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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Aun cuando se presenta gran diversidad y cantidad de especies marinas y dulceacuicolas
en Colombia, los estudios referidos a las relaciones filogenéticas de las especies icticas en
el pais siguen siendo insuficientes, pese a la necesidad de caracterizacién rigurosa de la

ictiofauna local.

La presente investigacion tuvo como objetivo caracterizar la especie dulceacuicola Brycon
henni en cuencas hidrogréaficas ubicadas en cuatro municipios del departamento del Valle
del Cauca-Colombia, mediante el uso de cddigo de barras y morfometria geométrica. Se
emple6 un gen nuclear altamente conservado que pudiera ser amplificado y secuenciado
facilmente (RAGL1), asi como las regiones mitocondriales 16S rRNA y COI. Los resultados
mostraron una identificacion de cuatro especies Brycon sp., para los individuos colectados
en Sabaletas (Buenaventura), Brycon henni para los individuos provenientes de Guabas,
Sonso y Yotoco, Bryconamericus caucanus para dos individuos colectados en Guabas y
finalmente Creagrutus sp. para cinco individuos colectados en Yotoco. Para la morfometria
geométrica se utilizaron imagenes y se registraron un total de nueve marcas en cada
individuo. Los resultados indicaron una separacion completa de las especies Brycon sp. y
Brycon henni por medio de la estructura del cuerpo. Asimismo, se observa una marcada

separacion con los individuos de la especie Creagrutus sp. y Bryconamericus caucanus.

Palabras clave: Morfometria geométrica, cédigo de barras, sabaleta.



vii Caracterizacion genomica y fenotipica de la especie Brycon henni (Characiformes:
Characidae) en cuencas hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y
Sabaletas

Abstract

Even when there is great diversity and quantity of marine and freshwater species in
Colombia, studies regarding the phylogenetic relationships of fish species in the country are

still insufficient, despite the need for rigorous characterization of the local fish fauna.

The objective of the present investigation was to characterize the freshwater species Brycon
henni in hydrographic basins located in four municipalities of the department of Valle del
Cauca-Colombia, through the use of barcode and geometric morphometry. A highly
conserved nuclear gene that could be easily amplified and sequenced (RAG1) was used,
as well as the 16S rRNA and COI mitochondrial regions. The results showed an identification
of four species Brycon sp., for the individuals collected in Sabaletas (Buenaventura), Brycon
henni for the individuals from Guabas, Sonso and Yotoco, Bryconamericus caucanus for
two individuals collected in Guabas and finally Creagrutus sp. for five individuals collected
in Yotoco. For geometric morphometry, images were used and a total of nine marks were
recorded in each individual. The results indicated a complete separation of the Brycon sp.
and Brycon henni through body structure. Likewise, a marked separation is observed with
the individuals of the species Creagrutus sp. and Bryconamericus caucanus.

Keywords: Geometric Morphometry, Barcode, Sabaleta.
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Introducciéon

Colombia, por su extensa hidrografia y por ser uno de los paises con los mas altos indices
de biodiversidad del planeta, constituye un potencial para que la pesca continental se
desarrolle como una de las bases econémicas del pais, siendo la pesca de agua dulce una
fuente de subsistencia y de importancia en términos de seguridad alimenticia

principalmente para pobladores riberefios (Lasso et al., 2011).

Los peces del orden de los Characiformes se encuentran en gran diversidad de ambientes
tales como rios con corrientes rapidas, afluentes del piedemonte andino, cordilleras del
neotropico, asi como en sistemas de agua lénticos de las llanuras inundadas de las tierras
bajas de América y Africa (Oliveira et al., 2011).

Las especies de aguas continentales que se encuentran reportadas en Colombia son
aproximadamente 1572, pero solo el 24,9 % son endémicas de Colombia (DoNascimiento
et al., 2018), una de estas especies es la sabaleta Brycon henni, que se distribuye en las
cuencas de los rios Cauca, Magdalena, San Juan, Patia; habita en aguas corrientosas,
limpias y célidas (Arboleda et al., 2005).

La sabaleta puede encontrarse a una altura entre los 1000 a 2000 m s.n.m. y tiene un
potencial promisorio en cuanto a la produccion a gran escala, teniendo en cuenta que se
pueden aprovechar embalses y lagos abundantes en las condiciones ecosistémicas
adecuadas para el desarrollo de la especie, realizando piscifactorias por medio de jaulas;
de otra parte, es importante su consumo para las comunidades riberefias donde habita,
por ser un recurso pesquero que aporta a la cultura gastronémica y la seguridad
alimentaria, ademas de constituir un alimento que contiene alto valor nutricional para la
dieta (Montoya et al., 2006).
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B. henni no aparece en ninguna de las categorias de riesgo propuestas por el Libro rojo
de peces dulceacuicolas de Colombia (Mojica et al., 2012), ni en la lista roja de especies
amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (Tognelli et
al., 2016), aun asi, diversos autores expresan que podria estar en peligro de extincion,
dado que se ha expuesto a construccion de embalses, contaminacién de cuencas hidricas
y pesca indiscriminada, por tanto, es importante realizar la identificacion genética por
medio de cadigos de barras y, de forma complementaria, hacer la identificacion taxonémica

por morfometria (Pineda et al., 2007).

En cuanto a la primera técnica, se establece que los cédigos de barras de ADN son cortas
secuencias de genes, segmentos de una porcion fija del genoma, usado para identificar
especies; en la actualidad esta técnica es investigada por profesionales del sector
agropecuario, ya que se puede recuperar una secuencia corta estandarizada de ADN y es
un marcador Unico de identificacion para todas las especies en el mundo; asimismo, se
emplea como instrumento para abordar temas esenciales en conservacion, evolucién y

ecologia (Kress et al., 2015).

La aplicacion de la técnica de cédigos de barras de ADN en peces presenta ventajas
comparativas con respecto a la identificacion tradicional, los codigos de barras pueden
abarcar todas aquellas especies que se han pasado por alto debido a su alta sensibilidad
y permite la identificacion en donde no pueden emplearse métodos convencionales (Ward
et al., 2009).

El gen nuclear RAG1 (Recombination Activating Gene 1), por su parte, es de importancia
sustancial para efectuar la caracterizacién molecular, toda vez que en esta region es donde
se encuentra la mayoria de la informacion génica del individuo, ademés, Baker et al.
(2004), resefiaron que son genes altamente conservados en vertebrados; las regiones
mitocondriales 16S rRNA y Citocromo C Oxidasa subunidad | (COI) son fundamentales
para el estudio ya que, como sefialan ward et al., 2005, el ADN es heredado de la madre,

por lo cual se puede obtener informacion genética materna en la linea ascendente.

La morfometria, segin De Luna (2020), “es el estudio de la forma y tamafio de objetos

empiricos mediante el uso de descriptores cuantitativos”. Para Polly (2018), la morfometria
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geométrica es un tipo de metodologia multivariada que sirve para medir y evaluar las
formas de los cuerpos. Una desventaja en la metodologia de morfometria geométrica es
gue es dificil ubicar los puntos fijos y los que se modifican por la biologia. En tanto que
para MacLeod, 2017, los investigadores pueden usar la morfometria geométrica como un
conjunto de instrumentos para describir y entender problemas que traten sobre diferencias

y semejanzas morfologicas en varios dmbitos.

Teniendo en cuenta la importancia de la especie entre las comunidades riberefias, por su
aporte a la cultura pesquera y la seguridad alimentaria, y considerando la vulnerabilidad
en la que se encuentra la sabaleta, el objetivo general de este trabajo es identificar por
medio de cbdigo de barras a la especie ictica Brycon henni y realizar la caracterizacion
morfologica de la especie, presente en diferentes cuencas hidrograficas del Valle del

Cauca (Guabas, Yotoco, Sonso, Sabaletas).






Capitulo 1. Marco referencial

1.1 Seguridad alimentaria mundial

En el informe de la Cumbre Mundial sobre la Alimentacion, la FAO (1996) definié Seguridad
Alimentaria en términos de su funcién, como aquella que:

A nivel de individuo, hogar, nacién y global, se consigue cuando todas las
personas, en todo momento, tienen acceso fisico y econémico a suficiente
alimento, seguro y nutritivo, para satisfacer sus necesidades alimenticias y

sus preferencias, con el objeto de llevar una vida activa y sana.

Los humanos consumen alimentos derivados de ambientes acuaticos porque son recursos
proteicos esenciales para la salud, ademas por razones culturales y gastronémicas. Para
las comunidades es una meta conservar la produccion y abastecimiento a largo plazo en
la acuicultura y en la pesca de captura en los medios naturales. Igualmente, es importante
contar con una produccién ambientalmente sostenible y que no involucre otros bienes y
servicios ecosistémicos, para conservar la biodiversidad y la productividad de los

elementos alimenticios (Jennings et al., 2016).

La pesca y la acuicultura son sectores que representan subsistencia e ingresos para
millones de pobladores en el planeta. A nivel mundial, el pescado y sus subproductos son
importantes en cuanto a la seguridad alimentaria y nutricional, ya que estan presentes

nutrientes y micronutrientes esenciales para fabricar diversas dietas (FAO, 2018).

Los datos que respaldan las tesis planteadas pueden ser dimensionadas teniendo en
cuenta que en los paises en desarrollo para el afio 2013 el consumo de pescado por
persona fue de 18,8 Kg, este consumo a nivel mundial ha mejorado la alimentacion y

nutricion de las personas; aproximadamente el 20 % del consumo medio de proteinas de
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origen animal fue gracias al pescado suministrado a mas de 3100 millones de personas
(FAO, 2016), el pescado es un alimento que aporta diferentes nutrientes que son
provechosos, tales como la proteina y el omega 3 (Sanabria, 2019), dicho alimento es
importante en la parte nutricional por la calidad y cantidad de proteinas, aporte de ciertos
minerales, vitaminas y especialmente por tener acidos grasos esenciales (De Oliveira y
Amancio, 2012).

Una fuente importante tanto de proteina como de nutrientes esenciales para el consumo
humano estan contenidos en el pescado, este puede provenir ya sea de producciones

acuicolas o de poblaciones naturales de aguas continentales o maritimas (HLPE, 2014).

En el mundo, en el afio 2014, la pesca de captura procedente de agua dulce fue 11,9
millones de toneladas y en aguas maritimas fue 81,5 millones de toneladas. La produccion
de pesca de captura en aguas dulces continla aumentando en un 37 % en la Ultima
década; el 80% al afio de las capturas continentales del total en el mundo se realizan
principalmente por 16 paises: Bangladés, Brasil, Camboya, China, Egipto, Rusia, Filipinas,
India, Indonesia, Birmania, Nigeria, Republica Democratica del Congo, Republica Unida de
Tanzania, Tailandia, Uganda, Vietnam, que sobrepasan las 200 000 toneladas (FAO,
2016).

De Igual modo, el consumo de pescado ha aumentado anualmente a nivel mundial, siendo
mayor al crecimiento poblacional y sobrepasando el consumo de carne de otras especies
como bovinos, porcinos, ovinos, entre otras, excluyendo las aves de corral (FAO, 2018).
Este aumento del consumo se debe a una mezcla de circunstancias, no solo al crecimiento
de la produccién, sino a la disminucion de los desperdicios, un mejor uso, mejora en los
canales de distribucidn, incremento en el desarrollo demografico, el alza de los salarios y
la edificacion (FAO, 2018).

1.2 La acuicultura como seguridad alimentaria en
Colombia

La nacion es la encargada de cuidar los bienes pesqueros, ya que son bienes publicos.
Colombia es un pais sobresaliente en la hidrografia del planeta por tener una de las mas
altas diversidades de especies de peces con un valor comercial elevado, sin embargo,
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posee una cifra baja de individuos por especies, la pesca de agua dulce se encuentra

afectada por contaminacion del habitat y la excesiva pesca (Esquivel et al., 2014).

A pesar de que la produccién acuicola ha aumentado de manera rapida en el ultimo
decenio, en Colombia la acuicultura no registra participacion importante y no es
significativa en cuanto a la obtencion de riqueza y a las necesidades alimenticias de los
pobladores con pobreza tanto de las comunidades urbanas como rurales. En el afio 2006
la produccion acuicola fue de 71168 toneladas y para el 2011 logré 82 733 toneladas
(Merino et al., 2014); en el Producto Interno Bruto (PBI) la participacion de la pescay la
acuicultura sefialan un comportamiento decreciente, en el afio 2009 contribuyé con el
0,18 % del PIB total y en el PIB agropecuario con 2,66 %, en el afio 2018 aporté en el
crecimiento econémico nacional con 0,17 % del PIB total y en el sectorial, con 2,68 %
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2019); ademas esta produccion en la parte
continental es objeto de sobreexplotacion y varios problemas ambientales, donde se

destaca el mal manejo de las cuencas hidrograficas (Lasso et al., 2011).

Sin embargo, la acuicultura de agua dulce es una fuente importante para la pesca de
subsistencia y esta a la vez lo referente con la seguridad alimentaria de las comunidades
aledafias a rios, igualmente contribuye al fomento para el desarrollo de la actividad de
pesca para empresas medianas y pequefias, recreacion y pesca deportiva (Lasso et al.,
2011).

Para las comunidades riberefias la pesca artesanal es una actividad cultural, social y
econOmica, que no cuenta con estimulos y reconocimientos, pero es una labor importante
para la soberania alimentaria; los pescadores artesanales provienen de diferentes
poblaciones como son las comunidades indigenas, negras o campesinas y con dificultades
dadas por los desplazamientos forzados, igualmente este sector en Colombia ha sido poco
estudiado, por tanto, no se cuenta con registros provenientes de pesca artesanal, ademas

es una labor que no tiene reconocimientos y estimulos (Moreno, 2018).

Con todo, Colombia por ser un pais tropical presenta altas probabilidades de tener un
mayor crecimiento en la produccion acuicola legalizada, ya que cuenta con caracteristicas
propias tales como: abundancia hidrica marina y continental, variabilidad de especies de

peces y de biodiversidad en general, diversidad de pisos térmicos y condiciones climaticas
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que permanecen por periodos largos anuales, reservas naturales y forestales, resguardos
indigenas, parques naturales y lugares con topografia dificil, proyectandose como un factor
activo del aumento en la economia, que produce empleo, riqueza y mejores indicadores

en seguridad alimentaria (Merino et al., 2014).

Previas las consideraciones que atafien a la importancia de los estudios referidos a los

peces, a continuacion, se refiere lo relacionado a la especie estudiada:

1.3 Género Brycon

Este género hace parte de la subfamilia Bryconinae, son peces neotropicales importantes
en las aguas continentales (Lima, 2003). En el afio 2006, segun Zaniboni, Reynalte-Tataje,
y Weingartner, habia mas de 40 especies validas, varias con caracteristicas zootécnicas
para produccion, en el afio 2017 Lima report6 que el género Brycon se le asignan mas de
70 especies nominales y se identificaron 44 especies validas, este género se encuentra
distribuido geogréaficamente en México, Panam4, Perd, Venezuela, Ecuador, Guyana,
Brasil y Colombia, en este las especies mas representativas son Brycon amazonicus,
Brycon polylepis, Brycon whitei, Brycon melanopterus, Brycon hilarii y Brycon falcatus.

En Colombia el género Brycon es diverso, se reportan 13 especies incluidas ocho
endémicas: Brycon whitei, Brycon falcatus, Brycon oligolepis, Brycon henni, Brycon
labiatus, Brycon medemi, Brycon meeki, Brycon moorei, Brycon sinuensis, Brycon
posadae, Brycon rubricauda, Brycon fowleri y Brycon amazonicus

Maldonado-Ocampo et al., 2005, presentaron una guia de campo de los Peces de los
Andes colombianos, en el caso del género Brycon las especies Brycon fowleri, Brycon
henni, Brycon medemi, Brycon moorei, Brycon oligolepis y Brycon rubricauda son las que
habitan los rios de la regiéon Andina en Colombia (Lima, 2003).

Es un género donde las especies se caracterizan por ser aptas para la produccién piscicola
y recursos pesqueros, ademas, son omnivoras diseminadoras de semillas en los bosques
aledafios, indicadoras de la calidad ambiental, por ubicarse en los rios con agua oxigenada
y limpia, la talla puede oscilar entre mediano a grande (entre 16 cm a 70 cm), se desplazan
facilmente (Arruda et al., 2019).
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Las especies de Brycon son de gran importancia en la pesca comercial y deportiva por su
ubicacion geografica, a causa de su riqueza en los ecosistemas riparios, tal como su
apetecida carne (Mateus et al., 2004). Son especies susceptibles al impacto humano sobre
el medio donde habita, estas pueden ser por construccion de represas, contaminacion del

agua o perturbaciones en los ecosistemas riberefios (Rosa y Lima, 2008).

1.4 Aspectos generales de la especie Brycon henni

1.4.1 Clasificacion taxonémica
Brycon henni es una especie endémica de Colombia, se clasifica taxon6micamente (tabla
1-1)) asi:
Tabla 0-1: Clasificacion taxonémica de Brycon henni (Abe et al., 2014).

Reino Animalia
Filo Chordata

Clase Actinopterygii
Orden Characiformes
Familia Bryconidae
Género Brycon
Especie Brycon henni

Autor Eigenmann, 1913

1.4.2 Morfologia de la especie Brycon henni

Figura 0-1: Sabaleta.

Fuente: (Dominguez, 2015).
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La sabaleta, como es conocida comunmente, se caracteriza principalmente porque es
plateada en los costados con una mancha opercular y caudal, tiene forma cilindrica y
presenta una coloracion verdosa en el dorso, también puede ostentar manchas rojizas en
la parte de arriba del ojo y en las aletas, la aleta adiposa tiene dos presentaciones de

colores verdosa o naranjada (Montoya et al., 2006).

1.4.3 Nombres comunes

Sabaleta, sardina, toa, ojicolorada (Maldonado-Ocampo et al., 2005).

1.4.4 Biologiay ecologia de la especie B. henni

Habita en aguas con un rango de temperatura entre 18 a 28°C, las cuales son
transparentes y limpias (Arboleda et al., 2005), el agua donde se encuentra la especie
presenta un rango entre 6 y 10 mg/L de concentraciones de oxigeno disuelto (Lenis et al.,
2009). Es un nadador habil, en los rios selecciona las regiones que tienen vegetacion,
corrientes fuertes, cuevas socavadas por agua; es una especie omnivora oportunista por
consumir alimentos del exterior del cauce como del fondo del rio (Botero-Botero y Ramirez-
Castro, 2011); se alimenta en sitios turbulentos donde el rio arrastra materiales, su comida
se basa principalmente en: flores, frutos, insectos, hojas y ocasionalmente peces

pequefios (Maldonado-Ocampo et al., 2005).

