis de varianza molecular (AMOVA) para el gen mitocondrial 16S,
indica que la mayor fuente de variacion se encuentra dentro de las poblaciones con

un promedio del 99.35% mientra que la variacion entre las poblaciones es de 0.65%

(Tabla 3)
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.Tabla 3. Resultados del AMOVA para el gen mitocondrial 16S de los individuos de

la especie I. logirostris de los rios Magdalena y Rancheria.

Fuente de df Suma de Componente de la Porcentaje de
variacion ' cuadrados variacion variacion
Entre poblaciones 1 0.223 0.00137 0.65
Dentro de la
) 17 3.567 0.20980 99.35
poblaciones
Total 18 3.789 0.21118

La variacion encontrada entre las poblaciones por el analisis del AMOVA
es soportada por los valores del (FsT), donde, segun Wright (1978), la poblacion del
I. logirostris no presenta ninguna estructuracion poblacional entre los individuos

del rio Magdalena con respecto a los del rio Rancheria (Tabla 4).

Tabla 4.indice de diferenciacion genética entre las poblaciones

Indice de fijacion
FST: 0.00650

Prueba de significacion (1023 permutaciones)

P=0.31183
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Inferencias demogréficas.

Pruebas de neutralidad.

En la prueba de neutralidad el indice de tajima’s D para el gen 16S se han
encontrado valores globales tajima’s D= -1,51077 (P > 0.10) indicando que la
poblacién puede estar pasando por una seleccion purificadora o una expansion

poblacional (Holsinger, 2012).

Por otro lado para el indice Fu and Li’s que busca apoyar la prueba anterior
sus valores globales fueron -2,02215 (0.10 > P > 0.05) lo cual indica un exceso en
el nimero de alelos que podria ser esperado como consecuencia de una reciente

expansion poblacional o de un autostop genético (Holsinger, 2012).

Para ambos indices segun la prueba de significancia estadistica el valor
calculado no es significativo, o sea que el gen tiene un comportamiento neutro. En
la tabla 5, se pueden observar los valores obtenidos para los indices de Tajima’s D

y Fu and Li’s por localidades para el gen 16s.
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Tabla 5. Valores de las pruebas de neutralidad para la especie I. logirostris en las

localidades del rios Magdalena y Rancheria.

Localidades
Prueba

Rio Rancheria Rio Magdalena
Tajima’D -1,08823P>0.10 -1,11173 P>0.10
Fuand Li’S D* -1,18990P >0.10 -1,24341 P>0.10
Fuand Li's F* -1,28293P >0.10 -1,34668 P >0.10

Nota: Fu and Li’S D* comparaciones del nimero derivado de mutaciones de
singleton y el total de nimeros de derivados de las variaciones nucleotidica, el
asterisco indica sin un grupo externo, Fu and Li’s F* comparaciones del nimero
derivado de mutaciones de singleton y las principales diferencias par a par entre la

secuencias, el asterisco indica sin grupo externo (Ramirez, et al., 2008).

Mismatch distribution.

Los resultados obtenidos con Mismatch distribution tanto para la localidad
del rio Magdalena como la del rio Rancheria se superponen a la curva de lo esperado
y lo observado, indicando que no existe ninguna diferenciacion genética entre los

individuos y que la poblacion esta en equilibrio mutacional y deriva (Figura 10).
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Figura 10. Gréficos de Mismatch distribution de cada una de las localidades del

rio Magdalena (A) y Rancheria (B).

Construccion del arbol filogenético.

La reconstruccion del arbol filogenético se realizd en el software
TREEFINDER bajo el modelo evolutivo HKJ propuesto por el Software JModeltest
(Posada, 2008) el cual es quien mejor explica la evolucion que siguen las
secuencias, obteniendo como resultado una politomia debido a que todos los
individuos se desprenden del mismo nodo sin poder visualizar una divergencia y

distancia evolutiva entre los individuos del rio Magdalena y Rancheria (Figura 11)
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Consensus over 1000 Replicates

Congenaus Leawvel:
LR 41-P.

L1} L 21-Mag

LM HE 5
L1 22-Mag

0.0 688 = 23-Mag
[}] 24-Mag
1] 25-Mag
1] 26-Mag
L1} 27-Mag
L1} 28-Mag
L1} 29-Mag
[} 30-Mag

LR 782 = 31-Ranch
i 32-Ranch
(1] 33-Ranch

1. TR e 35-Ranch
L] Jo-Ranch
[}] 37-Ranch
[}] 3E-Ranch
[}] 39-Ranch
[}] 40-Ranch
[iX1] nigz 0.0 [T 0.ns
ol .03 005 0T A

Figura 11. Construccion del arbol filogenético con el gen mitocondrial 16S bajo el
modelo evolutivo HKJ para la especie I. logirostris presente en el rio Magdalena y
Rancheria, enraizado con un individuo de las especie Prochilodus magdalenae (41-

P).

Gen Mitocondrial COl

Verificacion visual y alineacion

Con el gen mitocondrial COI se amplificaron y se purificaron un total de 16
muestras con un tamafio de 637 pb, de las cuales 10 se colectaron en el rio
Magdalena en la localidad de Neiva y 6 en el rio Rancheria en la Guajira, en la
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localidad de Chorreras y la represa del Rancheria, las cuales fueron verificadas y
alineadas en Clustal W presente en el software Bioedit (Hall, T.A. 1999) (Figura 12
).

Las secuencias que presentaron bases nitrogenadas asignadas erroneamente
(picos superpuestos) por el software del secuenciador fueron verificadas y
corregidas manualmente, aquellas secuencias que presentaron cadenas superpuestas

fueron eliminadas de los respectivos analisis ya que estas podrian generar resultados
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Figura 12. Verificacion y alineacion del gen COI de individuos de la localidad del

Magdalena (Neiva) y Rancheria.

Variacion del polimorfismo

Las variaciones del polimorfismo con este marcador generaron 6 haplétipos

entre las localidades, con 162 sitios polimorficos, con un total de 190 mutaciones.
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Con este marcador la distribucion de los haplotipos se encuentra bien
marcada obteniendo como resultado que en la localidad del rio Magdalena los
individuos presentan 3 haplotipos, diferentes a los 3 que presenta la localidad del
rio Rancheria, observandose que entre las localidades no comparten haplétipos

(Tabla 6).

