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Informe Técnico del Establecimiento de las Relaciones Filogenéticas de
Eremophilus mutisii

Introduccion

La diversidad existente en los Andes tropicales es inmensa, albergando diferentes
especies, que se encuentran bajo una presion creciente por diferentes actividades
antropicas. La conservacion de la fauna de agua dulce, en especial los peces, ha
sido escasamente explorada, por lo que se sabe poco sobre estas especies. Los
peces Andinos tropicales se encuentran entre los vertebrados menos estudiados en
el mundo. Un alto porcentaje de ellas son especies endémicas, y son vulnerables
y/o amenazadas por pérdida de sus habitats, introduccion de especies exoticas,
cambios hidrologicos y de temperaturas asociadas al cambio climatico. El Capitan
de la Sabana es una especie que actualmente se encuentra en el libro rojo de
especies amenazadas, en la categoria de Vulnerable (Mojica et al., 2012).

La conservacion de estas especies implica el conocimiento de la biologia y la
dindmica genética poblacional de cada una de ellas. En las ultimas décadas,
marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados en estudios de procesos
ecologicos, evolutivos y de estructura y variabilidad genética. Dentro de estos
marcadores, el andlisis de polimorfismos de ADN mitocondrial (ADNmt) ha sido el
mas popular para estudios de diversidad genética y de relaciones filogenéticas. De
acuerdo con lo anterior el objetivo de este trabajo fue estudiar las relaciones
filogenéticas del Capitan de la Sabana a través de marcadores mitocondriales.

Materiales y Métodos

Colecta de muestras y extraccion de ADN

Se colectaron muestras de tejidos y/o sangre de individuos de Capitan de la Sabana
de las Zonas de Suesca, Embalse de Tominé, Embalse de la Copa y laguna de
Fuquene. Las muestras obtenidas fueron transportadas en refrigeracion hasta el
laboratorio de genética animal y molecular de la Universidad de Ciencias Aplicadas
y Ambientales (U.D.C.A) (Figura 1). La extraccion de ADN gendmico se realizo
utilizando el kit comercial High Pure PCR Template Preparation® de Roche. La
cuantificacion del ADN extraido se realiz6 utilizando nanodrop, y la integridad del
ADN fue verificada por medio de electroforesis en gel de agarosa (1% p/v).



Figura 1. Proceso de colecta de muestras, extraccion de ADN vy electroforesis de
ADN realizados en el laboratorio de Genética Animal y molecular de la U.D.C.A.

Amplificacién de los marcadores 16Sy COl a través de PCR

La amplificaciéon de los marcadores mitocondriales subunidades 16S del ARN
ribosdmico y subunidad | del citocromo C oxidasa (COI-I) se realiz6 a través de PCR
utilizando los cebadores que se muestran en la Tabla 1. Las reacciones fueron
realizadas en un volumen total de reaccion de 25 ul, cada reaccion contenia 5ul de
ADN gendmico, 2.5ul de cada cebador, 5 ul de dNTPs, 2 ul de Mg*?, 0.5 de Taq
polimerasa y agua (Figura 2).

El proceso de PCR para el marcador COI-I se realizd con una desnaturalizacion
inicial a 95 °C x 2 min, seguida por 40 ciclos de desnaturalizacion a 94°C x 30 segq,
hibridacion a 54°C x 30 seg y extension a 72°C x 1 min, con una extension final a
72°C x 10 min (Figura 2). Mientras que, el proceso de PCR para el marcador 16S
se realiz6 con una desnaturalizacion inicial de 94 °C x 2 min, seguida de 40 ciclos
de desnaturalizacién a 94 °C x 30 seg, hibridacion a 52°C x 40 seg y extension a
72°C x 1min y extension final a 72°C x 10 minutos.

Tabla 1. Cebadores utilizados para amplificacion de los marcadores COI-l y 16s

Marcador Forward Reverse
COI-I 5'-3' (655pb) | TCAACCAACCACAAAGACATTG | TAGACTTCTGGGTGGCCAAAG
GCAC AATCA
16S 5'-3' CGCCTGTTTATCAAAAACAT CCGGTCTGAACTCAGATCACGT




Figura 2. Procesos de PCR y electroforesis realizados en el laboratorio de Biologia
Molecular de la U.D.C.A.

Electroforesis y secuenciacion

Los productos de amplificacion fueron visualizados mediante electroforesis en gel
de agarosa (1% p/v) (Figura 3). Una vez verificada la amplificacién de los productos
de PCR y el tamafio del fragmento amplificado, fueron enviados para purificacion y
secuenciacion a Corpogen.

