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Resumen y Abstract IX

Resumen

Genética poblacional y variacién fenotipica del ciclido Caquetaia kraussii
(Steindachner, 1878) en la cuenca media y baja del rio Cauca, Colombia

Cichlidae constituye una de las familias de peces mas diversas que han llamado la
atencion debido a sus respuestas adaptativas y la diversificacion en los ambientes que
habitan. Caquetaia kraussii, una especie de ciclido endémica de Colombia se utiliz6 como
modelo en este estudio para determinar su estado genético y dilucidar las bases de su
divergencia morfologica debido a su presencia en el area de influencia en el proyecto
hidroeléctrico ltuango. Mediante el uso de 16 loci microsatélites especie-especificos,
altamente polimdrficos desarrollados de novo en este estudio, se estimé la diversidad y
diferenciacion genética en 403 individuos sectorizados geograficamente en poblaciones
naturales en el area de influencia del proyecto hidroeléctrico Ituango, y en una poblacion
en cautiverio durante los afios 2020 y 2022. Un subgrupo de 241 individuos se sometié a
andlisis de morfometria geométrica para determinar los efectos genéticos, ambientales y
ontogénicos en la variacion fenotipica de estas poblaciones. Caquetaia kraussii exhibe
altos niveles de diversidad genética (Ho: 0.562-0.885; He: 0.583-0.884) comparada con el
promedio de ciclidos neotropicales. Ademas, se observo una estructuracion espacial en
cuatro grupos genéticos; dos grupos naturales corriente arriba y corriente abajo de la
desembocadura del rio Nechi, y dos grupos posiblemente conformados por efecto
fundador en la zona del embalse y en una piscicola de la region. Los cuatro grupos
genéticos muestran evidencias de cuellos de botella reciente, pero solo los dos grupos
naturales tienen nimeros efectivos poblacionales que sugieren su permanencia a largo
plazo. Ademas, los resultados morfométricos indican que la talla, la genética y el ambiente

influencian la conformacion corporal de la especie. La informacion generada en este



X Genética poblacional y variacion fenotipica del ciclido Caquetaia kraussii
(Steindachner, 1878) en la cuenca media y baja del rio Cauca, Colombia.

estudio puede contribuir a la prediccion de cambios genéticos y fenotipicos poblacionales
en respuesta a alteraciones antropogénicas que afecten la eco-hidrologia de las cuencas

que habitan, informacion atil en programas de manejo y conservacion de la especie.

Palabras clave: Cichlidae, diversidad genética, diferenciacion genética, morfometria
geométrica, talla.
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Abstract

Population genetic and phenotypic variation of the cichlid Caquetaia kraussii

(Steindachner, 1878) in the middle and low basin of the Cauca River, Colombia

Cichlidae constitutes one of the most diverse fish families, which has drawn attention due
to its adaptive responses and diversification in the environments they inhabit. Caquetaia
kraussii, a species of cichlid endemic to Colombia, was used as a model in this study to
determine its genetic status and elucidate the basis of its morphological divergence
because of its presence in the influence area of the Ituango hydroelectric project. Using 16
highly polymorphic, species-specific microsatellite loci developed de novo in this study,
the genetic diversity and differentiation were estimated in 403 individuals geographically
segmented into natural populations within the influence area of the Ituango hydroelectric
project, and in a captive population between the years 2020 and 2022. A subgroup of 241
individuals underwent geometric morphometric analysis to determine the genetic,
environmental, and ontogenetic effects on the phenotypic variation in these populations.
Caquetaia kraussii exhibits high levels of genetic diversity (Ho: 0.562-0.885; He: 0.583-
0.884) compared to the average of neotropical cichlids and a spatial structuring into four
genetic groups: two natural groups upstream and downstream of the Nechi river mouth,
and two groups possibly formed by founder effects in the reservoir area and a fish farm in
the region. The four genetic groups show evidence of recent bottlenecks, but only the two
natural groups have effective population sizes suggesting their long-term permanence.
Additionally, the results indicate that size, genetics, and the environment influence the
species' body shape. The information generated in this study can contribute to predicting
population-level genetic and phenotypic changes in response to anthropogenic alterations
affecting the eco-hydrology of the habitats they inhabit, providing valuable insights for

species management and conservation programs.
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Introduccion

Los ciclidos constituyen una de las familias de peces mas diversas, con 1749 especies
vélidas distribuidas en 252 géneros y una presencia destacada en Africa, América Central
y Suramérica (Fricke et al., 2023). Estos peces han demostrado tener rapidas respuestas
adaptativas a cambios ambientales, lo que ha llevado a una exploracion de sus
caracteristicas biologicas (Nelson et al., 2016). El éxito evolutivo de los ciclidos se
atribuye a la interaccion de rasgos morfoldgicos o de sus historias de vida con el ambiente,
permitiéndoles aprovechar nichos ecolégicos y variaciones ambientales frecuentes
(Salzburger, 2009, 2018; Wagner et al., 2012). Los cambios fenotipicos en respuesta a
diferentes condiciones ambientales pueden afectar la capacidad de una gran variedad de
peces para ocupar con éxito un habitat (Loy et al., 1996; Guill et al., 2003; Klingenberg et
al., 2003; O’Reilly & Horn, 2004; Cadrin & Silva, 2005; Olsson & Eklov, 2005; Pease et
al., 2018).

La conformacion corporal de los peces puede variar en respuesta a una serie de factores
ambientales. Por ejemplo, el flujo de agua en los ambientes acuaticos desempefia un papel
importante en la modelacién de la conformacion corporal de los peces; aquellos que
habitan en altas corrientes presentan cuerpos hidrodinamicos, mientras que los que ocupan
aguas tranquilas o flujo lento muestran cuerpos profundos (Pakkasmaa & Piironen, 2000;
Plaut, 2001; Brinsmead, 2002; Langerhans et al., 2003; Langerhans, 2008; Haas et al.,
2010; Hincapie-Cruz & Marquez, 2021). Ademéas del flujo de agua, otros factores
ambientales influyen en la forma del cuerpo de los peces, como la presencia de predadores
(Langerhans & DeWitt, 2004; Langerhans et al., 2004; Perazzo et al., 2019), la
alimentacion (Ruehl & DeWitt, 2005; Restrepo-Escobar et al., 2016), la temperatura del
agua (Angilletta Jr., 2009; Claireaux et al., 2006, 2007; Corral & Aguirre, 2019; Geladakis
et al., 2018), la salinidad (Gomes & Monteiro, 2008) y el gradiente altitudinal (Alarcén-
Duran et al., 2017). La variacién fenotipica en la conformacion corporal de los peces
también puede estar influenciada por factores intrinsecos, como la genética (Robinson &
Wilson, 1996; Proulx & Magnan, 2004; Turan et al., 2006; Kocovsky et al., 2013), el
desarrollo ontogénico (Loy, et al., 2000; Alarcén-Duran et al., 2017; Colangelo et al.,
2019) y el dimorfismo sexual (Monet et al., 2006; Herler et al., 2010; Hastings, 2019; Oke
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et al., 2019; Radojkovi¢ et al., 2019). Por lo tanto, entender esas fuentes de variacion es
fundamental para comprender la diversidad fenotipica en los peces y su adaptacion a

diferentes entornos.

La mayoria de los ciclidos presentan historias de vida particulares como seleccion sexual,
cuidado parental y baja migracion (Balshine & Abate, 2021), las cuales se han demostrado
que influencian los patrones de diversidad genética de una gran variedad de peces marinos
y dulceacuicolas (Martinez et al., 2018). Especificamente se ha comprobado que las
especies de peces que alcanzan la madurez a una edad temprana presentan mayores niveles
de variacion genética en comparacién con las especies que alcanzan la madurez a una edad
tardia (Martinez et al., 2018). Igualmente, se ha descrito que la esperanza de vida esta
inversamente correlacionada con la diversidad genética, dado que los individuos con
menor esperanza de vida suelen experimentar mayor diversidad genética (Waples et al.,
2013; Ellegren & Galtier, 2016). También se ha observado que los individuos que migran
y se reproducen con poblaciones distantes tienden a experimentar flujo génico y, en
consecuencia, exhiben alta diversidad genética. Por otro lado, las especies que son
sedentarias y/o tienen cuidado parental con retencidén de sus huevos o larvas, presentan
flujo génico bajo o inexistente, lo que puede conllevar al aislamiento genético entre las
poblaciones y a una baja diversidad genética si el nimero efectivo de la poblacion no es
suficientemente grande (Dalongeville et al., 2016). Al igual que en otras especies, se ha
observado en ciclidos que el aislamiento de las poblaciones relacionados con preferencias
por el habitat puede estar influenciado por la heterogeneidad ambiental o barreras
geogréaficas (Markert et al., 2010). De manera interesante, algunos ciclidos evitan
reproducirse con parientes cercanos dispersandose hacia habitats ocupados por individuos
desconocidos, lo que ayuda a evitar la endogamia y a mantener la diversidad genética (Heg
etal., 2011).

En diferentes especies, los estudios sobre diversidad y diferenciacion genética de las
poblaciones naturales y en cautiverio se han basado en el uso de marcadores moleculares
como los microsatélites (Abdul-Muneer, 2014). Los microsatélites son repeticiones cortas
de secuencias nucleotidicas, y se consideran altamente polimorficos e informativos

(Guichoux et al., 2011; Fernandez-Silva et al., 2013). Entre los ciclidos neotropicales en
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los que se han desarrollado microsatélites, se encuentran Amphilophus cichlasoma (Noack
et al., 2000), Symphysodon discus (Amado et al., 2008), Astronotus crassipinis (Sousa et
al., 2009), Cichla piquiti (Carvalho et al., 2009), Cichla monoculus (Lima et al., 2010),
Cichla temensis y Cichla orinocensis (Macrander et al., 2012), Geophagus brasiliensis
(Ferreira et al., 2013) Apistogramma agassizii (Quérouil et al., 2015), Apistogramma
gephyra (Leitdo et al., 2017) y Pterophyllum scalarae (Pandolfi et al., 2021).

En ciclidos neotropicales, los estudios de genética de poblaciones naturales se han
enfocado en especies sedentarias tales como Geophagus brasiliensis (Ferreira et al., 2015),
Cichla temensis (Willis et al., 2015), Apistogramma agassizii (Estivals et al., 2020),
Geophagus aff. brasiliensis (Ferreira et al., 2021), Apistogramma gephyra vy
Apistrogramma pertensis (Leitdo et al., 2021), Pterophyllum scalarae (Pandolfi et al.,
2021) y Cichla ocellaris var. kelberi (De Souza Cruz-Noébrega et al., 2023), las cuales
exhiben diversidad genética moderada y poblaciones con estructura genética espacial. En
contraste con estos estudios, la especie reofilica Gymnogeophagus setequedas, exhibio alta
diversidad genética y ausencia de estructuracion genética espacial cuando fue estudiada
con loci microsatélites heter6logos desarrollados en Geophagus brasiliensis (Souza-
Shibatta et al., 2018). Utilizando microsatélites heterdlogos, los niveles de diversidad
genética y endogamia también fueron medidos en Oreochromis niloticus mantenida en

cautiverio para produccién alimentaria (Brifiez et al., 2011; Montoya-L0Opez et al., 2019).

Debido a sus diversas e intrigantes estrategias de vida, los ciclidos se han convertido en un
modelo de estudio que permiten entender los mecanismos evolutivos que explican la
variabilidad genética y morfologica (McConell, 2021). Esto ha estimulado el uso de
aproximaciones moleculares para dilucidar su comportamiento y evolucion (Abate &
Noakes, 2021). Sin embargo, es escasa la informacion de estos aspectos en especies
endémicas neotropicales, especialmente aquellas expuestas a fuertes cambios
antropogénicos en su habitat, los cuales pueden afectar su desempefio locomotor. Por lo
tanto, comprender las fuentes de cambio fenotipico en estas especies puede arrojar luces
sobre su papel como agentes evolutivos que influyen en la diversidad acuéatica o reflejan
plasticidad fenotipica (Haas et al., 2010). Ademas, esta comprension podria mejorar

nuestra capacidad para predecir cambios en la comunidad de peces en respuesta a la
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heterogeneidad ambiental y a las actividades humanas, como el embalsamiento del agua
(Haas et al., 2010), la urbanizacion (Kern & Langerhans, 2018), y el uso del agua y la

tierra, entre otros (Pease et al., 2018).

Con el objetivo de obtener informacion sobre la variacién genética y fenotipica de ciclidos
neotropicales, este estudio selecciond a Caquetaia kraussii (Steindachner, 1878), una
especie de ciclido endémica de Colombia cominmente conocida como mojarra amarilla.
De las 104 especies de ciclidos descritas para Colombia, C. kraussii es una de las cuatro
especies registradas en la cuenca Magdalena-Cauca (DoNascimiento et al., 2021). Esta
especie tiene una distribucion natural que abarca las cuencas hidrogréaficas Magdalena-
Cauca, Sin0, Atrato y Maracaibo. Caquetaia kraussii es omnivora con una longitud
estdndar maxima registrada de 281 mm (Jiménez-Segura et al., 2020) y se encuentra
comunmente en habitats como ciénagas, pozas 0 aguas tranquilas en las zonas bajas de los

rios y quebradas, a altitudes de hasta los 500 m s. n. m. (Carvajal-Quintero et al., 2015).

El tiempo generacional promedio, periodo entre el nacimiento de un individuo y su
descendencia, es de aproximadamente 8 meses en C. kraussii (Winemiller, 1989). Esta
especie realiza desoves parciales durante el afio para las cuencas de los rios Atrato
(Jaramillo-Villa, 2005 en Maldonado-Ocampo et al., 2012) y Sina (Solano-Pefia et al.,
2013). Ademaés, presenta una estrategia reproductiva en equilibrio; con baja fecundidad
relativa, ovocitos de mayor diametro y cuidado parental (Jiménez-Segura et al., 2020);
desempefia servicios ecosistémicos importantes como la redistribucion y mantenimiento de
los procesos sedimentoldgicos, y también es objeto de pesca artesanal para consumo

humano (Valderrama-Barco et al., 2020).

Caquetaia kraussii se utiliz6 como modelo en este estudio para dilucidar las bases de la
divergencia morfologica en ciclidos neotropicales debido a su presencia en el area de
influencia del Proyecto Hidroeléctrico Ituango (PHI; desde el corregimiento de Bolombolo
del municipio de Venecia, Antioquia hasta Pinillos, Bolivar). Este proyecto abarca los
altimos 500 km del rio Cauca, que tiene una longitud de 1350 km y cubre un area de 63
300 km? (Pérez-Valbuena et al., 2016). Se ha sefialado que las especies con estrategia
reproductiva de equilibrio como C. kraussii estan amenazadas por la fragmentacion de su

habitat debido a la construccion de hidroeléctricas (Carvajal-Quintero et al., 2017); sin
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embargo, los efectos de estas intervenciones antropogénicas pueden variar considerando
que aguas abajo, se produce una reduccion en la conectividad lateral y longitudinal, y se
estabiliza el régimen del caudal; mientras que, en la zona del llenado del embalse, las
condiciones cambian de l6ticas a Iénticas, aumentando la estratificacion térmica (Arantes
etal., 2019).