Tabla 6. Distribucion por localidad de los haplétipos del gen COI para la especie

I. longirostris.

) Haplétipos
Localidades Total
1 2 3 45 6
Magdalena 8 1 1 - - - 10
Rancheria - - - 3 2 1 6

Total 8 1 1 3 2 1 16

Estimando el polimorfismo del gen tomando las localidades como una sola,
la diversidad haplotipica fue de 0,667 (Hd) diversidad nucleotidica de 0.10372 (=),
En la tabla 7 muestra la variaciones del polimorfismo presente en cada una de las

localidades.

Tabla 7. Diversidad genética observada en cada una de las localidades con el gen
mitocondrial COI en la especie I. logirostris. Diversidad haplotipica (Hd),

Diversidad nucleotidica ().

Magdalena Rancheria
Hd 0,200 0,733
n 0,00191 0,11892
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En la red de hapl6tipos para el COI con las muestras analizadas (figura 13)
se observa la existencia de 6 haplétipos uno ancestral o basal en el que agrupan los
individuos de la localidad del Magdalena excepto el individuo 2-Mag y 5-Mag el

cual constituye otro haplétipo debido a sus mutaciones.

Para la localidad del rio Rancheria presenta tres haplotipos derivados de la
localidad del Magdalena, pero dos de estos siguen pasos mutacionales diferentes,
formando grupos distintos, lo que puede revelar que el rio Rancheria presenta dos

grupos muy diferentes.

Haplotipo 3
- - Haplétipo 4

s i

. g

Haplotipo2
AT 4 G i = =
e - -l-lsal-u\.
N Haplotipo 5
DY
Haplétipo 1

Figura 13. Red de haplétipos del gen mitocondrial COI con los individuos de los
rios Magdalena y Rancheria. En el haplotipo basal 9 individuos del rio Magdalena
(Negro) del cual se derivan el resto de haplétipos, 6 individuos del rio Rancheria

(Azul), los cuales presentan diversas mutaciones.
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Estimativas de subdivision poblacional.

Analisis de varianza molecular.
En los datos mostrados por el analisis de varianza molecular (AMOVA) para
el gen mitocondrial COI, indican que la mayor fuente de variacion esta entre las
poblaciones con un promedio del 73.25% y la variacion dentro las poblaciones es

de 26.75% (Tabla 8)

Tabla 8. Resultados del AMOVA para el gen mitocondrial COIl de los individuos

I. longirostris de los rios Magdalena y Rancheria.

Fuente de df Suma de Componente de la Porcentaje de
variacion ' cuadrados variacion variacion
Entre poblaciones 1 344.187 43.76106 Va 73.25
Dentro de la
) 14 223.710 15.97931 Vb 26.75
poblaciones
Total 15 567.898 59.74037

La variacion encontrada entre las poblaciones por el anlisis del AMOVA
es soportada por los valores encontrados por el FST que segun Wright (1978) este
valor indican estructuracion poblacional entre los individuos de la localidad del rio
Magdalena con respecto a los del rio Rancheria siendo estos valores significativos

(Tabla 9)

Tabla 9. indice de diferenciacion genética entre las poblaciones

Indice de Fijacion
FST: 0.73252
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Prueba de significancia 1023 permutaciones

P-valor = 0.00098+-0.00098

Inferencias demograficas.

Pruebas de neutralidad.

En la prueba de neutralidad de tajima’s D y Fu and Li’s con el gen COI se
obtuvieron valores globales tajima’s D= 0,59861 (P > 0.10) valor no significativo,
contrario a lo encontrado por el indice de Fu and Li’s D 1,59991 (P < 0.02) valor
significativo, lo cual refuta la evolucion neutra del gen. En la tabla 10 se pueden
observar los valores obtenidos por localidades para el gen COI donde los valores
fueron significativos, indicando que el gen COI en la poblacion del Patalé puede

estar presentando una seleccion positiva o un cuello de botella.

Tabla 10. Valores de las pruebas de neutralidad para el gen COI en las localidades

de los rios Magdalena y Rancheria en la especie I. logirostris

Localidades
Prueba

Rio Rancheria Rio Magdalena
Tajima’D 2,03225 P<0.05 -1,79631 P<0.05
Fu and Li’S D* 155356 P <0.05 -2,08124 P<0.05
Fuand Li's F* 1,82035 P<0.02 -2,25642 P <0.05
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Mismatch distribution.

Los resultados obtenidos con Mismatch distribution indican que la localidad
del Magdalena presenta una variacién unimodal (Figura 14A), mostrando que los
individuos en esta localidad no se encuentran en equilibrio demografico, o sea que
los individuos estan pasando por una expansion poblacional, distinto a la localidad
del rio Rancheria la cual presenta una variacion multimodal, indicando que los

individuos de esta localidad estan en equilibrio demografico (Figura 14B).
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Figura 13. Graficos de Mismatch distribution de cada una de las localidades del

rio Magdalena (A) y Rancheria (B).

Construccion del arbol filogenético.

La reconstruccién del arbol filogenético se realizd en el software
TREEFINDER bajo el modelo evolutivo HKJ propuesto por el Software
JModeltest (Posada, 2008) el cual es el que mejor explica el modelo evolutivo que
siguen las secuencias, obteniendo como resultado tres agrupaciones bien

diferenciadas con un bootstrap no inferior a 98,2 entre las localidades (Figura 15).
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Consensus over 1000 Replicates

Consengus Level:
01257 l-Bagres
] 1-Mag
N | H w2
1] 19-Mag
B 54 Ge-AG 2-Mag
] 3-Mag
[i] 4-Mag
[i] t-Mag
[i] T-Mag
] B-Mag
] G-Mag
OAR2TS S
OLMFTHEE2 —  5-Mag
namses 4
[} li-Fanch
L] 3 4| 99,4
[} 11-Ranch
07473 EEE
005762 1 5-Ranch
[i] [ 12-Ranch
0, | 46 g
] 13-Ranch
] 14-Ranch
0 0.2 [iTiES .06 0.0 ol oz LRE
| 043 ns 0.07 iR 0l w3

Figura 14. Construccion del arbol filogenético con el gen mitocondrial COI bajo el
modelo evolutivo HKJ para la especie 1. logirostris presente en el rio Magdalena y
Rancheria, enraizado con un individuo de las especie Pseudoplatystoma

magdalenae (16-Bagres).
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Discusion

Gen ADNmt 16S

Los valores encontrados en la variacion del polimorfismo (diversidad
haplotipica y nuleotidica) para el gen ADNmt 16S es de 0,250(Hd) y 0.00038(m),
lo que indica que las secuencias fueron totalmente conservadas para la especie, al
no presentar variaciones entre las localidades como deberia ser en especies que

estan aisladas geograficamente y siguen historias evolutivas diferentes.

