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Informe Técnico de la Variabilidad Genética de Eremophilus mutisii en
Cuatro Zonas del Altiplano Central

Introduccion

El Capitan de la sabana (Eremophilus mutisii) pez endémico de las fuentes hidricas
del altiplano central colombiano, se caracteriza por ser el bagre nativo de mayor
tamafo presente en aguas de baja temperaturas en el pais ademas de ser el
simbolo ambiental y cultural para la ciudad de Bogotd y sus alrededores. Su
permanencia se encuentra comprometida siendo las causas principales el cambio
climatico, la caza furtiva y la destrucciéon de su habitat (Gonzéalez et al., 2017).

La conservacion de una especie implica el conocimiento de la biologia y la dinamica
genética poblacional de cada una de ellas. La variabilidad genética es muy
importante para una especie mantener su vitalidad reproductiva, resistencia a
enfermedades y la capacidad de adaptarse a cambios climaticos, por tanto, la
determinacién de la composicién genética de una especie y como esta estructurada
es sus poblaciones es fundamental para que se puedan implementar acciones de
manejo y conservacion.

Metodologia

A través de pescadores de la region de Fuquene, Suesca, Copa y Tominé se
adquirieron ejemplares de Capitan de la Sabana como se describe en la Tabla 1. A
partir de los ejemplares adquiridos se tomaron muestras de sangre de cada uno de
los individuos en tubos con EDTA y en algunos se tomaron muestras de musculo.
Las muestras fueron refrigeradas y transportadas al laboratorio de Genética Animal
de la U.D.C. A (Figura 1).

Tabla 1. Poblacion y nimero de ejemplares obtenidos para la toma de sangre y
extraccion de ADN.

Poblaciéon | Niomero

Suesca 25
Tominé 25
Fuquene 25

Copa 25




Asi mismo, se conservaron muestras de tejido muscular de diferentes individuos en
PBS a temperatura de refrigeracion (4°C), donde también se aplic6 el mismo
protocolo de extraccion (Figura 2).

Figura 1. Colecta y toma de muestras de sangre de ejemplares de Eremophilus
mutissi

Figura 2. Muestras de musculo correspondiente a ejemplares de Eremophilus
mutissi

Extraccion de ADN

Se realizaron dos métodos de extraccion de ADN a partir de tejido muscular blanco
del pez Capitan de la Sabana (Eremophilus mutisii) y de sangre entera, por medio
del Kit ROCHE High Pure PCR Template Preparation utilizando los protocolos
previamente estandarizados.



Cuantificacion de ADN extraido a partir de muestras de tejido/sangre de
Eremophilus mutissi

Se realizo la cuantificacion de las diferentes muestras extraidas, obtenidas a partir
del protocolo del kit ROCHE®, la calidad de estas fue confirmada mediante
electroforesis horizontal en gel de agarosa al 2%, constituido por 0,6 gramos de
agarosa y 50 ml de TBE 1X, teflido con Red Ladder (10mg/mg), a 100V por 20
minutos (Figura 3).

El ADN fue visualizado en un transluminador UV (Figura 4). Asimismo, se realiz6 la
cuantificacion por medio de nanodrop, donde se confirma que se cuenta con
cantidad suficiente de acidos nucleicos (DNA) para llevar a cabo los ensayos de
PCR en punto final. La principal ventaja de trabajar BioDrop ND1000 es que la
medida se lleva a cabo a partir de 1 6 1,5 pl de muestra sin ayuda de ningun tipo de
cubeta ya que la muestra se pipetea directamente sobre la superficie de medida.

Figura 3. Equipo de Electroforesis del laboratorio de Biologia Molecular UDCA




Figura 4. Visualizaciéon del corrido en agarosa del ADN extraido de 49 individuos
pertenecientes a las 4 diferentes poblaciones.

Amplificacion y Purificacion de fragmentos

Se amplificd un fragmento de la region D-loop del ADNmt. La secuencia de los
primers disefiados fue:

F: 5'-CACCCVTRRCTCCCAAAGCYA-3
R: 5'-GGTGCGGRKACTTGCATGTRTM -3'

Las condiciones y la PCR de amplificacion se presentan en la Tabla 2. La
verificacion de los tamafios de los productos se realizé en geles de agarosa al 1,5%.