Especificamente, el presente estudio formulo las siguientes preguntas: ¢Cuél es el grado de
diversidad y estructura genética de C. kraussii entre los afios 2020 y 2022? ¢los factores
genéticos (acervo genético), ambientales u ontogénicos (talla) influencian el fenotipo de C.
kraussii? Dada la particular historia de vida y diversidad de ambientes que ocupa C.
kraussii, la expectativa a priori es que haya estructuracién genética espacial y fenotipos
locales en el area de influencia de PHI. Para contrastar estas predicciones se desarrollaron
loci de microsatélites como herramienta molecular para evaluar la estructuracion y
diversidad genética de la especie. Asimismo, se emplearon las técnicas de la morfometria
geomeétrica con el fin de caracterizar los fenotipos teniendo en cuenta fuentes de variacion

genética y ambiental.






1. Marco teorico

1.1 Cuenca Magdalena-Cauca

Los peces neotropicales corresponden aproximadamente el 30% de las especies de peces
del todo el planeta; tal riqueza se debe a la heterogeneidad de habitats y las complejas
historias geogréaficas de la zona (Albert & Reis, 2011). En Colombia se han descrito 1692
especies de peces dulceacuicolas, siendo el segundo pais méas rico del mundo después de
Brasil; y para la cuenca Magdalena-Cauca se reconocen 237 especies de peces que abarcan
aproximadamente el 15% de las especies descritas para Colombia, siendo la cuenca con
mayor riqueza de especies de peces en el pais (DoNascimiento et al., 2024). Estas especies
se distribuyen en 7 ordenes y 33 familias; y entre las especies registradas para la cuenca,

158 especies son endémicas.

La cuenca Magdalena-Cauca esta subdividida por 8 subcuencas y secciones: Cauca (bajo-
medio, alto), Sogamoso, Cesar, San Jorge, Magdalena (bajo, medio Yy alto)
(DoNascimiento et al., 2021). Los rios principales de la cuenca son el Sogamoso, San
Jorge, Cauca y Magdalena. La cuenca contiene sistemas acuaticos lénticos como lagos,
embalses y ciénagas, y sistemas acuaticos l6ticos como rios y quebradas (Restrepo et al.,
2020). Estos sistemas acuaticos se encuentran en diferentes alturas sobre el nivel del mar y
tienen geomorfologia e hidrologia diferentes debido a su localizacion en la cuenca
(Jaramillo-Villa et al., 2015). En términos de habitats para la ictiofauna, las zonas de
altitudes altas exhiben cauces estrechos e inclinados por la orogenia, mientras que las
altitudes bajas presentan amplias planicies, canales o cafios, existiendo asi una diversidad
de habitats a lo largo de la elevacion (Jaramillo-Villa et al., 2010). Estos sistemas

acuaticos son importantes para la oferta hidrica de Colombia y constituyen la principal
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area de desarrollo econémico, industrial y social del pais, donde se ubica cerca del 80% de
la poblacion humana (Jiménez-Segura et al., 2016).

En la zona transandina de Colombia se han venido desarrollando proyectos hidroeléctricos
que intervienen los rios Magdalena y Cauca (Winton et al., 2023). Estas intervenciones
generan cambios ambientales en los sistemas acuéticos, tanto aguas abajo como aguas
arriba del muro de presa. Aguas bajo se reduce la conectividad lateral y longitudinal, se
estabiliza el régimen del caudal y disminuye el transporte de sedimentos y nutrientes,
mientras que aguas arriba las condiciones léticas cambian a Iénticas, incrementa la
retencion y deposicién de sedimentos, hay pérdida de materia organica, se presenta
estratificacion térmica y decrecen los niveles de oxigeno (Arantes et al., 2019). Estas
modificaciones de flujo y fragmentacion del ambiente también tienen impactos en las
dinamicas de la comunidad de peces en el area (Agostinho et al., 2008), afectando la
conectividad de las poblaciones (Barbarossa et al., 2020) y la diversidad funcional en el
ecosistema acuatico (Oliveira et al., 2018). Para conocer y mitigar los impactos de las
intervenciones en el ecosistema, es importante establecer las relaciones filogenéticas de las
especies (Pereira et al., 2020) y monitorear la variacion y diferenciacion genética entre
poblaciones (Baggio et al., 2018; Ruzich et al., 2019).

1.2 Generalidades de Cichlidae y Caquetaia kraussii

La familia Cichlidae (Bonaparte, 1835) aparecio descrita por primera vez en el afio 1835
(Barlow, 2000), estuvo clasificada en el orden Perciformes, pero en la actualidad pertenece
al orden Cichliformes (Nelson et al., 2016; Fricke et al., 2023). Los ciclidos se cree que
surgieron hace 160 millones de afios (Matschiner et al., 2020), posteriormente se fueron
diversificando de acuerdo con la separacién del continente Gondwana (Friedman et al.,
2013; McMahan et al., 2013). En la actualidad, constituye una de las familias mas ricas en
especies de peces, conformada por 256 géneros y 1749 especies validas (Fricke et al.,
2023) con distribucion en Africa, Centroamérica, Suramérica y parte de Asia (Nelson et
al., 2016).
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La familia se reconoce por poseer una fosa nasal en cada lado, linea lateral interrumpida,
aletas dorsal y anal con espinas (entre 7-25 y 3-15, respectivamente) y radios suaves (5-30
y 4-15, respectivamente) y no tener soporte subocular (Nelson et al., 2016). La forma
corporal varia desde cuerpos profundos a cuerpos alargados, poseen rasgos de historia de
vida como el cuidado parental maternal, paternal o biparental (Balshine & Abate, 2021), y

en su mayoria tienen apareamiento selectivo.

Dada la divergencia evolutiva y rapida adaptacion a los ambientes, la familia se ha
convertido en un modelo evolutivo para profundizar en sus propiedades bioldgicas
(Burress, 2015; Salzburger, 2018; Arbour et al., 2020; McGee et al., 2020; Ronco et al.,
2021). Es posible que la combinacion de los factores intrinsecos y el ambiente sustenten la
radiacion adaptativa de los ciclidos, siendo importante la interaccion entre las
innovaciones y la oportunidad ecologica (Wagner, 2021). Por consiguiente, la plasticidad
de los rasgos genéticos, morfologicos y reproductivos que poseen las especies les permite
sobrevivir en ambientes, aprovechar las oportunidades ecoldgicas que se presenten e
inclusive diversificarse (Lopez-Hernandez, 2021; Stiassny & Alter, 2021; Torres-Dowdall
& Meyer, 2021; Van Rijssel et al., 2021). También, la hibridacién proporciona a las
especies variacion genética que puede ser beneficiosa para enfrentar los cambios

ambientales, diferenciarse o sostenerse en el ambiente (Salzburger, 2018).

En Colombia se han descrito 104 especies de ciclidos (DoNascimiento et al., 2021); cuatro
para la cuenca Magdalena-Cauca, dentro de las cuales se encuentran Caquetaia kraussii
(mojarra amarilla) Andinoacara latifrons, Geophagus steindachneri, Kronoheros umbrifer.
Su distribucion natural es en las cuencas Magdalena-Cauca, Sina, Atrato y Maracaibo
(DoNascimiento et al., 2021; Fricke et al., 2023), puede encontrarse hasta los 500 m s. n.
m., donde prefiere habitats como ciénagas, pozas o aguas tranquilas en las zonas bajas de
los rios 0 quebradas (Carvajal-Quintero et al., 2015). Esta especie es omnivora, su talla
méaxima registrada de 281 mm de longitud estandar (Jiménez-Segura et al., 2020), el
promedio del tiempo generacional, (tiempo que ocurre entre el nacimiento de un parental y
su descendencia) es de 8 meses (Winemiller, 1989), registra desoves parciales durante el
afio en las cuencas del rio Atrato (Jaramillo-Villa, 2005 en Maldonado-Ocampo et al.,

2012) y rio Sinu (Solano-Pefia et al., 2013), y presenta una estrategia reproductiva en
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equilibrio, es decir, tiene una baja fecundidad relativa, mayor diametro de los ovocitos y
cuidado parental (Jiménez-Segura et al., 2020).

Por otro lado, C. kraussii tiene 2 congéneres (Alda et al., 2021), Caquetaia spectabilis que
se distribuye en el rio Amazonas en Brasil y Guyana y Caquetaia myersi que se encuentra
en los rios Amazonas y Napo en Colombia y Ecuador (Fricke et al., 2023). EI género
Caquetaia (Fowler, 1945) se caracteriza por ser un grupo monofilético dentro del grupo
Caquetaines (grupo que alberga Caquetaia y Kronoheros) de la tribu Heroini (Rigan et al.,
2016; Alda et al., 2021).

1.3 Microsatélites y genética poblacional

El desarrollo de herramientas moleculares y los estudios de genética de poblaciones han
tomado relevancia para programas de manejo y conservacion de especies de interés,
proporcionando informacion atil sobre su estado genético (Allendorf et al., 2010;
Frankham et al., 2014; Filho et al., 2018). Incluso los marcadores moleculares se han
utilizado en especies cultivadas en piscicolas para conocer su viabilidad genética
(Biotechnological Advances in Aquaculture Health Management, 2021). Uno de los
marcadores moleculares mas usados son los microsatélites (Abdul-Muneer, 2014), arreglos
de secuencias de ADN con repeticiones en tdndem mono, di, tri, tetra, penta (Freeland,
2020); se distinguen por ser neutrales, codominantes, altamente polimorficos, alto poder
informativo, requieren poco numero de loci y exhiben herencia mendeliana (Haasl &
Payseur, 2011; Morin et al., 2012; Zimmerman et al., 2020). Ademas, no necesitan alta
calidad de la muestra del tejido para ser amplificados. Ellos han sido usados en especies de
peces que habitan zonas impactadas por actividades antropogénicas, con el objetivo de
conocer la variabilidad y diferenciacion genética (Landinez-Garcia & Marquez, 2016;
Landinez-Garcia et al., 2020; Garcia-Castro et al., 2021; Joya et al., 2021; Rangel-
Medrano & Marquez, 2021; Restrepo-Escobar et al., 2021).

Otro marcador molecular usado actualmente en genética de poblaciones es el
Polimorfismo de Nucledtido Unico (SNP, por sus siglas en ingles), marcadores bialélicos

que pueden ser evaluados en diferentes estudios de diversidad genética ya que pueden ser
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neutrales o no neutrales (Freeland, 2020). Los SNP’s requieren alto nimero de loci,
presentan bajo nivel de polimorfismo por locus (Haasl & Payseur, 2011; Morin et al.,
2012; Zimmerman et al., 2020), requieren alta calidad de la muestra del tejido analizado
(Morin et al., 2012; Toonen et al., 2013; Graham et al., 2015; Andrews et al., 2016) y alta
capacidad computacional para anlisis y almacenamiento de la informacion (Laoun et al.,
2020). Debido a su tasa mutacional tiene poca probabilidad para detectar cambios
recientes (Haasl & Payseur, 2011; Putman & Carbone, 2014). Una comparacion entre las
dos herramientas codominantes vigentes en el andlisis genético de poblaciones (SNP vs
Microsatélites) es proporcionada por Marquez et al., (2020).

El avance en el desarrollo de marcadores moleculares que suelen ser usados en estudios de
genética poblacional en especies de interés, ha sido gracias a la revolucion de las
tecnologias de secuenciacion de ultima generacion (Mardis, 2008; Ekblom & Galindo,
2011; Shokralla et al., 2012). Estas tecnologias se han convertido en rentables y de alta
calidad en el desarrollo de microsatélites (Gardner et al., 2011; Schoebel et al., 2013).

En estudios de desarrollo de herramientas moleculares y genética de poblaciones los
ciclidos africanos han sido los mas evaluados en comparacion con los ciclidos
neotropicales. Actualmente, se tiene registro que para ciclidos neotropicales se han
desarrollado entre 6 y 13 loci microsatélites especies especificos para 11 especies (Tabla
1-1). En su mayoria, estos loci con motivos de repeticion cortos (2-mer) y compuestos se
desarrollaron usando clonacion. En cuanto al polimorfismo, cuatro especies (se exceptua
Astronotus crassipinis) mostraron valores PIC por encima del rango (PIC>0.5) propuesto
por Botstein et al. (1980) y exhibieron amplios niveles de heterocigosidad observada y

esperada en las 11 especies (Tabla 1-1; Sousa et al., 2009).
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Tabla 1-1: desarrollo de microsatélites en 11 ciclidos neotropicales.

Especie Tecnologia nl Motivo de repeticion PIC Ho He Referencia

22 3 4 5
mer mer mer mer

Amphilophus - Noack et al.,
cichlasoma Clonacién 6 5 1 NA 0.000-0.664  0.000-0.926 5000
Symphysodon - ] ) Amado et al.,
i Clonacién 13 6 2 5 NA 0.083-0.958 0.122-0.873 2008
Astronotus Clonacion 13 11 2 0.310-0.500 0.000-0.720 0.250-0.580 Sousa et al., 2009
crassipinis
Cichla Clonacion 10 9 1 NA 0.000-0.650 0.005-0.863 Carvalhoetal,
piquiti 2009
Cichla Clonacion 14 8 1 5 0.360-0.870 0.450-0.940 0.450-0.900 Limaetal., 2010
monoculus
Cichla L Macrander et al.,
emonsis Clonacién 12 11 1 NA 0.000-0.885 0.000-0.827 2012
Cichla L Macrander et al.,
orinocensis Clonacién 12 11 1 NA 0.280-0.920 0.365-0.937 2012
Geophagus o acien 14 9 1 4 02220784 01670700 02690825 erreiraetal,
brasiliensis 2013
Apistogramm Piro Queérouil et al
pistogramm - oo cuenciacion 13 13 NA 0.200-0.800  0.200-0.800 .
a agassizii Titani 2015
itanium
Apistogramm o avion 11 2 1 8§ 03400784 02670966 0405-0819 -eioetal,
a gephyra 2017
Prerophyllum — cjonacion 8 2 6 00310827 0000-0.958 0000-0.839 andolfietal,
scalarae 2021

nl: ndmero de loci. C: motivo de repeticion compuesto. PIC: criterio de informacién polimoérfica. Ho:

heterocigosidad observada. He: heterocigosidad esperada. NA: no aplicé.

Por otro lado, los estudios de genética de poblaciones en ciclidos neotropicales
provenientes de medio natural, embalse y cautiverio (Tabla 1-2), han mostrado relativa
alta diversidad genética segun los valores de heterocigosidad observada y esperada (Tabla
1-2). Excepto Gymnogeophagus setequedas, estos ciclidos han exhibido estructura
genética debido a sus comportamientos reproductivos y habitos principalmente sedentarios
(Souza-Shibatta et al., 2018).
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Tabla 1-2: diversidad y estructura genética de ciclidos neotropicales.