La especie es usada ademas como un bioindicador relacionado con la calidad de las aguas
corrientes, la ausencia o disminucion de esta especie reofilica en sus areas podria dar
cuenta de la fragmentacion de las corrientes por la construccion, operacion de represas o
de presencia de contaminantes, pese a que la especie tiene potencial para la acuicultura
industrial, presenta dificultades para la obtencion de cantidades comerciales de huevos
viables y la predicciéon del tiempo de latencia es compleja, una vez los huevos por
tratamiento hormonal son expulsados hacia la cavidad ovarica del pez, para proceder con
la inseminacion artificial. Persisten, por tanto, incertidumbres para que las hembras
respondan positivamente al tratamiento hormonal y parcialmente a la ovulacién, lo cual
hace practicamente imposible la obtencion de los huevos por extrusion simple (Lenis et al.,
2009a).
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1.4.5 Distribucion

La especie B. henni tiene una distribucion extensa segun (figura 1-2) Maldonado-Ocampo

et al., 2005:

Se ubica en el bajo y alto Cauca, algunos afluentes del rio San Jorge, alto
rio Uré, rios Patia, Dagua, Anchicaya, Calima, Digua. Cauca: rios Hondo,
Palacé, Cofre, Bermejal, Ovejas, Mondomo, Mandiva, Quinamayo,
Quilichao y La Quebrada en la via Cali-Popayan; rio Palo en Guachené y
Paila en Corinto; rio Timba en Timba; rio Desbaratado en Miranda. Quindio:
qguebrada la espafiola sistema rio Roble, rio Santo Domingo, rio Verde en
Calarcé; quebrada Cristales sistema rio La Vieja, municipio La Tebaida;
qguebrada Macho sistema del rio Barragan, municipio Pijao; quebrada La
Carmelita sistema rio Roble, rio La Vieja, rio Barbas cerca al puente que
limita los departamentos de Valle, Quindio y Risaralda, municipio de
Filandia. Risaralda: rio San Rafael, rio Mapa. Valle del Cauca: rio Jamundi
en la via Cali-Jamundi; rio Guadalajara en Buga; rio Mediacanoa en la via
Panorama entre Cali-Buga; rio Tulda en Tulla; rio Bugalagrande en
Bugalagrande; rio Amaime en Amaime; rio Frio en la via Panorama; rios
Frio, Chanco y Catarina en Ansermanuevo; rio Pijao en la via Sevilla-
Armenia; quebrada San Pablo, cuenca del rio La Paila en el corregimiento

de La Paila; rio San Miguel.
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Figura 0-2: Distribucion geogréfica de B. henni.
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En el mapa de Colombia se muestra por medio de puntos la distribucion de la especie B. henni
(Montoya et al., 2006).

1.4.6 Reproduccién

B. henni tiene dos épocas reproductivas en el afo, la talla minima de madurez reportada
por Montoya et al. (2006) fue de 10,4 cm de longitud total, mientras que Mancera-
Rodriguez (2017) report6 que fue de 8,27 cm en machos y en hembras de 11,97 cm.

La especie presenta dimorfismo sexual, las hembras en fase de reproducciéon exhiben
espinas pequefas en los radios de la aleta anal, por el contrario, los machos adultos
siempre las tienen (Montoya- Lépez et al., 2006; Lenis-Sucerquia, Cruz y David, 2015);
otra diferencia en los sexos es que en los machos adultos al realizarles masaje en la zona
abdominal les brota gotas de esperma denso, en cambio en las hembras la papila genital
es prominente, vascularizada y presenta color rojo intenso (Martinez-Orozco y Vasquez-
Zapata, 2001).

Con el proposito de contribuir sobre el conocimiento de la produccién en cautiverio de la
sabaleta existen varios estudios con respecto a su reproduccién, por ejemplo, Tabares et
al., 2006, determinaron que la viabilidad y volumen del semen disminuyé de acuerdo al
aumento de las lluvias, sin embargo, el brillo solar tuvo efecto positivo con relacion a la

concentracion y al volumen del esperma. Restrepo-Betancur., et al., 2017 concluyeron que
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la calidad espermatica es mejor cuando al descongelar el semen se emplea la curva de
congelacion programable de velocidad media y como crioprotector a etilenglicol. Montoya
et al., 2018, argumentan que el avance de la maduracién de las ovas en la especie B. henni

se estimuld utilizando de las mezclas hormonales sGnRHay EPC en la maduracion in vitro.

1.4.7 Conservacion

La especie Brycon henni podria estar en peligro de extincion, debido a la elaboracion de
represas que se interponen en su migracién, contaminacion del agua, la deforestacion de
bosques y a la sobrepesca, por estos motivos el Gobierno Nacional procura salvar y
recuperar las regiones de pesca, por medio del repoblamiento de peces para disminuir la
erosiéon dulceacuicola endémica, sin embargo al gran nUmero de amenazas todavia no
aparece en el Libro rojo de peces dulceacuicolas de Colombia en ninguna de las clases
de riesgo, igualmente se estan desarrollando investigaciones sobre el manejo en cautiverio
de B. henni, aspectos bioldgicos y descripcién anatdmicas e histoldgicas de las gbnadas
gue ayudara en el desarrollo de tecnologias de reproduccion artificial para la conservacion
(CVC- Funagua (ed.), 2011).

Cuando se limita el flujo genético dentro de las poblaciones de especies de peces en
Colombia es por la ocurrencia en la afectacion del hébitat, la sobreexplotacion, la
segmentacion del ecosistema y la incorporacion de especies exdticas (Mancera et al.,
2013).

Debido a que Brycon henni es susceptible a las modificaciones en los factores quimicos y
fisicos del agua, se puede producir descenso en la cantidad de especimenes en sus
poblaciones, ademas la sobrepesca ocasionaria una pérdida de la variabilidad genética
(Hurtado-Alarcon et al., 2011). En un reciente estudio en donde existe un flujo genético
limitado dentro de las poblaciones de sabaletas, Mufioz-A. et al., 2019 concluyeron que se
puede experimentar consecuencias desfavorables con respecto a su conservacion, en los
resultados se observé que las poblaciones pueden alcanzar una baja densidad, esto pone
en peligro la conservacion de la especie.

1.5 Diversidad genética

En lo referido a estudios previos, se ha reportado una alta variabilidad genética en la

especie sabaleta, por Hurtado-Alarcén et al., 2011, donde se obtuvo como resultado de
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analisis molecular con marcadores de Amplificacion aleatoria de ADN polimérfico (Random
Amplification of Polymorphic DNA-RAPD) un 62,55 % de fragmentos polimoérficos, también
se presento6 estructuracion genética en el andlisis de Varianza Molecular (Amova) en donde
el F estadistico arroj6 resultados en un nivel muy alto o medio-alto; asimismo, Pineda
Santis et al., en 2007, encontraron un nimero menor de fragmentos Unicos en la especie
Brycon henni que en dos especies, Brycon moorei y Colossoma macropomum que se
usaron como control interespecifico, concluyendo que hay alta diversidad genética en la
especie B. henni con respecto a los dos grupos control. En el estudio de Vélez y Velandia,
2014, también se realiz6 la caracterizacién molecular de la especie B. henni con la técnica
Microsatélites Amplificados al azar, concluyeron que a un nivel de similaridad de 65 % se
formaron dos grupos, que sefialan las poblaciones que se diferencian (Reserva Natural
Bosque de Yotoco y rio Sonso). Igualmente, Mufioz-A. et al., 2019, utilizando marcadores
microsatélites mostraron que las poblaciones de Brycon henni estudiadas en Risaralda,
Campoalegre, Riofrio y Chinchina presentaron un nivel moderado de variacién genética,
probablemente por el distanciamiento geografico entre ellas. De igual modo, Landinez-
Garcia y Marquez, 2020, usando loci de microsatelites polimoérficos especificos para la
especie Brycon henni revelaron que existe diversidad genética y se encuentran
genéticamente estructurados entre dos afluentes del rio Cauca (rio Ituango y rio Espiritu
Santo), apartados por 30 km, un resultado que indica que puede existir aislamiento

reproductivo entre dichos grupos.

Estudios en el area de molecular han evidenciado tener eficiencia para solucionar
incognitas taxonomicas en grupos sin identificar, explicando la historia evolutiva de las
especies y fortaleciendo la ecologia y biodiversidad como ciencias complementarias
(Lanteri, 2007). No obstante, los diagnésticos moleculares convencionales no estan
estandarizados por lo que se necesita de mas tiempo e inversion para llevar a cabo los
analisis (Hebert et al., 2003).

Indudablemente, la idea de emplear secuencias genéticas para la caracterizacion rapida
de especies no es reciente (Moritz y Cicero, 2004), lo que es novedoso de la técnica de
Cadigo de Barras de ADN es que plantea utilizar informacion dentro de un mismo gen, en
todos los taxones, con metodologias de secuenciacién estandarizadas, eficientes y

relativamente econdmicas (Lanteri, 2007).
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1.6 Codigo de Barras de ADN

El DNA Barcoding (en espafiol, Cédigo de Barras de ADN) es una metodologia de
identificacion de especies que usa un banco de datos de secuencia de nucleétidos
estandarizados (Hebert et al., 2003), se fundamenta en el empleo de un segmento de ADN,
que se utiliza para la determinacion rapida de organismos, con el objetivo de obtener un
modelo de determinacion efectivo en cuanto a la informacion, al uso razonable de la
diversidad biol6gica y la conservacion (Paz et al., 2011). Con la finalidad de que los genes
se consideren como cadigo de barras de ADN es necesario que estos permitan diferenciar
entre la variabilidad intraespecifica e interespecifica (Meyer y Paulay, 2005).

Para la identificacion de las especies mediante codigo de barras de ADN hay varias
alternativas de metodologias cuando existe un banco de datos (Goldstein y DeSalle, 2011).
La primera metodologia es una identificacion por medio de distancias genéticas,
establecidas por los sitios de nucledtidos variables entre la informacion genética
desconociday lainformacion que se encuentra en el banco de datos de referencia (Kimura,
1980). La segunda metodologia para la identificacion es a través de arboles filogenéticos,
fundamentado en la proximidad evolutiva con otras secuencias de esa agrupacion
monofilética (Elias et al., 2007) y el objetivo de la tercera metodologia es identificar uno o
varios caracteres moleculares nuevos que se encuentran en diferentes individuos (Rach et
al., 2008).

Una limitante para la utilizacion de los cédigos de barras de ADN con cualquier region es

tener disponible un banco de datos de referencia completa (Paz et al., 2011).

Debido a los efectos del cambio climéatico global y en aras de la conservacion de la
variabilidad de los seres vivos por el rapido deterioro del entorno, es necesario emplear
métodos Utiles para la identificacion de las especies, por ello los codigos de barras de ADN
son una herramienta fundamental para la determinacion de especies, sin que searequerida
experiencia previa en clasificacion taxonomica para obtener resultados objetivos; el codigo
de barras para cada individuo es unico en las secuencias de ADN, del mismo modo tiene
un millar de copias en cada célulay su area es corta, de aproximadamente 700 nucleétidos
de extension (Center, 2014).

Los peces dulceacuicolas en el neotrOpico estan representados por los érdenes

Perciformes, Characiformes y Siluriformes, recientes estudios moleculares dan cuenta de
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la variabilidad en peces neotropicales, ello implica una alta complejidad para la
identificacion de la fauna presente en estos territorios. Los cédigos de barras son
importantes para identificar y reafirmar la variabilidad de fauna, asimismo se tienen en

cuenta los andlisis morfoldgicos y taxonémicos (Pereira et al., 2013).

Los codigos de barras de ADN emplean marcadores moleculares como etiquetas
especificas de la especie, utilizando bases cortas para identificar especies, dicha
herramienta brinda datos automatizados y precisos. Por medio de la region mitocondrial
citocromo c oxidasa | (COl) se realiza identificacion a nivel de especie, estos suministran
nuevas perspectivas tanto en la sistemética como en la ecologia de los peces; los cédigos
de barras ofrecen beneficios con respecto a las caracteristicas fenotipicas, toda vez que
estas no son suficientes e idoneas para la identificacion de peces, ya que estas especies
conforman un grupo muy variable de vertebrados que presentan cambios morfologicos a
lo largo del desarrollo. En esta técnica no se tiene en cuenta la etapa en que se encuentra
el espécimen, el resultado de la secuencia principal se encuentra en una base de datos y

se registra toda la informacion necesaria del individuo (Hubert et al., 2008).

1.7 ADN mitocondrial

Para la identificacion de especies de peces se han utilizado regiones mitocondriales, en
varias investigaciones de cédigos de barras de ADN (Arias et al., 2003); como por ejemplo,
Identificacion de peces de agua dulce canadienses a través de codigos de barras de ADN
(Hubert et al., 2008). Sistema de identificacion molecular basado en cédigos de barras de
ADN para especies de peces (Kim et al., 2010). Relaciones filogenéticas dentro de la
familia de especies Characidae (Teleostei: Ostariophysi: Characiformes) basadas en
analisis multilocus y muestreo de endogrupos extensivo (Oliveira et al., 2011). Estudio de
la efectividad de los cédigos de barras de ADN para la discriminacién de la fauna de peces
de agua dulce neotropicales megadiversos (Pereira et al., 2013). El cédigo de barras de
ADN revela altos niveles de divergencia entre los linajes mitocondriales de Brycon
(Characiformes, Bryconidae) (Arruda et al.,, 2019). La reidentificacién de Decapterus
macarellus y D. macrosoma (Carangidae) revela inconsistencias con la taxonomia
morfoldgica actual en China (Zang et al., 2020). Los cddigos de barras de ADN revelan
una diversidad criptica en el género subestimado Triplophysa (Cypriniformes: Cobitidae,

Nemacheilinae) del noreste de la meseta de Qinghai-Tibet (Wang et al., 2020). Hacia la
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recuperacion del tesoro prometeico: una primera evaluaciéon molecular de la diversidad de

peces de agua dulce de Georgia (Epitashvili et al., 2020).

Los marcadores mitocondriales tienen condiciones como: a) tasa de mutacion rapida, lo
convierten en una técnica para estimar la historia evolutiva y la relacién filogenética; b) el
ADN mitocondrial es pequefio en un rango entre 15 a 20 kb; c) con esta region se accede
a explorar las contribuciones maternas ya que es una region heredada maternalmente, sin
embargo, se hace incorrecto para algunas investigaciones genéticas por herencia materna,
no mendeliana (Wong, 2011); d) tiene 37 genes que se dividen en 2 ribosomales, 13 genes
codificadores de proteina y 22 de ARN de trasferencia, estos pocos genes que codifica
para el 5% de los productos necesarios para el funcionamiento de la mitocondria; e) es
considerado un genoma compacto, porque extrafiamente tiene secuencias espaciadoras,
secuencias repetitivas, pseudogenes e intrones; f) el genoma es muy conservado, al igual
gue el orden de los genes (Arias et al., 2003).

Por otro lado, en la investigacion de Landinez-Garcia, Alzate y Marquez, 2014, realizaron
la secuenciacion del ADN mitocondrial de la especie B. henni en la plataforma illumina
Miseq, obtuvieron una longitud de 16 885 pares de bases, el genoma mitocondrial se

encuentra registrado en el GenBank con nimero de acceso KP027535.
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Figura 0-3: Posicion de los genes mitocondriales en la secuencia de B. henni.
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Se muestran las diferentes regiones mitocondriales en una secuencia completa de la especie
Brycon henni (Landinez-Garcia et al., 2014).

1.7.1 Citocromo c oxidasa |

Citocromo C oxidasa es una enzima importante en la respiracién celular, donde se cataliza
el transporte de electrones entre el oxigeno y el citocromo c; ademas de esta reaccion de
oxido-reduccion importante, esta enzima tiene como objetivo la conservacion energética
de la reaccién de éxido-reduccion liberada para usarla en la sintesis de ATP en el tercer
lugar llamado fosforilacion oxidativa. La funcion de la reaccion de éxido-reduccion de la
Citocromo C oxidasa es la translocacion de iones hidrégeno por medio de la membrana
mitocondrial en la parte interna (Wikstrom, 1977).

El gen Citocromo Oxidasa | (COl) esta en bacterias y en los eucariotas en la mitocondria,
frecuentemente se usa como cédigo de barras de ADN o marcador molecular, tiene un

fragmento entre 600 a 700 pares de bases, es un método para la identificacién de especies
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principalmente animales porque presenta una tasa de sustitucion alta, teniendo variacion
de la secuencia entre especies de un mismo género (Hebert et al., 2003), dicho marcador
es de facil uso, preciso y confiable para el andlisis, ademas es importante para estudiar la
evolucion, la biodiversidad y la ecologia de las especies (Kim et al., 2010). Por ser corto,

la secuenciacion es econdmica y rapida (Ratnasingham y Hebert, 2007).

Se han desarrollado varias investigaciones en peces, entre ellos, en el género Brycon se
utilizé el marcador COI para observar los linajes mitocondriales (Arruda et al., 2019),
también para estimar las relaciones filogenéticas entre especies del género Brycon en
cuencas hidrograficas de Brasil (Antunes et al., 2010). Investigaciones que a través del
Cadigo de barras de AND se identifique peces canadienses de agua dulce (Huber et al.,
2008). Igualmente, se plantea este marcador para establecer una base de datos de

referencia de cédigos de barras de peces en el Estrecho de Taiwan (Bingpeng et al., 2018).

1.7.2 16 SrRNA

El gen 16S rRNA es altamente conservado, permite establecer la relacion entre individuos
y la distancia evolutiva (Clarridge, 2004); con esta subunidad mitocondrial se han realizado
investigaciones en relaciones filogenéticas, asi como también entre taxones muy
relacionados (Shimabukuro-Dias et al., 2004).

Utilizando este marcador mitocondrial han realizado investigaciones tales como la de
Shimabukuro-Dias et al., 2004 que estimaron la filogenia molecular de la familia del bagre
blindado Callichthyidae (Ostariophysi, Siluriformes). Pardo et al., 2005 realizaron analisis
filogenético de peces planos del Orden Pleuronectiformes. Rahman et al., 2018
describieron la identidad de Osteobrama cotio y el estado de Osteobrama serrata
(Teleostei: Cyprinidae: Cyprininae). Chowdhury et al., 2019 llevaron a cabo la identificacion
molecular y la evaluacion filogenética de especies del género Parapenaeopsis Alcock,
1901, de aguas de la India. Gangan et al., 2020 reportaron una nueva especie de

Stolephorus (Clupeiformes: Engraulidae) de la Bahia de Bengala, India.

16S es el ultimo crondmetro molecular, por presentar una longitud corta (aproximadamente
1500 nucledtidos) la secuenciacion es sencilla, puede realizarse en todas las especies,
tiene una funcionalidad constante, su estructura es de mosaico con regiones mas variables
y conservadas (Coenye y Vandamme, 2003), ha sido un gen con el que se ha trabajado

por la eficiencia que ha presentado, en la determinacion de las relaciones evolutivas de los
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linajes de divergencia similar y también porque al amplificar genes con cebadores

universales la obtencién de informacion es facil (Pardo et al., 2005).

Usando el gen 16S se obtiene un arbol filogenético donde la longitud de la rama es
equivalente a los cambios ocurridos, ademas, se puede observar la similitud entre los
individuos, la comparacién entre dos grupos con origen evolutivo en la misma rama y se

determinan los cambios sufridos a partir de la separacion (J. A. Oliveira et al., 2013).