Esta poca variabilidad en la diversidad haplotipica y nucleotidica entre las
localidades del rio Magdalena y Rancheria, pueden ser buenos indicadores de las
fortalezas y limitaciones de un conjunto de datos de un gen en particular (Orti and
Meyer, 1997). Como era de esperar, la estructura y requerimientos funcionales en
la proteina para la codificacion de un gen es mas rigida que en otros genes al
momento de permitir sustituciones, ya sean estas transiciones (pirimidina por una
pirimidina o purina por purina) o transversiones (pirimidina por una purina o purina
por pirimidina) (Simon et al., 1994), como conseccuencia de cientos de afios en un

proceso de adaptacion y seleccién de un alelo al medio ambiente.

Teniendo encuenta estas variaciones se ha realizado la construccion de una
red de haplétipos obteniendo como resultado que las localidades comparten
haplotipos, comportandose como una sola poblacion, lo que es reflejado por el bajo
valor del FsT de 0.00650, y el analisis de varianza molecular (AMOVA) donde la
mayor variacion se encuentra dentro de las localidades con un valor del 99.35%,
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contrariamente a lo esperado por el aislamiento geografico existente entre las

cuencas que genera la interrupcién del flujo génico entre estas.

La similitud de esta red de haplotipos concuerda con otras redes realizadas
con individuos perteneciente a la familia Prochilodontidae que no presentan ningun

aislamiento geografico (Garcez, et al., 2011; Aguirre-Pabon et al., 2013).

Con la red de haplétipos en forma de estrella encontrada y la distribucion
unimodal del Mismatch distribution, se podria pensar que la poblacion puede estar
en un proceso de expansion poblacional o seleccion purificadora (Gaffney et al.,
2007; Vergara, Azpeliculeta, & Garcia, 2008) o que presentaba un tamafio
poblacional constante y ha comenzado una fragmentacion (Aguirre, 2007), tal
posibilidad también es soportada por los valores negativos obtenidos para este
locus en los indices de tajima’s D para la localidad de rio Rancheria y Magdalena
de -1,08 y -1.11 y Fu and Li’s de -1.18 y -1.24 (Holsinger, 2012). Sin embargo,
estos valores no fueron significativos, descartando por lo tanto para este gen algun
tipo de seleccion o expansion poblacional, considerando por tal razon que el gen

presenta un comportamiento evolutivo neutro.

En la construccion de arbol filogenético para el ADNmt 16s se presentd una
politomia, debido a que el gen no tuvo el suficiente poder resolutivo para presentar
un cluster por localidades o bien que las localidades no son diferentes, obteniendo
un solo nodo de donde se desprenden todos los individuos, presentando las mismas

distancias evolutivas.
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El resultado de una politomia puede deberse a que los individuos se han
separaron al mismo tiempo tan rapidamente en vez de secuencialmente que los
marcadores no permiten distinguir el orden especifico de separacion llegando todos

a la misma distancia evolutiva (Martinez, 2007, pg 90).

El poco poder resolutivo del marcador ADNmt 16S ha sido reportado por
Lovejoy and Collette, (2001) en donde ellos produjeron 12 arboles parsimoniosos
cuyos consensos han sido relativamente irresueltos pero siendo congruentes con las
evidencias de las hipdtesis de muchos méas grupos de especies de peces, caso
contrario a lo reportado por Guisande, et al., (2012) donde el marcador mitocondrial

16S fue altamente resolutivo en las relaciones filogeneticas de los Characiformes.

Estas incongruencias muestran claramente que algunos genes pueden ser
mas apropiados en ciertos grupos de especies, debido a que proporcionan datos para
el descubrimiento de filogenias, pero que no puede ser acertado para otros taxones

(Orti and Meyer, 1997).
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Gen ADNmt COl

La variacion de los valores encontrados en la diversidad haplotipica de
0,667 y nucleotidica de 0,103 para el gen ADNmt COl, presentan valores similares,
a los valores obtenidos por Goodall-Copestake, et al. (2012) donde se valoro la
diversidad haplotipica (Hd) y nucleotidica () de diferentes taxones con el gen
ADNmt COI obteniendo el valor mas alto de (Hd) 0,96078 y () 0,00981 en un

crustaceo, el camarén Phycomenes zostericola.

La mayor variacion de la Hd y 7 la presenta la localidad del rio Rancheria
con valores de 0,733 y 0,118 con respecto a la localidad del Magdalena con valores

de 0,200 y 0,00191.

El valor obtenido de 0,0667 de diversidad haplotipica del gen ADNmt COI
para la . longirostris, es bastante alto cuando comparado con valores para el mismo
gen en especies pertenecientes a la misma familia Prochilodontidae y que en algun
momento histérico han compartido un ancestro en comun, y que actualmente no
presentan ningdn aislamiento geografico como el Prochilodus mariae (P. mariae)
con un valor de 0,000 y Prochilodus rubrotaeniatus (P. rubrotaeniatus) con un
valor de 0,000. Esta alta diversidad que presenta el Patalé con respecto a las otras
especies, es producto de la tasa evolutiva, la cual depende de diferentes factores

como el tiempo generacional, tamafio poblacional, tasa metabdlica, la eficacia de

69



reparacién de ADN y al grado para cual es benéfica o deletérea, todo lo cual puede

variar entre especies (Pybus, 2006).

Gaffney et al., (2007) menciona que las especies que presentan una mayor
diversidad haplotipica que nucleotidica estan pasando por una expansion

poblacional después de un tamafio poblacional pequefio.

Esta idea es soportada por los valores negativos (significativos) obtenidos
para el locus en los indices de Tajima’s D y Fu and Li’s (Holsinger, 2012) para la
localidad del Magdalena de -1,79 y -2,08, respectivamente, que concuerdan con la
expansion demografica representada en la variacion unimodal del Mismatch
distribution. Un valor similar del indice de Fu and Li’s ( -2,57) fue encontrado por

Turner, et al. (2004) para la especie P. mariae.

Caso contrario, se encontro en la localidad del Rancheria en los indices
Tajima’s D =2.03 y Fu and Li’s 1,553 siendo estos valores significativos. Estos
valores encontrados pueden indicar que la poblacion pueden estar pasando por una

cuello de botella o una seleccidn positiva pero en equilibrio demogréafico.