Especie Medio Microsatelites  nl Ho He Estructura genética Referencia
Geophagus Especie- ] ) . Ferreira
brasiliensis Natural especificos 0.474-0.628 0.534-0.706 Structure: 4 stocks etal., 2015

Cichla Natural Especie- 15 0183-0.619 02020657  Structure: 3 stocks Wwillis

temensis especificos etal., 2015

Apistogramma Especie- ) ] . Estivals

agassizii Natural especificos 10 0.364-0.762 0.350-0.754 DAPC: 3 stocks etal.. 2020

Geophagus Especie- ) ] . Ferreira
aff. brasiliensis Embalse especificos 6 0.532-0.556  0.635-0.640 Structure: 2 stocks etal, 2021
Apistogrammayay g Especie- 1) 06310.662 06330669  Structure: 3 stocks Leitdo

gephyra especificos etal., 2021

Apistrogramma. \vial Heterdlogos 11 0.664-0.742 0.612-0.663  Structure: 3 stocks Leitdo
pertensis etal., 2021
Pterophyllum Especie- . Pandolfi
scalarae Natural especificos 9 0.562 0.512 Structure: 1 stock etal., 2021
Pterophyllum Cautiverio Especie- ) ) . Pandolfi
scalarae /Ornamental  especificos 9 03760523 0512-0.568 Structure: 1 stock etal., 2021
. . De Souza Cruz-
Cichla ocella_rls Embalse Heter6logos 10 0.538 0.521 DAPC: 1 stock Nobrega
var. kelberi
etal., 2023
Cichla De Souza Cruz-
P Embalse Heterélogos 10 0.733 0.642 DAPC: 1 stock Nobrega
hibridos
etal., 2023
Gymnogeophagus  Natural y Heterélogos 7 0.593 0.673 Structure: 1 stock Souza-Shibatta
setequedas embalse etal., 2018
. - . Montoya-
Ore_och_romls Cautiverio Espe’c_l e 22  0.601-0.649 0.650-0.686 Structure: 2 stocks Lépez
niloticus /Broodstock  especificos etal. 2019

nl: ndmero de loci. Ho: heterocigosidad observada. He: heterocigosidad esperada. DAPC: analisis

discriminante de los componentes principales.

Se ha descrito que la diversidad genética esta influenciada por rasgos de historia de vida
como los son la edad de maduracion y la esperanza de vida (Ellegren & Galtier, 2016;
Martinez et al., 2018), de tal manera que especies con menor edad de maduracion o
esperanza de vida exhiben mayor diversidad geneética, mientras que los de mayor edad de
maduracion o esperanza de vida presentan menor diversidad genética. También estos
rasgos se han relacionado con el tamario efectivo poblacional (Waples et al., 2013) que, a
su vez, influiria en la diversidad genética (Ellegren & Galtier, 2016). Especificamente, se
ha observado que el tamafio efectivo poblacional ha sido mediador del efecto de los rasgos
de historia de vida en la diversidad genética (Romiguier et al., 2014; Ellegren & Galtier,
2016).

Debido a que el tiempo medio de maduracion (tm) y la esperanza de vida (tmax) NO se han
publicado de manera explicita para los ciclidos neotropicales, en el presente estudio se
realiz6 una estimacion de estos parametros con base en la informacion biologica

disponible (Tabla 1-3), en el rio Magdalena para Caquetaia kraussii (Alonso et al., 2014),
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en el sistema Bennet Brook en Australia para las hembras de Geophagus brasiliensis
(Beatty et al., 2013) y en la cuenca del Amazonas en Venezuela para Cichla temensis
(Jepsen et al., 1999). Con base a estas estimaciones, se encontré que Caquetaia kraussii
tuvo mayor tiempo medio de maduracién en la localidad y menor esperanza de vida que

las otras dos especies.

Tabla 1-3: aproximacion del tiempo medio de maduracion y la esperanza de vida.

Especie Pais Localidad Lm Linf K to tm tmax
Caquetaia kraussii Colombia Magdalena  15.810 30.500 0.430 -0.309 1.390 6.668
(Alonso et al., 2014)

Cichla temensis Venezuela ~ Amazonas 36.490 84.370 0.162 -2.300 1.197 16.219

(Jepsen et al., 1999)
Geophagus brasiliensis ~ Australia  Bennet Brook 9.100 35.064 0.150 -0.781 1.226 19.259
(Beatty et al., 2013)

Aplicandose tm = to— In (1 — Ln/Lind) / K, (Froese et al., 2005); Y tmax = to + 3 / K, (Taylor, 1958). Siendo,
tm: tiempo medio de madurez, tmax: esperanza de vida, Lm: longitud estandar media de maduracion; Lin:

longitud asintética; K: coeficiente de crecimiento; to: edad hipotética cuando la longitud es cero.

Por otra parte, la diversidad genética también esta influenciada por el flujo génico, dado
que el intercambio de alelos puede aumentar y homogenizar la diversidad genética
(Freeland, 2020). Se ha demostrado que la conectividad entre ambientes preferidos por la
especie de interés permite el flujo génico (Paz-Vinas et al., 2015), y que las barreras
geogréficas, asi como la complejidad de la red dendritica interfiere en los patrones de
diversidad genética (Paz-Vinas & Blanchet, 2015; Thomaz et al., 2016). Igualmente, el
bajo flujo génico por restricciones espaciales o intrinsecas del organismo para dispersarse
contribuye a una mayor diferenciacion genética (Freeland, 2020) y en algunos casos podria
explicarse por aislamiento por distancia. Otros rasgos de historia de vida de las especies
involucradas, como el cuidado parental o limitaciones en la dispersion o migracion de

huevos, larvas o adultos conllevarian a la diferenciacion genética.

1.4 Morfometria geométrica

La variabilidad morfoldgica de los organismos surge y se modela a partir de interacciones
entre factores bioldgicos y no-biolégicos. Para comprender y cuantificar esta variabilidad,

la morfometria geométrica emerge como una herramienta fundamental (Adams et al.,
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2004; Zelditch et al., 2012a). Esta aproximacién se fundamenta la adquisicion de la
informacidn geométrica de un objeto, eliminando los efectos de posicion, rotacion y escala
en un espacio de Kendall (Kendall, 1984). Asi, la morfometria geométrica permite
comparar los tamafios (tamafio centroide) y las formas corporales (conformacion) entre
organismos, basandose en la relacion espacial y utilizando la estadistica multivariada como

soporte (Toro-lbacache et al., 2010).

La aplicacion de la morfometria geométrica comienza con la ubicacion de puntos
anatémicos de referencia (o landmarks en inglés) que deben de ser homdlogos y de fécil
distincion dentro de los individuos a analizar (Bookstein, 1990). Estos puntos se localizan
sobre una estructura bioldgica segun el criterio de importancia bioldgica, adaptativa,
taxonomica y filogenética. Existen tres tipos de puntos anatémicos de referencia, el tipo 1
es facilmente reconocible y se encuentran entre la conjuncion o interseccion de tejidos; el
tipo Il corresponde al extremo concavo o convexo de la curvatura de una estructura
anatomica; y el tipo Il separa los extremos de una estructura o se ubica en uno de los

extremos de una estructura que no es plana (Zelditch et al., 2012b).

La morfometria geométrica es una herramienta de bajo costo que ayuda a descomponer la
variacion geometrica de manera efectiva y confiable. Tal herramienta consiste en la
superposicion de cada individuo a una configuracion consenso, la cual recoge toda la
variacion geométrica encontrada en la muestra (Jaramillo-Ocampo, 2011). EI método de
superposicion mas usado es el analisis generalizado de Procrustes (AGP) (Zelditch et al.,
2012a; S. Dujardin & Dujardin, 2019), el cual superpone las configuraciones geométricas
de tal forma que queden matematicamente optimas usando el criterio de los minimos
cuadrados (Rohlf & Slice, 1990; Goodall, 1991). EI AGP comienza con el ajuste de los
individuos por el tamafio, dividiendo las coordenadas de los puntos anatomicos de
referencia o landmarks entre el tamafio centroide. Luego, las configuraciones ajustadas se
trasladan una sobre otras y se superponen de acuerdo con el centroide. Posteriormente, se
rotan las configuraciones ajustandolas hasta conseguir la suma minima de las distancias al
cuadrado entre cada landmark de cada individuo y la configuracion consenso. La
configuracion consenso se obtiene de forma iterativa a partir de la actualizacién de los

ajustes de tamafio, traslacion y rotacion de cada uno de los individuos hasta llegar a la
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superposicion dptima. Todo este proceso se realiza en un espacio multidimensional curvo
del espacio de la conformacion de Kendall (Kendall, 1984). Este espacio dificulta analizar
estadisticamente los resultados por lo que es necesario interpolar una funcién matematica
Ilamada deformaciones de placa delgadas o tps (thin-plate spline). Entonces con la funcion
tps, se logra proyectar las configuraciones superpuestas sobre un hiperplano tangente a la
configuracion consenso, obteniéndose las descomposiciones matematicas: componentes no
uniformes (partial warps) y componentes uniformes (relative warps) (Zelditch et al.,
2012c). Los componentes no uniformes detallan cambios mas complejos, transformaciones
no lineales de la deformacidn, que se logran ubicar y extender en regiones pequefias de las
estructuras estudiadas, siendo extensiones, comprensiones, torciones entre otros. En
cambio, los componentes uniformes se caracterizan por ser estiramiento o compresiones
simples, lineales y totales de los individuos. En conjunto, actuaran como las variables de la
conformacion, las cuales en resumidas cuentas describen las deformaciones regionales de
cada objeto con respecto al de referencia (partials warps, componentes no uniformes) y las
deformaciones globales (componentes uniformes) (Bookstein, 1990); que seran Utiles para
realizar los analisis multivariados correspondientes (Dujardin, 2008; S. Dujardin &
Dujardin, 2019).

Ademas de las variables de conformacidn, la morfometria geométrica permite estimar el
tamarfio centroide como la variable de tamario, el cual se calcula como la raiz cuadrada de
la suma de las distancias elevadas al cuadrado entre el centroide de cada figura y los
landmarks (Klingenberg, 2016). Esta variable puede expresar un fendmeno bioldgico,
contrastando las diferencias entre la interaccion de la expresion genética y la fisiologia de

los individuos (Jaramillo-Ocampo, 2011).

La combinacién de la morfometria geométrica y tradicional, mas el mapeo de la expresion
genética han dilucidado la radiacion adaptativa de ciclidos africanos (Navon et al., 2017).
Las morfometrias geométrica y tradicional junto con la genética de poblaciones usando
microsatélites, ha demostrado que el acervo génico y la identidad fenotipica de una especie
residente se ve afectada por especies invasoras filogenéticamente relacionadas (Shechonge

et al., 2018). Por si sola, la morfometria geométrica ha detectado fenotipos transgresivos
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en especies de ciclidos filogenéticamente relacionados (Husemann et al., 2017), lo que la
convierte en una herramienta importante para esclarecer los procesos evolutivos, y
distinguir y analizar especies de ciclidos cercanamente relacionadas (Kerschbaumer &
Sturmbauer, 2011).

La herramienta geométrica también se ha usado para determinar la especializacion del
nicho tréfico de los ciclidos Tropheus moorii y Xenotilapia boulengeri (Widmer et al.,
2020); incluso permitié dilucidar que la profundidad del agua configura la evolucion del
aparato mandibular en el complejo de especies de Tropheus (Conith et al., 2020). Su uso
ha permitido describir cambios en la conformacion corporal y de la cabeza de un ambiente
I6tico a uno Iéntico en los ciclidos Cichla kelberi, Cichla pinima, Geophagus neambi,
Satanoperca jurupari, Caquetaia spectabilis y Heros fasciatus (Gilbert et al., 2020);
ademas de variaciones geograficas en la conformacion corporal de Vieja maculicauda
(Ardon et al., 2022). También, la herramienta geométrica ha evaluado dimorfismo sexual
en Oreochromis mossambicus (Nacua et al., 2011) y en Caquetaia kraussii del canal del
dique del rio Magdalena, detectando en este ultimo caso, leve dimorfismo sexual y
diferencias entre la conformacion de los ambientes ciénaga y canal (Hernandez, et al.,
2022a; Hernandez, et al., 2022b).

Por otro lado, los cambios de la variabilidad morfologica o fenotipica de los peces se han
asociado con diversos factores intrinsecos y extrinsecos. Por un lado, se han relacionado
los cambios morfologicos con componentes genéticos (Raeymaekers et al., 2007; Naish &
Hard, 2008) y ontogénicos (Colangelo et al., 2019); asimismo, con variables ambientales
como el oxigeno disuelto (Crispo & Chapman, 2010, 2011), la temperatura (Geladakis et
al., 2018), el gradiente altitudinal (Alarcon-Duréan et al., 2017) y la estructura del habitat
(Freudiger et al., 2021).

También se ha observado plasticidad fenotipica en poblaciones de peces en diferentes
ambientes acuéticos. Por ejemplo, se ha hipotetizado que los peces que habitan en altas
corrientes presentan cuerpos hidrodinamicos, mientras que los que ocupan aguas tranquilas
o flujo lento suelen mostrar cuerpos profundos (Langerhans, 2008). Tal hipdtesis se ha

comprobado en los ciclidos Mayaheros urophthalmus (rio, cenote y laguna; Barrientos-
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Villalobos et al., 2018) y Astatotilapia burtoni (rio y lago; Rajkov et al., 2018) y el
ciprinido Cyprinella lutrensis (embalse y tributarios; Akin & Geheber, 2020). Igualmente,
la morfometria geométrica se ha utilizado para detectar cambios de la conformacion
corporal cuando ha habido alteracion en el flujo del agua (Haas et al., 2010; Franssen et
al., 2013a; Gilbert et al., 2020).



2. Materiales y métodos

Area de estudio: se analizaron muestras de aleta y misculo preservadas en etanol al 95%
obtenidas de 403 individuos de Caquetaia kraussii capturados en diferentes sectores del
rio Cauca. Estos sectores, identificados previamente por Landinez-Garcia & Marquez
(2016), incluyen las secciones: media (S1, PHI, S2, S3) y baja (S4, S5, S6 y S7/S8) del rio
Cauca. La seccion PHI con una longitud de 46 km, corresponde a la zona del embalse, un
sistema léntico que antes de la construccion de la hidroeléctrica, presentaba rapidos y
fuertes corrientes. Los demas sectores (S4: 38 km, S5: 61 km, S6: 78 km, S7: 29 km, S8:
17 km) se encuentran aguas abajo del embalse y albergan sistemas lénticos (ciénagas) y
I6ticos (quebradas y rios) en una planicie inundable. Ademas, se obtuvieron individuos de
la estacion piscicola Santa Cruz (EPSC), ubicada cerca del sector S4 y a una distancia de 6

km del cauce principal del rio Cauca. La Figura 1-1 es el mapa del area de estudio.
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Figura 1-1: sitios muestreados de Caquetaia kraussii en el rio Cauca.
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PHI: proyecto hidroeléctrico Ituango, 17 sitios (color morado); EPSCL: Estacidn piscicola Santa Cruz, 1 sitio
(color gris). S4: 3 sitios (color azul claro). S5: 5 sitios (color azul). S6: 13 sitos (color rojo). S7: 3 sitios
(color naranja). S8: 2 sitios (color amarillo). Los archivos shape fueron obtenidos del IGAC

(https://geoportal.igac.gov.co/).