Figura 3. Resultados de electroforesis de agarosa de algunos individuos, cada una
de las imagenes tiene la inicial de la region y el ID del individuo.

Analisis de secuencias e inferencia filogenética

La calidad de las secuencias obtenidas fue confirmada por visualizacion de los
cromatogramas de secuenciacién usando BioEdit (Hall, 1999). Las secuencias
forward y reverse de cada marcador fueron alineadas a través de alineamiento de
dos secuencias para generar una secuencia consenso a partir de la cual fueron
realizados los diferentes andlisis. Posteriormente, estas secuencias fueron
analizadas en las bases de datos NCBI y EMBL usando la herramienta BLAST.
Dicha busqueda permitié analizar y obtener las secuencias similares con lo cual se



generd un banco de secuencias con el que se realizd el alineamiento mdultiple
mediante ClustalX (Thompson, Gibson, Plewniak, Jeanmougin, & Higgins, 1997).

RESULTADOS

Edicién v alineamiento de secuencias (COI -1)

En la Figura 4 se muestra electroferograma obtenido a partir del secuenciamiento
de COI-I de 1 individuo. Cada una de las secuencias de las 4 regiones fueron
editadas y alineadas como se muestra en la Figura 5. Posterior al proceso de edicién
y alineamiento se obtuvieron secuencias consenso de 400pb.
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Figura 4. Electroferograma correspondiente a la amplificacion de la region mitocondrial
(COI-1) de un individuo perteneciente a la subpoblacién de Copa

% BioEdit Sequence Alignment Editor —
File Edit Sequence Alignment View Accessory Application RNA World WideWeb Options Window Help
= 0

? C:\Users\\Luisa Fernanda!\Desktop\ANALISIS CAPITAN\COI-LIMPIAT.phy

=] [CovieNew  ~[1 ~| B 40 tolal sequences

[shade threshald 100% ][

Mode: [Frab & Drag =] Seleclion 0 Sequence Mask: None St
e | Biab & Drag Fosiion: 128 Humbering Mask: Nane uier atl!
—_ = n T <. 2[EaT GAT TIeE Serall L1 |
& 1D IT &eo - =EHEEHTNE e SE P i G g q s

g i

R R R R R TR R R R R R R R R R R AR
I 0Bt 2t et 0t e
e e
e e el e e e e R
ERRCRE TR TR R RS TR R TR R RN TR TR TR SRR —

2
2
2
2
2
a2
a2
a2
1
1
1
B
B
B
B
2
2
2
2
2
a2
a2
a2
1
1
1

3

=]

[IEAEY

MOONINNAERENOA0NNRNNOAPAREOOG0 0G0

L[«

Figura 5. Alineamiento de las secuencias del marcador COI-I generadas por medio
del software Bioedit®

Edicion y alineamiento de Secuencias 16S

En la Figura 6 se presenta un ejemplo de electroferograma obtenido a partir del
secuenciamiento de 16S. Cada una de las secuencias de 16S de las 4 regiones




fueron editadas y alineadas como se muestra en la Figura 7. Posterior al proceso
de edicion y alineamiento se obtuvieron secuencias consenso de 451pb.
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Figura 6. Electroferograma correspondiente a la amplificacién del marcador 16S de
individuos de Capitan de la Sabana.
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Figura 7. Alineamiento de las secuencias del marcador 16S generadas por medio
del software Bioedit®

Diversidad e inferencia filogenética basadas en COI-ly 16S

Las zonas muestreadas correspondientes a los embalses de Copa, laguna de
Fuquene, Suesca y Tominé se consideran “laboratorios" naturales de investigacion
y dada su pequefia dimensién permite aplicar estudios correspondientes a procesos
evolutivos y de especiacion. En estas fuentes hidricas se encuentra la especie
endémica Capitan de la Sabana recurso zoogenético valioso sin referencia alguna



de cambios evolutivos como la seleccion, deriva y flujo genético y la repercusion de
esto en su actual estado genético.

Los estudios genético-moleculares permiten un soporte del estado actual de este
recurso y la genotipificaciébn por medio de marcadores mitocondriales son claves
para la identificacion de especies en estado de conservacion (Saad et al., 2011). En
este estudio se utilizaron los marcadores COI-l y 16S para evaluar la diversidad y
las relaciones filogenéticas del Capitan de la Sabana. En la Tabla 2 se presentan
los resultados de diversidad obtenidas en las 4 poblaciones a partir del marcador
COl-ly 16S.