1.8 ADN nuclear

Las secuencias de exones e intrones originan proteinas nucleares, las primeras tienen
secuencias fijas codificantes, pertenece al RNA maduro; en cambio las segundas no son
codificantes, se descartan en el pre-mRNA para que en la transcripcion logre cambiar a
MRNA maduro (Russell, 2010).

Trabajar con ADN nuclear en investigaciones de poblacién genética y evolutiva es
importante para una éptima asimilacién del desarrollo evolutivos que ha sucedido, y
extender las destrezas para concluir el pasado mas alld de lo permitido por otros
marcadores de ADN mas populares (D. X. Zhang y Hewitt, 2003).

Por ser diploide y biparental, el ADN nuclear es cuatro veces mas polimarfico que el ADN
mitocondrial y cloroplastico, porque estos solo se heredan de manera materna (Hare,
2001).

Para el analisis de marcadores nucleares se esta4 trabajando en las siguientes
problematicas: primera, dificultad técnica de laboratorio para obtener informacion de
haplotipos; segunda, inconvenientes en el analisis de la informacién por causa de la
recombinacion; tercera, bajo grado de divergenciay evolucion entre individuos de la misma
especie de multifurcacion, y cuarta, el beneficio de las secuencias polimorficas nucleares
de copia Unica para tratar temas de genética de poblaciones. En cuanto a las secuencias
polimérficas nucleares de copia Unica ya no se tienen incertidumbres sobre la
disponibilidad, gracias a los diferentes proyectos de secuenciacion del genoma e

investigaciones en organismos modelos, asimismo, se tiene acceso a varios protocolos
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para obtener marcadores moleculares de organismos que no son modelos (D. X. Zhang y
Hewitt, 2003).

1.8.1 Gen de activacion de recombinacion uno (RAG1)

Se ha propuesto que las proteinas RAG se originan a partir de un elemento transponible
(TE), ya que comparten similitudes mecanicas y estructurales con varias familias de
transposasas y son ellas capaces de mediar en la transposicion. Un nimero de proteinas
tipo RAG y TE con similitud de secuencia con RAG1 y RAG2 han sido identificados, pero
recientemente su funcién comenzo a caracterizarse, revelando enlaces mecanicos a los
RAG vertebrados (Carmonay Schatz, 2017).

Los genes del receptor de antigeno que producen el receptor de las Células T, el receptor
de las células B y las inmunoglobulinas secretadas estan constituidas por grupos de
fragmentos de genes. La unién de estos fragmentos génicos en una diversidad de mezclas
genera una fuente de diversidad para las zonas de reconocimiento de antigenos de estas
proteinas y es basico para la inmunidad adaptativa en especies que son vertebrados, con
mandibula. La recombinacion V (D) J es el desarrollo a través del cual los fragmentos
génicos se unen y las proteinas del gen activador de la recombinacién (RAG) 1 y 2
intervienen en las sustituciones bicatenarias del ADN especifico de zonas importantes para

el proceso (Carmonay Schatz, 2017).

Este gen es considerado como codigo de barras de ADN porque tiene regiones
conservadas y no muestra saturacion, razon por la que es un marcador filogenético de un
nivel alto de calidad (Chiari et al., 2009).

Springer et al., 2001 no recomiendan la utilizacion de un solo marcador molecular
(fundamentalmente si es mitocondrial), para las reconstrucciones filogenéticas, ya que no
se puede evidenciar un “arbol verdadero” por la clasificacién incompleta de linaje y la

duplicacion de genes

Entre los estudios que han empleado este gen se encuentran Sullivan, Lundberg y
Hardman (2006) realizaron un analisis filogenético de los principales grupos de bagres
(Teleostei: Siluriformes) utilizando secuencias de genes nucleares ragl y rag2. Bufalino y
Mayden, 2010 evaluaron la filogenética molecular de phoxinins norteamericanas

(Actinopterygii: Cypriniformes: Leuciscidae) basada en datos de secuencia de ADN nuclear
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RAG1 y S7. Oliveira et al., 2011 estimaron las relaciones filogenéticas dentro de la familia
de especies Characidae (Teleostei: Ostariophysi: Characiformes) basadas en analisis
multilocus y muestreo de endogrupos extensivo. Cramer, Bonatt y Reis, 2011, donde
analizaron la filogenia molecular de Neoplecostominae e Hypoptopomatinae (Siluriformes:
Loricariidae) usando multiples genes. Chen et al.,, 2019 exploraron la diversidad
taxondmica y la biogeografia de la familia Nemacheilinae (Cypriniformes). Mat Jaafar et
al., 2020 examinaron la estructura comparativa del stock genético en tres especies de

Carangidae indo-malayo explotadas comercialmente (Teleosteii, Perciformes).

1.9 Morfometria

Se deriva de los vocablos griegos “morphé” que significa forma o figura, y “metria”, cuyo
concepto es “métrica’ o “medicion”, por lo anterior, se infiere que es un analisis cualitativo
y/o cuantitativo de la forma y el tamafio de organismos. En el transcurso del tiempo la
morfometria desde una perspectiva funcional y evolutiva se ha centrado en un andlisis

solamente tedrico y descriptivo (Aguirre y Jiménez-Prado, 2018).

Asimismo, se define como una herramienta para la investigacion de la forma de estructuras
biol6gicas. Anteriormente esta metodologia utilizaba el andlisis de angulos o distancias por
medio de dispositivos como el gonidmetro y el pie de rey (morfometria tradicional),
actualmente con la tecnologia avanzada ha dado un cambio en el enfoque de esta &rea en
el plano cartesiano, utilizando las coordenadas de los puntos anatomicos para establecer

medidas tradicionales (morfometria geométrica) (Slice, 2001).

En la morfometria tradicional afectan varios factores en las mediciones, influyendo en el
analisis de la forma del individuo, en cambio la ventaja de la morfometria geometria es que
solo considera la forma del individuo (Galan, 2016), obteniendo una estimacion cuantitativa
de las variaciones morfologicas y una estimacion cualitativa por medio del restablecimiento
de la forma en analisis (Toro et al., 2010).

En ambas metodologias se utilizan andlisis multivariados, sin embargo, en la morfometria
geomeétrica los resultados se muestran como variaciones de la forma empleando placas de

deformacion, esto hace que las explicaciones sean mas faciles que los resultados en la



Capitulo 1. Marco referencial 23

morfometria tradicional, dichos resultados solo se presentan como graficas de dispersion,

coeficientes, matrices y tablas (Galan, 2016).

1.10 Morfometria geomeétrica

La morfometria geométrica comenzo a finales de la década de los 80, como un area de la
morfometria tradicional, que se fundamentaba en evaluaciones lineales empleando
calibradores. Esta metodologia investiga los cambios, valiéndose del analisis de los
movimientos en el plano de un grupo de puntos designados como hitos, puntos o marcas
(Van der Molen et al., 2007). Estas evaluaciones se realizan gracias a la utilizacion de
instrumentos, programas informaticos y métodos biométricos que permiten reflejar y
estudiar la informacién en forma de matrices de coordenadas morfométricas que

representan la geometria de un individuo (Toro et al., 2010).

En la taxonomia, la morfometria geométrica es una disciplina que estima diferencias entre
especies por medio de la estadistica multivariante (Garcia-Alzate et al., 2010),
adicionalmente, la diferencia entre formay talla permite correlacionar especies a través de
sus estructuras equivalentes, estimar la variacion de la estructura en diversas escalas del
espacio e investigar las probables comparaciones entre la diversidad y otros indicadores

tanto ambientales como morfolégicos (Ruiz y Cipriano, 2006).

El andlisis en la morfometria geométrica se da en tres fases principales: extraccion de la
informacién primaria, extraccion de las variables de la forma y analisis estadisticos (Toro
et al., 2010).

Algunos estudios con aplicaciones en morfometria geométrica como la radiacion
adaptativa en peces africanos débilmente eléctricos (Teleostei: Mormyridae:
Campylomormyrus): un enfoque combinado molecular y morfolégico (Feulner et al., 2007).
La variaciébn morfol6gica entre poblaciones de Hemigrammus coeruleus (Characiformes:
Characidae) en un afluente del rio Negro, Amazonia brasilefia (Lazzarotto et al., 2017). La
evaluacion intraespecifica en la morfologia de Glossogobius guiris mediante andlisis
morfométrico geométrico del lago Mainit, Agusan del Norte, Filipinas (Varona et al., 2019).

La variacion geogréafica en Prionotus punctatus (Bloch) (Teleostei, Scorpaeniformes,
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Triglidae): un analisis morfométrico geométrico (Cavalcanti y Duarte, 2019). Los efectos de
la especie invasora Poecilia gillii (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) sobre Pseudopoecilia

fria en rios costeros de la region del Chocé, Ecuador (Jiménez-Prado et al., 2020).

1.11 Hitos

Se conocen con puntos homologos debido a que se ubican en el mismo punto anatémico
en todos los especimenes de la investigacion. Se emplean para determinar la forma en la
Morfometria Geométrica (Zelditch et al., 2012). Por ser considerados como puntos
especificos en la anatomia de un individuo se definen y determinan de manera precisa
(Aguirre y Jiménez-Prado, 2018).
Segun Bookstein (1997), los hitos, conocidos en inglés como landmarks, se dividen en tres
grupos:
e Hitos de tipo I: son puntos anatémicos especificos, ya que la ubicacién es evidente
y reiterativa.
e Hitos de tipo Il: se encuentran en un punto de curva y de diferentes campos
morfogenéticos, se relaciona por medio de puntos anatémicos especificos.
e Hitos de tipo Ill: también son llamados semilandmarks, se localizan en una
curvatura o area y tienen descripciones como “el mas craneal/rostral” o “el mas
distal/proximal”. Son de apoyo en el analisis de estructuras dificiles, sin embargo,

no son de ubicacién objetiva.

La informacion empleada en la morfometria geométrica para el analisis concierne a un
conjunto de hitos relevantes de una forma. Un punto homologo corresponde a un punto del
espacio que contiene un nombre (Zelditch et al., 2012), por ejemplo (Lazzarotto et al.,
2017) definié 11 hitos en una poblacidén de peces de la especie Hemigrammus coeruleus:
1- punta del hocico; 2- insercion dorsal de la aleta pectoral; 3- insercion anterior de la aleta
pélvica; 4- insercion anterior de la aleta anal; 5- insercion ventral de la aleta caudal; 6-
insercion dorsal de la aleta caudal; 7- insercidén anterior de la aleta adiposa; 8- insercion
anterior de la aleta dorsal; 9- supraoccipital; 10- punto final del opérculo; 11- punto central

del ojo.
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2.Capitulo 2. Codigo de barras de la especie
Brycon henni en las cuencas hidrograficas
de Yotoco, Sonso, Guabas y Sabaletas

2.1 Resumen

Brycon henni (sabaleta) es un pez endémico de Colombia que habita en las cuencas de
los rios Cauca, Magdalena, San Juan, Patia. Se colectaron 40 muestras de tejido animal,
fueron tomadas de la aleta caudal, en las cuencas hidrogréficas de Yotoco, Sonso, Guabas
y Sabaletas del departamento del Valle del Cauca, amplificadas por PCR empleando los
cebadores especificos para las regiones RAG1, 16S y COIl. El objetivo de esta
investigacion fue identificar a nivel molecular la especie Brycon henni, asi como los
haplotipos relacionados con determinadas cuencas hidrograficas por medio de la
utilizacion de cdodigo de barras de ADN. Los resultados evidenciaron la identificacion de
cuatro especies Brycon henni, Brycon sp., Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp.,
ademas para las regiones COIl y RAGL1 se encontraron 22 haplotipos y para la region 16S

siete haplotipos.

Palabras clave: Haplotipos, RAG1, 16S y COI.
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2.2 Abstract

Brycon henni (Sabaleta) is an endemic fish from Colombia that lives in the Cauca,
Magdalena, San Juan, Patia river basins. 40 samples of animal tissue were collected, taken
from the caudal fin, in the Yotoco, Sonso, Guabas and Sabaletas watersheds of the Valle
del Cauca department, amplified by PCR using the specific primers for the RAG1, 16S and
COl regions. The objective of this research was to identify the Brycon henni species at the
molecular level, as well as the haplotypes related to certain hydrographic basins by means
of the use of DNA barcodes. The results showed that four species Brycon henni, Brycon
sp., Bryconamericus caucanus and Creagrutus sp. Were identified, in addition for the COI
and RAGL1 regions 22 haplotypes were found and for the 16S region seven haplotypes.

Keywords: Haplotype, RAG1, 16S y COI.
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2.3 Introduccidn

Colombia tiene buenas condiciones para desarrollar actividades pesqueras, ya que cuenta
con diversos pisos térmicos con clima estable a lo largo del afio, gran variedad de sistemas
hidricos de agua, superficies aptas para el cultivo de especies vegetales y animales en

agua dulce o marina, un amplio sistema fluvial y alta biodiversidad (Esquivel et al., 2014).

Los pescadores y la pesca en Colombia tienen un impacto negativo a consecuencia del
turismo, la excesiva pesca, la contaminacién del medio, entre otros, adicionalmente, los
pobladores riberefios no tienen buenas condiciones de vida, ya que moran en los estratos

mas bajos (Moreno, 2018).

El pescado es una fuente de proteina para el consumo del hombre, ademas, cuenta con
nutrientes esenciales. Este puede provenir de acuicolas o de poblaciones naturales, es el
caso de la especie Brycon henni, conocida cominmente como sabaleta, que es capturada
en su habitat natural por moradores riberefios, es una especie endémica de Colombia,
oportunista, ya que consume alimentos tanto del fondo del rio como de la superficie. La
sabaleta es apetecida por los pescadores dado que presenta un comportamiento agresivo

al momento de la pesca y por las caracteristicas organolépticas de su carne.

Por la disminucion de diversidad biologica en el planeta a causa de las malas acciones
antropicas, las gestiones de los recursos naturales (aprovechamiento, explotacion,
conservacion y restauracion) se han apresurado en obtener un registro de la biodiversidad,
con el objetivo que la poblacion conozca el funcionamiento y utilidad en el desarrollo

sostenible (Chandra e Idrisova, 2011).

Por lo anterior, los cédigos de barras o el DNA barcoding son una herramienta importante
para los especialistas que trabajan con especies de dificil identificaciéon morfolégica (Kerr
et al., 2007). Es un método estandarizado y la informacion es de libre acceso (Paz et al.,
2011). La utilizacion de esta metodologia favorece a la seguridad alimentaria, la
biogeografia, a las investigaciones de biodiversidad, especies sin determinar y a las
invasoras (Gong et al., 2018). En la identificacion genética de peces se ha empleado una

extensa diversidad de metodologias con base en ADN y proteinas, esta determinacion se
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ha realizado en pescados y subproductos pesqueros, a partir de huevos hasta adultos
(Ward et al., 2005).

Brycon henni es una especie autdctona de Colombia importante en la alimentacion de las
comunidades aledafias a los rios donde habita (Montoya et al., 2006), en el Libro rojo de
peces dulceacuicolas de Colombia esta especie no se encuentra en las categorias de

riesgo (Mojica et al., 2012).

La sabaleta habita en aguas con oxigeno disuelto alto entre 7 a 10 mg/L, con una reduccion
en los niveles esta especie puede estar en estado susceptible (Builes y Uran, 1974; Botero-
Botero y Ramirez-Castro, 2011; Zapata-Restrepo et al., 2017), de la misma manera que
por la contaminacion de los rios, que origina pérdidas en el nimero de especimenes
(Hurtado-Alarcén et al., 2011).

Planteamiento del problema

La especie Brycon henni es autdctona de Colombia, esta especie no se encuentra
reportada en el Libro rojo de peces dulceacuicolas de Colombia, sin embargo, las
comunidades cercanas a los rios la siguen capturando por el alto valor nutricional que les
aporta, adicionalmente sus habitats han sido contaminados por accion antropica, por lo

cual las poblaciones naturales han disminuido considerablemente (Lenis et al., 2009).

La sabaleta esta adaptada a aguas limpias y templadas, por tal razon es una especie que
puede llegar a ser cultivada aprovechando espacios de agua para su conservacion, estas
condiciones son importantes en lo referido a la seguridad alimentaria de las regiones donde
esta la especie, toda vez que la utilizan para consumo y pesca deportiva, esto ultimo por

la agresividad que presenta en el momento de la captura (Montoya et al., 2006).

Las investigaciones en peces de las cuencas hidrograficas de Colombia son importantes
para conocer la evolucion de la ictiologia dulceacuicola (Carvalho y Galetti, 2008). La
especie Brycon henni se encuentra en los afluentes del rio Cauca en mayor proporcion,
pero puede haber una reducciéon de la poblacién por contaminacién en los afluentes
(Botero-Botero y Ramirez-Castro, 2011).



40 Caracterizacion genomicay fenotipica de la especie Brycon henni (Characiformes:
Characidae) en cuencas hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y
Sabaletas

Se escogieron cuatro cuencas hidrograficas (rios Sonso, Yotoco, Guabas y Sabaletas) del
departamento del Valle del Cauca porque la distribucién de B. henni es amplia, comprende
afluentes de la zona alta del rio Cauca y afluentes del rio Anchicaya.

El rio Sonso, se ubica en el municipio de Guacari, cuenta con 69,95 km?, este afluente
tiene contaminacion organica moderada por recibir las aguas residuales de la poblacion de
Sonso, desechos de producciones pecuarias y del ingenio Pichichi (CVC y Univalle, 2001).
El rio Yotoco se encuentra en el municipio de Yotoco y tiene un area de 10 458 hectareas,
aporta materia organica con aproximadamente 252 mg/L de concentracion de oxigeno
disuelto, el alcantarillado es vertido directamente al rio Yotoco por no tener planta de
tratamiento de aguas residuales. El rio Guabas, ubicado en el municipio de Ginebra, es el
principal proveedor hidrico para las actividades econdmicas de los municipios de Ginebra
y Guacari. Esta cuenca se encuentra afectada por la degradacion del aire, del agua, del
suelo, de la calidad de vida y de la diversidad biologica (Corporacion Auténoma Regional
del Valle del Cauca, 2014).

En Buenaventura, el rio Sabaletas se ubica en el corregimiento de Sabaleta, por las malas
practicas en la mineriay la agricultura, el bosque presenta altos niveles de deterioro (Brown
y Venté, 2008).

En pro de la conservacién de la diversidad y por la inclemencia del cambio climatico, es
una tarea fundamental realizar una identificacién mas detallada del ADN de la especie que
pueda ser eventualmente afectada, para ello se emplean los codigos de barras (Center,
2014), esta metodologia ofrece registros minuciosos, especificos y bioinformaticos, al usar
bases cortas de ADN con marcadores moleculares (Hubert et al., 2008).