Disefio de los loci de microsatélites: se siguieron las descripciones de Landinez-Garcia &
Marquez (2018) para el disefio de los loci microsatélites. Para el efecto, se extrajo el ADN
gendmico (ADNg) de un individuo de Caquetaia kraussii de EPSC utilizando el Kit
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen). A partir de este ADN se cre6 de una libreria genémica
utilizando el Truseq Nano DNA Library Prep Kit; y el secuenciamiento se realiz6 en la
plataforma Illumina MiSeq, generando lecturas/reads pareados de 300 bases. Luego, se
llevé a cabo la limpieza de las secuencias crudas usando el programa CUTADAPT v2.10

(Martin, 2011), se seleccionaron las secuencias que contenian los microsatélites mediante
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PAL_FINDER v0.02.03 (Castoe et al., 2010), y se disefiaron cebadores para las regiones
que flanquean los microsatélites empleando PRIMER3 v2.0 (Rozen & Skaletsky, 2000).
Posteriormente, los loci potencialmente amplificables fueron sometidos a PCR electronica
con el fin de confirmar in silico el correcto alineamiento de los cebadores (Rotmistrovsky
et al., 2004).

Con el objetivo de evaluar el nivel de polimorfismo de 30 loci seleccionados, se extrajo
ADN de 24 individuos de todos los sectores geogréaficos utilizando el kit GF-1 (Vivantis).
Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en volumenes finales de 10 pl, empleando 0,22
X de buffer Méaster Mix (Invitrogen), 2.5 % v/v de enhancer, 0.25 pmol/ul de primer
forward, 0.5 pmol/ul de primer reverse (Macrogen), 0.25 pmol/pl de adaptadores (Blacket
et al., 2012) marcados con fluorescencia (FAM, VIC, NED o PET de Applied Biosystems)
en el extremo 5° y ~30 ng/ul de ADN. El perfil térmico en un equipo Bio-Rad PCR
Thermal Cyclers, comprendio una etapa de calentamiento a 95 °C por 3 minutos, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacion a 90 °C durante 30 segundos y el anillamiento a 56 °C
por 40 segundos, sin una etapa final de extension. Los fragmentos de los productos
amplificados fueron analizados por electroforesis capilar del analizador genético
SeqStudio (Applied Biosystems), usando GS600 liz como marcador de peso molecular.
Finalmente, se llevd a cabo la lectura y registro de los genotipos con GeneMarker v3.0.0
(SoftGenetics, 2011), seleccionando 16 loci de microsatélites especie especificos segun su

nivel de polimorfismo.

Analisis genético poblacional: antes de estimar la diversidad genética de C. kraussii, se
evaluaron las pruebas del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) y desequilibrio de
ligamiento entre los loci utilizando el programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier &
Lischer, 2010). Para este Ultimo método se ajustaron las significancias estadisticas de las
comparaciones pareadas por el método de Bonferroni (Holm, 1979). También se
calcularon el numero de alelos por locus (Na) y el rango alélico (Ra) en el programa
GenAlex v6.51 (Peakall & Smouse, 2012). Ademaés, se determind el criterio de
informacion polimorfica (PIC) (Botstein et al., 1980) en Cervus v3.0.7 (Marshall et al.,
1998). La heterocigosidad esperada (He) y observada (Ho) y el indice de endogamia (FIS)
se calcularon con el programa ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). El
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programa en linea GENEPOP 4.7 (Raymond & Rousset, 1995; Rousset, 2008) se utilizo
para hallar los valores multilocus (across loci) y la riqueza alélica (Ar) se determiné con el
programa FSTAT v 2.9.4 (Goudet, 2003). El andlisis de la correlacion entre la
heterocigosidad esperada y la riqueza alélica con las distancias fisicas (Km) de los sectores
a la desembocadura del rio Cauca, se realiz6 por el método de Pearson con el paquete
GGPLOT2 de R (Wickham et al. 2023).

La estructura genética de la poblacion de la especie se determind mediante el analisis de
varianza molecular (AMOVA) y el calculo de los estimadores F’st (Meirmans, 2006) y
Dest de Jost (Jost, 2008) en el programa de GenAlex v6.503 (Peakall & Smouse, 2012).
Las significancias estadisticas de los estimadores se corrigieron por el metodo de
Bonferroni (Holm, 1979). Ademaés, se ejecutd un analisis discriminante de los
componentes principales (DAPC) usando el paquete adegenet (Jombart, 2008) de R, con
seis componentes principales retenidos. Otra aproximacion incluyo un anélisis bayesiano
en STRUCTURE 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), usando 1.000.000 de cadenas Markov
Monte Carlo, mas 100.000 cadenas de prueba (“burning”). Este analisis se configuré con
20 iteraciones para cada K, asumiendo 1 a 10 K. Luego, con StructureSelector (Li & Liu,
2018) se determind el posible valor de K basado en los estimadores de Puechmaille
(2016), MEDMEANK, MEDMEDK, MAXMEANK y MAXMEDK, AK (Evanno et al.,
2005) y Ln Pr (XIK) (Pritchard et al., 2000). Posteriormente, el grafico de coancestria se
generd con el programa integrado Clumpak (Kopelman et al., 2015). Basado en los
estimadores de coancestria, los individuos se asignaron a sus respectivos stocks genéticos
y se sometieron al andlisis genético poblacional siguiendo la metodologia antes descrita.
Finalmente, se explord la presencia de loci bajo seleccion realizando comparaciones
pareadas entre los stocks genéticos hallados usando el programa BayeScan v2.1 (Foll &
Gaggiotti, 2008).

La deteccion de cuello de botella reciente se llevd a cabo con dos aproximaciones: se
utiliz6 el programa Bottleneck v.1.2.02 (Piry et al., 1999) para calcular el exceso de
heterocigosidad (HE > HO en el equilibrio mutacion deriva) bajo los modelos de alelos

infinitos (IAM), mutacién de dos fases (TPM) y mutacion por pasos (SMM) y su
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significancia estadistica se determind mediante la prueba de rango con signo de una cola
de Wilcoxon (Luikart & Cornuet, 1998), y el M ratio (Garza & Williamson, 2001),
calculado en ARLEQUIN v3.5.2.2 (Excoffier & Lischer, 2010). Ademas, se estimd el
tamafio efectivo poblacional usando el método de apareamiento aleatorio basado en
desequilibrio de ligamiento (Waples & Do, 2010), implementado en el programa
NeEstimator v2.1 (Do et al., 2014) considerando la frecuencia alélica de 0.05. Por ultimo,
se uso el programa GENECLASS2 (Piry et al., 2004) para evaluar las probabilidades de si
un individuo es residente en el sector muestreado o es un inmigrante de otro sector. Para
esto se utilizd la tasa L_home/L_max para detectar la primera generacion de inmigrantes.
El analisis fue realizado con el método bayesiano (Baudouin & Lebrun, 2001), y
simulaciones con el método de remuestreo de Monte-Carlo (Paetkau et al., 2004) con 16

loci, 10000 individuos y 0.01 como umbral del error tipo I.

Andlisis de morfometria geométrica: se fotografiaron 211 individuos adultos de C.
kraussii en vista lateral izquierda, usando una camara CANON PowerShot SX 130 IS. En
las fotografias se identificaron 11 puntos anatomicos de referencia (Figura 1-2) que fueron
digitalizados con el médulo COO de CLIC: Collection of Landmarks for Identification and
Characterization (descargado de https://xyom-clic.eu/the-clic-package/) (Dujardin, 2008).
La digitalizacion se llevo a cabo en una escala de 1 cm; ademas, se estimo la precision y la
repetibilidad de los landmarks, con dos digitalizaciones, ejecutando una ANOVA de una
via, modelo Il sobre las medidas repetidas (Arnqvist & Martensson, 1998; Klingenberg &
Mcintyre, 1998) en el programa en linea XYOM (https://xyom.io/) (S. Dujardin &
Dujardin, 2019).

El tamafio centroide, se utilizd6 como el estimador del tamafio y se calculé como la raiz
cuadrada de la suma de las distancias elevadas al cuadrado entre el centro de gravedad de
su centroide y los landmarks (Klingenberg et al., 2002). El analisis generalizado de
Procrustes de las coordenadas crudas se realizd para calcular las variables de
conformacion, eliminando asi los sesgos por escala, orientacion y posicion. Las variables
de conformacién fueron los componentes no-uniformes que se han descrito como las
deformaciones regionales de cada objeto con respecto al de referencia (partials warps) y

los componentes uniformes que se han detallado como las deformaciones globales
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(Bookstein, 1990).

Figura 1-2: puntos anatomicos de referencia usados para el analisis morfométrico de
Caquetaia kraussii.

1, inicio de la parte anterior del craneo. 2, inicio de la insercion de la aleta dorsal. 3, inicio de la parte
superior del pedunculo caudal. 4, terminacion de la parte superior del peddnculo caudal. 5, terminacion de la
parte inferior del pedinculo caudal. 6, inicio de la parte inferior del pedinculo caudal. 7, inicio de la
insercion de la aleta anal. 8, inicio de la insercidn de la aleta pélvicas. 9, inicio de la insercion en la parte
inferior de la aleta pectoral. 10, terminacion del opérculo en la parte ventral. 11, centro del diametro de la

orbita del ojo. Foto: Juan Guillermo Ospina del Grupo de Ictiologia de la Universidad de Antioquia.

Para los analisis estadisticos los individuos se clasificaron en ocho grupos de acuerdo con
el grupo genético, la talla y el ambiente: 54 individuos de PHI; 48 de EPSC1 (>15-20 cm);
42 de EPSC2 (10 -15 cm); 10 de lético de S4; 15 de ciénaga de S5; 33 de ciénaga de S6;
26 de ciénaga de S7 y 13 de l6tico S8.

La comparacion de los tamafios centroides entre grupos genéticos, tallas y ambientes se
realizé con las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis y pruebas pareadas de Mann-

Whitney, debido a que no se cumplieron con los supuestos de normalidad (Shapiro Wilks)
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y homocedasticidad (Levene). Estas pruebas se hicieron con el programa PAST 4.09
(Hammer et al., 2022) y se corrigieron las significancias estadisticas por el método de
Bonferroni (Holm, 1979). Finalmente, se realiz6 un gréfico de cajas y bigotes para
visualizar la distribucion de la variable tamafio centroide en XYOM (S. Dujardin &
Dujardin, 2019).

Cabe aclarar que las comparaciones de la conformacion corporal de los grupos genéticos,
tallas y ambientes fueron sometidas a una exploracion inicial con todos los grupos a priori,
contrastando todos contra todos. No obstante, también las comparaciones estuvieron
sujetas a los resultados de los grupos encontrados en el tamafio centroide, para asi
controlar el efecto de tamafio, y contrastar solo los que compartieran el mismo resultado
del tamafio. Estas comparaciones se realizaron mediante la confrontacion de sus distancias
euclidianas debido a que no se cumplieron los supuestos de normalidad (asimetria y
curtosis: Mardia, 1970; prueba de Doornik & Hansen, 1994) y homocedasticidad
multivariadas (prueba M de Box; Rencher, 2002) examinados con el programa PAST 4.09
(Hammer et al., 2022). Las significancias estadisticas de las diferencias entre las
comparaciones se calcularon con 1000 permutaciones y se corrigieron por el método de
Bonferroni (Holm, 1979).

Por otro lado, para la deteccion de alometria se realizd un andlisis de regresion
multivariado, calculandose su significancia estadistica con 1000 permutaciones. Cuando el
efecto alométrico fue significativo se llevd a cabo un analisis multivariado de la
covarianza (MANCOVA) para comprobar si las pendientes alométricas de los grupos
fenotipicos compartian el mismo modelo. Si tenian el mismo modelo se procedié con la
correccion por tamafo y nuevamente se calcularon las significancias estadisticas de las
distancias euclidianas entre los grupos fenotipicos. Estos analisis multivariados se
ejecutaron en el modulo de COV de CLIC. Por otro lado, el andlisis de componentes
principales (PCA) sirvié para ordenar los grupos fenotipicos en XYOM (S. Dujardin &
Dujardin, 2019); y posteriormente se realizd la visualizacion de los objetos medios en
XYOM (S. Dujardin & Dujardin, 2019) y las gradillas de deformacion en tpsregr64
(Rohlf, 2015).
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Por ltimo, se realizaron siete pruebas de mantel con ayuda del paquete Ecodist del
programa R (Goslee & Urban, 2007) para conocer si habia correlacion entre las matrices
de distancias euclidianas, genéticas (estimadores F’st y Dest de Jost) y geogréficas
(distancias fisicas determinadas a partir de coordenadas geogréficas méas cercanas entre los
sectores, excluyéndose a EPSC por no corresponder a un grupo natural). La correlacién
entre las distancias euclidianas y genéticas se realizd por separado considerando
alternativamente el EPSC1 o EPSC2.



3. Resultados

Desarrollo de los microsatélites:

Un total de 16 loci (4mer: 15; 5mer: 1) de 30 preseleccionados satisficieron los criterios
para ser considerados polimorficos (Tabla 1-4). El rango en el tamafio alélico vari6 entre
110-369 pb, el numero de alelos por locus entre 9-29 (Ckral3/Ckra 27; Ckra24) y el
criterio de informacion polimérfica (PIC) entre 0.69 - 0.915 (Ckra 13; Ckra01). Ademas,
todos los loci presentaron equilibrio de ligamiento, indicativo de segregacion
independiente (Tabla 1-5); y equilibrio de Hardy-Weinberg en la mayoria de los sitios
evaluados (Tabla 1-6), indicando que los casos de desviacion no son atribuibles a causas

técnicas.
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Tabla 1-4: secuencias de los primers, caracteristicas y diversidad genética de los 16 loci
de microsatélites especie especificos de Caquetaia kraussii.