Tabla 2. Programa de amplificacion de la PCR

Condiciones termociclador /Temperatura Tiempo
Denaturacion 95°C 1 minuto
Hibridacion 57°C 45 35 Ciclos
segundos
Extension 72°C 1 minuto

Andlisis estadisticos de la diversidad del ADNmt

El célculo de los diferentes parametros de diversidad genética se realiz6 utilizando
los software DNAsp (Rozas et al., 2017) y Arlequin 3.0 (Excoffier, Laval, &
Schneider, 2005).

Los parametros de diversidad evaluados por zona y por tipo se presentan a
continuacion:



e Numero de sitios polimorficos (S): Niamero de posiciones en la secuencia
analizada que presenta mas de una variante.

e Numero de haplotipos: Niumero de secuencias distintas identificadas en el
total de los individuos analizados.

e Diversidad haplotipica: Es la probabilidad de que dos haplotipos elegidos al
azar sean idénticos (Nei, 1987).

e Diversidad nucleotidica: es el numero de nucleétidos diferentes por sitio entre
dos secuencias tomadas al azar y puede ser utilizada para medir la distancia
genética entre poblaciones (Tamura & Nei, 1993).

Analisis de la estructura genética de la poblaciéon

Con el fin de conocer la estructura genética de la poblacion se realizé en calculo de
los estadisticos FST.

Célculo de los estadisticos FST

El calculo de los estadisticos FST se realizé bajo la hipétesis de no diferencia entre
las subpoblaciones, el cual se obtiene permutando haplotipos entre poblaciones,
donde el valor P es la proporcion de permutaciones que dan valor FST igual o mayor
al observado (Tamura & Nei, 1993). En el presente trabajo, el célculo de los valores
FST por subpoblaciones se realizé con el MEGAX (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, &
Tamura, 2018) para obtener la matriz de distancias entre las cuatro subpoblaciones
muestreadas.

Representaciones graficas

Las representaciones graficas se obtuvieron a partir de los datos obtenidos en los
andlisis previos considerando en cada caso las Unidades Taxondmicas Operativas
OTUs (Sokal & Michener, 1958). Se realizo el grafico a partir del algoritmo Neighbor-
Joining basados en las distancias FST calculados entre subpoblaciones con el
software MEGAX (Kumar, Stecher, Li, Knyaz, & Tamura, 2018).

La representacion grafica de los haplotipos se realizdé con el algoritmo Neighbor-
Joining, utilizando el test de filogenia basado en el método Bootstrap con 1000
replicaciones el cuél disminuye el error ya que permite observar la distribucion
subyacente mediante remuestreo del conjunto de datos original; el modelo de
sustitucion utilizado fue el de Kimura 2- parametros el cual asume que las
transiciones son mas probables que las transversiones (Kimura, 1968).

Resultados:

En las siguientes figuras se muestra un ejemplo de electroferograma como resultado
de la secuenciacion del marcador D-loop asi como diferentes secuencias alineadas del
primer Reverse (Figura 5).



Figura 5. Electroferograma de secuencia del marcador D-loop
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En la Tabla 3, se describen los parametros de diversidad encontrados en toda la
poblacion muestreada a partir de la region D-loop.

Tabla 3. Pardmetros de diversidad en la poblacion total

Parametros de diversidad paratoda la poblacion a partir del analisis de
la region D-loop.

Numero de Haplotipos 8

Diversidad Haplotipica 1

Varianza Haplotipica 0.003

Desviacion estandar 0.063




Los siguientes resultados de la Tabla 4 hacen referencia a los parametros de
diversidad dentro de cada una de las subpoblaciones muestreadas (Copa, Fuquene,
Tominé y Suesca).

Tabla 4. Pardmetros de diversidad dentro de cada una de las subpoblaciones
analizadas.