El cddigo de barras de ADN es una herramienta de identificacion de especies con un
sistema rapido y preciso. Se utiliza genes estandares y cortos para producir bancos de
secuencias de organismos conocidos y desconocidos que al final logran ser identificados
(J. Zhang y Hanner, 2012). Esta metodologia ha sido importante para la estimacion de la
diversidad biologica y de su preservacion, eficiente para caracterizar diferentes especies y
solucionar los inconvenientes en la identificacion por medio de la taxonomia convencional
(Akram et al., 2017).

Hipotesis
Existe alta diversidad genética en Brycon henni y hay estructura genética en donde los
haplotipos se asocian a cuencas hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y

Sabaletas.
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Justificacion

Para la subsistencia del hombre son importantes los ecosistemas acuaticos continentales
por la diversidad de servicios y bienes indispensables, tales como: agropecuario,
alimentacion, industrial, transporte, suministro de agua para uso doméstico, suministro de
energia, captura de carbono, recreacion y servicios culturales.

En los Andes tropicales se tiene poco conocimiento sobre la diversidad biolégica de agua
continental, por lo que es importante recolectar informacion sobre los estados de
conservacion, habitat y distribucion de las especies de agua dulce en las distintas regiones
(Tognelli et al., 2016).

La cuenca del rio Cauca se encuentra desde los 950 m s.n.m., cuenta con una alta
variabilidad de peces comparada con otras regiones localizadas a la misma altura.

Por el aislamiento causado a partir del levantamiento del valle geogréafico del rio Cauca,
en la cuenca se halla una proporcion elevada de endemismos (Maldonado-Ocampo et al.,
2005).

En Colombia, la construccion de embalses en la cuenca Magdalena-Cauca ha ocasionado
modificaciones en los ecosistemas de agua dulce, especialmente afectando a las especies
de peces y sus procesos de migracion-reproduccion, fundamentalmente para la pesca
comercial y artesanal (Jiménez-Segura et al., 2014). Por esto, las poblaciones aledafias a
los rios tienen repercusiones negativas en cuanto a la economiay a seguridad alimentaria,

por lo que dependen de la pesca (Tognelli et al., 2016).

La variacién genética afirma la habilidad de las poblaciones para subsistir y adaptarse a
las modificaciones del ambiente. La informacion empirica indica que hay una disminucién
de la variacion genética en poblaciones reducidas y separadas a causa de la deriva
genética, lo que produce una disminucién en la adaptacion y la capacidad fisica y un
aumento de la endogamia (Paviova et al.,, 2017). Numerosas investigaciones han
analizado la variacion genética por medio de secuenciacion de ADN (Templeton, 2004). El
objetivo del cédigo de barras de ADN es determinar especies por medio de un fragmento
cortoy estandarizado de un gen especifico (P. Hebert y Gregory, 2005). El codigo de barras
de ADN se emplea para ayudar a la conservacion de la diversidad biologica de los peces
y al aprovechamiento sostenible del medio piscicola (Chang et al., 2017). La historia

evolutiva de la diversidad genética se puede reconstruir mediante una red de haplotipos
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(Templeton, 2004). Estared es un gréafico donde se observa las conexiones genéticas entre
los haplotipos, las frecuencias, la division por medio de los pasos mutacionales, incluso se
puede estudiar sobre la estructura genética, el flujo genético, el origen geografico y obtener

datos respecto a la historia de la poblacion (Clement et al., 2000).

Por lo anterior fue necesario investigar sobre la especie endémica B. henni en las cuencas
hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y Sabaletas del departamento del Valle
del Cauca, con el método de codigo de barras de ADN utilizando las regiones

mitocondriales 16S, COl y la region nuclear RAG1.

Objetivo general
Identificar la diversidad genética de los grupos dentro de la especie Brycon henni, en las
cuencas hidrograficas de los rios Sonso, Yotoco, Guabas y Sabaletas, por medio de la

secuenciacion del gen nuclear RAG1 y las regiones mitocondriales 16S rRNA y COI.

Objetivos especificos

» Evaluar los marcadores moleculares RAG1, COIl y 16S, para la caracterizaciéon de
la especie B. henni provenientes de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y Sabaletas.

= Diferenciar y evaluar la diversidad genética de la especie Brycon henni de acuerdo
con el origen geogréfico de los rios Sabaletas, Sonso, Yotoco y Guabas.

» Identificar por medio de la utilizacion de codigo de barras de ADN los haplotipos
relacionados con los rios Sonso, Yotoco, Guabas y Sabaletas para la especie
Brycon henni.

2.4 Materiales y métodos

2.4.1 Sitios de recoleccidon de muestras

Los individuos de sabaletas se compraron a los pescadores aledafios a las zonas
geogréficas, estos fueron capturados con diferentes artes de pesca, diez especimenes en
Sonso (Guacari), con la mano; diez especimenes en Yotoco, con anzuelo y nasas; diez
especimenes en Guabas (Ginebra) y diez especimenes en Sabaletas (Buenaventura), con

anzuelo, para un total de 40 especimenes. Y se realizo la georreferenciacion en los puntos
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Tabla 2-1: Georreferenciacion para los puntos de colecta.

Poblacion Latitud Longitud mAétl:]rr?]
Sonso N 3°48' 21,8" W 76° 17' 29,3" 992
Yotoco N 3° 52’ 18,7” W 76° 24’ 11,6” 1017
Guabas N 3° 45' 56" W 76° 14' 4,5" 1160

Sabaletas N 3°45'9,5" W 76° 57' 13,6" 53

2.4.2 Material experimental

La colecta consistié principalmente de muestras de fragmentos de aletas caudales, se
conservd el cuerpo completo o las aletas en tubos plasticos con alcohol al 90 %,
debidamente etiquetados, las muestras fueron trasportadas en una nevera plastica portatil,
hasta ser refrigerados a 4° C en el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Palmira. La informacién tomada en campo quedé registrada
en la base de datos del grupo de investigacién en Diversidad Biolégica, de la misma sede

universitaria.

2.4.3 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN gendmico a partir de aleta caudal, haciendo uso del protocolo de fenol
cloroformo y alcohol isoamilico propuesto por Bardakci y Skibinski (1994), modificado en
el laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de Colombia, con el fin de
disminuir el tiempo en la obtencion del ADN y aumentar la concentracion del mismo, el
ADN asi extraido fue conservado a -80° C en el laboratorio de biologia molecular, grupo
de investigacion en Diversidad Bioldgica.

Tomar 50 mg de tejido y pasarlo a un tubo plastico de 1,5 mL.

Adicionar 500 uL de buffer STE* pH 8 autoclavado.
Adicionar 30 pL de proteinasa K 10 mg/mL.

Agitar en vortex e incubar a 50 °C por 3 horas, cada 15 minutos agitar.
Anadir 30 yL de SDS 10%

Mezclar suavemente e incubar a 50 °C durante 10 min.
Afadir Fenol Cloroformo Isoamilico F: C: | (24:24:1).
Agitar fuertemente.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min.

Rescatar el sobrenadante y verter en un tubo nuevo.
Agregar 500 pL de cloroformo isoamilico. (24:1)

Agitar.
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12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

Centrifugar a 8100 rpm durante 5 minutos.

Rescatar el sobrenadante y verter en un nuevo tubo.
Adicionar 50 uL de acetato de aluminio al 5M y mezclar suavemente.
Anadir 50 uL de isopropanal.

Dejar reposar por 2 horas a temperatura ambiente.
Centrifugar a 13 000 rpm durante 10 minutos.

Desechar el sobrenadante con cuidado.

Adicionar 1000 uL de etanol al 70 %.

Centrifugar a 13 000 rpm por 10 minutos.

Desechar el sobrenadante.

Dejar secar el pellet a temperatura ambiente.
Resuspender el pellet en 50 pyL de TE 1X + (1ul) RNAsa.
Incubar a 37 °C por 60 minutos en bafio maria.
Almacenar a -20 °C.

* Buffer STE (Sodium Chloride-Tris-EDTA)

Reactivo Concentracion
final
H,O
Tris IMpH 8 0,05 M
NaCl 5M 0,1 M
EDTA 0,5 M Ph 0,01 M

2.4.4 Medicion de la calidad y cantidad de ADN

La calidad y cantidad de ADN se analizé en el espectrofotometro para microvolimenes

COLIBRI (Titertek-Berthold ®) e igualmente se elaboro gel de Agarosa a una concentracion

del 1% corrida en TBE 0,5 % a 100 voltios por 30 minutos. EI ADN gendmico se visualizd

empleando el intercalante de ADN GelRed, en el trasiluminador Cleaver View (Cleaver

Scientific Ltd), con luz ultravioleta de 254/312 nandmetro de longitud de onda.
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Figura 2-1: Gel de agarosa al 1 %, 1 - 24 algunas muestras de peces con buena calidad

de ADN para los procesos moleculares, concentraciones del bacteriéfago A.
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2.4.5 Amplificacion de ADN, purificacion y secuenciamiento

Se evaluaron tres regiones, dos mitocondriales (COIl y 16S) y una nuclear (RAG1) (Tabla

2-2.) como medio efectivo para el cédigo de barras de ADN de las sabaletas.

Tabla 2-2: Cebadores usados para la amplificacién de diferentes fragmentos de genes de
ADN mitocondrial y ADN nuclear.

Marcador Cebador Secuencia Cebador 5’-3’ Autor
16S 16Sa-L 5-ACGCCTGTTTATCAAAAACAT-3’ Palumbi, 1996
16Sb-H 5-CCGGTCTGAACTCAGATCACGT-3
COl FishF1 5-TCAACCAACCACAAAGACATTGGCAC-3’ Hubert et al.,
2008
FishR1 5-TAGACTTCTGGTGGCCAAAGAAT-3’
RAG1 2510F 5-TGGCCATCCGGGTMAACAC-3 Liy Orti, 2007
4090R 5’-CTGAGTCCTTGTGAGCTTCCATRAAYT-3’
RAG1 2535F 5’-AGCCAGTACCATAAGATGTA-3’ Li y Orti, 2007
4078R 5’-TGAGCCTCCATGAACTTCTGAAGRTAYTT-
37

Y:C, T. R: A, G. M: A, C.
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De la region COI fueron amplificadas aproximadamente 650 pares de bases utilizando los
cebadores FishF1 y FishR1 (Hubert et al., 2008), las reacciones de PCR con volumen final
de 25 pl, contenia: 8,9 pl de agua mili-Q, 2,5 ul de Buffer (NH4)2S0O4 con concentracion
inicial (10X), 2,5 pl de MgCI2 con concentracion inicial (25 mM), 4 pl de dNTPs con
concentracion inicial (20 mM), 1 pl de cada cebador con concentracion inicial (10 mM), 0,1
pl de Taqg Pol. con concentracién inicial (5 U/ pl), 1 ul de BSA con concentracion inicial
(5X), 3 ul de Trehalosa 10% y 1 ul de ADN con concentraciones entre 20 ng/ul a 2000
ng/ul. Las condiciones térmicas para la amplificacion de la region COI fue un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 40 S., hibridacién a 52° por 70 S., extension a 72 °C por 1 min, finalmente un ciclo
de extension a 72 °C por 10 min. (Hubert et al., 2008).

En la region 16S se amplificaron aproximadamente 584 pares de bases empleando los
cebadores 16Sa-L y 16Sa-L (Palumbi, 1996), las reacciones de PCR con volumen final de
25 ul contenia: 8,9 ul de agua mili-Q, 2,5 pl de Buffer (NH4)2S0O4 con concentracion inicial
(10X), 2,5 ul de MgCI2 con concentracion inicial (25 mM), 4 ul de dNTPs con concentracion
inicial (20 mM), 1 ul de cada cebador con concentracion inicial (10 mM), 0,1 ul de Taq Pol.
con concentracion inicial (5 U/ ul), 1 pl de BSA con concentracion inicial (5X), 3 pl de
Trehalosa 10% y 1 pl de ADN con concentraciones entre 20 ng/pl a 2000 ng/ul. Las
condiciones térmicas para la amplificacion de la region 16S fue un ciclo de
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95
°C por 45 S., hibridacién a 52 °C por 45 S., extensiéon a 72 °C por 1 min, finalmente un ciclo
de extension a 72 °C por 10 min (Palumbi, 1996).

En la region RAG1 se amplificaron aproximadamente 1492 pares de bases utilizando una
PCR anidada con cebadores externos 2510F y 4090R, la reaccién de PCR con volumen
final de 25 pl contenia: 7,9 pl de agua mili-Q, 2,5 pl de Buffer KCI con concentracion inicial
(10X), 3,5 ul de MgCI2 con concentracion inicial (25 mM), 4 pl de dNTPs con concentracion
inicial (20 mM), 1 pl de cada cebador con concentracion inicial (10 mM), 0,1 ul de Taq Pol.
con concentracion inicial (5 U/ pl), 1 pl de BSA con concentracion inicial (5X) y 4 pl de ADN
con concentraciones entre 20 ng/ul a 2000 ng/ul (Li y Orti, 2007); condiciones térmicas
para la amplificacion fue un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 min, seguido de

35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 30 S., hibridacion a 50 °C por 30 S., extension
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a 72 °C por 2 min, finalmente un ciclo de extension a 72 °C por 10 min, se continuo con la
PCR anidada con los cebadores internos 2535F y 4078R, las reacciones de PCR con
volumen final de 50 pl contenia: 21,8 ul de agua mili-Q, 5 ul de Buffer KCI con
concentracion inicial (10X), 5 pl de MgClI2 con concentracion inicial (25 mM), 8 ul de dNTPs
con concentracion inicial (20 mM), 2 ul de cada cebador con concentracion inicial (10 mM),
0,2 pl de Taq Pol. con concentracion inicial (5 U/ ul), 2 pl de BSA con concentracion inicial
(5X) y 4 pl del purificado de la primer PCR (Li y Orti, 2007); condiciones térmicas para la
amplificacion fue un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por 5 min., seguido de 30
ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 40 S., hibridacion a 45 °C por 40 S., extension a
72 °C por 1 min. y 40 S., finalmente un ciclo de extensién a 72 °C por 10 min.

Todas las reacciones de PCR fueron realizadas en dos termocicladores PeQSTAR de
PeQLAB y Multigene optimax de LABNET. Se evalud la amplificacion en un gel de agarosa
a 1,5%, se empleo el protocolo para la purificacién descrito por Schmitz y Riesner (2006)
atodos los productos de PCR. Los fragmentos de las regiones mitocondriales (COIl y 16S)
fueron enviados a secuenciar a la empresa MACROGEN USA vy la region nuclear (RAG1)
se envié a secuenciar a BIONEER KR. Las cuales consistieron en secuenciaciones por
ambos sentidos (forward y reverse), empleando los cebadores de la amplificacién de PCR
(Tabla 2-2.).

Figura 2-2: Gel de agarosa 1,5 %, para las regiones a) COI |, b) 16S y c) RAG1. (M)
Marcador molecular.
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2.4.6 Analisis de datos

2.4.6.1 Alineacién de datos

Con el programa Geneious v8.05 para Windows se realizaron las alineaciones de las
matrices de datos COI, 16S y RAG1 independientes, igualmente se edit6 manualmente
para eliminar los cebadores de PCR, bases afadidas en el proceso de hibridacion y para
mejorar la alineacion final; por ultimo, se generd una secuencia Unica de consenso para

cada individuo en cada una de las regiones.

2.4.6.2 Andlisis de las distancias genéticas

Se empled el programa Mega7 (Kumar et al., 2016) basado en el modelo de evoluciéon
kimura 2-parametros (K2P) con el cual se estimaron las distancias evolutivas teniendo en
cuenta el nimero de sustituciones de nucleétidos (Kimura, 1980), por lo tanto se calcularon
las distancias genéticas inter e intraespecificas de Brycon henni, Brycon sp.,
Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp., para cada locus de cédigo de barras de ADN,
se descartaron todas las posiciones que tenian huecos y datos faltantes.

Asimismo, se obtuvieron los arboles de Vecindad, Neighbor-Joining (NJ), el algoritmo del
vecino mas cercano con un bootstrap de 10000 permutaciones, basados en las

divergencias de secuencia K2P estimadas.

2.4.6.3 Anélisis de redes de haplotipos

Con el software TCS 1.21 que considera la parsimonia estadistica se estimo el nimero de
haplotipos y las redes filogenéticas a partir de las secuencias de ADN alineadas para cada
una de las regiones COI, 16S y RAG1, se construyeron con un 95 % de confianza y el
tratamiento se establecié como el quinto estado para los datos faltantes (Clement et al.,
2000).

2.4.6.4 Andlisis filogenético

Para todas las muestras secuenciadas de B. henni, Brycon sp., B. caucanus, y Creagrutus
sp., se efectuaron los analisis independientes, los arboles se enraizaron porque las

especies son distantes.
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A través del programa jModelTest 2.1.10 se escogié el mejor modelo de sustitucion de
nucleétidos para cada una de las regiones secuenciadas, por medio de la prueba de razon
de probabilidad jerarquica y el criterio de informacion Akaike. Se estimé la busqueda de
inferencia bayesiana que establecio los parametros nst= 5 y rates= gamma a la divisién de
la secuencia de nucledtidos y el software continuo para calcular los parametros faltantes
(Darriba et al., 2012).

2.5 Resultados

De cuatro sitios geograficos: Guacari (Sonso), Yotoco, Buenaventura (Sabaletas) y
Ginebra (Guabas), se obtuvieron 40 muestras, identificadas y distribuidas después de los
analisis asi: Brycon henni (n=23); Brycon sp. (n=10); Bryconamericus caucanus (n=2);
Creagrutus sp. (n=5) (Figura 2-3). Se amplificaron y secuenciaron las regiones: COI (n=
39, 100 %), 16S (n= 39, 97,5%) y RAG1 (n= 33; 94,3 %), (Tabla 2-7).

Figura 2-3: Mapa de coordenadas geograficas de Guabas, Yotoco, Sonso y Sabaletas-
Buenaventura.

N

A

— — Metros
0 24,000 48,000 96,000 144,000 192,000

Fuente: Google Earth, elaborado por la Ing. Adriana Martinez Arias (2020).
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Los resultados en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) arrojaron un porcentaje de
identidad promedio de 96,67, un valor esperado (Expect value- E-Value) de cero lo que
indica que las alineaciones no son al azar, para el caso de la especie Brycon henni se
identifico teniendo en cuenta que las alineaciones presentaron una puntuacion de similitud
alta, en la poblacién del rio Sonso se obtuvo un porcentaje de identidad y cobertura de
100, para las poblaciones de los rios Yotoco y Guabas se obtuvo un porcentaje de
identidad y de cobertura de 99.

Para la poblacion del rio Guabas se identificaron dos individuos para la especie de
Bryconamericus caucanus y para la poblacion del rio Yotoco se identificaron cinco
individuos de la especie Creagrutus sp. estas dos especies se utilizaron como grupos
externos para un analisis mas completo.

Es importante destacar que para cada zona geografica se obtuvieron 10 ejemplares.

Tabla 2-3: Resultados de alineamiento en BLAST para las secuencias.