Locus  Motivo Primers F (forward) y R (reverse) Ra Na PIC Adaptador

Ckra01 (ATCT)n F: CATGCAGTTATCACATTATTGTCC 205-337 28 0.915 TailB
R: CATCACGTAGTATGGCACTCC

Ckra02 (ATGG)n  F: AGGCCAAAAGATGGATGGG 219-291 17 0.778 TailB
R: TTGAACAAAATACCTTAGCCTCAGC

Ckra03 (ATCT)n F: CCAGAACAAAATGCTCACTGC 110-170 15 0.843 TailB
R: GTGGCCAATAAAACATAAAGACC

Ckra04 (ATCT)n F: CAATAGCCTACACTCTGGACAGG 128-228 24 0.910 TailB
R: GCCTGTCGGTCAAATGTAGC

Ckra05 (ATCT)n F: GGATGCTCATATTGAGCGTAACC 274-354 20 0.882 TailB
R: GTTCGAAGTATCCTTGGGCG

Ckra06 (ATGG)n  F: TCGCTTCATAGAAATGTTGTTGG 163-215 14 0.785 TailB
R: TCTGTTGAGTCTGTTGGGGC

Ckra07 (ATCT)n F: ACACATGTCAGGTGGATGGG 207-319 25 0.910 TailB
R: GTCACTGACTCTGCATACCAGC

Ckra08 (ATGG)n  F: AACATCCTGCAGCATTCACG 166-206 11 0.798 Tail B
R: TGACCCTGAAAAGGATACATGG

Ckral2 (ATGG)n  F: ATGATGTGCTGATGGATGGG 255-299 12 0.768  Tail A
R: CGCCAATGAATTGGATAAGTGG

Ckral3 (ATGG)n  F: AGACCCTGAACAGGATAAGTGG 222-254 9 0.690 Tail A
R: GAGGCTGACCAGAGGAAAGG

Ckral8 (ATGG)n  F: TGAAACAAACTGGTTGGAAGG 160-220 16 0.790 TailD
R: ATAACCCAAAACAGGGCACC

Ckra2l (ATCT)n F: GTGGAGACGACACCAAGTGC 232-352 23 0.864 TailD
R: TGGCTTATGGATGAAGCACC

Ckra22 (ATGG)n  F: ACATGGAGCTGATTCCAGCC 210-282 19 0.881 TailD
R: AGGTGACTTCGCCTCTCACC

Ckra24 (ATCT)n F: CACCCTGTTGTGGTTAACGG 241-369 29 0.927 TailD
R: GAATAATGCAGCAGCAAGGC

Ckra27 (ATGG)n  F: CTGTGGCAGCTGGGATAAGC 156-188 9 0.731 TailC
R: AGGGTTCCTGCAAACACAGG

Ckra29 (ATATC)n F: TCCAAACACGGTCAGTCTGC 185-240 12 0.838 TailC

R: AGTGGGCCTATTGTTGGGG

Ra: Rango alélico, Na: nimero de alelos por locus y PIC: criterio de informacién polimoérfica. Tail A:
GCCTCCCTCGCGCCA. Tail B: GCCTTGCCAGCCCGC. Tail C: CAGGACCAGGCTACCGTG. Tail D:
CGGAGAGCCGAGAGGTG.
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Tabla 1-5: pruebas de desequilibrio de ligamiento de 16 loci desarrollados en Caquetaia

kraussii.
locusl locus2 ~ Valorp locus1 locus2 ~ Valorp  locusl locus2 ~ Valor p locusl locus2 ~ Valor p
Ckra07 Ckra22 0.003 Ckra08  Ckra27 0.172 Ckra01 Ckra04 0.454 Ckra03  Ckra24 0.727
Ckra06 Ckra24 0.004 Ckra02 Ckra21 0.178 Ckra04  Ckra27 0.454 Ckra01  Ckra27 0.732
Ckra2l  Ckra22 0.012 Ckra04  Ckra24 0.184 Ckra01  Ckra03 0.464 Ckra03  Ckra2l 0.735
Ckra01 Ckra06 0.014 Ckral8  Ckra22 0.189 Ckral2 Ckra27 0.470 Ckra02  Ckra24 0.745
Ckra04  Ckral3 0.017 Ckra05  Ckra07 0.195 Ckra21 Ckra24 0.474 Ckra04  Ckra06 0.748
Ckra02 Ckra22 0.017 Ckra04  Ckral2 0.202 Ckra06  Ckra27 0.490 Ckra05  Ckra06 0.748
Ckral8 Ckra29 0.018 Ckra13 Ckra24 0.211 Ckra03  Ckral3 0.492 Ckra06  Ckra22 0.754
Ckra01  Ckra07 0.030 Ckra22  Ckra27 0.242 Ckra02  Ckra04 0.508 Ckra02  Ckra05 0.784
Ckra01  Ckra02 0.036 Ckra21  Ckra27 0.248 Ckra07  Ckral3 0.528 Ckra04  Ckra07 0.801
Ckra05  Ckral2 0.040 Ckra27  Ckra29 0.253 Ckra07  Ckral2 0.531 Ckra02  Ckra06 0.809
Ckra04  Ckra05 0.055 Ckra03  Ckra29 0.254 Ckra03  Ckra04 0.544 Ckra02  Ckra27 0.836
Ckra04  Ckra22 0.060 Ckra02  Ckral3 0.271 Ckra07  Ckra29 0.556 Ckra07  Ckra08 0.849
Ckra01  Ckra2l 0.062 Ckra07  Ckral8 0.272 Ckra08  Ckra22 0.556 Ckra02  Ckral2 0.854
Ckra05  Ckra24 0.074 Ckra02  Ckral8 0.290 Ckral8  Ckra2l 0.559 Ckra07  Ckra24 0.856
Ckral3  Ckral8 0.079 Ckra06  Ckra07 0.294 Ckral8  Ckra24 0.562 Ckra06  Ckra08 0.859
Ckra01  Ckra29 0.090 Ckra08  Ckral8 0.296 Ckra02  Ckra08 0.567 Ckra05  Ckra22 0.859
Ckra05  Ckral8 0.093 Ckra2l  Ckra29 0.298 Ckral2  Ckra2l 0.587 Ckra07  Ckra27 0.869
Ckra01  Ckral2 0.095 Ckra08  Ckra24 0.301 Ckra06  Ckral2 0.588 Ckral3  Ckra29 0.876
Ckra05  Ckra27 0.095 Ckra03  Ckral8 0.308 Ckra01  Ckral3 0.591 Ckra02  Ckra03 0.888
Ckra08  Ckral3 0.100 Ckra04  Ckral8 0.313 Ckra06  Ckral8 0.593 Ckra22  Ckra29 0.892
Ckra02  Ckra29 0.102 Ckra04  Ckra29 0.316 Ckra01  Ckra05 0.601 Ckra24  Ckra29 0.897
Ckral3  Ckra22 0.109 Ckra02  Ckra07 0.317 Ckra06  Ckra21l 0.612 Ckra07  Ckra21l 0.909
Ckra03  Ckra06 0.112 Ckra08  Ckra29 0.318 Ckra05  Ckral3 0.625 Ckra03  Ckra22 0.932
Ckra04  Ckra21l 0.120 Ckral2  Ckra22 0.325 Ckra08  Ckral2 0.647 Ckral3  Ckra21l 0.939
Ckra05  Ckra08 0.126 Ckra03  Ckra27 0.354 Ckra24  Ckra27 0.647 Ckra01  Ckral8 0.945
Ckra05  Ckra21l 0.142 Ckra22  Ckra24 0.355 Ckra04  Ckra08 0.660 Ckral2  Ckral3 0.946
Ckra03  Ckra05 0.150 Ckral8  Ckra27 0.381 Ckra03  Ckral2 0.666 Ckra06  Ckral3 0.968
Ckra03  Ckra08 0.160 Ckra01  Ckra22 0.396 Ckra01  Ckra24 0.681 Ckral2  Ckra29 0.971
Ckra08  Ckra2l 0.166 Ckral3  Ckra27 0.417 Ckra01  Ckra08 0.682 Ckra03  Ckra07 0.974
Ckral2  Ckra24 0.169 Ckra05  Ckra29 0.441 Ckral2  Ckral8 0.686 Ckra06  Ckra29 0.974
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Tabla 1-6: estimadores de diversidad genética de Caquetaia kraussii por sitio y grupo
genético en las secciones media y baja del rio Cauca.

S8 S7 S6

Locuss N Na Ho He  Puwe FIS N Na Ho He Puwe  FIS N Na Ho He Pwwe FIS
Ckra01 26 21 0.962 0959 0.160 -0.003 49 23 1.000 0.952 0.629 -0.051 80 24 0.975 0.944 0.895 -0.033
Ckra02 26 14 0.846 0.873 0.634 0.031 49 14 0.816 0.851 0.746 0.041 80 15 0.750 0.801 0.003 0.064
Ckra03 26 13 0.923 0.855 0.909 -0.081 49 13 0.837 0.878 0.334 0.047 80 12 0.950 0.878 0.063 -0.083
Ckra04 26 21 0.885 0.956 0.061 0.076 49 22 0.939 0.950 0.125 0.011 80 21 0.913 0.933 0.537 0.022
Ckra05 26 17 0.923 0941 0.507 0.020 49 17 0.918 0.921 0.139 0.003 80 18 0.975 0.922 0.475 -0.058
Ckra06 25 10 0.840 0.829 0.972 -0.013 49 12 0.857 0.856 0.299 -0.002 80 12 0.875 0.891 0.870 0.018
Ckra07 25 19 0.880 0.949 0.281 0.074 49 22 0.939 0.946 0530 0.008 80 20 0.938 0.937 0.315 0.000
Ckra08 26 10 0.885 0.865 0.386 -0.023 49 10 0.837 0.829 0.338 -0.009 79 10 0.797 0.826 0.226 0.034
Ckral2 26 10 0.923 0.877 0.969 -0.054 49 10 0.898 0.853 0.890 -0.053 80 10 0.800 0.844 0.112 0.052
Ckral3 26 7 0.654 0696 0.517 0062 49 7 0.776 0.768 0528 -0.010 80 8 0.738 0.757 0.199 0.025
Ckral8 26 11 0.962 0876 0475 -0.099 49 13 0.857 0.873 0.220 0.018 79 13 0.861 0.846 0.358 -0.018
Ckra2l 26 19 0.885 0.940 0.109 0.060 49 17 0.959 0.924 0274 -0.039 80 20 0.825 0.907 0.177 0.091
Ckra22 26 16 0.885 0918 0.754 0.037 49 15 0.878 0.908 0.298 0.034 80 16 0.850 0.893 0.671 0.049
Ckra24 26 18 0.885 0937 0.153 0.057 48 22 0979 0.940 0475 -0.042 80 22 0950 0.936 0.510 -0.015
Ckra27 26 8 0.731 0811 0.703 0.101 48 9 0.792 0.777 0.714 -0020 80 9 0.738 0.764 0.533 0.035
Ckra29 26 11 0.923 0.867 0.836 -0.067 49 11 0.878 0.857 0.090 -0.024 79 9 0861 0.853 0.868 -0.010

S5 S4 PHI

Locus N Na Ho He  Puwe FIS N Na Ho He Puwe FIS N Na Ho He Pwwe FIS
Ckra01 42 14 1000 0914 0.858 -0.096 21 13 0.810 0.855 0.249 0.054 98 8 0.806 0.798 0.788 -0.011
Ckra02 43 9 0.744 0.780 0.327 0.046 21 8 0.714 0.751 0436 0051 100 6 0.700 0.671 0.073 -0.044
Ckra03 43 10 0.884 0.851 0.090 -0.039 21 9 0.905 0.822 0.757 -0.103 100 6 0.600 0.663 0.383 0.095

Ckra04 42 17 0.810 0.885 0.622 0.087 21 13 0.762 0.900 0.008 0.157 99 10 0.717 0.656 0.248 -0.094
Ckra05 43 13 0.791 0.796 0.384 0.007 21 8 0619 0.747 0126 0175 99 9 0.798 0.720 0.789 -0.110
Ckra06 43 8 0.744 0.788 0.203 0057 21 8 0810 0.724 0476 -0.122 100 7 0.470 0.436 0.825 -0.079
Ckra07 43 15 0.884 0.903 0.797 0.022 21 13 0905 0.886 0.975 -0.022 100 9 0.770 0.758 0.276 -0.016
Ckra08 43 8 0.884 0.801 0.132 -0.105 21 7 0524 0.732 0.001 0289 100 6 0.690 0.721 0.482 0.044
Ckral2 43 8 0.860 0.809 0.492 -0.065 21 6 0.762 0.779 0.370 0.023 100 5 0.690 0.654 0.983 -0.055
Ckral3 43 7 0.791 0.697 0.958 -0.136 21 6 0.619 0.567 0.663 -0.095 100 4 0.540 0.560 0.070 0.036
Ckral8 43 11 0.791 0.774 0376 -0.022 21 7 0.667 0.650 0.873 -0.026 100 7 0.800 0.784 0.521 -0.020
Ckra2l 42 15 0.929 0.889 0.337 -0.045 19 16 0.789 0.925 0.152 0.150 100 7 0.670 0.706 0.603 0.051
Ckra22 43 12 0.837 0.865 0.009 0032 21 9 0.714 0.787 0117 0.095 99 8 0.747 0.795 0.408 0.060
Ckra24 43 19 0.907 0917 0.364 0011 21 17 0.810 0.940 0.003 0.141 100 12 0.740 0.789 0.004 0.062
Ckra27 43 6 0.651 0.632 0.069 -0.031 21 6 0.429 0.568 0.094 0250 99 6 0434 0415 0977 -0.047
Ckra29 43 10 0.860 0.870 0.585 0.011 20 9 0.800 0.832 0426 0.039 99 6 0.444 0554 0.134 0.198
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Tabla 1-6 (cont.): estimadores de diversidad genética de Caquetaia kraussii por sitio y
grupo genético en las secciones media y baja del rio Cauca.