En la construccion de la red de haplétipos se puede observar que la localidad
del Magdalena presenta un solo haplétipo siendo este el ancestral, debido a que la
mayoria de los individuos de la localidad del Magdalena agrupan en este solo
haplotipo de donde derivan todos los deméas haplétipos de la localidad del

Rancheria, presentando dos haplotipos en los cuales agrupan los individuos.
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La variacion de las secuencias es interesante teniendo en cuenta que los
individuos de la localidad del Magdalena no comparten hapl6tipos con los
individuos de la localidad del Rancheria. Estos resultados son confirmados por los
valores obtenidos en el AMOVA donde se observa que la gran variacion encontrada
esta representada entre las localidades con un valor de 73.25% y esto también es
corroborado mediante el indice de fijacién que present6 un valor de Fst= 0.73252
el cual fue significativo. Tal valor de FsT indica que la poblacién presenta una
elevada estructuracion poblacional segun la clasificacion realizada por Wright
(1978) en donde las poblaciones pueden presentar cuatro niveles de diferenciacion
genética; baja (0.00 a 0.05), moderada (0.05 a 0.15), alta (0.15 a 0,25) y elevada (

> 0,25).

Esta diferenciacion genética se puede observar en la construccion del arbol
filogenético donde todos los individuos de la localidad del Magdalena presentan un
cluster en un solo nodo y los individuos de la localidad de Rancheria presentan dos
cluster bien diferenciados dentro del grupo, todos los cluster son soportados por un

bootstrap superior al 90%.

La formacién de los cluster concuerda en la hipétesis de un aislamiento
geogréfico, o que las especies no presenta flujo génico. Filogenias similares han
sido obtenidas para especies pertenecientes a la familia Prochilodontidae (Turner,
2004; Sivasundar, et al. 2001), Pimelolidae (Carvalho-Costa, et al., 2011; Torrico

et al., 2008).
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La filogenia intra-especifica del gen ADNmt COI fue altamente resuelta con
una asociacion significativa entre las locaciones geogréficas para el Patald, sin
embargo, Sivansundar et al., (2001) utilizando el mismo gen para Prochilodus,
encontrd una filogenia intra-especifica moderadamente resuelta pero no una
asociacion significativa entre la genealogia y las locaciones geograficas

encontradas.

Estos resultados indican que la distribucion del Patalé en la cuenca del
Magdalena y en el rio Rancheria es una consecuencia de diferentes eventos
geologicos e hidrograficos conduciendo a la diversificacion de la especie, que segun
Hubert & Renno, (2006) y Lépez-Fernandez & Albert, (2011) explican el origen de

la riqueza de las especies tropicales y patrones de distribucidén en Sur-América

Uno de los primeros eventos geoldgicos para llegar a la actual distribucion
geogréfica fue el rompimiento geoldgico del occidente de Gondwana (Sur América
+ Africa), resultando en la formacion de Sur América como una isla aislada del

continente (Lopez-Fernandez and Albert, 2011).

Con la formacion de Sur-América y cada uno de los principales ejes
paleodrenajes (Proto-Amazonas, Amazonas Oriental, Parana-Paraguay), el
continente fue expuesto a varios episodios prolongados de transgresiones marinas
y regresiones durante el cretacico superior y cenozoico, siendo las principales
regresiones marinas durante el Maastrichtiano (71-66 Millones de afos), el

Paleoceno (59-55 Millones de afios el Bajo Eoceno (43-42 Millones de afios) vy el

72



Oligoceno (34-23 Millones de afios) exponiendo grandes areas de llanuras a
inundaciones y costas de planos aluviales permitiendo una dramatica y réapida

expansion del habitat de peces de agua dulce (Lépez-Fernandez and Albert, 2011).

En Sur-América las incursiones pueden haber tenido un fuerte impacto en
los patrones de la biodiversidad como una fuerza que conduce a la especiacion
alopatrica creando enormes presiones de supervivencia para taxones
exclusivamente residentes de la biota de agua dulce del Neotrdpico, permitiendo su
expansion y diversidad. (Bloom And Lovejoy, 2011; Lopez-Fernandez and Albert,

2011).

Las ultimas incursiones marinas en Sur-América ocurrieron durante el
Mioceno temprano, aproximadamente, entre los 20-17 Millones de afios y 12-10
millones, cuando se establecieron los limites hidrograficos como consecuencias de
la formacion de cadenas montafiosas culminado la era del Neogeno (Bloom And

Lovejoy, 2011).

Estos limites hidrograficos fueron establecidos como consecuencia de la
orogénesis, donde los mayores drenajes de Sur-América desarrollados hasta el
presente se formaron después de varios episodios tectdnicos, comenzando cerca de
89 millones de afios y culminando con el surgimiento final de la Cordillera Andes
hace unos 10 millones de afios (Sivasundar, et al., 2001), aunque existen evidencias

que los linajes y fenotipos de los peces del Amazonas moderno son mas ancestrales,
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del Paledgeno (65-22 Millones de afios), o incluso del cretacico (110-65 Millones

de afos) (Albert and Carvalho, 2011).

La cordillera de los Andes se extiende casi en la totalidad del continente
ocupando cerca del 17% de la amplitud del continente a su punto mas amplio, y

cubre aproximadamente 9% del area de la superficie (Schaefer, 2011).

En el norte, en Colombia, los Andes se dividen en tres sub-cordilleras
conocidas como la Occidental, la Central y la Oriental (Irving, 1975), cada una
como resultado de diferentes procesos geologicos que han ocurrido en diferentes

tiempos (Schaefer, 2011).

La cordillera occidental estd unida a un arco formado en el Paleoceno
temprano por compresion causada por la colision de arcos volcanicos del occidente
con la margen continental. En el estrecho Cauca-Patia se crea una fosa tectonica
que separa la cordillera occidental de la central, mientras mas se amplia hacia el
norte y continua hacia el mar Caribe se va separando la cordillera Central de la
Oriental, la cordillera Oriental diverge para formar la parte baja de la Serrania del
Perija rango para el Occidente y la parte alta de los Andes de Mérida hacia el

Oriente del lago de Maracaibo (Schaefer, 2011).