Poblacién Blast % % E- Score  Accesién

Identidad Cobertura value

Sonso Brycon henni 100 100 0 1162 KP027535.1

Guabas Brycon henni 99 99 0 1152 KP027535.1

Guabas  Bryconamericus 99 79 0 954  KF210045.1
caucanus

Yotoco Brycon henni 99 99 0 1219 KP027535.1

Yotoco Creagrutus sp. 90 99 0 852 HM144046.1

Sabaletas? Brycon sp.

En las Tablas 2-4, 2-5 y 2-6 se observa que la identificacion por medio del alineamiento en
BLAST no es clara para la poblacién del rio Sabaletas-Buenaventura, debido a que en

cada region se aline6 con diferentes especies, por lo tanto, se le designé como Brycon sp.

! Para este sitio geografico, en las regiones genética: COIl, 16S y RAG1, se obtuvo
diferentes identidades y coberturas, como se muestra en (Tabla 2-4, 2-5 y 2-6).
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En la tabla 2-4, se aprecia que para la region COI la alineacion se obtuvo una puntuacion
alta con mayor similitud para la especie Brycon argenteus, sin embargo, no se consiguio

una cobertura completa: solo el 98 % y una identidad del 97,38 %.

Tabla 2-4: Resultados de alineamiento de la region COIl en BLAST para las muestras del
rio Sabaletas-Buenaventura.

COl
. Max Query E- % .
Descripcion Score Coverage value Identity Accesion
Brycon argenteus voucher stri-3896 1103 98 % 0,0 97,38 MG936800.1

cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon argenteus voucher stri-4548 1101 98 % 0,0 97,37 MG936798.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon argenteus voucher stri-4061 1098 98 % 0,0 97,22 MG936799.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COl)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon argenteus voucher stri-7594 1096 98 % 0,0 97,22 MG936797.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon petrosus voucher stri-16207 1092 98 % 0,0 97,07 MG936812.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COl)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon petrosus voucher stri-7407 1092 98 % 0,0 97,07 MG936811.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COIl)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon argenteus voucher stri-11804 | 1092 98 % 0,0 97,07 MG936796.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COIl)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon argenteus voucher stri-3708 1092 98 % 0,0 97,07 MG936795.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon obscurus voucher stri-1340 1086 98 % 0,0 96,91 MG936810.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon argenteus voucher stri-11266 | 1086 98 % 0,0 96,91 MG936794.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

Brycon sp. nov. Acla stri- 1081 98 % 0,0 96,76 MG936816.1
1722 cytochrome oxidase subunit 1
(COlI) gene, partial cds; mitochondrial

Brycon obscurus voucher stri-1385 1081 98 % 0,0 96,76 MG936807.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COl)
gene, partial cds; mitocondrial

Brycon obscurus voucher AM-27 1075 98 % 0,0 96,60 MG936808.1
cytochrome oxidase subunit 1 (COl)
gene, partial cds; mitochondrial
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Tabla 2-4:  (Continuacion)

Brycon sp. nov. Acla stri-3856
cytochrome oxidase subunit 1 (COl)
gene, partial cds; mitochondrial

1068

97 %

0,0

96,87

MG936815.1

Brycon henni voucher YTR-32
cytochrome oxidase subunit | (COI)
gene, partial cds; mitochondrial

948

99 %

0,0

92,81

MK355252.1

En la tabla 2-5, para el gen 16S, se obtuvo un score de alineacion bajo para la especie

Brycon henni, a pesar que la cobertura fue de un 100 %, el porcentaje de identidad fue de

96,54 %, por lo tanto, se infiere que esta especie no corresponde para las secuencias de

las muestras del rio Sabaletas.

Tabla 2-5: Resultados de alineamiento de la region 16S en BLAST para las muestras del

rio Sabaletas-Buenaventura.

16S

Descripcion

Max
Score

Query

Coverage

value

%
Identity

Accesion

Brycon henni voucher Bhen-UNAL-001

mitochondrion, complete genome

955

100 %

0,0

96,54

KP027535.1

Brycon petrosus voucher LBP2750-
18504 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence; mitocondrial

955

100 %

0,0

96,71

KF780001.1

Brycon hilarii voucher LBP2766-17634
16S ribosomal RNA gene, partial

sequence; mitocondrial

946

100 %

0,0

96,37

KF779984.1

Brycon henni voucher LBP2857-18984
16S ribosomal RNA gene, patrtial

sequence; mitocondrial

941

100 %

0,0

96,19

KF779982.1

ChiloBrycon deuterodon voucher
LBP9334-45002 16S ribosomal RNA
gene, partial sequence; mitocondrial

902

100 %

0,0

94,99

KF780004.1

ChiloBrycon deuterodon voucher
LBP9334-45001 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence; mitocondrial

900

100 %

0,0

94,99

KF780003.1
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Tabla 2-5:  (Continuacion)

Brycon aff. atrocaudatus KTA-2014
voucher LBP1356-17096 16S
ribosomal RNA gene, partial

sequence; mitochondrial

889

100 %

0,0

94,65

KF779971.1

Pseudocorynopoma heterandria
voucher LBP2862-18570 16S large
subunit ribosomal RNA gene, partial

sequence; mitocondrial

841

100 %

0,0

92,96

HQ171268.1

LophioBrycon weitzmani voucher
LBP1225-38090 16S large subunit
ribosomal RNA gene, partial

sequence; mitochondrial

824

100 %

0,0

92,45

HQ171411.1

Mimagoniates rheocharis voucher
MCP 28770, caixa II-53 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence;

mitocondrial

824

98 %

0,0

92,72

FJ748993.1

Mimagoniates lateralis voucher
AMNH233402 16S large subunit
ribosomal RNA gene, partial

sequence; mitocondrial

822

100 %

0,0

92,28

AY788051.1

Brycon chagrensis voucher LBP2749-
18510 16S ribosomal RNA gene,

partial sequence; mitocondrial

821

100 %

0,0

92,29

KF779972.1

Mimagoniates lateralis voucher
UFRGS 8998, Tec 710 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence;

mitocondrial

819

98 %

0,0

92,55

FJ748998.1

Planaltina sp. k CO-2018 voucher
LBP18902 75270 16S ribosomal RNA

gene, partial sequence; mitocondrial

813

100 %

0,0

92,08

KY671259.1
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Tabla 2-5:  (Continuacion)

Planaltina sp. k CO-2018 voucher

LBP18902 75269 16S ribosomal RNA 813 100 % 0,0 92,08 KY671258.1
gene, partial sequence; mitocondrial
Corynopoma riisei isolate S418 16S

ribosomal RNA gene, partial 813 96 % 0,0 93,05 KF209792.1

sequence; mitocondrial

En la alineacion para el gen RAG1 se observa que la especie Brycon petrosus obtuvo

mayor porcentaje de score, no obstante, el porcentaje de cobertura fue del 90% vy el

porcentaje de identidad del 99,37 %, por lo tanto, no se designa como la especie homologa

(ver Tabla 2-6).

Tabla 2-6: Resultados de alineamiento de la region RAG1 en BLAST para las muestras

del rio Sabaletas-Buenaventura.

RAG1

Descripcion

Max

Score

Query
Coverage

E- value

%
Identity

Descripcion

Brycon petrosus voucher LBP2750-
18504 recombination activating

protein 1 (RAG1) gene, partial cds

2294

90 %

0,0

99,37

KF780109.1

Brycon sp. UFRGS11377
recombination activating protein 1

(ragl) gene, partial cds

2231

97 %

0,0

96,26

KF210893.1

Brycon henni voucher LBP2857-
18984 recombination activating
protein 1 (RAG1) gene, partial cds

2228

90 %

0,0

98,42

KF780097.1

Brycon vermelha voucher
LBP9066-42508 recombination
activating protein 1 (RAG1) gene,
partial cds

2202

87%

0,0

99,18

KF780110.1

ChiloBrycon deuterodon voucher
LBP9334-45002 recombination
activating protein 1 (RAG1) gene,

partial cds

2183

87 %

0,0

98,94

KF780111.1
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Tabla 2-6:  (Continuacion)

Brycon pesu voucher OS 18361
PE10072 recombination activating

protein 1 (Ragl) gene, partial cds

2152

98 %

0,0

94,85

KX086967.1

Brycon nattereri voucher LBP8101-
37541 recombination activating

protein 1 (RAGL1) gene, partial cds

2067

90 %

0,0

96,13

KF780103.1

Brycon opalinus voucher LBP6306-
29349 recombination activating

protein 1 (RAG1) gene, partial cds

2050

90 %

0,0

95,90

KF780106.1

Brycon opalinus voucher LBP6303-
29001 recombination activating

protein 1 (RAG1) gene, partial cds

2045

90 %

0,0

95,82

KF780105.1

Brycon orbignyanus voucher
LBP82746-18004 recombination
activating protein 1 (RAG1) gene,

partial cds

2034

90 %

0,0

95,66

KF780104.1

Brycon amazonicus voucher
LBP2187-15567 recombination
activating protein 1 (RAG1) gene,

partial cds

2028

90 %

0,0

95,58

KF780085.1

Hepsetus odoe voucher LBP7527-
35373 recombination activating

protein 1 (RAG1) gene, partial cds

2028

90 %

0,0

95,58

HQ289288.1

Brycon amazonicus voucher
LBP2187-15565 recombination
activating protein 1 (RAG1) gene,

partial cds

2028

90 %

0,0

95,58

HQ289158.1

Brycon orthotaenia voucher
LBP249-4215 recombination
activating protein 1 (RAG1) gene,

partial cds

2023

90 %

0,0

95,50

KF780107.1

Brycon ferox voucher LBP8100-
37529 recombination activating

protein 1 (RAG1) gene, partial cds

2023

90 %

0,0

95,50

KF780095.1
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Con el método de parametro de Kimura 2 mostraron valores de divergencia genética
interespecifica altas y valores intraespecificos bajos, la distancia intraespecifica mas alta
fue para la especie Brycon sp. (COI=1,2%, 16s= 0,44% y RAG1= 0,31 %).

La mayor distancia interespecifica se obtuvo en la region COIl para las especies Brycon sp.
y Creagrutus sp. (10,37 %) y la menor entre B. henni y Brycon sp. (3,38 %) (Tabla 2-7).

Para la region 16S la mayor divergencia también se present6 para las especies Brycon sp.
y Creagrutus sp. (3,6 %) y lamenor paralas especies B. henniy Brycon sp. (1,12 %), (Tabla
2-7).

En la region de origen nuclear, RAG1, se percibié similaridad con los dos marcadores
mitocondriales. Mostrando valores interespecificos bajos y valores intraespecificos altos
comparados con los marcadores mitocondriales: 0,18 % para B. henni; 0,31 % para Brycon
sp.; 1,16% para B. caucanus y 0,21% para Creagrutus sp. La distancia genética
interespecifica mayor se evidencio entre las especies Brycon sp. y Creagrutus sp. (4,59 %)

y lamenor entre B. henni y Brycon sp. (0,71 %) (Tabla 2-7).

Tabla 2-7: Variacion de la secuenciay poder de discriminacion de tres regiones estudiadas

para el Codigo de Barras de ADN.

i REGIONES
ITEMS
Col 16S RAG1
NUmero de especies 4 4 4
Numero de nucledtidos alineados 657 584 1404
% éxito de amplificacion 97,5 100 87,5
% éxito de secuenciacion 100 97.5 94.3
% especies identificadas exitosamente (B. henni/Brycon
100 100 100
sp./B. caucanus/Creagrutus sp.)
% De sitios de nucleétidos variables 25,11 10,27 13,82
% Diagndstico de sitios de nucleétidos (Parsimonia-
. ) . 24,50 10,10 10,32
informativo sitio)
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Tabla 2-7:  (Continuacion)
0,0835

_ ) o . ) ) i 0,0859 (0,0 0,0319 (0,0
Distancia media intraespecifica media (Min. - Max.) (0,0 -

- 0,2203) - 0,0964)
0,0797)

. ) o » o ] 0,004(0,0- 0,000 0,0018 (0,0
Distancia media intraespecifica de B. henni (Min. - Max)

0,0046) (0,0-0,0) —0,0085)

. , o . . 0,0120 0,0044
Distancia media intraespecifica de Brycon sp. (Min. — 0.0 0.0 0,0031 (0,0
Méx.) ’ ’ - 0,0068)

0,0249) 0,0087)
Distancia media intraespecifica de Bryconamericus 0,0031 0,0017
] ] 0,0116 (0,0
caucanus (Min. — Max.) (0,0- (0,0-
—0,0116)
0,0031) 0,0017)
Distancia media intraespecifica de Creagrutus sp. (Min.— | 0,00 (0,0- | 0,00 (0,0- | 0,0021 (0,0
Max.) 0,00) 0,00) —0,0034)

. o ] . ) 0,0121 0,0171
Distancia interespecifica media entre B. henni- B. 0,0361 (0,0 0.0 0.0
caucanus. (Min. — Max.) -0,2127) ' '

0,0797) 0,0960)

. . . _ i 0,0225
Distancia interespecifica media entre B. henni- 0,0677 (0,0 0.0 0,0264 (0,0
Creagrutus sp. (Min. — Max.) -0,2073) ’ - 0,0913)

0,0739)

. . o : . 0,0112
Distancia interespecifica media entre B. henni- Brycon 0,0338 (0,0 0.0 0,0071 (0,0
sp. (Min. — Max.) - 0,0806) ’ - 0,0212)

0,0326)

. . i . 0,0290
Distancia interespecifica media entre Brycon sp.- B. 0,0781 (0,0 0.0 0,0346 (0,0
caucanus. (Min. — Max.) - 0,2203) ’ - 0,0964)

0,0835)

. . . _ 0,0360
Distancia interespecifica media entre Brycon sp.- 0,1037 (0,0 0.0 0,0459 (0,0
Creagrutus sp. (Min. — Max.) - 0,2008) ’ - 0,0951)

0,0719)

En la secuenciacion de ADN para la Regién COI se generaron 657 pares de bases de los

cuales presentd 165 (25,1 %) sitios variables (Tabla 2-7), se encontraron 22 haplotipos

totales de 39 secuencias (Tabla 2-8), en la red de haplotipos se observan cuatro grupos

de haplotipos separados por 20, 20 y 40 pasos mutacionales respectivamente. Esta region

mitocondrial es la que tuvo un mayor nimero de sitios variables. El haplogrupo 1, lo

compone el tipo Brycon henni (n=16, 72,73 %) fue el mas representativo con respecto al
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haplogrupo 2 de tipo Brycon sp. (n=3, 13,64), haplogrupo 3 de tipo Bryconamericus
caucanus (n=2; 9,1%) y al haplogrupo 4 de tipo Creagrutus sp. (n=1; 4,5%). En el primer
haplogrupo se obtuvieron tres grupos (hl, h2 y hl16) que son una combinacién de
individuos de las zonas geogréaficas de Sonso, Guabas y Yotoco, el resto corresponden a
haplotipos individuales, el segundo haplogrupo abarcé dos grupos (h18 y h19) y un
haplotipo individual (h17), individuos de la zona geografica de Sabaletas-Buenaventura, el
tercer haplogrupo contenia dos haplotipos individuales (h20 y h21) y al cuarto haplogrupo

pertenece un solo grupo (h22) (Tabla 2-8 y Figura 2-4-a).

Para la region 16S se obtuvieron 584 pares de bases, 60 (10,3 %) fueron sitios variables
(Tabla 2-7), en la red de haplotipos se observd que presenta una estructura similar a la
region COI, pero con un menor numero de haplotipos (siete haplotipos) de 39 secuencias
(Tabla 2-8) y los mismos cuatro haplogrupos separados por 14, 7 y 14 pasos mutacionales,
se observo que es el marcador mas conservado, ya que presenta el menor porcentaje en
los sitios variables. El haplogrupo 1 lo compone el tipo Brycon henni (n=2; 28,57 %), el
haplotipo (h1) esta compuesto por un grupo, siendo el méas representativo abarca los sitios
geograficos: Sonso, Guabas y Yotoco, en tanto que el haplotipo (h2) es individual, el
haplogrupo 2 de tipo Brycon sp. (n=2; 28,57 %) esta compuesto por dos grupos (h3 'y h4)
individuos de la zona geogréafica de Sabaletas-Buenaventura; el haplogrupo 3, por dos
haplotipos individuales (h5 y h6) de tipo Bryconamericus caucanus (n= 2; 28,57%), y el
haplogrupo 4 de tipo Creagrutus sp. (n=1; 14,29%), por un grupo (h7) (Tabla 2-8 y Figura
2-4-b).

La Regién RAG1 cuenta con un total de 1404 pares de bases, de los cuales 194 (13,82 %)
presentaron variaciones (Tabla 2-7) un total de 22 haplotipos de 33 secuencias (Tabla 2-
8) y cuatro haplogrupos separados por 15, 107 y 52 pasos mutacionales, se observa una
estructura similar comparado con las regiones mitocondriales; el primer haplogrupo lo
representa el tipo Brycon henni (n=8; 36,36%), con tres grupos (h1, h3y h5), en el haplotipo
hl se observa una combinacion de individuos de las zonas geograficas de Guabas, Sonso
y Yotoco, y el resto con haplotipos monofiléticos (h2, h4, h6, h7 y h8); el segundo
haplogrupo es el tipo Brycon sp. (n=8; 36,36%), conformado por haplotipos individuales de
la zona geogréfica de Sabaletas-Buenaventura (h9, h10, h11, h12, hl13, hl4, h15y h16);

el tercer haplogrupo de tipo Bryconamericus caucanus (n=2; 9,1%), compuesto por los
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haplotipos individuales (h17 y h18), y el cuarto haplogrupo esta compuesto por el tipo
Creagrutus sp. (n=4; 18,2 %), con los haplotipos individuales (h19, h20, h21 y h22) (Tabla
2-8 y Figura 2-4-c).

Tabla 2-8: Lista de haplotipos de Brycon henni, Bryconamericus caucanus, Brycon sp. y
Creagrutus sp., obtenidos del andlisis estadistico de parsimonia (TCS) para las secuencias
parciales de COI, 16S y RAG1.