EPSC Stock S6-S7-S8 Stock S4-S5

Locus N Na Ho He  Puawe FIS N Na Ho He Pawe FIS N Na Ho He  Puwe FIS
Ckra01 83 10 0.735 0.718 0.044 -0.023 155 28 0.981 0.949 0916 -0.034 63 16 0.937 0.901 0.605 -0.039
Ckra02 83 6 0.361 0.394 0.088 0.082 155 17 0.787 0.830 0.116 0.052 64 10 0.734 0.767 0.241 0.042
Ckra03 83 6 0.723 0719 0.660 -0.005 155 15 0.910 0.881 0.326 -0.033 64 11 0.891 0.844 0.265 -0.055
Ckra04 84 12 0.821 0.735 0.082 -0.119 155 24 0916 0945 0.048 0.030 63 18 0.794 0.902 0.013 0.121
Ckra05 84 8 0.643 0.739 0.009 0.131 155 19 0.948 0.926 0.760 -0.025 64 13 0.734 0.778 0.155 0.056
Ckra06 84 6 0.238 0.334 0.001 0.289 154 13 0.864 0.880 0.800 0.019 64 8 0.766 0.766 0.56 0.000
Ckra07 84 11 0.798 0.839 0.001 0.050 154 24 0.929 0941 0.080 0.014 64 17 0.891 0.897 0.983 0.007
Ckra08 84 4 0.655 0.658 0.009 0.006 154 11 0.825 0.834 0.304 0.011 64 9 0.766 0.795 0.033 0.037
Ckral2 84 5 0.143 0.169 0.012 0.154 155 12 0.852 0.852 0.224 0.000 64 8 0.828 0.798 0.339 -0.039
Ckral3 84 4 0.381 0401 0375 0.049 155 9 0.735 0.753 0.014 0.023 64 7 0.734 0.656 0.921 -0.120
Ckral8 84 4 0.321 0.448 0.004 0.284 154 15 0.877 0.864 0.106 -0.015 64 11 0.750 0.738 0.197 -0.017
Ckra21 84 11 0.690 0.665 0.170 -0.038 155 22 0.877 0921 0.374 0.048 61 19 0.885 0.905 0.695 0.022
Ckra22 82 7 0.561 0.604 0.038 0.072 155 19 0.865 0.905 0.611 0.045 64 12 0.797 0.846 0.017 0.059
Ckra24 84 14 0.774 0786 0.065 0.015 154 25 0.948 0.941 0.194 -0.008 64 21 0.875 0.924 0.123 0.053
Ckra27 84 5 0.357 0379 0.099 0.058 154 9 0.753 0.784 0571 0.039 64 8 0.578 0610 0.063 0.053
Ckra29 84 8 0.786 0.735 0.272 -0.070 154 12 0.877 0.856 0.608 -0.024 63 11 0.841 0.862 0.363 0.024

N: nimero de individuos, Na: nimero de alelos por locus, Ho: heterocigosidad observada, He:
heterocigosidad esperada, Pnwe: significancia estadistica de la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg y Fis:

indice de endogamia. En negrilla los valores con significancia estadistica.

Diversidad genética poblacional: la diversidad genética por sitio mostré un ligero déficit
de heterocigosidad en EPSC, S4 y en dos grupos genéticos (S6-S7-S8, S4-S5) revelados
méas adelante por el analisis de estructura genética (Tabla 1-7). Este déficit estuvo
relacionado con un indice de endogamia significativo Unicamente en S4 (Fis: 0.058; Pss :
0.036). La diversidad genética mostrd un gradiente decreciente desde la seccidn baja hacia
la seccion media del rio Cauca (S8>S7>S6>S5>S4); y alcanz6 sus menores valores en los
ambientes confinados PHI y EPSC. Este gradiente permanecié cuando se compard la
diversidad entre grupos genéticos (S6-S7-S8>S4-S5>PHI>EPSC). Esta distribucion de la
diversidad genética fue relacionada negativamente con la distancia a la desembocadura del
rio Cauca (Figura 1-3), tanto para He (R: -0.970, p: 0.001) como para Ar (R: -1.000, p:
0.001).
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Tabla 1-7: diversidad genética de 16 loci de microsatélites de Caquetaia kraussii en el rio
Cauca.

Sector N Na Ar Ho He Phwe FIS Pris
S8 26 14.063 12,845 0.874 0.884 0.598 0.007 0.360
S7 49 14.813 11.977 0.885 0.880 0.295 -0.008 0.732
S6 80 14938 11.178 0.862 0.871 0.164 0.008 0.249
S5 43 11.375  9.501 0.835 0.823 0.143  -0.020  0.905
S4 21 9.688 9.424 0.727 0.779  <0.001 0.058 0.036

Stock S6-S7-S8 155 17.125 15255 0.871 0.879 0.046 0.006 0.232
Stock S4-S5 64 12.438 12.362  0.800 0.812 0.006 0.008 0.289
PHI 100 7.250 5.475 0.664 0.667 0.128 0.001 0.493
EPSC 84 7.563 5.264 0.562 0.583 <0.001 0.033 0.055

N: nimero de individuos, Na: nimero de alelos por locus, Ar: riqueza alélica, Ho: heterocigosidad
observada, He: heterocigosidad esperada, Prwe: significancia estadistica de la prueba de equilibrio Hardy-
Weinberg, Fis: indice de endogamia y Pgs: significancia estadistica de la endogamia. En negrilla los valores
con significancia estadistica.

Figura 1-3: correlacion de la diversidad genética con la distancia a la desembocadura del
rio Cauca.

d 160 2(I]O 360 0 1EI]O 260 SfI]O
Distance to the Cauca river mouth (km) Distance to the Cauca river mouth (km)

Ar: riqueza alélica; He: heterocigosidad esperada; R: coeficiente de correlacion de Pearson; p:
significacancia estadistica.
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Diferenciacion genética poblacional: El analisis de la varianza molecular (F’st = 0.935,
Valor p = 0.001) y las pruebas pareadas de diferenciacion genética poblacional de los
estimadores F’st y Dest de Jost mostraron significancia en el grado de diferenciacion entre
sitios (Tabla 1-8), evidenciando que todos los sectores difieren genéticamente entre si,
excepto S7 y S8 en ambas pruebas.

Tabla 1-8: pruebas pareadas de diferenciacion genética F’st y DEST de Jost.

Comparaciones pareadas F’st

PHI EPSC S4 S5 S6 S7 S8
PHI - 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
EPSC 0.174 - 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
S4 0.108 0.061 - 0.005 0.001 0.001 0.001
S5 0.080 0.065 0.013 - 0.001 0.001 0.001
S6 0.085 0.092 0.035 0.022 - 0.001 0.002
S7 0.079 0.097 0.038 0.024 0.007 - 0.254
S8 0.079 0.104 0.040 0.028 0.011 0.008 -
Comparaciones pareadas Dest de Jost
PHI - 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
EPSC 0.688 - 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
S4 0.584 0.240 - 0.007 0.001 0.001 0.001
S5 0.478 0.306 0.033 - 0.001 0.001 0.001
S6 0.597 0.521 0.265 0.197 - 0.001 0.002
S7 0.553 0.557 0.289 0.218 0.036 - 0.267
S8 0.545 0.589 0.292 0.238 0.062 0.008 -

Debajo de la diagonal, el valor del estimador hallado. Arriba de la diagonal, la significancia estadistica. En

negrilla los valores con significancia estadistica.

Tanto el analisis DAPC (Figura 1-4) como el analisis bayesiano de asignacion poblacional
de Structure (Figura 1-5) sugirieron que C. kraussii estd conformada por tres o cuatro
grupos genéticos (AK = 3; MedMed, MedMean = 4; MaxMed, MaxMean = 5; Mean
LnP(K) = 4). Al final, se determinaron cuatro stocks, los cuales fueron PHI, EPSC, stock
S4-S5 y stock S6-S7-S8.
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Figura 1-4: andlisis discriminante de componentes principales de Caquetaia kraussii de
los 7 sectores en el rio Cauca.

DA eigenvalues

Figura 1-5: grafico de barras de los coeficientes de coancestria poblacional por Structure
paraK=3, K=4yK=5.

PHI EPSC S4 S5 S6 S7 S8

Por otra parte, los valores de la probabilidad posterior del modelo (PO) de Bayescan para
la deteccidn de loci bajo seleccidn se presentaron en la Tabla 1-9, donde los valores que

superaron el valor de referencia 0.76, indicarian los loci que estuvieron bajo seleccion.
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Asi, la Gnica comparacion pareada que mostré un locus bajo seleccion (Ckra 21) fue S4-S5
vs S6-S7-S8. Ademas, otro pardmetro hallado, Alpha, el cual es el componente de locus
especifico compartido por las poblaciones usando una regresion logistica, indica que la
fuerza y direccion de la seleccion en el locus tuvo un valor de 1.234, lo cual sugiere la
existencia de seleccion balanceadora o purificadora.

Tabla 1-9: resultados del método de probabilidad bayesiana para encontrar loci bajo
seleccién en las comparaciones pareadas de las poblaciones a posteriori.

PHI/EPSC PHI/S4-S5 PHI/S6-S7-S8 EPSC/S4-S5 EPSC/S6-S7-S8  S4-S5/S6-S7-S8

Ckra01 0.035 0.036 0.033 0.048 0.049 0.047
Ckra02 0.056 0.051 0.051 0.108 0.052 0.043
Ckra03 0.041 0.045 0.049 0.044 0.049 0.041
Ckra04 0.039 0.040 0.047 0.063 0.260 0.304
Ckra05 0.058 0.054 0.048 0.042 0.036 0.053
Ckra06 0.108 0.069 0.046 0.049 0.072 0.101
Ckra07 0.091 0.121 0.052 0.085 0.127 0.237
Ckra08 0.052 0.050 0.042 0.075 0.074 0.047
Ckral2 0.111 0.069 0.045 0.123 0.106 0.047
Ckral3 0.070 0.054 0.064 0.061 0.084 0.059
Ckral8 0.049 0.107 0.055 0.059 0.092 0.049
Ckra21 0.176 0.053 0.038 0.065 0.100 0.972
Ckra22 0.037 0.043 0.048 0.047 0.043 0.042
Ckra24 0.294 0.225 0.214 0.142 0.150 0.228
Ckra27 0.057 0.096 0.045 0.060 0.047 0.113
Ckra29 0.040 0.085 0.063 0.078 0.060 0.182

PO: la probabilidad posterior del modelo. En negrilla los valores con significancia estadistica.

Demografia genética poblacional: las pruebas de cuello de botella resumidos en la Tabla
1-10 fueron significativas para todos los sitios (excepto EPSC y S4) en el método de alelos
infinitos; S6, S7, S8 y grupo genético S6-S7-S8 en el modelo de dos fases; mientras que
ninguno de los grupos evaluados fue significativo bajo el modelo de mutacion por pasos.
Ademas, el M ratio dio valores por debajo de 0.680, indicando cuellos de botella recientes
en todos los sitios y grupos genéticos. A diferencia de los stocks S4-S5 y S6-S7-S8 y S7
que exhibieron valores superiores a 1000 (2220, 5349 y 1665, respectivamente), los
tamanfos efectivos poblacionales fueron bajos en PHI, EPSC, S4 y S6 (161, 17, 49 y 723,

respectivamente) y no pudieron estimarse de manera confiable para S5y S8 (Tabla 1-10).
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En cuanto a eventos migratorios, se detectaron ocho individuos como potencialmente
inmigrantes en los sectores muestreados y fueron asignados a los sectores de origen mas
probables; tres individuos de EPSC fueron asignados en S5 (valor p en todos: <0.001); un
individuo de S4 fue establecido en S5 (valor p: 0.005); dos individuos de S5 en S4 (valor
p: 0.007); un individuo de S6 en S7 (valor p: <0.001); y un individuo de S7 en S6 (valor p:
0.002).

Tabla 1-10: pruebas para detectar cuellos de botella recientes.

IAM SMM TPM M Ratio Ne
S8 <0.001 0.647 0.012 0.234 +0.030 '”fl':;itﬁiggfo’
s7 <0.001 0.470 <0001  0229+0030 1665 (350, Infinite)
S6 <0.001 0.647 0.003 0.240£0029 723 (360, 15881)
S5 <0.001 0.991 0.096 0.210 + 0.037 '”fl':;itﬁi%‘r""
s4 0.106 1,000 0.975 0.219 +0.033 49 (31, 101)
S6-S7-S8  <0.001 0.884 <0001  0240+0029 5349 (1157, Infinite)
S4-55 <0.001 1,000 0.188 0.225+0036 2220 (364, Infinite)
PHI 0.003 0.997 0.430 0.180 + 0,042 161 (114, 254)
EPSC 0.372 1,000 0.992 0.189 + 0.043 17 (15, 20)

Donde IAM: modelo de alelos infinitos. SMM: modelo mutacional escalonado, TPM: modelo de dos fases.
Las probabilidades segun la prueba de una cola de Wilcoxon (exceso de heterocigosidad), calculadas por
Bottleneck v1. Valores de M ratio calculados por Arlequin v3.5.2.2. Ne: nimero de individuos del tamafio
efectivo de la poblacion, calculado con NeEstimator v2.1. En negrilla los valores con significancia

estadistica.

Morfometria: la repetibilidad de los landmarks fue del 84%, mostrando confiabilidad en
los resultados. Por otro lado, los estadisticos de la longitud estandar y tamafio centroide
compartieron la misma distribucién, no obstante, el tamafio centroide presentd mayores
valores debido a su naturaleza geométrica (Tabla 1-11). En cuanto al tamafio centroide, la
prueba de Kruskal-Wallis detecto diferencias significativas entre los grupos fenotipicos (p:
<0.001). Especificamente, las pruebas pareadas de Mann-Whitney (Tabla 1-12) y la
visualizacion de las tallas en un diagrama de caja y bigotes (Figura 1-6) muestran
individuos de tamafios grandes (PHI y EPSC1), intermedios (lético de S4 y EPSC2) y

pequefios (ciénaga de S5, ciénaga de S6, ciénaga de S7 y I6tico de S8).
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Tabla 1-11: estadisticos de la longitud estandar y tamafio centroide de Caquetaia kraussii.

Longitud estandar Tamafio centroide
Sectores N
Media SD Rango Media SD Rango

PHI 54  17.826 1.378 15.114-19.914 21.744 1.709 18.600-24.972
EPSC1 48  17.964 1.218 15.091-19.490  23.000 1.603 19.218-25.059
EPSC2 42  12.956 1.063 10.683-14.672 16.272 1413 13.517-18.646
S4_Lético 10 13.931 0.907 11.596-14.762 17.119 1.106 14.288-18.243
S5 Ciénaga 15  11.170 0.447 10.471-12.068 13.590 0.515 12.907-14.554
S6_Ciénaga 33  11.908 1.472 10.244-14.939 14.440 1.846 12.235-18.676
S7_Ciénaga 26  11.831 0.972 10.154-14.019 14.358 1.164 12.520-17.186
S8_Lético 13 10.641 0.432 10.091-11.431 12.965 0.531 12.175-13.757

N: nimero de individuos. SD: desviacion estandar. PHI: proyecto hidroeléctrico Ituango. EPSC: Estacion
piscicola San Carlos.

Tabla 1-12: comparaciones pareadas del tamafio centroide usando la prueba de Mann-
Whitney.

Grupo pareado Valor P Grupo pareado Valor P
PHI/EPSC2 <0.001 EPSC2/S8_Ldtico <0.001
PHI/S4_Lético <0.001 EPSC2/S6_Ciénaga <0.001
PHI/S5_Ciénaga <0.001 S4_Lotico/S7_Ciénaga 0.001
PHI/S6_Ciénaga <0.001 S4_Lotico/S5_Ciénaga 0.001
PHI/S7_Ciénaga <0.001 S4_Lotico/S8_Latico 0.002
PHI/S8_Lético <0.001 S7_Ciénaga/S8_Lotico 0.003
EPSC1/EPSC2 <0.001 PHI/EPSC1 0.008
EPSC1/S4 Lotico <0.001 S4_Lotico/S6_Ciénaga 0.034
EPSC1/S5_Ciénaga <0.001 S6_Ciénaga/S8_Lotico 0.204
EPSC1/S6_Ciénaga <0.001 S5_Ciénaga/S8_Lotico 0.316
EPSC1/S7_Ciénaga <0.001 S5_Ciénaga/S7_Ciénaga 0.538
EPSC1/S8_Ldtico <0.001 EPSC2/S4_Lotico 1.000
EPSC2/S5 _Ciénaga <0.001 S5_Ciénaga/S6_Ciénaga 1.000
EPSC2/S7_Ciénaga <0.001 S6_Ciénaga/S7_Ciénaga 1.000

En negrilla los valores con significancia estadistica.