El surgimiento de la cordillera oriental hace unos 12 millones de afios
(Mioceno medio) y el surgimiento de los Andes de Mérida hace unos 8 millones de

afios (Mioceno tardio) fueron responsables de definir los limites de los drenajes
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modernos de Sur-América incluyendo el occidente del Amazonas y las cuencas del

Orinoco, Maracaibo y el Magdalena (Albert, et al. 2006) (Figura 16).
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Figura 15. Modelo para un aislamiento secuencial de los drenajes del Noreste de
sur Ameérica resultado del movimiento tectonico del Mioceno, el surgimiento de la
cordillera oriental (12 Ma), conjunto de datos minimos para el aislamiento del
Magdalena (Mg) y pendiente del Pacifico (PS). Regiones de la cuenca del cis-andes
la formacion inicial de la divisién del Amazona (9 Ma), conjunto minimo de datos
para la separacion del Occidente del Amazonas (WA) y el Orinoco (Or), el
surgimiento de los Andes de Mérida (8 Ma) conjunto de datos minimos para la

separacion de la cuenca del Maracaibo (Mc) y el Orinoco (Or) (Albert et al., 2006)

En el mismo tiempo geoldgico otra importante formacion se inicio, el
surgimiento de la Serrania del Perija, que ocurrié durante el Mioceno tardio y la
orogénesis Andina, surgiendo la Sierra Nevada de Santa Marta y los Andes de

Venezuela, convirtiéndose en un limite internacional entre Venezuela y Colombia,
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dividiendo la cuenca de Maracaibo (Venezuela) y el Valle del Cesar (Colombia)

(Kellogg, 1984).

En la cuenca de Maracaibo y Magdalena actualmente se puede apreciar una
marcada similitud faunistica, mostrada por los coeficientes de similitud,
especialmente a nivel de especies 61% y una menor similitud entre las Cuencas del
Maracaibo-Orinoco 12% (Pérez & Taphorn, 1993), como consecuencias de
periodos globales de niveles altos del océano causando incursiones marinas que
conectaron el presente lago de Maracaibo, region del Llano y Noroccidente de la

Amazonia (Hoorn, et al., 1995)

Tales congruencias en patrones de la distribucion puede indicar las
conexiones paleogréaficas entre grandes distancias para el movimiento de taxones
(Albert and Carvalho, 2011), donde la presencia de taxones compartidos podria ser
reflejado como areas que fueron histéricamente conectadas (Hubert and Renno,

2006).

Para este periodo las especies sobrevivientes de los cambios climéticos y
geogréaficos durante el Mioceno en la Cuenca del rio Magdalena, pudieron
dispersarse y colonizar todos los habitats y nichos ecoldgicos desocupados

alcanzando a la Cuenca del Lago Maracaibo (Pérez & Taphorn, 1993)

Si consideramos la actual altitud del Valle del rio Magdalena y la tasa de

elevacion de la Sierra del Perija, es de suponer que antes del Plioceno ésta zona
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constituyo una planicie de sedimentacion lo suficientemente extensa como para que
las aguas de un brazo o del propio rio Magdalena se dirigiera por ésta zona con
direccidn suroeste-noreste descargando sus aguas hacia el Este, en el golfo de
Venezuela, por un rio como el actual rio limén; este rio debi6é proporcionar la via
de la dispersion de la ictiofauna de la cuenca del rio Magdalena hacia la cuenca del
lago de Maracaibo. Con el surgimiento de la Cordillera Oriental y la Serrania del
Perija es interrumpido el flujo del rio Magdalena hasta la cuenca del lago de
Maracaibo, formando una planicie inundad entre la Sierra Nevada de Santa Marta
y la Serrania del Perija, para luego ser irrigada por el actual rio Rancheria, lo cual
actualmente puede explicar que en el rio rancheria se encuentre el Ichthyoelephas

longirostris (Pérez & Taphorn, 1993)

El tiempo de divergencia de las dos poblaciones estudiadas coincide con la
formacion de la Cordillera Oriental, 12 Millones de afios, Este tiempo fue calculado
con la formula de la distancia genética que es igual a la tasa mutacional de las
secuencias por el tiempo en millones de afios. De alli se despeja para obtener el
tiempo en millones de afios, o0 sea se divide la distancia genética, cuyo valor es 0.24
(valor tomado de la distancia genética calculada en el software MEGA entre un
individuo de la localidad del Rancheria y uno del Magdalena valor no mostrado),
en la tasa mutacional. cuyo valor aproximado para el ADNmt es del 2% en peces,
teniendo un valor estimado de separacion de los individuos de la localidad del
Magdalena con respecto a los de la localidad del rancheria Rancheria de 12 millones

de afios. Tiempo que concuerda para otros taxones que habitaron y que actualmente
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habitan en la cuenca del Magdalena (Carvalho-Costa et al., 2011; Torrico et al.,

2008).
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Conclusiones

El gen ADNmt 16S presentd poco poder resolutivo para la especie del

Ichthyoelephas longirostris.

El gen ADNmt COIl present6 un alto poder resolutivo capaz de realizar
clusters por zonas geograficas para la especie del Ichthyoelephas

longirostris.

La metodologia y teoria propuesta por Avise, (2000) basada en la
utilizacion del ADN mitocondrial fue congruente con los resultados
obtenidos, encontrado una gran influencia del cambio del paisaje como
consecuencia de diferentes eventos geograficos e hidrograficos en la

variaciones a nivel molecular para la especie del I longirostris.

Basados en los datos y las inferencias filogeneéticas realizadas con el gen
mitocondrial COIl la especie del Ichthyoelephas longirostris de la cuenca
del Magdalena es un grupo distinto al del rio Rancheria como
consecuencia de un aislamiento geogréafico ocurido hace unos 12 millones
de afios como consecuencia del surgimiento de la Cordillera Oriental

impidiendo flujo génico entre las localidades.
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Es importante aumentar el tamafio muestral de la localidad del rio
Rancheria para determinar si los dos grupos encontrados son diferentes y

no sea un error de investigacion tipo I.

Es necesario soportar los valores encontrados por lo genes mitocondriales

con genes nucleares .

Como consecuencia al aislamiento geografico entre las cuenca del
Magdalena y el rio Rancheria, es importante que los individuos de ambas
localidades sean manejados con politicas de conservacion diferentes, ya
que al introducir nuevos genes, puede promover la pérdida de genes
importantes para la adaptacion local, como los asociados a la

supervivencia (Leuzzi, et al., 2003).
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AnNexos

Anexo 1.

Tabla 1. Cuantificacion de las muestras de ADN de Patalo y dilucion a

concentracion de trabajo de las cuencas del rio Magdalena y rio Rancheria.