LOCUS COl
Haplotipo Cantidad Individuo
h1-Bhenni 4 Bhennill Bhennil4 Bhenni37 Bhenni39
h2-Bhenni 3 Bhennil0 Bhenni2 Bhenni40
h3-Bhenni 1 Bhenni7
h4-Bhenni 1 Bhenni38
h5-Bhenni 1 Bhennil
h6-Bhenni 1 Bhenni9
h7-Bhenni 1 Bhennil7
h8-Bhenni 1 Bhennil8
h9-Bhenni 1 Bhenni31
h10-Bhenni 1 Bhennil9
h11-Bhenni 1 Bhenni8
h12-Bhenni 1 Bhenni4
h13-Bhenni 1 Bhenni6
h14-Bhenni 1 Bhenni5
h15-Bhenni 1 Bhennil2
h16-Bhenni 3 Bhennil6 Bhenni20 Bhenni3
h17-Brycon 1 Brycon25
h18-Brycon 5 Brycon21 Brycon26 Brycon27 Brycon29 Brycon30
h19-Brycon 3 Brycon22 Brycon23 Brycon24
h20-Bcauca 1 Bcaucal3
h21-Bcauca 1 Bcaucal5
h22-Creag 5 Creag32 Creag33 Creag34 Creag35 Creag36




60 Caracterizacion gendmicay fenotipica de la especie Brycon henni (Characiformes:

Characidae) en cuencas hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y

Sabaletas

Tabla 2-8: (Continuacion)

LOCUS 16S

Haplotipo Cantidad Individuo

Bhennil Brycon10 Bhennill Bhennil2 Bhennil4 Bhennil6
h1-Bhenni 99 Bhennil7 Bhennil9 Bhenni2 Bhenni20 Bhenni3 Bhenni31l

Bhenni37 Bhenni38 Bhenni39 Bhenni4 Bhenni40 Bhenni5

Bhenni6 Bhenni7 Bhenni8 Bhenni9
h2-Bhenni 1 Bhennil8
Brycon21 Brycon25 Brycon26 Brycon27 Brycon28
h3-Brycon 6
Brycon30
h4-Brycon 3 Brycon22 Brycon23 Brycon24
h5-Bcauca 1 Bcaucal5
h6- Bcauca 1 Bcaucal3
h7-Creag 5 Creag32 Creag33 Creag34 Creag35 Creag36
LOCUS RAG1
Haplotipo Cantidad Individuo
h1-Bhenni g Bhennil2 Bhennil Bhenni20 Bhenni2 Bhenni37 Bhenni39
Bhenni5 Bhenni8

h2-Bhenni 1 Bhennil0
h3-Bhenni 2 Bhennil8 Bhennil9
h4-Bhenni 1 Bhenni3l
h5-Bhenni 4 Bhennill Bhennil4 Bhennil6 Bhenni3
h6-Bhenni 1 Bhenni40
h7-Bhenni 1 Bhennil7
h8-Bhenni 1 Bhenni7
h9-Brycon 1 Brycon25
h10-Brycon 1 Brycon24
h11-Brycon 1 Brycon26
h12-Brycon 1 Brycon28
h13-Brycon 1 Brycon23
h14-Brycon 1 Brycon30
h15-Brycon 1 Brycon21
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Tabla 2-8: (Continuacion)

h16-Brycon 1 Brycon22
h17-Bcauca 1 Bcaucal3
h18-Bcauca 1 Bcaucal5
h19-Creag 1 Creag32
h20-Creag 1 Creag34
h21-Creag 1 Creag35
h22-Creag 1 Creag36




62 Caracterizacion genomicay fenotipica de la especie Brycon henni (Characiformes:
Characidae) en cuencas hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y

Sabaletas

Figura 2-4: Red de haplotipos para las regiones a) COI, b) 16S y c) RAG1.
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Los marcadores que presentan mayor variabilidad genética fueron COl y RAG1 con 22
haplotipos diferentes para cada regién (Tabla 2-8).

En el dendrograma obtenido a partir del método NJ para la region mitocondrial COI se
observaron dos grandes grupos que presentan un soporte alto (100 %), en el primer grupo
se evidencian dos subgrupos; en el primer subgrupo se agrupan individuos de la especie
B. henni de tres zonas geograficas cercanas que son: Guacari-rio Sonso (Violeta),
Ginebra-rio Guabas (verde) y rio Yotoco (azul), donde se indica que hay flujo genético
entre estas poblaciones. En el segundo subgrupo estan los individuos de la especie Brycon
sp. colectados en el rio Sabaletas-Buenaventura (rojo), con un porcentaje de bootstrap de
92,05 %; y para el grupo externo o segundo grupo con un porcentaje de bootstrap de 100
se observa que se agrupan en el tercer clado los individuos de la especie Bryconamericus
caucanus (verde) colectados en Guabas y en el cuarto clado los individuos de la especie

Creagrutus sp. (azul) de Yotoco (Figura 2-5-a).

En el caso del fragmento 16S, en el dendrograma originado se observé la ocurrencia de
dos grupos evidentemente diferenciados, se destaca que en el primer grupo hay una
division cercana entre Brycon henni y Brycon sp. y la distincién entre Brycon henni y
Creagrutus sp. (Figura 2-5-b).

El dendrograma resultante de las secuencias de la regién nuclear RAG1, de igual forma,
establece la diferencia de los mismos dos grupos analizados en los anteriores
dendrogramas, la mayor distincion para las especies Brycon henni y Creagrutus sp. y una
cercania entre Brycon henni y Brycon sp. dentro del primer grupo (Figura 2-5-c).

Con relacion al dendrograma estimado a partir de los tres fragmentos, y en lo que se refiere
al andlisis molecular de la especie Brycon henni, se observaron estructuras similares,
donde se identifican dos grupos en los tres marcadores; en el primer grupo se observan
dos subgrupos compuestos por las especies: Brycon henni, individuos provenientes de las
zonas geograficas de Yotoco, Sonso y Guabas y Brycon sp. especimenes colectados de
Sabaletas-Buenaventura. Finalmente, se contempla el segundo grupo donde se retinen los
dos grupos externos constituidos por dos subgrupos pertenecientes a las especies
Bryconamericus caucanus procedentes del rio Guabas y Creagrutus sp. colectados en el
rio Yotoco (Figura 2-5-d).






Figura 2-5: Arboles generados por el método de Neighbor-Joining, empleando las distancias de K2P (Kimura, 1980), con base en las secuencias

de las regiones: a) COI, b) 16S, c) RAG1 y d) Datos combinados (COI-16S-RAG1).
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2.6 Discusioén

Colombia cuenta con las vertientes Pacifico, Caribe, Orinoco y Amazonas. Alrededor de las
cuencas hidrograficas de la vertiente del Caribe habita aproximadamente el 70 % de la
poblacién; los rios Cauca y Magdalena son los mas importantes (Gualdron, 2016).

Los individuos colectados en esta investigacion provienen de tres rios, tributarios del rio
Cauca, por el margen derecho estan los rios Sonso y Guabas; en el costado izquierdo, el
rio Yotoco y el cuarto rio, el rio Sabaletas que es tributario del rio Anchicaya, ubicado en el
municipio de Buenaventura, pertenece a la vertiente del Pacifico.

En esta investigacion el codigo de barras utilizado en las regiones COI, 16S y RAG1 fue
eficiente para la identificacion de las especies de peces Brycon henni, Brycon sp.,
Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp. con lo que se demostr6 su pertinencia,
asimismo se apoya en que la comunidad FISH-BOL presenta un codigo de barras para el
gen de la subunidad | del Citocromo C Oxidasa (COIl); de las 31 000 especies de peces
reconocidas se han identificado alrededor de 8000, aproximadamente el 98 % para
especies marinas y el 93 % de agua dulce, son distinguibles por cddigo de barras (Ward,
2012). Los investigadores Landinez-Garcia, Alzate y Marquez (2014) reportaron el genoma
mitocondrial completo que abarca 16 885 pares de bases para la especie B. henni.

En un andlisis filogenético con el gen 16S para los géneros Brycon y Henochilus, los
resultados mostraron que el género Brycon es parafilético, Henochilus es el grupo hermano
de B. ferox y B. insignis y las especies mas basales analizadas fueron las especies
transandinas B. henni, B. petrosus y B. chagrensis (Hilsdorf et al., 2008). Otro estudio de
filogenética molecular usando el gen COI en el Complejo de Midas cichlidae en peces que
habitan lagos y lagunas de Nicaragua, Paiz-Medina y Huete-Pérez (2012) determinaron que
en estos cuerpos de agua se encuentran varias especies de Midas cichlidae, en tanto que
el gen discriming las especies de las diversas lagunas, para las relaciones entre estas se
concluyo que se requiere el uso de mas genes para tener resultados mas especificos.

Para esta investigacion se emplearon las regiones mitocondriales COl y 16S, con lo que se
obtuvo una mayor informacién con la regién COI, que presentan un porcentaje del 100 en
el éxito de la secuenciacion, mas polimorfismo y una mayor informacion en la red de

haplotipos, con ello se confirma la utilizacion de este marcador como cddigo de barras
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empleado en multiples estudios de peces, por ejemplo, Mohanty et al. (2015) expusieron
gue el gen COI es mas util que 16S rRNA para el cédigo de barras de ADN de carpas indias,
argumentando que el marcador de cédigo de barras estandar, COI, identific especies de
carpas cultivables, en cambio, 16S rRNA no logré hacerlo completamente por los bajos
niveles de divergencias genéticas. En Taiwan Bingpeng et al. (2018) emplearon el cédigo
de barras de ADN (COl) para la identificacion de especies de peces, donde concluyen la
alta eficacia de la técnica. En Brasil en las cuencas altas de los rios Munim y Preguicas se
identifica una nueva especie de Hyphessobrycon con la metodologia de codigo de barras
(Guimaraes et al., 2018). En aguas marinas de China por medio de codigo de barras Zhang,
Zhang, Zhang, y Gao, en 2013, identificaron y diferenciaron ocho especies pertenecientes
a cuatro subgéneros diferentes del género Sebastes. En un analisis filogenético de ADN
para los genes 16S, COIl, MYH6 y el intrbn S72 se determiné que las especies de
Bryconinae en el sureste de Brasil son monofiléticas (Travenzoli et al., 2015). En la
investigacion sobre cédigos de barras de ADN de Rosy Tetras y especies relacionadas
(Characiformes: Characidae: Hyphessobrycon) de la cuenca amazonica brasilefia, no hubo
un diagnostico completo, pero descubrieron unidades evolutivas distintas en ciertas
especies de Hyphessobrycon, también observaron el intercambio de haplotipos entre
diferentes especies (Castro et al., 2014). En el analisis de la filogenia molecular mediante
el gen COI para Siluriformes, revelaron que este marcador molecular fue altamente efectivo

para evaluar la relacion evolutiva de cada especie en peces Siluriformes (Indu et al., 2012).

En este estudio la region nuclear RAG1 evidencié los menores porcentajes en cuanto al
éxito de la amplificacion y la secuenciacion de 87,5 y 94,3 respectivamente, es importante
destacar que para la amplificacién (PCR anidada) se utiliza una mayor cantidad de técnicas
y por ende materiales, en la red de haplotipos se observé un nimero sobresaliente de
haplotipos que los identificados con el gen COI, pero con aportes diferentes en cuanto a la
estructura de los grupos, también fue Util para la corroboracion en la identificacion por medio
de Blast de los individuos (Brycon sp.) colectados en el rio Sabaletas. Con lo anterior se
constata la utilidad de la region nuclear RAG1 para identificacion de peces, algunas
investigaciones como la de Bufalino y Mayden (2010) describen que el analisis de las
secuencias de ADN nuclear RAG1 y S7 para evaluar las relaciones filogenéticas de
Phoxinus en América del Norte mostraron que hubo un alto grado de variabilidad topolégica

similar a varios estudios con ADN mitocondrial.
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En otro andlisis filogenético de bagres usando secuencias de genes nucleares RAG1 y
RAG2 Sullivan, Lundberg y Hardman (2006) confirman la monofilia de Siluriformes. Los
Loricarioidei sudamericanos se recuperan como el grupo hermano de otros bagres que se
dividen en Diplomystidae y Siluroidei, antecedente que indica que estos marcadores

moleculares son efectivos para detallar las relaciones filogenéticas.

Multiples investigaciones develan la importancia de utilizar los dos tipos de regiones, tanto
mitocondriales como nucleares, como es el caso de un estudio sobre especies de peces
del grupo Stellifer (Sciaenidae, Perciformes) del Atlantico sur occidental basado en genes
mitocondriales (16S rRNA y COI) y nucleares (Rodopsina, TMO-4C4, RAG-1), Barbosa, et
al. (2014) presentaron la filogenia molecular mas completa producida para el género
Stellifer, los andlisis encontraron relaciones cercanas entre los taxones del grupo, asi como
dos linajes distintos de Stellifer. Ademas, se hall6 una marcada diferenciacién genética
entre las poblaciones de O. punctatissimus del norte y sur de Brasil; igualmente, Cramer,
Bonatt y Reis (2011), en una investigacién para el analisis de la filogenia molecular de
Neoplecostominae e Hypoptopomatinae aplicaron los genes COIl, RAG1 y RAG2 y F-
Reticulon 4 y determinaron que Hypoptopomatini, Otothyrini y Neoplecostominae y varios
géneros ricos en especies, no eran monofiléticos, ademas, Oliveira et al. (2011) estudiaron
las relaciones filogenéticas dentro de la familia Characidae basadas en genes
mitocondriales (16S rRNA, Cytb) y nucleares (Myh6, RAG1, RAG2), donde sefialaron un
nuevo marco filogenético para un grupo especial, morfolégicamente diverso de peces de
agua dulce de importancia ecolégica y evolutiva significativa en todo el Neotrépico y partes
de Africa.

La red de haplotipos sefial6 una disimilitud genética entre las poblaciones de Brycon sp.
capturados en el rio Sabaletas con las poblaciones de los rios de Yotoco, Guabas y Sonso
para la especie Brycon henni, también se observé el conjunto de especies externas que
corresponden a Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp. Estudios recientes con
especies de peces Brycon, como es el caso de Arruda et al. (2019), evidenciaron que
cuando hay diferenciacién geografica de las poblaciones, también se presenta diferencias
entre los haplotipos, asi las cosas, confirmaron que las distancias moleculares entre pares
de haplotipos de diferentes cuencas hidrograficas son mucho mayores que las registradas

dentro de una region.
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Con la metodologia de NJ para las regiones mitocondriales (COIl y 16S) como para la
nuclear (RAGL1) se observé que se presentaron dos grandes grupos, en el primer grupo se
identificé dos clados; el primer clado correspondi6 para los individuos colectados en los rios
de Sonso, Yotoco y Guabas concerniente a la especie B. henni de acuerdo con la alineacién
en BLAST y el segundo clado, para los especimenes capturados en el rio Sabaletas y se le
designo como Brycon sp. ya que en la alineacion por medio de BLAST no se obtuvo
resultados concluyentes en las tres regiones utilizadas. En el segundo grupo se identificaron
dos clados que equivalieron a dos especies que se identificaron como Bryconamericus
caucanus y Creagrutus sp. colectadas en los rios Guabas y Yotoco respectivamente, estas
especies se incluyeron en el analisis como grupos externos. Estos resultados son similares
a los de Abe et al. (2014) donde encontraron que Bryconidae estd compuesto por cinco
clados principales, incluidos los géneros Brycon, Chilobrycon, Henochilus y Salminus, sus
resultados apuntan a una posible invasion antigua de América Central, para explicar la
ocurrencia de Brycon alli, sugiriendo una nueva reorganizacion de sus géneros. De igual
forma los expertos Ashikaga et al. (2015) indicaron que la especie Brycon orbignyanus, en
peligro de extincion, estaba estructurada en diferentes subpoblaciones en la cuenca del rio
La Plata, ademas, en las zonas con mejores condiciones ambientales, mostré subgrupos
con mayores tasas de variabilidad genética, igualmente Pereira et al. (2013) identificaron
correctamente 252 especies de peces de agua dulce neotropical a través de secuencias de
codigo de barras y en contraste, 14 especies exhibieron distancias K2P intraespecificas que
excedieron el 2%, al dividirse en dos a seis subgrupos en el dendrograma de Union de
Vecinos (NJ).

2.7 Conclusiones

e La técnica de cddigo de barras basada en secuencias de las regiones COI, 16S y
RAGL1 demostraron su eficiencia para este estudio de identificacion de las especies

Brycon henni, Brycon sp., Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp.

e La especie B. henni fue caracterizada en tres sitios geograficamente cercanos: el
rio Sonso, rio Yotoco y rio Guabas, donde se observé por medio del dendrograma
de Unién de Vecinos y la red de haplotipos un continuo flujo génico entre tales
grupos de individuos. Se determind, ademas, que los individuos provenientes del rio

sabaletas-Buenaventura, identificados como Brycon sp., son diferentes a los
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individuos procedentes de los rios Yotoco, Guabas y Sonso identificados como B.
henni, de otra parte, como grupos externos, se observo la presencia de la especie
Bryconamericus caucanus en el rio Guabas y la especie Creagrutus sp. en el rio
Yotoco.

e Se demostré por medio de los genes COI y RAG1 una alta diversidad haplotipica,

gue se evidencio6 en los 22 haplotipos, pero con estructuras diferentes.

2.8 Recomendaciones

Continuar con la investigacion para la identificacion de los individuos de Brycon sp. en el
rio Sabaletas-Buenaventura con el fin de llevar a cabo una caracterizacion completa y
detallada de la especie, por medio de técnicas moleculares como las realizadas en el
presente estudio, para obtener una base amplia de su diversidad genética o genotipado por
secuenciacion que permite analizar varias muestras de ADN simultdneamente.
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3.Capitulo 3. Caracterizacion morfométrica de
la especie Brycon henni en las cuencas
hidrogréaficas de Yotoco, Sonso, Guabas y
Sabaletas

3.1 Resumen

La especie Brycon henni es endémica de Colombia, tiene importancia para las
comunidades riberefias dado que les aporta a la subsistenciay a la pesca deportiva. Debido
al impacto social y econémico el objetivo de este estudio fue realizar un analisis
morfogeométrico de la especie Brycon henni presentes en las cuencas hidrogréficas de los
rios Yotoco, Sonso, Guabas y Sabaletas, del Valle del Cauca. Los resultados por medio de
analisis multivariados (Andlisis de componentes principales-PCA, Andlisis de Variantes
Canonicas-CVA , Regresion Maltiple) indicaron la presencia de cuatro grupos de acuerdo
con las especies identificadas tales como Brycon henni para las cuencas hidrograficas de
Sonso, Yotoco y Guabas; Brycon sp. para la cuenca hidrografica de Sabaletas;
Bryconamericus caucanus de la cuenca hidrografica de Guabas y Creagrutus sp. para la
cuenca hidrogréfica de Yotoco, y finalmente se realizé un Analisis de Funcion Discriminante
para Brycon henniy Brycon sp. donde seobtuvo un 100 % de confiabilidad en la division de
las dos especies. Se concluy6 que los individuos provenientes de los rios Sonso, Yotoco y
Guabas forman un grupo independiente con relacion a la especie Brycon henni, asimismo,
seflalaron que todas las muestras colectadas del rio Sabaletas forman un grupo

diferenciado que corresponden a la especie de Brycon sp.

Palabras claves: Morfometria geométrica, sabaleta y Analisis Multivariado.
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3.2 Abstract

The Brycon henni species is endemic to Colombia and is important for riverine communities
because it contributes to subsistence and sport fishing. Due to the social and economic
impact, the objective of this study was to carry out a morphogeometric analysis of the Brycon
henni species present in the watersheds of the Yotoco River, Sonso River, Guabas River
and Sabaletas River, in Valle del Cauca. The results by means of multivariate analysis
(Principal Component Analysis-PCA, Canonical Variant Analysis-CVA, Multiple Regression)
indicated the presence of four groups according to the identified species such as Brycon
henni for the Sonso, Yotoco and Guabas, Brycon sp. for the Sabaletas river,
Bryconamericus caucanus from the Guabas river and Creagrutus sp. for the Yotoco river,
and finally a Discriminant Function Analysis was performed for Brycon henni and Brycon sp.
obtaining 100% reliability in the division of the two species. It was concluded that the
individuals from the Sonso, Yotoco and Guabas rivers form an independent group in relation
to the Brycon henni species, also, they indicated that all the samples collected from the

Sabaletas river form a differentiated group that correspond to the Brycon sp.