38 Genética poblacional y variacién fenotipica del ciclido Caquetaia kraussii (Steindachner,
1878) en la cuenca media y baja del rio Cauca, Colombia.

Figura 1-6: diagrama de caja y bigotes del tamafio centroide de Caquetaia kraussii por
ambientes.
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Conformacion: la conformacion corporal fue significativamente diferente entre tallas
(Tabla 1-13, Figura 1-7A), grupos genéticos (Tabla 1-13, Figura 1-7C, D), ambientes
(Tabla 1-13, Figura 1-7D) y las interacciones talla+ambiente (Tabla 1-13, Figura 1-7B)
y genética+tambiente (Tabla 1-13, Figura 1-7D). Especificamente en la Figura 1-7D, el
Componente Principal 1 (25% de la variacion total) separé los grupos por genética,
mientras que el Componente Principal 2 (15% de la variacion total), separo los grupos por
ambientes. Todas las comparaciones evidenciaron efecto alométrico segun los analisis de
regresion multivariada computado con 1000 permutaciones, excepto la comparacion de
I6tico de S4 con EPSC2 (p: 0.063). No obstante, en las comparaciones que presentaron
efecto alométrico, el analisis multivariado de covarianzas (MANCOVA) mostré que el
modelo alométrico presentaba pendientes iguales; por lo que, se pudieron corregir las

coordenadas por tamafio y recalcular las significancias estadisticas (Tabla 1-13).
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Tabla 1-13: comparaciones pareadas de las distancias euclidianas.

Efecto Prm LW F P Grupo pareado DE Poe DEC Poec
T 0.001 0.76 Fseo): 1.212 0.276 EPSC1/EPCC2 0.021 <0.001 0.021 <0.001
T+A 0.002 0.157 Fasa4): 1.191 0.482 S4_L 6tico/S5_Ciénaga 0.021 <0.001 0.040 <0.001
0.001 0.744 Fsey): 1.545 0.096 PHI/EPSC1 0.070 <0.001 0.070 <0.001

0.036 0501  Famameyl2l2 0062 S5 Ciénaga/S6_Ciénaga  0.020 <0001  0.022  <0.001
0.036 0501  Famaseyl2l2 0062 S5 Ciénaga/S7_Ciénaga  0.021 <0001  0.022  <0.001

G+A 0.063 0592  Fusal.186  0.328 S4_L6tico/EPSC2 0037 <0001  NA NA

G+A 0.036 0501  Fumameyl212 0062  S5_Ciénaga/S8_Lético  0.022  <0.001 0022  <0.001
A 0.036 0501  Fumaseyl212 0062  S6_Ciénaga/S8_Lético 0016 0001 0018  <0.001
A 0.036 0501  Fumaseyl212 0062  S7_Ciénaga/S8_Lético ~ 0018  <0.001 0020  <0.001
D 0.036 0501  Fumameyl212 0062  S6_Ciénaga/S7_Ciénaga  0.010 0062 0010  <0.001

Prm: significancia estadistica de la regresion multivariada; LW: Lambda de Wilks; F, P: estadistico F y
significancia estadistica del MANCOVA, respectivamente; DE: distancia euclidiana sin correccién por
alometria; DEC: distancia euclidiana corregida; Ppe: significancia estadistica de la distancia euclidiana sin
correccion por alometria; y Ppec: significancia estadistica de la distancia euclidiana corregida; T: talla, A:
ambiente, G: genética. En negrilla los valores con significancia estadistica.

Figura 1-7: analisis de componentes principales de la conformacion corporal de
Caquetaia kraussii.

o Epscr

= pscy
e . s
wsc2

PHI

o tpsc
— 51

A: diferencias entre tallas; B: diferencias entre tallas y ambientes; C: diferencias entre grupos

genéticos; D: diferencias entre ambientes y entre grupos genéticos.
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Los individuos mas grandes presentaron conformaciones corporales mas hidrodinamicas
que la de los individuos de talla intermedia (Figura 1-8A). De manera similar, los
individuos de talla intermedia presentaron cuerpos mas hidrodinamicos que los de los
individuos pequefios, aun cuando en este caso no se pudo aislar el efecto del ambiente
(Figura 1-8B). Entre grupos genéticos, las conformaciones corporales méas hidrodindmicas
se observaron en los individuos del embalse PHI respecto a los de la piscicola;
comparacion que mostro la mayor diferencia en la conformacion corporal. Aun cuando en
menor magnitud, también se encontraron conformaciones corporales méas hidrodindmicas
en S7 respecto a S5y S5 respecto a S6. Las diferencias mas pequefias se encontraron entre
S6 y S7, aun cuando estas muestras pertenecen a grupos que comparten similitudes en
tallas, genética y ambiente. Entre ambientes, los cuerpos de los individuos del ambiente
I6tico de S8 fueron mas hidrodindmicos que los de las ciénagas de S7, pero menos
hidrodinamicos que los de las ciénagas de S6.

Figura 1-8: conformacion corporal promedio de Caquetaia kraussii de acuerdo con la
talla, la genética y el ambiente.

A B
c D
E F
G H

A: EPSCI1/EPSC2. B: S4 Lético/S5 Ciénaga. C: PHI/EPSCL1. D: Sb5_Ciénaga/S6_Ciénaga. E:
S5_Ciénaga/S7_Ciénaga. F: S6_Ciénaga/S7_Ldtico. G: S7_Ciénaga/S8_LJdtico. H:
S6_Ciénaga/S7_Ciénaga.
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Las pruebas de mantel mostraron correlacién entre todas las matrices de distancias,
excepto la distancia euclidiana vs distancia geografica, con 0.1 de umbral del error tipo I;
indicando que la conformacion corporal de los peces no estuvo correlacionada con las
distancias geogréaficas (R = 0.286, p = 0.390). En contraste, las distancias genéticas
estuvieron correlacionadas significativamente con las distancias geograficas (F’st: R =
0.633, p = 0.045; Dest de Jost: R = 0.717, p = 0.009) (Figura 1-9) y con la conformacién
corporal de los peces (F’st EPSC1: R = 0.787, p = 0.004; F’st EPSC2: R = 0.833, p =
0.002; Dest de Jost EPSC2: R = 0.661, p = 0.044), excepto en una comparacion (Dest de
Jost EPSC1: R = 0.609, p = 0.090) (Figura 1-10).

Figura 1-9: prueba de Mantel entre los estimadores de diferenciacion genética, las
distancias euclidianas y las distancias geograficas.
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Figura 1-10: prueba de Mantel entre los estimadores de diferenciacion genética y las
distancias euclidianas.
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4. Discusion

El presente estudio buscé resolver preguntas relacionadas con la genética poblacional y
variacion fenotipica de C. kraussii en los sectores medio y bajo del rio Cauca entre los
afios 2020 y 2022. Con base a su particular historia de vida y a la diversidad de ambientes
que ocupa, la expectativa a priori es que C. kraussii exhibiera estructuracion genética
espacial y fenotipos locales en el area de influencia de PHI. Para resolver estas
interrogantes se desarrollaron loci microsatélites como herramienta molecular para evaluar
la estructuracion y diversidad genética de la especie. Asimismo, se emplearon
aproximaciones de la morfometria geomeétrica con el fin de caracterizar los fenotipos

teniendo en cuenta fuentes de variacion genetica y ambiental.

Desarrollo de loci microsatélites: este trabajo provee un grupo de 16 loci microsatélites
especie-especificos para Caquetaia kraussii con motivos de repeticion largos (4-mer, 5-
mer) que facilitan la asignacion de los alelos y por consiguiente su genotipificacion
(Dewoody et al., 2006). Los nuevos loci desarrollados en este estudio se consideran
altamente polimorficos dado que sus valores de PIC > 0.5 estuvieron por encima del rango
propuesto por Botstein et al. (1980). Igualmente, los valores PIC de los loci aqui
desarrollados se encontraron dentro del rango de los loci disefiados para ciclidos
neotropicales (Tabla 1-1). Ademas, los loci empleados en este estudio exhibieron
consistencia en la amplificacién, alta definicion de los electroferogramas. Asimismo, los
loci de C. kraussii mostraron niveles de heterocidosidad observada y esperada en los
stocks PHI (Ho: 0.434-0.806; He: 0.415-0.798), EPSC (Ho: 0.143-0.821; He: 0.169-
0.839), S4-S5 (Ho: 0.578-0.937; He: 0.610-0.924) y S6-S7-S8 (Ho: 0.735-0.981; He:
0.753-0.949), que estuvieron dentro del rango exhibido por los loci desarrollados en 11

ciclidos neotropicales (Tabla 1-1). Con todo esto los loci aqui desarrollados se
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consideraron informativos y apropiados para el estudio de genética poblacional de
Caquetaia kraussii.

Diversidad genética: Los niveles de heterocigosidad observada (Ho: 0.562-0.885) y
esperada (He: 0.583-0.884) en C. kraussii superan los niveles de la heterocigosidad
observados en otros ciclidos neotropicales como Geophagus brasiliensis (Ho: 0.474-0.628;
He:0.534-0.706; Ferreira et al., 2015), Cichla temensis (Ho: 0.183-0.619; He:0.292-0.657,
Willis et al., 2015), Gymnogeophagus setequedas (H0:0.593; He: 0.673; Souza-Shibatta et
al., 2018), Apistogramma agassizii (Estivals et al., 2020), Geophagus aff. brasiliensis
(Ferreira et al., 2021), Apistogramma gephyra (Ho: 0.631-0.662, He: 0.633-0.669) y
Apistrogramma pertensis (Ho: 0.664-0.742, He: 0.612-0.663; con loci heterologos de
Apistogramma gephyra) (Leitdo et al., 2021), Pterophyllum scalarae (Pandolfi et al.,
2021) y Cichla ocellaris var. kelberi (De Souza Cruz-Nobrega et al., 2023). Ademas, en
cautiverio, la diversidad genética de C. kraussii (Ho: 0.562; He: 0.583) es mayor que la de
cultivos de Pterophyllum scalarae (Ho: 0.376-0.523; He: 0.514-0.568; Pandolfi et al.,
2021) pero menor que la de los reproductores de Oreochromis niloticus (Ho: 0.601-0.649;
He: 0.650-0.686; (Montoya-Lopez et al., 2019) e hibridos de Cichla (Ho: 0.733; He:
0.642; De Souza Cruz-Nobrega et al., 2023).

Es importante resaltar que la alta diversidad de C. kraussii se identificO con base en
motivos de repeticion mas largos (4-mer, 5-mer), los cuales se espera presenten menor
variabilidad que las repeticiones cortas hipervariables (2-mer; (Castoe et al., 2012)
utilizadas en su mayoria para los otros ciclidos neotropicales como en Cichla temensis
(Macrander et al., 2012), Geophagus brasiliensis (Ferreira et al., 2013), Apistogramma
gephyra (Leitdo et al., 2017) y Pterophyllum scalarae (Pandolfi et al., 2021). Lo anterior
evidencia una diversidad genética superior al promedio descrito para ciclidos

neotropicales.

Las diferencias entre los niveles de diversidad genética entre C. kraussii y los otros
ciclidos neotropicales podrian deberse a rasgos caracteristicos de su historia de vida
(Leffler et al., 2012), debido a que se ha observado que las especies que tienen menor edad

media de maduracion o esperanza de vida exhiben niveles mas altos de diversidad genética
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(Leffler et al., 2012; Dalongeville et al., 2016; Martinez et al., 2018). Una estimacién
basada en datos publicados que se realiz6 en el presente estudio (Tabla 1-3), sugiere que
C. kraussii tiene mayor tiempo medio de maduracion y menor esperanza de vida en la
cuenca Magdalena-Cauca (tm:1.390; tmax: 6.668) (Alonso et al., 2014), en comparacién de
Geophagus brasiliensis en el sistema Bennet Brook en Australia (tm:1.197 ; tmax: 16.219)
(Beatty et al., 2013) y de Cichla temensis en la cuenca del Amazonas en Venezuela
(tm:1.226 ; tmax: 19.259) (Jepsen et al., 1999). Por lo tanto, la diversidad genética de C.
kraussii aqui encontrada no puede relacionarse con su edad media de madurez, pero si con
su menor esperanza de vida. No obstante, estos datos de historia de vida fueron
aproximados y para Geophagus brasiliensis no fueron estimados en la zona nativa. Debido
a la ausencia de informacion disponible para otros ciclidos neotropicales, queda por
explorar si las diferencias en los niveles de diversidad genética estan relacionadas con el
numero efectivo poblacional, estimador que se ha visto asociado con la diversidad genética
(Waples et al., 2013). En consecuencia, seria oportuno avanzar en estudios completos
sobre reproduccion, tamafio poblacional y diversidad genética en las especies de ciclidos
neotropicales, con el fin de profundizar en los factores que influencian su genética

poblacional.

Por otro lado, las medidas de diversidad genética, heterocigosidad esperada y riqueza
alélica, estuvieron negativamente relacionadas con la distancia a la desembocadura del rio
Cauca al rio Magdalena; es decir, la diversidad genética disminuye a medida que aumenta
la distancia a la desembocadura. Este patrén de distribucion de la diversidad genética de
las poblaciones posiblemente se deba a la diversidad de habitats aguas abajo, los cuales
son los preferidos por C. kraussii, y el flujo génico existente en esta zona, permitiendo el
intercambio de alelos y el mantenimiento de la alta diversidad genética. Esta idea esta en
linea con simulaciones de datos genéticos en diferentes paisajes en los que se muestra que
la red dendritica y la conectividad del cauce interfieren en la distribucion de la variacion
genética, ya que restringen el flujo génico (Paz-Vinas & Blanchet, 2015; Thomaz et al.,
2016). La pendiente del cauce del rio también puede influir en la distribucion de la

diversidad genética de una especie (Manel et al., 2020), puesto que en altitudes bajas se
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encuentran mayor diversidad de habitats dptimos para C. kraussii, aspecto que contrasta
con lo que sucede en altitudes medias y altas.