VOLUM CONCENTR
LUGAR
DE CONCENTRA ENDE VOLUM ACIONDE
ESPECIE CION DE DNA DNA EN DE DNA DE
COLECT
A ng/ pl STOCK TE pl TRABAJO
pl ng/ pl
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Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)

234,6

504,3

136,5

197,8

510,7

7317

9247

682,5

872,2

579,9

1103,9

1540,5

21,31

9,91

36,63

25,27

9,79

6,83

5,41

7,33

5,73

8,62

4,53

3,25

78,68

90,09

63,36

74,72

90,21

93,17

94,59

92,67

94,27

91,38

95,47

96,75

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50
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Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Magdalena
(Neiva)
Rio
Rancheria
(El
Cercado)
Rio
Rancheria
(El
Cercado)
Rio
Rancheria
(El
Cercado)
Rio
Rancheria
(El
Cercado)
Rio
Rancheria
(El
Cercado)
Rio
Rancheria
(El
Cercado)
Rio
Rancheria
(El

Cercado)

133,3

1006,9

251,0

281,3

365,8

565,3

525,9

486,4

678,5

708,2

37,50

4,97

25,27

17,8

13,7

8,8

9,5

10,3

7,4

7,1

62,49

95,03

74,72

82,2

86,3

91,2

90,5

89,7

92,6

92,9

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50
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longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas
longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Rancheria
(Las lajas)

Rio
Magdalena

(Neiva)

Rio

Magdalena
(Neiva)

400,2

373,2

519

297

373,9

550,9

496,2

721,3

661,5

268,2

420,0

489,8

12,5

13,4

9,6

16,8

13,4

9,1

10,1

6,9

7,6

18,6

11,9

10,2

87,5

86,6

90,4

83,2

86,6

90,9

89,9

93,1

92,4

81,4

88,1

89,8

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50
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longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas
longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris
Ichthyoelephas
longirostris
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Rio
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(Neiva)
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(Represa)
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711,9

806,9

438,1

338,4

579,8

724,5

646,4

760,5

1042,6

732,3

695,6

737,9

1005,7

7,0

6,2

11,4

14,8

8,6

6,9

7,7

6,6

6,8

7,2

6,8

5,0

93,0

93,8

88,6

85,2

91,4

93,1

92,3

93,4

95,2

93,2

92,8

93,2

95,0

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50
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Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

Ichthyoelephas

longirostris

(Represa)
Rio
Rancheria
(Represa)
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(Neiva)
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(Neiva)
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(Neiva)

927,6

318,3

160

901,1

268,6

230,2

348,8

1357,4

762,3

4032,1

632,4

704,8

54

15,7

31,3

55

18,6

21,7

14,3

3,7

6,6

1,2

7,9

7,1

94,6

84,3

68,8

94,5

81,4

78,3

85,7

96,3

93,4

98,8

92,1

92,9

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50
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Anexo 2.

Componente pedagogico

El aprendizaje de la biologia molecular en general presenta cierto grado de
dificultad para los estudiantes tanto a nivel de bachillerato como universitario,
debido a la complejidad de los temas, falta de interés, falencias conceptuales,
metodologias tradicionales en el abordaje del contenido; todo puede ser generado

por la falta de asociacién de los procesos con sucesos reales.

Algunos de los problemas mas frecuentes en la biologia molecular y en la
genética son segin Ayuso & Banet (2002) y Muela & Quijano (2003) es que los
estudiantes no comprenden la transmisién y los cambios de la informacion
hereditaria, como: localizacion de la informacion hereditaria, confusion entre
cromosomas sexuales y células sexuales entendiéndolo como un mismo concepto,
las células sométicas también son portadoras de informacion hereditaria, todas las
células contienen informacidn hereditaria, la trasmision de la herencia biologica, la
informacion hereditaria se transmite exclusivamente a los gametos, la informacion
hereditaria esta en los gametos, pero una parte se transmite a cada célula somatica,
cada célula tiene la informacion hereditaria que necesita para desarrollar sus

funciones.

Varios investigadores como Pérez (2000) proponen que antes de comenzar
con el modelo de Mendel es necesario asociar los cromosomas a las células y como
fuente de la herencia e implantar estas caracteristicas a procesos como la mitosis y
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la meiosis y luego si comenzar hacer relaciones algoritmicas y utilizar métodos

como el cuadro de Punnet.

Muchas falencias también se ven asociadas a las concepciones de los
educadores y la forma tradicional como son ensefiados los conceptos moleculares.
El profesor percibe la evolucién apenas como un proceso en direccion a las causas
finales, con la idea de que la evolucidn biol6gica tiene un objetivo. Esa informacion
muestra que el profesor no comprende que los mecanismos de evolucion tienen un
componente estocastico (Carvalho et al. 2011). También tienen una idea
antropocéntrica en el concepto de la concepcion de la predecibilidad manifestado
por la expresion “sé de donde vengo, quien soy y para donde voy” lo que distorsiona
el entendimiento de la evolucién como algo natural e inherente a todos los seres

Vivos.

La expresion evolucion como equilibrio permite inferir que los profesores
entienden que el proceso evolutivo ocurre en direccion a una mejor causa final
positiva. De este modo se observa que los docentes tienen problemas de
concepciones sobre el concepto de evolucion que estos son fundamentales para la

ensefianza de la genética.

La didactica de la genética se ha centrado precisamente en la relacién entre
el conocimiento conceptual y las estrategias de resolucion de problemas. En primer
lugar, se ha intentado describir la organizacion del conocimiento y la resolucién de

problemas por estudiantes y especialistas (Hackling & Lawrence, 1988; Simons &
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Lunnetta, 1993; Smith, 1988; Smith, 1992; Smith & Good, 1984) (citado por

Rodriguez, 2000)

Dentro del pensum académico de la Licenciatura en Ciencias Naturales de
la Universidad Surcolombiana se encuentra la asignatura de Bilogia Molecular.
Alli, los estudiantes han manifestado a la docente no encontrar una aplicacién de
los conceptos propios de la Bilogia Molecular y sus herramientas, a la parte
practica, preguntandose ¢(Como puedo aplicar la variacion del ADN, duplicacion
del ADN, la variacion de los alelos en una poblacién?, razén por la cual se propone
utilizar el trabajo de investigacion denominado “ESTUDIO FILOGEOGRAFICO
DEL PATALO, Ichthyoelephas longirostris (STEINDACHNER, 1879) EN LA
CUENCA DEL MAGDALENA Y EL RiO RANCHERIA” como un estudio de
caso para lograr una aplicacion practica de los contenidos tedricos con la realidad.
Esto con el objetivo de ser utilizado como una herramienta pedagdgica de los temas
establecidos en el microdisefio de la materia como: la molécula del ADN vy los

procesos de duplicacion, transcripcion y traduccion.