Key words: Geometric Morphometry, Sabaleta and Multivariate analysis.
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3.3 Introduccidn

En el mundo los peces son la especie mas representativa de los vertebrados, con un
nuimero cercano a los 34401, dicha diversidad es lo que hace mas entendible su
clasificacion y la parte evolutiva. Los peces habitan en una extensa gama de ecosistemas

acuaticos en el planeta (Cala-Cala, 2019).

En el Neotropico en aproximadamente todos los ambientes acuaticos se presenta gran
diversidad de Characiformes especialmente en los continentes de América y Africa, esta
gran diversidad se debe a la evolucién tanto en la morfolégica como en la fisiologia que
ostentan las especies de peces (Zapata y Usma, 2013). Los Characiforme se destacan por
habitar en diversidad de ecosistemas tanto de aguas Iénticas como en aguas l6ticas,
encontrandose especies de todas las tallas y tamafios (C. Oliveira et al., 2011).

Colombia se ubica en Sur de América en la esquina noroeste, cuenta con 1300 km de costa
en el océano Pacifico y 1600 km en el mar Caribe (lanas, 2019).

En el pais la pesca y la acuicultura tienen produccion en las costas pacifica y atlantica,
asimismo en las cuencas hidrograficas mas grandes como son en los rios Magdalena,
Amazonas, Orinocoy Sinu. Los pescados capturados son para el comercio ornamental y el
consumo humano (OCDE, 2016). Colombia posee una importante diversidad de peces y

los niveles mas altos de biodiversidad (Esquivel et al., 2014).

Para los pobladores riberefios, donde se encuentra la especie Brycon henni, es de
importancia para la seguridad alimentaria, también es un recurso fundamental para algunas
areas, esta especie nativa se encuentra presente en aguas de temperatura media (Montoya
et al., 2006). En las cuencas hidrograficas del rio Cauca se encuentra en mayor proporcion
la especie Sabaleta, siendo esta una de las favoritas para pesca deportiva (Botero-Botero

y Ramirez-Castro, 2011).

La morfometria estudia la relacion de la forma con elementos conexos, siendo una técnica
gue permite estimar objetivamente la parte cuantitativa de la variacion morfolégicay la parte

cualitativa por medio del restablecimiento de la forma en investigacion, lo anterior es factible
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con la ayuda de recursos biométricos, herramientas y software que favorecen la coleccion
y analisis de informacion en forma de modelos de coordenadas morfolégicas que simboliza
la geometria de una especie y no hay restriccion en la consecucion de informacién lineal
(Toro et al., 2010).

Planteamiento del problema

En los ecosistemas acuaticos la hidrologia es un elemento importante, ya que integra
factores como la fisicoquimica, hidraulica y geomorfologia del agua y, por ende, la ecologia.
Segun varias investigaciones de la hidrografia en Colombia sefialan la importancia de la

conservacioén de los ecosistemas acuaticos y sobre la amenaza que afronta (lanas, 2019).

En América se encuentra Colombia, es el pais con mayor abundancia de agua. En las
vertientes Pacifico y Amazonas habita la tercera parte de la poblacion humana y las otras
dos partes habita en las tres cadenas montafiosas andinas y en la costa atlantica, es una
zona donde sus actividades principales son industriales, mineras, agricolas y de
deforestacion (lanas, 2019). Los asentamientos humanos alrededor de las cuencas
hidrogréaficas provocan la actividad de la pesca artesanal, siendo un item importante para
la seguridad alimentaria (OCDE, 2016). La vulnerabilidad de la diversidad biolégica
dulceacuicola se presenta por ser un recurso que se puede represar, desviar, extraer o
contaminar por el hombre, genera un riesgo en el habitat de las especies (Dudgeon, 2012).
En el planeta, Colombia se posiciona como el segundo lugar por area entre los paises mas
biodiversos, por disponer de una variedad geografica de paisajes y relieves. Su diversidad

de vida animal y vegetal es abrumadora (Cala-Cala, 2019).

Se conoce muy poco sobre las especies de peces en Colombia, situacion que genera
dificultad en el andlisis y comparacion de las poblaciones, por lo tanto, estudios sobre la
ictiologia de los afluentes colombianos son fundamentales para entender la evolucién de

los peces continentales (Carvalho y Galetti, 2008).

La morfometria es una estrategia que permite la identificacion taxonémica de las especies
de acuerdo con sus caracteristicas diferenciales, cuya metodologia supone la
determinacion de las medidas geométricas con las que se puedan obtener datos de talla'y

forma, lo cual puede emplearse para comparar las homologias entre especies relacionadas
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y estudiar sus correlaciones con el ambiente (Garcia-Alzate, 2010). En la comparacion
poblacional se utilizan métodos morfométricos, en los que se establecen técnicas para

observar la diferenciacién morfolégica y su descripcion (Monteiro, 2013).

Hipotesis
Existe alta diferenciacion fenotipica en la especie B. henni de acuerdo con las cuencas

hidrogréficas de donde provienen.

Justificacion

Los peces continentales tienen factores de diferenciacion en la forma del cuerpo, al crecer
en medios divergentes, dichas variaciones se han asignado de acuerdo con las condiciones
ambientales donde habitan (Cocha, 2018).

En el mundo los vertebrados tienen un total de 68 511 especies, de las cuales més de la
mitad (34 401) corresponde a especies de peces. La diversidad en la morfologia, en el
comportamiento, en la fisiologia y en el habitat, es en parte lo que ayuda a comprender la
historia evolutiva y la clasificacion. Los peces integran un extenso conjunto de adaptaciones
en practicamente todos los ambientes acuaticos del planeta. Actualmente es complejo
cuantificar la diversidad en la morfologia de los peces continentales, lo que implica que las
comparaciones de la variabilidad morfologica de los peces sean principalmente subjetivas
(Cala-Cala, 2019).

El analisis de la diferenciacion morfologica de acuerdo con el origen geografico es
importante para entender los mecanismos evolutivos y ecoldgicos que afectan la diversidad
biolégica y contribuye a saber sobre la conservacion y manejo de las especies. La
variabilidad fenotipica entre ejemplares probablemente es por la heterogeneidad de
procesos naturales (Escanta-Molina y Jiménez-Prado, 2019).

La diferencia en la morfologia relacionada al habitat es amplia en los peces, incluidas las
diferencias entre la misma especie aplicadas a las condiciones de los sistemas lénticos y
I6ticos (Langerhans et al., 2003). De acuerdo con el entorno donde habitan los peces, la
alimentacion y la capacidad para nadar, se asocia su morfologia y comportamiento,
mostrando patrones fenotipicos especificos. En las poblaciones naturales de peces la
capacidad de los procesos de desarrollo influye en las diferencias morfologicas (Bonini-
Campos et al., 2019).
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La especie Brycon henni se puede encontrar en aguas de caracteristicas lénticas o loticas,
con temperatura media de 18 a 29° C (Montoya et al., 2006), opta por lugares en los rios
con corrientes rapidas y fuertes, en zonas que tengan rocas y gravas, en plantas
sumergidas y en cuevas socavadas por el agua (Maldonado-Ocampo et al., 2005), habita
en arroyos de preferencia en aguas claras y usa la columna de agua para conseguir su
alimento (Botero-Botero y Ramirez-Castro, 2011). Es omnivoro, su dieta alimenticia es
variada debido a que se adapta a consumir los alimentos comunes de su entorno,
aprovechando los sitios turbulentos donde los materiales son arrastrados por el rio
(Maldonado-Ocampo et al., 2005, Montoya et al., 2006).

En esta investigacion se utilizd la morfogeometria como técnica para entender las
diferencias de la forma en los diferentes individuos de B. henni provenientes de las cuencas
hidrograficas de los rios Guabas, Sonso, Yotoco y Sabaletas (Buenaventura), alrededor de
dichos afluentes viven comunidades las cuales algunos de sus recursos econdémicos y

alimentarios dependen de la pesca artesanal.

Objetivo general

El objetivo de este estudio fue realizar un analisis morfogeométrico de la especie Brycon
henni presentes en las cuencas hidrograficas del rio Yotoco, rio Sonso, rio Guabas y rio
Sabaletas (Buenaventura), del Valle del Cauca.

Objetivos especificos
» |dentificar las diferencias fenotipicas de la especie B. henni en las cuencas
hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y Sabaletas (Buenaventura).
= Evaluar la técnica de morfometria geométrica en la caracterizacion fenotipica de la

especie B. henni.

3.4 Materiales y métodos

3.4.1 Muestra

Esta investigacién es un complemento del estudio molecular con el fin de precisar las

diferencias morfologicas de la especie B. henni de las subcuencas del rio Cauca con una
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subcuenca del rio Anchicaya, ademas, lo es teniendo en cuenta que se obtuvieron pocas
muestras, esto debido a que se observé una baja poblacion en los sitios geograficos
escogidos, considerando que se uso entre 48 y 64 horas de trabajo. Se analizd una muestra
de 40 individuos de cuatro zonas geogréaficas de las cuencas hidrograficas de Yotoco
(3°52'19,7°N; 76°24'18’0), Guabas (3°45'51,8"N; 76°14'19,8"0), Sonso (3°48'28,3"N;
76°17'18,1"0) y Sabaletas (3°45'9,5"N; 76°57'13,6"0), para cada zona geogréafica se
colectaron diez individuos en diferentes épocas, asi: Yotoco el dia 25 de agosto del 2014,
Sonso el dia 29 de julio del 2015, Sabaletas el dia 1.° septiembre del 2015 y, finalmente,
Guabas el dia 6 de diciembre del 2015. A cada una de las muestras en vista lateral se les
tomo registro fotografico con camara digital, adicionalmente, se us6 cinta métrica, con el fin
de tener una referencia de medida, como se muestra en la figura 3-1, estas fotografias se
trabajaron desde el Laboratorio de Biologia Molecular de la Universidad Nacional de
Colombia-Sede Palmira, para su analisis.

Figura 3-1: Brycon sp. del rio Sabaletas-Buenaventura.

Fuente: (Rueda, 2015).

3.4.2 Analisis de datos

Se identificaron nueve puntos anatdmicamente homaologos (ver figura 3-2.). Se empled
software de acceso abierto, que cuenta con un extenso conjunto de herramientas. Para esta
investigacion se utiliz6: TPSULiI32 Version 1.79, se realizé un archivo con todas las
imagenes de las muestras, con el fin de crear una matriz de coordenadas, al cual se le
afladié la extension (.tps), que es identificado con el programa tpsDIG2w32 version 2.31
donde se digitaliz6 los nueve puntos de referencia o hitos para cada fotografia: (1) Punta

del premaxilar, (2) Punto medio de la érbita ocular, (3) Borde anterior de la aleta dorsal, (4)
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Borde anterior de la aleta adiposa, (5) Insercién dorsal de la aleta caudal , (6) Insercién
ventral de la aleta caudal, (7) Origen de la aleta anal, (8) Origen de la aleta pélvica, (9)
Origen de la aleta pectoral, para un total de nueve hitos para cada fotografia, (ver figura 3-
2.), con este programa se hizo una transformacion en coordenadas polares, posteriormente,
se compilaron los archivos adquiridos de los anteriores softwares y se cre6 un documento
de Microsoft Excel (. delimitado por tabulacién), compuesto por la identificacion de cada
Fotografia el cual contenia la identificacion de cadaimagen (ID) y el grupo al que pertenecia
(Grp).

Por ultimo, se emple6 MorphoJ Version 2.0 que estd conformado por una serie de
programas usados en la estimacion de la morfometria geométrica a partir de informacion

de dos dimensiones (Klingenberg, 2011).

Para adquirir una forma consenso de todas las muestras, se empled una Superposicion
Procrustes, con el fin de ajustar los desvios reduciendo las distancias por orientacion,
tamafio y posicion (Klingenberg, 2011).

La Superposicion de Procrustes tiene como objetivo disminuir las variaciones entre las
configuraciones de los puntos anatémicos homélogos apoyado en los minimos cuadrados
conocido en inglés como Generalized least square superimposition (GLS), traducido como
Superposicion Generalizada de Minimos Cuadrados (Schaefer y Bookstein, 2009).

Esta metodologia se fundamenta en tres procesos para eliminar los datos no asociados a
la forma. La diferencia en el tamafio se suprime al acoplarse cada configuracion del punto
anatémico homologo con el fin que tenga un tamafo centroide equivalente a 1. En la
posicion la diferencia es eliminada por medio del desplazamiento de las configuraciones
con el propdsito de que coincidan con la posicién de su centro de gravedad. Finalmente,
las configuraciones se rotan hasta localizar una posicion para cada una de las
configuraciones. En consecuencia, las coordenadas alineadas contienen la informacion que
muestra en realidad cémo cambia la forma entre especimenes; sin embargo, durante el

desarrollo de ajuste de Procusto, se pierden dimensiones de variacién (Klingerberg 2013).
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Figura 3-2: Individuo mostrando los nueve hitos del analisis morfogeométrico.

Fuente: (Vélez, 2015).

3.4.3 Analisis estadisticos

Cada Punto anatémico homologo (K=9) tiene dos coordenadas (X, Y), de acuerdo con la
formula 2K, estas coordenadas alineadas representan 2 * 9= 18 variables de coordenadas
y para las variables de la forma se obtienen 2K-4 (se resta cuatro de la multiplicacién debido
a que en el andlisis se reducen dos grados de libertad al mover las configuraciones en las
dos coordenadas, se reduce uno al acomodar todas las configuraciones a un unico tamafio,
y se reduce uno al rotarlas, disminuyendo la suma de las distancias), 2 * 9 — 4= 14 variables
de conformacion o partial warps, para 40 muestras en total (Jaramillo, 2011; Aguirre y
Jiménez-Prado, 2018).

Con el programa MorphoJ Version 2.0 (Klingenberg, 2011), se gener0 la matriz de
covarianza en la cual los nimeros indican las covarianzas entre las variables, lo que

permitio realizar los siguientes analisis morfométricos.

3.4.3.1 Andlisis de componentes principales

Se realizé dos Andlisis de Componentes Principales (PCA) o Relative Warp, el primero para
detallar las diferencias morfoldgicas de los especimenes segun las zonas geograficas y el
segundo para establecer las diferencias morfolégicas de las especies identificadas por
medio de cédigos de barras, se utilizé la matriz de varianza-covarianza, que se obtuvo con
las coordenadas de la superposicion de Procusto respectivos a las configuraciones de todos
los especimenes.

El andlisis de Componentes Principales tiene como finalidad analizar las variaciones en el

cuerpo entre las muestras colectadas en el espacio multivariado, conformando una serie de
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datos multivariados de la forma. Es importante tener en cuenta que dicho analisis no ejecuta
pruebas estadisticas y no utiliza datos sobre la identificacion de los grupos en el analisis,
por esta razon regularmente es el primer paso que se emplea en el estudio de los modelos
de variaciéon. El PCA emplea los modelos de covarianza en las variables originales para
producir nuevas variables, llamadas componentes principales (PC). Los PC representan las
direcciones de mas cambio en el espacio multivariado inicial. El espacio es girado en el
sentido de los PC y cada muestra es denominada con sefiales en las nuevas variables
(Aguirre y Jiménez-Prado, 2018). Por lo regular el primer componente principal representa
la medicién del tamafio; el resto de componentes, como mediciones de la forma. A pesar
de ello, el Primer Componente Principal contiene datos del tamafio y la forma, del mismo

modo que en los otros componentes principales (Zelditch et al., 2012).

El propdsito del PCA es disminuir la matriz de datos, por lo tanto, se usan pocos
componentes gque son ideales para explicar los datos. Una manera de escoger los
componentes principales se basa en estimar el porcentaje de la varianza acumulada y se
seleccionan los minimos PC desde que el aumento no varia considerablemente (Cuadras,
2007).

Para este analisis el programa MorphoJ Version 2.0 (Klingenberg, 2011) generd los
Eigenvalues o vector propio (representan la porcion de la variacion original explicada por
cada componente principal), los porcentajes de la varianza, los porcentajes de varianza

acumulada y los gréficos.

3.4.3.2 Anadlisis de Variantes Candnicas

Se empled un Andlisis de Variantes Canonicas (AVC o CVA), con el propdsito de observar
y entender la diferencia en la forma entre poblaciones. Este analisis potencializa la similitud
dentro de los grupos y aumenta las diferencias entre los grupos (Aguirre y Jiménez-Prado,
2018). El andlisis se realizé para hallar las caracteristicas de forma que mejor diferencian a
los grupos predefinidos de los individuos de Brycon henni, Brycon sp., Bryconamericus

caucanus y Creagrutus sp.

Las Variantes Canoénicas (CV) se usan para discriminar entre grupos, para hacer la
evaluacion se utiliza la distancia de Mahalanobis de los especimenes de la media del grupo.

Las medias se estiman empleando las asignaciones de grupo anteriores.
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La distancia de Mahalanobis entre un individuo X y la media M de un grupo depende de:

D=\(X-MTS1(X—-M)

Donde S es la inversa de la matriz de varianza-covarianza de las puntuaciones de CV de
las muestras y T indica una matriz transpuesta. La pertenencia al grupo de cada espécimen
en funcion de las puntuaciones se estima asignando cada individuo al grupo cuya media
estd mas cercana (por debajo de la distancia de Mahalanobis) al individuo (Zelditch et al.,
2012).

Para obtener la distancia de Mahalanobis y el analisis de Procrustes se realizaron 10 000
permutaciones de individuos entre los grupos como test no paramétrico de la significancia,
con el propoésito de observar la similitud entre las agrupaciones (Mahalanobis, 1936).

3.4.3.3 Regresion multiple

Se realizd un Andlisis de Regresion Mdltiple para observar la variacion en la estructura o
forma de los ejemplares y confirmar la separacion de las respectivas agrupaciones, con el
objetivo de poder corregir las variaciones en la forma de los individuos, ya que las
Superposicion Procusto no corrige las variaciones referentes a la alometria (transformacion
en la forma que acontece normalmente en la fase de crecimiento). Este analisis permite

estimar las diferencias en mas de una variable dependiente.

Las predicciones se efectian por medio de la formula:
Y=mX+ Db

En este caso las variables dependientes (Y) son las de conformacién o partial warps
(relacionadas con el nimero de puntos anatomicos homologos= 14), la variable
independiente (X) es el tamafio centroide ya que integra la altura y la longitud del
espécimen, la pendiente (m) y el punto en que la funcién intercepta con el eje Y (b)

(Jaramillo, 2011; Aguirre y Jiménez-Prado, 2018).

3.4.3.4 Analisis de Funcion Discriminante

Se hizo el Andlisis de Funcion Discriminante (AFD o FDA) para determinar el nivel de

confiabilidad en la caracterizacion (Aguirre y Jiménez-Prado, 2018), entre los individuos de
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Brycon henni (colectados en Sonso, Yotoco y Guabas) y Brycon sp. (colectados en
Sabaletas).