Utilizando el marcador COI-I se observaron sitios polimorficos e indices de
diversidad genética Unicamente en Tominé. En Fuquene se observd un sitio
polimérfico y en Copa y Suesca se observé apenas un haplotipo. De los sitios
polimérficos observados se encontré un sitio con 121 nucledtidos y otro con 133
nucledtidos (Tabla 3), mientras que, para el caso de 16S, se observo que entre
todos los individuos secuenciados existe un solo haplotipo presente (Tabla 2), con
cero diversidades nucleotidicas y un porcentaje del 46% de guaninas y citocinas en
la secuencia consenso (461pb) por lo que no se evidencio diferencias dentro de las
subpoblaciones muestreadas respecto a este marcador dada su alta conservacion
y escasa variabilidad (Tabla 2).

Tabla 2. Diversidad Genética de las poblaciones basadas en COI-1y 16S

COl-I 16S
Localidad SP | H DH DN K SP H DH DN K
Copa 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Suesca 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Fuquene 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Tominé 1 2 | 0.29 | 0.001 | 0.20 0 0 0 0 0
Total 2 3 | 0.15 | 0.003 | 0.14 0 1 0 0 0

SP= Numero de sitios polimérficos; H= nimero de haplotipos; DH=Diversidad haplotipica;
DN= diversidad nucleotidica; K= Nimero promedio de diferencias nucleotidicas.

Tabla 3. Todos los sitios polimérficos encontrados en COI-I

Sitios polimorficos Nucleétido Distancia
analizados

Sitio 1 121 12 nucleétidos
Sitio 2 133

En la Figura 8 se presentan las relaciones filogenéticas encontradas para el Capitan
de la Sabana, observando que el Capitan de la Sabana aparentemente tiene una



relacibn mas cercana con Trichomycterus mimonha una especie de peces de
la familia Trichomycteridae presente en Brasil, asi mismo, se puede observar que el
clado correspondiente al capitan de la sabana (Eremophilus mutisii) se aleja de los
Trichomycteridaes presentes en la geografia Colombiana. De esta manera se
concluye que la diferencia filogenética entre el espécimen Pseudoplatystoma
magdaleniatum conocido popularmente como Bagre Rayado posiblemente esta
genéticamente distante al bagre de agua fria ‘Capitan de la sabana’. Sin embargo,
posteriores estudios o estudios mas robustos son necesarios para corroborar estos
resultados observados.

(6) Pascuali
9

(10) ——  (7) Bagre Rayado

(1) (4) Cachiraens

(12)

(3) Banneaui

(2) Rosablanca

(1) Capitan de la sabana

®)
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Figura 8. Arbol filogenético realizado con el método Neighbor-Joining a partir de
secuencias de un fragmento de 270 pb de la region COI del ADNmt de diferentes
Trichomycteridae sp y Pseudoplatystoma Magdalanensis.

Mesa et al., (2018) describi6 a Trichomycterus rosablanca (Siluriformes,
Trichomycteridae) como una especie nueva de bagre hipogeo de los Andes
colombianos y a través de analisis de COI observo que la especie rosablanca esta
estrechamente relacionada con el Capitan de la Sabana. En este estudio también
se observl una cercania interesante entre Rosablanca y Capitdn de la Sabana
(Figura 8).

Conclusiones

Por medio de primers especificos disefiados y utilizados en la amplificacion y
secuenciacion de el gen 16s como del COI-1, se logr6 obtener fragmentos de
aproximadamente 461pb y 404pb (respectivamente) de cada una de estas regiones
mitocondriales, los cuales, al ser secuenciadas y alineadas, presentaron 99% de



homologia con las secuencias reportadas en las bases de datos para el Capitan de
la Sabana.

El andlisis del fragmento de 404 pb de la region COI-I del ADNmt analizadas permitio
identificar tres haplotipos. Asi mismo, se pudo observar que la regién con mayor
namero de haplotipos fue la subpoblacion de Tominé ya que las demas
subpoblaciones solo mostraron un solo haplotipo presente por lo que
probablemente en esta zona existe mayor variabilidad de la especie.

De igual manera, los resultados del presente estudio mostraron que todas las
secuencias obtenidas para la region 16s no presentan ningn cambio puntual (sin
polimorfismos) lo que demuestra su alta tasa de conservacién dentro y entre las
poblaciones analizadas, todo lo contrario, arrojé el marcador COI-1 mostrando
niveles de diversidad y la existencia de tres haplotipos de importancia genética.
Adicionalmente, el analisis filogenético mostré cercania del Capitan de la sabana
con el espécimen Trichomycterus mimonha especie de peces de
la familia Trichomycteridae presente en Brasil.
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