El estudio de casos, es una técnica en la cual se desarrollan habilidades tales
como el andlisis, la sintesis y la evaluacion de la informacion. Se fomenta el
pensamiento critico que facilita no solo la integracion de los conocimientos de la
materia, sino también ayuda al alumno a generar y fortalecer el trabajo en equipo,
y la toma de decisiones, ademas de otras actitudes como la innovacion y la

creatividad (Somma, 2012).
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El estudiante mediante un planteamiendo de la vida real estimula su
pensamiento y basado en los conceptos tedricos, realiza las reflexiones necesarias

para darle una explicacion coherente de los hechos.

Esta estrategia puede ser aplicada desde el punto practico y darle un enfoque
en donde los estudiantes logren asimilar con mayor facilidad los conceptos, dando
al maestro la oportunidad de enriquecer su ejercicio docente y la generacion de

aprendizajes significativos.

Un ejemplo claro sobre aprendizaje significativo es el planteamiento y
andlisis de un caso en la medida en que los alumnos, logren involucrarse y
comprometerse con la actividad, logrando asi los objetivos deseados por el profesor

y la reflexion de forma grupal en dicho desarrollo (Somma, 2012).

En consecuencia, mediante la extrategia didactica basada en estudio de
casos, permite que el estudiante se apropie de los conceptos cientificos mediante el
razonamiento, argumentacion, comunicacion, utilizacion de la informacién y otros

procesos requeridos en la actividad cientifica

La técnica de estudio de caso como método docente, tiene la gran ventaja
de que se adapta perfectamente a distintas edades, diversos niveles y areas de
conocimientos. Lo mismo se puede emplear en la educacion primaria, media y
superior, en la formacién de adultos analfabetas o en la capacitacion para

empresarios.
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Estudio de Caso

El Ichthyoelephas longirostris o cominmente conocido como Patal6 es
endémico de Colombia y se encuentra distribuido en la cuenca del rio Magdalena y
en la cuenca del rio Rancheria. Dichos afluentes hidricos actualmente estan
separados por la Sierra Nevada de Santa Marta, aislando reproductivamente el
Patalo de las dos cuencas y de esta manera no existe flujo génico entre los
individuos. En este contexto, se podria pensar que: ¢El Patalé de las dos cuencas
pertenece a una misma especie o debido a ese aislamiento geogréafico y el tiempo

de separacion entre las poblaciones actualmente se tratan de grupos diferentes?

¢COmo se puede valorar el impacto ocasionado por un aislamiento
geografico a una especie?

Para valorar las consecuencias que produce un aislamiento geografico en
una especie es necesario iniciar con el estudio de la molécula de la vida, el ADN.
Segun Velazco (2004) el ADN es una molécula de doble cadena de nucleétidos,
arreglados en forma antiparalela y complementaria, unidas entre si por puentes de
hidrogeno entre los nucleotidos: adenina (A), guanina (G), citosina (C) y timina (T).
Es aqui donde los estudiantes pueden empezar a estudiar la estructura del ADN, sus

caracteristicas y funciones.

Para el analisis del ADN y poder resolver esta problematica, se han
establecido muchos protocolos de extraccion a partir del material bioldgico. A

continuacion se describe el protocolo de extraccion de ADN con solucion de
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tampon salino (Sambrook et al. 1989) utilizado para la realizacion de este estudio,

que presenta la ventaja de no usar reactivos toxicos ni necesita cabinas de extraccion

de vapores:

=

Colocar una muestra de tejido (de 50 a 100 mg) en un vial de 1.5 ml, macerar
el tejido en nitrogeno liquido y agregar 400 pl de la solucion buffer de lisis
(Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético) 2 mM pH
8, y NaCl 0,4 M).

Adicionar 40 pl de SDS (Dodecilsulfato Sédico) 20 %, 12 pul de proteinasa
K (20 mg/ml) y dar vortex por 1 min.

Incubar a 55°C, durante toda la noche.

Agregar 300 ul de NaCl 6M, agitar brevemente por 30 seg. y centrifugar
por 30 min a 10000 rpm.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio evitando tocar la fraccion sélida
del fondo (pellet), y adicionar igual volumen de isopropanol frio, e incubar
las muestras por 1 hora a -20°C.

Centrifugar por 20 min a 10000 rpm. Descartar todo el sobrenadante con
cuidado de no tirar el pellet.

Lavar con 300 pl de etanol 70% frio y centrifugar por 5 min a 10000 rpm y
descartar el sobrenadante.

Secar el ADN a 37°C y resuspender en 80 pl de la solucion de TE (Tris-HCI
10 mM- EDTA 1 mM pH.8 autoclavado).

Dejar la solucidén a temperatura ambiente por 4 horas. Adicionar 2 pl de

RNasa.
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10. Guardar a -20°C.

Teniendo en cuenta que la molécula de ADN esté constituida por genes en
donde segun Gerstein et al. (2007) un gen es una secuencia de nucleotidos que
determina una caracteristica en particular de un organismo (fenotipo) y el cual es
heredada de padres a hijos

¢Qué genes pueden ser utilizados para identificacién de especies? En este
estudio se analizaron los genes mitocondriales 16S y COI, debido a que el ADN
mitocondrial es una herramienta importante en los estudios de las relaciones
evolutivas de los individuos, especies y poblaciones por presentar caracteristicas
peculiares como la herencia uniparental generalmente materna, ausencia de
recombinacion y las altas tasas evolutivas, comparadas con el genoma nuclear

(Calcagnotto, 2001).

Dichos genes presentan variaciones dentro de las secuencias de los nucleotidos que
los componen; pero (CAmo se originan este tipo de variaciones a nivel molecular?
Una variacién puede generarse por errores en el proceso de duplicacion de ADN o
cuando los genes estan siendo afectados por las fuerzas evolutivas como la deriva
génica, la seleccion, la migracion y la mutacion. Para la realizacion de estos estudios
se utilizan genes neutrales, es decir, que no se vean afectados por dichas fuerzas,
teniendo en cuenta que una alteracion en una secuencia de nucleotidos podria alterar

la sintesis de una proteina determinada y afectar seriamente los individuos.
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¢Qué mecanismo es usado para lograr identificar estas variaciones a nivel
molecular? Para lograr analizar estas variaciones se implementd la técnica de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) en donde permite obtener muchas copias
del fragmento de interés, en este caso de los genes 16S y COl mediante la
utilizacién de reactivos que le proporcionan las condiciones idoneas a la reaccién

y llevar a cabo la duplicacién in vitro del ADN.

En una reaccién de PCR se simula lo que sucede en una célula cuando se
sintetiza el ADN y en el tubo se mezclan todos los ingredientes necesarios para
hacerlo: la polimerasa, el ADN del organismo que queremos estudiar (donde se
encuentra el fragmento que queremos sintetizar), los oligonucleotidos (llamados
también primer’s, iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.) necesarios para que se
inicie la transcripcion, los dinucleotidos (dNTPs), el Buffer (regula el pH de la

reaccion), y el cloruro de Magnesio (catalizador de la reaccion) (Espinosa, 2007).