Subpoblacién 1 (Suesca)

Numero de sitios segregantes 11
Numero de haplotipos 2
Diversidad haplotipica 1
Diversidad nucleotidica 0.05

Subpoblacién 2 (Tominé)

Numero de sitios segregantes 5
Numero de haplotipos 2
Diversidad haplotipica 1
Diversidad nucleotidica 0.02

Subpoblacién 3 (Fuguene)

Numero de sitios segregantes 12
Numero de haplotipos 2
Diversidad haplotipica 1
Diversidad nucleotidica 0.06

Subpoblacion 4 (Copa)

Numero de sitios segregantes 11
Numero de haplotipos 2
Diversidad haplotipica 1
Diversidad nucleotidica 0.05

Los resultados obtenidos muestran las siguientes zonas conservadas de la region
amplificada.

e Region 1: 39pb-116pb
e Regidn 2: 52pb-117pb
e Regién 3: 53pb-118pb
e Regién 4: 54pb-121pb
e Regién 5: 57pb-134pb
e Regién 6: 70pb-139pb
De esta manera se observa que la subpoblacién con mayor diversidad genética es

la poblacion de peces ubicada en la laguna de Fuquene con altos niveles de
diversidad genética, donde autores como la CAR describen la zona como uno de



los principales puntos para el albergue de flora y fauna de la regién, donde se
destaca la presencia del capitédn de la sabana (CAR, 2018).

Distancias FST

Los valores FST calculados entre las secuencias de los peces de las distintas
subpoblaciones se utilizaron como medida de distancia genética. La representacion
grafica de las distancias genéticas obtenida bajo el algoritmo Neigorh-Joining
(Figura 7) muestra una primera division de como se alejan las poblaciones
muestreadas.

Figura 7. Dendograma obtenido de la distancia FST entre las subpoblaciones con
el método Neighbour Joining, a partir a partir de un fragmento de 200pb de la
region D-loop del ADNmt del pez Capitan de la sabana.
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El dendograma permite observar dos grupos principales, uno de ellos conformado
por las subpoblaciones de Tominé, Fuquene y Suesca y el otro clado formado por
la subpoblacion de Copa. Es importante resaltar que geogréficamente las
subpoblaciones de Suesca y Fuquene donde probablemente pueda existir flujo
genético entre estas dos zonas, asimismo, la poblacion de Copa es la més distante
ubicada en el departamento de Boyaca. El comportamiento arrojado sugiere algin
tipo de relacion genética a nivel de ADNmt de las tres regiones del primer grupo
(Tominé, Fuquene y Suesca) donde puede presentarse por sus conexiones
hidrograficas y/o el traslado de ejemplares de unas a otras subpoblaciones, por
parte de nativos de las zonas.

La reduccion de las poblaciones del capitan de la sabana en los diferentes cuerpos
de agua es atribuido principalmente a razones como la pesca excesiva (Alvarez,
2007), la presencia de predadores como la Trucha Arcoiris Oncorhynchus mikiss



(Lemus et al., 2014) y demas factores que ponen en riesgo la subsistencia de esta
especie, ha generado la preocupacion de expertos en el area, enfocando su
esfuerzo en la conservacion de este recurso.

Los resultados del presente estudio demuestran que a pesar de los factores
anteriormente mencionados, aun existe variabilidad genética aceptable en los
individuos pertenecientes a la subpoblacién de Fuquene, los cuales cuentan con
indices de variabilidad superior a las tres subpoblaciones restantes que de igual
forma no demeritan sus resultados frente a este parametro. Es de suma importancia
para posteriores estudios de seleccion y cruzamiento, la conservacion de la
diversidad genética que pueda generarse en los descendientes de estos individuos,
dado que el impacto sobre diferentes tipos de variables productivas y reproductivas,
probablemente puedan ser superiores al resto de subpoblaciones mencionadas.

Conclusion:

A través del estudio de diversidad utilizando el marcador D-loop, se logré observar
gue aun se observa variabilidad del Capitan de la Sabana, sin embargo, para
corroborar estos resultados pioneros para la especie, se debe tener presente para
proximos estudios, la posibilidad de un muestreo con un N superior y/o adelantar
estudios que involucren tecnologias de genotipificacion de alto rendimiento para la
identificacién de SNP a nivel de una poblacion y estudios de estructura y diversidad
genética a nivel de poblacion.
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