El AFD estima la segregaciéon entre dos grupos seleccionados, los grupos deben ser
conocidos con anterioridad. Este andlisis se emplea para rechazar o aceptar la hipotesis de
gue fenotipicamente dos especies son diferentes (Aso, 2017). Esta metodologia da como
resultado funciones discriminantes que posibilitan agrupar especimenes de origen
desconocido al grupo con mayor probabilidad (Jaramillo, 2011). Los individuos nuevos se
pueden clasificar segun una funcion discriminante que corresponde a una formula de
regresion, para las variables dependientes, que contienen los coeficientes a multiplicar por

los puntos anatomicos homologos (después del analisis de Procuste) (Aso, 2017).

La técnica establece una funcion para clasificar a los individuos y porcentajes de
clasificacion Optimos para cada individuo. Las probabilidades de clasificacion son
importantes para la distincién entre grupos. Cuando el porcentaje de clasificacion esta mas
proximo al 100 %, mayor es la variacion existente entre los dos grupos (Aguirre y Jiménez-
Prado, 2018).

3.5 Resultados

Antes de realizar los analisis multivariante, se realizd un ajuste de superposicion de
Procrustes. En la figura 3-3 se observa las coordenadas de los 9 hitos o puntos anatémicos
homologos rotados, trasladados y escalados. La dispersion en las nubes de puntos muestra

la fluctuacion de cada punto de referencia a través de la media de todas las configuraciones.
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Figura 3-3: Superposicion de Procrustes de los hitos. Los puntos més grandes pertenecen
al consenso.

o B LW

Seguidamente de la superposicion de las coordenadas, se obtuvo la configuracion
promedia de los hitos o puntos de referencia en una muestra de configuraciones (Figura 3-
4).

Figura 3-4: Estructura consenso originada a partir de los nueve hitos en los 40
especimenes.

3.5.1 Morfometria geomeétrica entre zonas geogréaficas

Para este item se realizd un analisis de componentes principales con el propésito de
observar las diferencias fenotipicas de acuerdo con la procedencia de los especimenes

colectados.



92 Caracterizacion gendmicay fenotipica de la especie Brycon henni (Characiformes:
Characidae) en cuencas hidrograficas de los rios Yotoco, Sonso, Guabas y
Sabaletas

3.5.1.1 Anélisis de componentes principales entre zonas geograficas

En el analisis de componentes principales (PCA) se obtuvieron 14 Componentes
Principales (PC). Se seleccionaron dos componentes principales, ya que la varianza
acumulada en el resto de CP no aumentaba significativamente.

Los dos primeros componentes principales explican el 63,94 % de la varianza total, de los
cuales, el PC1, indican un 36,35% de la variacion y permite dividir los modelos de
diferenciacion morfométrica de acuerdo a las zonas geograficas (Tabla 3-1). En la region
positiva se traslapan individuos de Sonso, Yotoco y Guabas, por lo que es probable formar
un grupo morfotipo o morfométrico, mientras que en la region negativa se agrupan
principalmente los puntajes que corresponden a Sabaletas (Figura 3-5).

El PC2 de explico el 27,59% de la variacién, mostrando un traslape entre los puntajes de

las cuatro zonas geograficas (Tabla 3-1 y Figura 3-5).

Adicionalmente, en la figura 3-5, se detalla los morfotipos (azul oscuro) para cada
componente principal, donde para el PC1 se observa una prolongacion en la punta del
premaxilar (hito 1) y en la parte ventral hay un acortamiento (hitos 7,8 y 9). En el PC2 se
muestra una disminucion en la longitud (hitos 5y 6) y el punto medio de la érbita ocular (hito
2) sube.

Tabla 3-1: Valores y porcentajes de los componentes principales.

COMPONENTES VALORES PORCENTAJE (%) ACUMULADO
PRINCIPALES (%)
1 ~0,00149459 36,35 36,35

2 0,00113460 27,59 63,94
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Figura 3-5: Diagrama de dispersion de los CP1y CP2 por zona geografica.
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En la figura 3-5 se observa que con el Analisis de Componentes Principales no fue posible
agrupar alos especimenes por zona geografica. Por consiguiente, se realiza un analisis de

componentes principales entre las especies.

3.5.2 Morfometria geométrica entre especies

Los siguientes analisis morfométricos se realizaron con los 40 especimenes, conformados
por las especies Brycon henni, Brycon sp., Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp.
Identificadas a priori mediante codigo de barras.

A continuacion, se describen los resultados para cada uno de los andlisis evaluados.

3.5.2.1 Anélisis de Componentes Principales entre especies

Al igual que en el Andlisis de Componentes Principales (PCA) entre zonas geograficas se
estimaron 14 PC. Los resultados muestran que los dos primeros componentes explican el
63,94 % de la varianzatotal, el PC1, present6 un 36,35 % de la variacion. En el area positiva

se formaron dos grupos: el de la parte superior la agrupacion con los especimenes
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provenientes de los rios Sonso, Yotoco y Guabas identificados con la especie Brycon henni,
y en la parte inferior, los especimenes identificados como Creagrutus sp. Provenientes del
rio Yotoco (Figura 3-6).

El PC2 present6 el 27,59 % de la variacién, en el area positiva se agruparon la mayoria de
los individuos Brycon henni y la mitad de Brycon sp. y en el area negativa se observan los
individuos de Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp. (Figura 3-6).

Figura 3-6: Diagrama de dispersion de los CP1 y CP2 por especies.
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3.5.2.2 Anédlisis de Variantes Canénicas

Como en el PCA se observo las puntaciones distribuidas en el morfoespacio con poca
separacion entre las especies, se decide estimar el Andlisis de Variantes Canodnicas (CVA)
con el objetivo de mostrar una mejor clasificacion entre las agrupaciones por especies.

Este analisis detall6 una buena separacién entre las especies colectadas. Los resultados
indican que las dos primeras Variantes Candnicas (CV) representan el 95,34 % de la
variabilidad, la CV1 present6 el 68,01 % y la CV2, el 27,33 %. En la figura 3-7 se observa la
dispersion del CV1 y el CV2, donde la especie de Brycon henni en rojo forma un grupo en
la region positiva (superior derecha), en la region negativa (inferior, izquierda) se agrup6 los

individuos de Brycon sp. de color verde y los de Bryconamericus caucanus dos individuos
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de color azul y finalmente el grupo de cinco individuos de Creagrutus sp. la region positiva

para CV1.

Figura 3-7: Diagrama de dispersion de los CV1y CV2 por especies.
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Los diagramas de Thin Plate Spline pertenecen a la variacion graficada en cada uno de los

ejes canodnicos. Los puntos que representan a cada uno de los hitos corresponden a la

forma promedio de los cuatro grupos, las variables estan trazadas por las lineas en azul

gue sefialan el peso y direccién en cada hito en el eje candnico. En la CV1 la mayor

variacion se present6 en el hito 1 (punta del premaxilar) con alargamiento y en los hitos 7,8

y 9 en la parte ventral una reduccion, en la CV2 la variacion mas destacada fue en la parte

caudal en los hitos 5 y 6, indicando una reduccién de tamafio y los hitos 1 y 2 que presentan

amplitud en su posicion (Figura 3-7).

Tabla 3-2: Distancia de Mahalanobis en la matriz triangular inferior y distancias de

Procrustes en la matriz triangular superior.

Brycon Bryconamericus_c | Creagrutus_
h ; Brycon_ sp.
enni aucanus sp.
Brycon henni - 0,0681 0,1132 0,0763
Brycon_sp. 7,5140 - 0,0661 0,0974
Bryconamericus_caucanus 8,4954 6,8576 - 0,1094
Creagrutus_sp. 8,8988 13,2333 10,6541 -
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Para las distancias de Mahalanobis y Procrustes solamente no fueron significativos para
las combinaciones de Bryconamericus caucanus con Creagrutus sp. ya que en estos

grupos solo hay dos y cinco individuos respectivamente (Tabla 3-2).

En la tabla 3-2 se analiza que las especies que presentan menos similitud son Brycon sp.
y Creagrutus sp. y las especies con mas similitud son Brycon sp. y Bryconamericus
caucanus. Es de destacar que los individuos colectados en Sabaletas (Brycon sp.) y los

colectados en Sonso, Yotoco y Guabas (Brycon henni) presentan diferencias.

3.5.2.3 Regresion multiple

Para corroborar los resultados de las variaciones entre la forma de las diferentes especies,
se realiz6 un analisis de regresion multiple entre los datos de las coordenadas Procusto
(correccion de las variaciones en tamafio) y el tamafio centroide para cada agrupacion, es
decir, para las cuatro especies identificadas provenientes de los cuatro sitios de colecta,
siendo el fundamento para un nuevo andlisis de variantes candnicas, debido a que se

corrige la alometria de los individuos.

El analisis indica que el 100 % de los especimenes tuvo una clasificacion exacta (ver tabla
3-3).

Tabla 3-3: Clasificacion de los grupos.

Grupo Individuos
Brycon_henni 23
Bryconamericus_caucanus 2
Brycon_sp. 10
Creagrutus_sp. 5
Total _ 40

En la figura 3-8, al igual que en el Analisis de Variables Canodnicas, se observa que se
forman cuatro grupos de acuerdo con la especie, se insiste en que los individuos colectados
en Buenaventura (Brycon sp.) son diferentes a los colectados en Sonso, Yotoco y Guabas
(Brycon henni) (Figura 3-8).
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A pesar que se modifica el patron, la interpretacion del andlisis persiste, sin embargo hay
confiabilidad de que las variaciones son por la forma caracteristica de la especie y no por

la alometria en el crecimiento de los especimenes.

Figura 3-8: Diagrama de dispersién analisis de regresién multiple por especies.

Brycon_henni

Creagrutus_sp.

Canonical variate 2

Canonical variate 1

En el VC1 se observa que se mantienen las diferencias presentadas en los anteriores
analisis multivariantes, donde la mayor variacion se presentd en el hito 1 (punta del
premaxilar) con alargamiento, en los hitos 7,8 y 9 en la parte ventral una reduccion, pero se
observa un alargamiento de longitud en los hitos 5y 6.

En cambio, en el CV2 si se presentan diferencias en la estructura comparada con los
anteriores analisis, en los puntos de referencia 1 y 2 hay una reduccion en la posicion y en

los puntos de referencia 5 y 6 se observa un alargamiento de tamario.

3.5.2.4 Anélisis de funcidén discriminante

El analisis de funcion discriminante segun la especie indica que existe diferencia
significativa de forma entre los individuos de Brycon henni y Brycon sp. Se logra
clasificar adecuadamente los individuos de acuerdo con la especie (Tabla 3-4).

Como se muestra en la figura 3-9, hay una clara diferenciacién acertada segun el
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analisis discriminante de las especies. Este analisis estim6 un 100 % de

confiabilidad en la divisién de los especimenes (Tabla 3-4).

En la morfologia el color azul celeste representa la especie Brycon henniy el azul
oscuro representa la especie Brycon sp. se puede observar una variacion de la
forma en cada uno de los hitos entre estas dos especies, en Brycon sp. se presenta
mayor diferenciacion en la punta del premaxilar (hito 1), origen de la aleta anal (hito
7), origen de la aleta pélvica (hito 8) y origen de la aleta pectoral (9), con el hocico

orientandose hacia arriba y ostentando un cuerpo méas ancho (Figura 3-9).

Tabla 3-4: Analisis de Funcion Discriminante aplicado a Brycon sp. y Brycon henni.

Grupo Brycon henni Brycon sp. Total
Brycon henni 23 0 23
Brycon sp. 0 10 10

Figura 3-9: Analisis de la variable canénica de Brycon henni y Brycon sp.

67 ] Brycon_henni

Frequency
|

60 —;0 -2ICI 6 2IE| 4I0 6"0
Brycon_henni -- Brycon_sp.

*En la morfologia Brycon henni azul celeste, Brycon sp. azul oscuro.
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3.6 Discusioén

El objetivo de esta investigacion fue realizar un analisis por medio de morfometria
geomeétrica a la especie Brycon henni con el fin de detallar las diferencias fenotipicas de los
especimenes colectados en cuatro cuencas hidrogréaficas en el departamento del Valle del
Cauca, los rios Sonso, Guabas y Yotoco son afluentes del rio Cauca de la vertiente Caribe
y el rio Sabaletas del municipio de Buenaventura es afluente del rio Anchicaya de la
vertiente pacifica.

Los resultados, aplicando dicha técnica, sefialan la utilidad de la morfometria geométrica
para la obtencién de informacion en la diferenciacion de los individuos analizados en base
a su forma. A pesar de que no se obtuvieron muestras representativas e igual cantidad de
individuos, se logro realizar un estudio preliminar donde se observaron las variaciones en
las formas de los peces colectados y mostraron que las formas de los cuerpos son
especificos para cada especie, teniendo en cuenta que en rio Yotoco se colectd cinco
individuos de Brycon henni y cinco individuos de Creagrutus sp.; en el rio Sonso, diez
individuos de Brycon henni; en el rio Guabas, ocho individuos de Brycon henni y dos
individuos de Bryconamericus caucanus, y finalmente en el rio Sabaletas, diez individuos
de Brycon sp., estos develaron una discriminacion fenotipica entre las especies en los
analisis multivariados utilizados PCA, AVC y regresion para cuatro grupos segun las
especies identificadas. La variacion entre poblaciones fue confirmada por PCA, AVC y
Regresion, los diagramas de dispersion se fundamentaron en estimaciones para cada
muestra, presentando grupos de puntos no superpuestos o leves y superpuestos para cada
poblaciéon. El resultado a su vez fue apoyado por el porcentaje de individuos
adecuadamente clasificados, expresado en el 100 % de los individuos en los grupos por
regresion correspondientes. Las poblaciones de los rios de Sonso, Guabas y Yotoco
evidenciaron superposicion entre las poblaciones asignadas que pertenecen a la misma
especie, por las cortas distancias geograficas entre ellas y porque posiblemente coinciden
con condiciones ambientales semejantes. En cambio, las poblaciones del rio Sabaletas no
se superpusieron con las de los rios Sonso, Guabas y Yotoco, porque posiblemente son
especies diferentes, respaldado esto con el andlisis multivariante utilizado DFA.

A nivel interespecifico, las especies fueron discriminadas efectivamente entre si ya que en

los analisis multivariante (CPA, CVA y Regresion mudltiple) no se observaron
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superposiciones entre las especies y se clasificaron en cuatro grupos identificados como
Brycon henni, Brycon sp., Bryconamericus caucanus y Creagrutus sp., estos resultados son
similares a los de Feulner et al. (2007) en los que identificaron seis grupos de peces
africanos del género Campylomormytus que se relacionaban con adaptaciones en la
radiacion. Asimismo, coincide con lo que citan Gupta, Dwivedi y Tripathi (2018) en su
estudio al examinar las variaciones morfométricas entre los peces de la subfamilia Barbinae
en el rio Ganges en la India, tras observar variacion entre las especies con una clasificacion

de cinco grupos.

Las paoblaciones de los rios Sonso, Yotoco y Guabas se clasificaron en un solo grupo para
la especie Brycon henni, debido posiblemente a que el tamafio de la muestra no fue
representativo para cada uno de los sitios geograficos, los resultados difieren con los de
Restrepo-Escobar et al. (2016) donde indicaron diferencias morfolégicas fundamentadas
mediante la morfometria geométrica en poblaciones de Brycon henni de diferentes rios y
arroyos de Antioquia (Colombia).

Los resultados también son distintos a los de Lostrom et al. (2015) quienes argumentan que
varia la forma del cuerpo de las especies icticas como Malacosteus australis en cuanto a
los diferentes ambientes donde estas habitan, al obtener para su estudio fuertes patrones
de diferenciacion morfolégica. lgualmente para Noriega (2015) que caracterizd seis
poblaciones de tilapia roja (Oreochromis sp.): P1, P2 y P3 fueron brasilefias; P4 y P5,
costarricenses, y P6, jamaiquina, donde identifico las diferencias entre individuos y dentro
de poblaciones; la P4 de Costa Rica fue la mas variable. También para Mouludi-Saleh et al.
(2020) por medio de andlisis multivariante evidenciaron variabilidades significativas en la
morfologia en seis poblaciones de Squalius turcicus segun las condiciones de sus habitats.
Otro estudio realizado por Cavalcanti y Duarte, en 2019, indicaron que por medio de la
variacion de la forma del cuerpo de la especie Prionotus punctatus, se observaron tres
grupos poblacionales, el primero para la agrupacion del noreste de Brasil, el segundo para

la poblacién del sureste de Brasil y el tercero para los individuos del sur de Brasil.

La morfometria geométrica es asi, una herramienta exacta, eficaz, asequible y econémica
en la cuantificacion y en el estudio de la diferenciacion morfologica, ademas facilita la
visualizacién de complejas variaciones entre diferentes estructuras vivas, con la ayuda

basada en pruebas estadisticas (Benitez y Pluschel, 2014).
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Los resultados de la morfometria geométrica fueron consistentes con lo observado en la
filogenia molecular, clasificando los grupos por especies y obteniendo una separacion
significativa entre la especie Brycon henni (muestras colectadas en los rios de: Sonso,
Yotoco y Guabas) con la especie Brycon sp. (muestras colectadas en el rio Sabaletas).

Con la morfometria geométrica las especies que presentan mas diferencias son Brycon sp.
y Creagrutus sp. en todos los puntos de referencias presenté diferencias, al mostrar que la
especie Creagrutus sp. es mas angosta y larga, mientras que a nivel molecular lo son las
especies Brycon henni y Creagrutus sp. también se observa que en la morfogeometria las
especies menos diferentes son Brycon sp. y Bryconamericus caucanus, siendo B. caucanus
ligeramente mas ancha (hitos 7,8) y larga en la parte posterior (hitos 4, 5y 6). Pero a nivel

molecular son las especies Brycon henni y Brycon sp.

3.7 Conclusiones

» Los analisis indicaron diferencias morfolégicas entre los individuos provenientes de
los rios Sonso, Yotoco y Guabas, especie identificada como Brycon henni y los
individuos provenientes del rio Sabaleta, especie designada como Brycon sp.

Con el apoyo del Analisis de Funcion Discriminante se observd que los grupos de
Brycon henni y Brycon sp. estan bien diferenciados de acuerdo con la forma del
cuerpo.

» Latécnica de morfometria geométrica permitio validar la caracterizacion fenotipica
preliminar, identificando las diferencias morfologicas a nivel de especies en las
muestras colectadas de Sabaletas en rios del Valle del Cauca tales como: rio Sonso,

rio Yotoco, rio Guabas y rio Sabaletas.

3.8 Recomendaciones

Es importante ampliar la investigacion a un mayor numero de muestras y de sitios donde
hace presencia la especie Brycon henni y de Brycon sp. en el Valle del Cauca, para asi

obtener un analisis de morfometria geométrica mas especifica.
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