El siguiente paso es colocar los tubos en una maquina conocida como
Termociclador, que basicamente sirve para aumentar o disminuir la temperatura
siendo estas muy precisas. Pero ;Como es que se amplifica el (o los) fragmento(s)
que queremos? Primero, el Termociclador aumenta o disminuye la temperatura de
los tubos a tres distintas, que se repiten una y otra vez (lo que se llama los ciclos de
reaccion), la primera es a 95°C (desnaturalizacion) durante la cual la doble cadena
del ADN se abren o desnaturaliza, quedando en forma de cadenas sencillas; después
el termociclador ajusta la temperatura en un intervalo entre 40°C y 60°C

(alineamiento), a esta temperatura se forman y se rompen constantemente los
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puentes de hidrogeno entre los oligonucleotidos y el ADN, y aquellas uniones méas
estables (las que son complementarias), quedando los oligonucleotidos “alineado ”
formando una pequefia region de doble cadena. La polimerasa se une a este pequefio
pedazo de ADN de doble cadena y comienza a copiar en sentido 5’a 3”; al agregar
unas bases mas, los puentes de hidrogeno que se forman entre las bases estabilizan
mas la union y el oligonucleotido permanece en este sitio para el siguiente paso.
Después la temperatura sube a 72°C (extensidn), que es la temperatura en la cual la
polimerasa alcanza su maxima actividad, y continua la sintesis de los fragmentos
de ADN a partir de los oligonucleotidos que ya se habian alineado (Espinosa, 2007)

(figura 1).

Con la realizacion de la técnica de PCR los estudiantes logran a tener una
mayor aproximacion de lo sucedo en el proceso de duplicacion del ADN que se da
en la célula y el papel que cada componente cumple dentro de dicho proceso,
entendiendo éste como un método in vitro disefiado por el hombre para cumplir

objetivos a fines al campo molecular.
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Figura 1. Representacion gréafica de la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa). Fuente: sitio web http://www.slideshare.net/MetheeSri/principle-of-

per

Los fragmentos amplificados son verificados mediante la técnica de

electroforesis en gel de agarosa que se emplea para separar los acidos nucleicos y
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las proteinas. La separacion de las macromoléculas depende de dos variables: carga
y masa. Cuando una muestra bioldgica, como por ejemplo el ADN, se mezcla en
una solucion tampdn y se aplica a un gel, esas dos variables actlan conjuntamente.
La corriente eléctrica de un electrodo repele las moléculas, al tiempo que el otro
electrodo las atrae. La fuerza de friccion del material de gel actia como «tamiz
molecular», separando las moléculas en funcion de su tamafio. Durante la
electroforesis, las macromoléculas son empujadas a través de los poros,

dependiendo su tasa de migracién por el campo eléctrico (Somma & Querci, 2004).

Después de la verificacion de los amplicones se realiza el proceso de
purificacion en donde permite retirar los excesos de la reaccion de PCR. Una vez
listo el fragmento amplificado de realiza su respectivo secuenciamiento. ¢Por qué
es necesario secuenciar las muestras? El secuenciamiento permite visualizar
mutaciones, delecciones o inserciones que se producen en las secuencias de

nucleotidos que componen el fragmento (figura 2).

120 130 140 150 160 170 180 190
ITTGTTACCGCACATGCATT TG TAATAATTTTCTT TATAGTTATACCAATTATGATTGGGGGCTTTGG CTGG

L

Figura 2. Fragmento de la secuencia del gen COL.

En la identificacion de las variaciones se hace uso de las herramientas
bioinforméticas que por medio de programas se realizar los andlisis respectivos.

Para alinear las secuencias de los individuos estudiados se utilizé el programa
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BioEdit que mediante una secuencia consenso alinea las secuencias restantes y se

puede identificar en donde se encuentran dichas variaciones.

AGCCTGTTAATTCGGGECAGAGCTGGECCCAACCCEGECGCCCTCCTAGGCGATGRACCARD

Figura 3. Secuencias alineadas donde se puede observar una mutacion (A en lugar

de C) en la secuencia del gen COI.

¢De qué manera puede verse representado dichas variaciones en los
individuos?
Las variaciones en la secuencias de nucleotidos de un fragmento se denominan
como “haplotipo” que es definido basicamente como una unica forma genética que
difiere de cualquier otra forma por variaciones en las posiciones individuales (al
menos en un nucledtido) en una secuencia de ADN (Templeton 2006). Asi mismo
se puede realizar una red de haplotipos donde muestras ciertos patrones de

ancestralidad y similaridad entre los mismos (figura 4).
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Figura 4. Representacion de una red de haplotipos

La comparacion de las secuencias de los diferentes individuos ayuda a
aclarecer patrones de parentesco y ancestralidad. Para ello se usa los arboles
filogenéticos que son definidos como un grafo que describe las relaciones de
parentesco, ancestria y descendencia, entre un conjunto de genes, de organismos,
de especies o de taxas superiores (figura 5). Las relaciones de parentesco se infieren
a partir de un conjunto de caracteristicas representativas que pueden ser mas o
menos compartidas entre las entidades bioldgicas cuyas relaciones se intenta
dilucidar, lo que, a grandes rasgos, permitira concluir que estan emparentados en

mayor o menor grado (Martinez, 2007).
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Figura 5. Construccion del arbol filogenético con el gen mitocondrial COI para los

Patalo del rio Magdalena y rio Rancheria.

En la construccion del arbol filogenético para el presente estudio los
individuos de la localidad del Magdalena presentan un solo nodo también llamados,
hojas 0 taxa que representan secuencias u organismos que por su alto grado se
similaridad agrupan en una sola taxa. Por otro lado, los individuos de la localidad

de Rancheria presentan dos nodos bien diferenciados dentro del grupo.

La formacion de los nodos encaja en la hipotesis de un aislamiento

geogréafico, o de especies que no presenta flujo génico, similares filogenias

obtenidas para especies pertenecientes a la familia Prochilodontidae (Turner, 2004;
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Sivasundar, et al. 2001), Pimelolidae (Carvalho-Costa et al. 2011; Torrico et al.

2008).

De esta manera se puede corroborar que mediante el estudio del ADN se
logran rastrear eventos histéricos y geograficos que en cierto modo han

determinado la diferenciacion genética de los organismos.
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