Aun cuando los promedios de heterocigosidad en C. kraussii fueron altos, se evidenciaron
pequefios pero significativos déficits de heterocigosidad observada en los stocks EPSC,
S4-S5 'y S6-S7-S8. Debido a que en este estudio se utilizaron loci microsatélites especies-
especificos, los individuos fueron organizados por stocks y los valores Fis fueron no
significativos, los resultados no parecen explicarse respectivamente por la presencia de
alelos nulos, efecto Wahlund, o endogamia. Otra explicacion probable seria el
apareamiento selectivo, un comportamiento observado en otros ciclidos neotropicales
como Geophagus brasiliensis (Ferreira et al., 2015) y Cichla temensis (Willis et al., 2015),
los cuales también exhiben déficits de heterocigosidad. Por lo anterior y como se indicd
anteriormente, seria importante seguir evaluando los comportamientos reproductivos de

esta especie.

Demografia poblacional: la deteccion de cuellos de botellas recientes en C. kraussii en el
area de influencia del proyecto de Ituango concuerda con lo encontrado en la misma area
con Prochilodus magdalenae (Landinez-Garcia et al.,, 2020), Pseudoplatystoma
magdalenatium (Garcia-Castro et al., 2021), Ageneiosus pardalis, Pimelodus grosskopfii y
Sorubim cuspicaudus (Restrepo-Escobar et al., 2021). Las especies en el area han sufrido
presiones antropogenicas como la pesca, la mineria, contaminacion de aguas y el cambio
en el régimen del caudal producto de la construccion de la represa. Estas presiones
posiblemente sean las causantes de los cuellos de botellas recientes de las especies en el
area. También, en otras especies de ciclidos se ha detectado cuellos de botellas recientes,
como fue el caso de Geophagus brasiliensis (Ferreira et al., 2015) y Geophagus aff.
brasiliensis (Ferreira et al., 2021), donde los impactos antropogénicos fueron discutidos
como las causantes. No obstante, en Gymnogeophagus setequedas no se evidencio cuellos
de botellas recientes (Souza-Shibatta et al., 2018).

En contraste con el tamafio efectivo poblacional en EPSC (< 100) y PHI (< 1000), las
poblaciones de medio natural y los stocks S4-S5 y S6-S7-S8 exhibieron tamarios efectivos

poblacionales por encima de 1000, mostrando un alto potencial evolutivo a largo plazo
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(Frankham et al., 2014). Ademas, el tamafio efectivo en los stocks siguid un patron
asociado con la diversidad genética (Ho, He, Ar) concordante con la relacién indirecta
entre el tamafio efectivo y la variacion genética observada en otros estudios (Romiguier et
al., 2014; Ellegren & Galtier, 2016), los cuales son influenciadas por la edad de madurez y

la esperanza de vida (Waples et al., 2013).

Diferenciacion genética: Caquetaia kraussii presentd una estructura genética espacial que
puede resultar de caracteristicas de su historia de vida como residente y cuidado parental
(Winemiller, 1989; Solano-Pefia et al., 2013), lo cual restringe el flujo génico y aumenta la
diferenciacion de su pool genético. Un resultado similar se encontrd en otras especies de
ciclidos con cuidado parental y sedentarias como Cichla temensis (Willis et al., 2015),
Geophagus brasiliensis (Ferreira et al., 2015), Apistogramma agassizii (Estivals et al.,
2020), Geophagus aff. brasiliensis (Ferreira et al., 2021), Apistogramma gephyra y
Apistrogramma pertensis (Leitdo et al., 2021), Pterophyllum scalarae (Pandolfi et al.,
2021) y Cichla ocellaris var. kelberi (De Souza Cruz-Ndébrega et al., 2023).

Debido a que esta especie se considera residente, se espera una disminucion en la similitud
genética entre las poblaciones a medida que la distancia geografica aumenta entre ellas. En
este estudio, las frecuencias alélicas encontradas estuvieron espacialmente auto
correlacionadas en distancias 2-6 veces mas largas que el rango de estimacion estimada
para la especie, proporcionando un fuerte apoyo a la explicacién de aislamiento por

distancia.

Ademas, el analisis de deteccion de los individuos inmigrantes indicé que PHI no presentd
ningun inmigrante de aguas abajo, corroborando la restriccién de flujo génico entre esos
sectores. Debido a la serie de rapidos y altas velocidades del flujo de agua que componian
la zona antes de la construccion de la hidroeléctrica, los resultados encontrados en este
estudio sobre estructura genética e inmigracion, en conjunto con los bajos niveles de
diversidad genética y Ne < 1000, sugieren que los individuos de C. kraussii recolectados
en PHI pueden representar un efecto fundador a partir de poblaciones que no provienen
corriente abajo del embalse. Queda por explorar en estudios futuros el origen de la

poblacion fundadora. La explicacion anterior parece mas probable que la alternativa de
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que las condiciones ambientales del tramo y las preferencias por hébitat de C. kraussii
hayan generado una rapida diferenciacidén genética en el corto plazo entre PHI y el resto de
las poblaciones aguas abajo, aun cuando los ciclidos parecen responder de manera rapida a

condiciones cambiantes.

Debido a la evidencia de flujo de inmigrantes entre EPSC y S4-S5 y al hecho de que EPSC
no cultiva ni tiene interés comercial en C. kraussii, la explicacion de efecto fundador es
también valida para los individuos de los estanques de la piscicola proveniente de S4 y S5,
puesto que existen conexiones temporales durante las temporadas de lluvias entre los
estanques y afluentes del rio Cauca a través de cafios y canales. Esta alternativa es
congruente con la posibilidad de que pocos individuos llegaran a colonizar, lo cual
explicaria su bajo nimero efectivo poblacional en la piscicola y su diferenciacion genética

actual con las poblaciones naturales circunvecinas.

En este escenario, C. kraussii estd conformada por dos stocks naturales, S4-S5 y S6-S7-S8,
distanciados por 15 km y separados entre si por la desembocadura del Rio Nechi. La
presencia de inmigrantes entre sectores se evidenci¢ al interior de cada stock, mientras que
no se encontraron evidencias de inmigracion entre los grupos. El bajo potencial de
dispersion de la especie y de sus larvas debido al cuidado parental, sumado a la magnitud
de la confluencia del rio Nechi y el rio Cauca pueden explicar la presencia de dos stocks
de C. kraussii, uno aguas arriba y el otro, aguas debajo de la desembocadura del rio Nechi.
Se ha senalado que la posicion de la confluencia, ademas del grado de ramificacion del rio,
y los niveles de migracion asimétrica rio abajo influyen en los patrones de variacion
genética en las poblaciones riberefias mostrando en los rios muy ramificados, un aumento
de 20 veces en la diversidad genética global y de siete veces la diferenciacion genética

entre poblaciones locales (Thomaz et al., 2016).

Morfometria geométrica: el rango de la longitud estandar de C. kraussii (10-20 cm,
Tabla 1-7) es similar al descrito para sus conespecificos en los rios Atrato (11-35 cm;
(Rivas-Lara & GOomez-Vanega, 2017) y Sinu (11-28 cm de longitud total; (Olaya-Nieto,
2019) y en los embalses de Betania (17 a 25 cm; (Mancera-Rodriguez & Cala, 1997) y
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Urrd (6-27 cm; (Solano-Pefia et al., 2013); pero menor al reportado para la especie en el
embalse de Pefiol-Guatapé (17-45 cm; (Zapata-Londofio et al., 2020).

Por otro lado, el tamafio centroide permitié visualizar diferencias en el tamafio entre los
grupos fenotipicos. En la muestra analizada se encontraron individuos de tamafios grandes
(PHI y EPSC1), intermedios (lético de S4 y EPSC?2) y pequefios (ciénaga de S5, ciénaga
de S6, ciénaga de S7 y I6tico de S8), los cuales podrian representar diferentes estados de
desarrollo o edades de los individuos analizados. El efecto de esta variable en el analisis de
la conformacion se contrasté con certidumbre Unicamente en el grupo EPSC, donde se

pudo eliminar el efecto de la genética y el ambiente.

Las diferencias en la conformacion corporal observada entre las dos tallas en la piscicola
podrian estar relacionadas con el estado de desarrollo de dos cohortes de edades diferentes
en C. kraussii, aspecto que ha sido observado en ciclidos africanos (Meuthen et al., 2018;
Freudiger et al., 2021). Una alternativa no excluyente, es que la diferencia de la
conformacion corporal entre tallas refleje la presencia de individuos con tiempos de
colonizacion diferentes, lo que conllevaria a que los individuos con mayor exposicion al
ambiente léntico presenten cuerpos mas altos y menos hidrodinamicos respecto a los que
lleven menor tiempo de exposicion a ese mismo ambiente (Langerhans, 2008). En tal
escenario, los individuos de tallas intermedias que exhiben cuerpos mas altos y menos
hidrodinamicos presentarian mayor tiempo de colonizacién, mientras que los de tallas
grandes presentarian menos tiempo de colonizacion considerando que aun conservan una
conformacion corporal mas hidrodindmica. Para probar estas hipétesis en futuros estudios
se recomienda tener F1 y F2 y ambas someterlas en dos ambientes con diferente flujo del

agua.

Comparando individuos de tallas y ambientes similares, también se observaron diferencias
en la conformacion corporal entre grupos geneticos distintos, las cuales fueron mas
notorias entre los individuos de tallas grandes de PHI y la piscicola. No queda claro si
estas diferencias puedan deberse a los tiempos de colonizacién de ambientes I6ticos por
parte de los grupos comparados, alternativa que fue discutida previamente para explicar las

diferencias de conformacion entre individuos de tallas grandes e intermedias en la
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piscicola. También se encontraron diferencias en la conformacion corporal de los stocks
genéticos naturales ubicados corriente arriba y abajo de la desembocadura del rio Nechi
(S5 vs S6 y S7), e incluso entre ciénagas del mismo grupo genético (S6 vs S7) sugiriendo
que puede haber adaptaciones locales en los sectores estudiados. Esta idea esta apoyada
por la correlacién de las matrices de las distancias genéticas calculadas por sector y las
distancias euclidianas de la conformacién corporal, lo cual indicaria que cada deme

geografico tiene un componente genético y fenotipico propio o local.

En individuos de tallas similares del mismo stock genético, los cuerpos de los individuos
del ambiente l6tico (S8) fueron mas hidrodindmicos que los de las ciénagas (S7), un
resultado esperado en C. kraussii de acuerdo con las predicciones de Langerhans (2008) y
otros estudios que han evidenciado que los peces que habitan cuerpos acuéticos de bajo
flujo de agua exhiben cuerpos profundos en comparacion con los que habitan en alto flujo
(Haas et al., 2010; Langerhans & Reznick, 2010; Akin & Geheber, 2020). Esta relacion se
ha documentado en C. kraussii en los ambientes del canal del dique del rio Magdalena,
Bolivar, Colombia (Hernandez, et al., 2022a, Hernandez, et al., 2022b); como también en
Oreochromis niloticus donde la piscicola con mayor flujo de agua presentd cuerpos
hidrodinamicos, mientras las piscicolas con poco flujo de agua exhibieron cuerpos
profundos (Montoya-Lopez et al., 2019). Adaptaciones morfoldgicas similares también se
han visto en otros ciclidos neotropicales, como en Geophagus neambi, Satanoperca
jurupari, Caquetaia spectabilis, Heros fasciatus, Cichla kelberi y C. pinima (Gilbert et al.,
2020).

Sin embargo, las predicciones de Langerhans (2008) no se cumplen en la comparacion
entre el ambiente I6tico (S8) y las ciénagas ubicadas inmediatamente corriente debajo de la
desembocadura del rio Nechi (S6), debido a que los cuerpos de los individuos de las
ciénagas fueron méas hidrodinamicos. Estas excepciones a las predicciones de Langerhans
(2008) también se han descrito en otras especies migradoras que se exponen a diferentes
velocidades del agua como Salmo salar (Pakkasmaa & Piironen, 2000) y Brycon henni
(Restrepo-Escobar et al., 2016) las cuales mostraron cuerpos mas ensanchados en las

velocidades altas.
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Los resultados morfométricos en su conjunto indican que C. kraussii exhibe respuestas
plasticas las cuales, al igual que otros peces, pueden estar relacionadas con diferencias en
las presiones selectivas, comportamiento, estrategias de alimentacion y preferencias por el
habitat (Hendry et al., 2002; McGuigan et al., 2003; Franssen, et al., 2013b; Meyers &
Belk, 2014) o el nicho ecoldgico (Meuthen et al., 2018; Freudiger et al., 2021).
Especificamente, las diferencias ambientales en conjunto con la especializacion tréfica
pueden promover la adaptacion local, que sumadas a la restriccion del flujo génico por
barreras ecoldgicas pueden aumentar la diferenciacion poblacional tanto genéticamente
como morfolégicamente (Spreitzer et al., 2012). Queda por explorar en otros estudios el
papel de los componentes ambiental y trofico como nichos en la variacion intraespecifica
de C. kraussii.

En resumen, este estudio muestra que factores como la talla, la genética y el ambiente
influyen en la conformacion corporal de C. kraussii. Sin embargo, las diferencias
significativas entre cada sector evaluado sugieren que otros factores que no fueron
considerados en este estudio pueden estar modelando la conformacion corporal de la
especie. Esto es factible porque en tales ambientes confluyen varios factores ambientales
como la profundidad y velocidad del agua, la estructura del habitat (Freudiger et al., 2021)
y variables fisicoquimicas entre otros factores que, sumado a la historia de vida de la

especie, hace que exista dicha asociacion de la diferenciacion genética y fenotipica.






5. Conclusiones y recomendaciones

El presente estudio evidencié que Caquetaia kraussii presenta alta diversidad genética
comparada con los ciclidos neotropicales y una estructura espacial de cuatro grupos
genéticos. Los grupos del embalse y la piscicola parecen haberse originado por un efecto
fundador y los otros dos stocks naturales estan ubicados corriente arriba y abajo de la
cabecera del rio Nechi. Las fuentes de variacion de la conformacion corporal de C.
kraussii estan explicadas por la talla (edad o el estado del desarrollo), la genética y el
ambiente; aun cuando permanece por explorar la influencia de otros factores.
Adicionalmente, este estudio desarrollé un grupo de 16 loci especies-especificos altamente
polimérficos de C. kraussii que se proponen como herramienta para el futuro monitoreo

genético-poblacional de la especie.

La diferenciacion genética de Caquetaia kraussii revela la importancia de darle un manejo
diferenciado para su pesca y consumo. En el caso de las poblaciones fundadoras o en
cautiverio se sugiere proporcionar nuevos reproductores para que su variabilidad genética

sea prolongada en el tiempo.

Con el fin de profundizar en los factores que influencian su genética poblacional, se
recomienda estudiar si C kraussii exhibe seleccién sexual (assortative mating) y en
general, avanzar en estudios completos sobre reproduccién, tamafio poblacional y
diversidad genética en las especies de ciclidos neotropicales. También se recomienda
profundizar en las fuentes de variacion de la conformacion corporal en C kraussii, tales

como tiempos de confinamiento, factores ambientales y tréficos como nichos.
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